TECHNISCHE UNIVERSITAT MUNCHEN

Lehrstuhl fur Botanik

Charakterisierung der Abscisinsaure-Rezeptorkomplexe in

Arabidopsis thaliana

Stefanie Viola Tischer

Vollstandiger Abdruck der von der Fakultdt Wissenschaftszentrum Weihenstephan fur
Erndhrung, Landnutzung und Umwelt der Technischen Universitdat Minchen zur Erlangung

des akademischen Grades eines

Doktors der Naturwissenschaften

genehmigten Dissertation.

Vorsitzender: Prof. Dr. Wolfgang Liebl
Prufer der Dissertation: 1. Prof. Dr. Erwin Grill
2. Prof. Dr. Alfons Gierl

3. Prof. Dr. Kay H. Schneitz

Die Dissertation wurde am 23.03.2016 bei der Technischen Universitat Miinchen eingereicht
und durch die Fakultat Wissenschaftszentrum Weihenstephan fiir Erndhrung, Landnutzung

und Umwelt am 22.06.2016 angenommen.



Fiir meine Familie



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis
PN o o] [o [0 0TV LT 2= [ [ | PRSP I
TabelleNVErZEICNIS .....eiiiieiee e st as v
ADKUIZUNGSVEIZEICANIS ..ccciieiiiieeeeie et e e e e et e e e e e e s e senabtreneeeeens \Y
ZUSAMMENTASSUNG ..vtiiiiiiiieeeeiitie e e sttt e e sttt e e ssbe e e e s sbaeeesssabteeeesabeeeeesabeaeessataeeesasssaeesansseaeesnnsens 1
YU T oY a1 1Y 3
O X101 =T (U oF - PRSPPI 5
1.1, ADSCISINSEUIE c..eeiiiiieeite ettt sttt s et e s e b e saneeneesnneeneens 5
1.1.1. Biosynthese und Katabolismus VON ABA...........cooiiiiiiieiniiieee et sieee e 6
1.2. Kernkomponenten der ABA-Signaltransduktion ..........cccccovviieeiiniiieniinieee e 9
N S Y 2 7 (=Y 2T o) o] = o [ 9
1.2.2. Proteinphosphatasen 2C der GrupPe A .....ocovvieeeiriiieeeeniieeeeenieeee s ssieeeeesiveees 12
1.2.3.  ProteinKiNaseN......ccoiieiiiieiieeeeee et 14
1.3, ABA-REZEPLOrKOMPIEX.....uiiiiiiiiiiieieiiiie ettt st e e e e s s sbae e e s 15
1.3.1.  ABA-BiNdUNZ @N RCAR ..ottt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 15
1.3.2.  Komplexbildung mit PP2C ........coiiiiiiiiiiiee ettt 17
1.3.3.  ABA-SIgnaltransdUKLION......cuiiiiiiiiiiieeieec e ee e e e e e eans 19
1.4.  mini Singlet OXYZEN GENEIAtOr ...cciviviiiiiriiiee ettt e sire e e s s sbae e e s saes 21
1.5.  Zielsetzung dieser Arbeit .......occuuiiiiiiiiiiicie e 24
D o - =1 o Y T 1Y YRS UUUTTRRRRP 26

2.1. Regulierung  der  ABA-Signaltransduktion durch  ABA-Rezeptorkomplex-

KOMIPONENTEN .. e e e e e e e e e e e e e e e e s e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeenennns 26
2.1.1. RCAR-abhédngige Regulierung der ABA-Signaltransduktion..........cccceccveeerrunnnn. 26
2.1.2. Inhibierung der ABA-Antwort durch PP2Cs der Gruppe A........ceeeeeeevvecnvvevennenn. 32

2.2. Kombinatorische Interaktionen zwischen ABA-Rezeptorkomplex-Komponenten... 35



Inhaltsverzeichnis

2.2.1. RCAR-und ABA-abhangige Induktion der Genexpression .........cccccccveevvvvvenneen. 36

2.2.2. Regulierung der ABA-Antwort durch ABA-Rezeptorkomplex-Komponenten ... 40

2.3. RCAR-abhédngige Regulierung von AHGL.........coooiiiiivieiieeieiicirieeeeee e eeeriereeeeeeeeenans 45
2.3.1. Spezifitdt der RCAR-AHG1-Komplexbildung........ccccovvveiiniiiiiiiniiieeecieee e, 47
2.3.2.  Invivo und in vitro Analysen der RCAR1/4 Varianten mit AHG1 ....................... 49

2.4. ABA-Rezeptorfunktion VON RCART .......uvvveiiiiiiiieiiiireeeee e eeeeiirreeeee e e e e sentrereeeeeeeeennns 54
2.4.1. Regulierung der ABA-Signaltransduktion durch RCAR7 Expression .................. 54
2.4.2. RCAR7-abhédngige Regulierung der PP2Cs.......ccccovveviieiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeiireeeeee e 59
2.4.3. Physiologische Relevanz vOn RCART7 ....couviiiiviiiieecritee e 61

2.5. Physiologische Charakterisierung der RCAR Famili@ ........ccooevuvveeeieiiiiiiiiiiireeeeeeeeenns 65
2.5 0. KEIMUNG oo 69
2.5.2.  WUIZelWachStUM .....coiiiiiee e e 72
2.5.3.  StomMata REGUIIEIUNEG ......evieeiiiiiee et 77

2.6. Etablierung eine Reportergen-Konstruktes zur Lokalisierung der RCARs in planta.. 80

2.6.1. Transiente Uberpriifung in A. thaliana und N. benthamiana............................ 81
2.6.2. In planta Lokalisation vON RCARIL2.....cccocuuiiiiiiiieeeiniiee e sireeeesieee s ssiae e e 82

T 1Y {0 £ o o DU P PSPPSR PRPOTSRN 86
3.1. Kombinatorik der ABA-Rezeptorkomplex-Komponenten........ccccoecuveeeeriiieeinsinenenns 87
3.1.1. Neu identifizierte PP2C-Regulierungen durch RCARs in Pflanzenzellen............ 89
3.1.2. Funktionelle Differenzierung der ABA-Rezeptorkomplexe.......ccccceevvvveeeerunnnn. 90
3.1.3. Limitierung der transienten Analyse in Protoplasten ..........cccceevvrvveeereeeinicnnnnen. 94
3.2. Spezifitaten in der RCAR-PP2C KOmMbiNatoriK......ccveeeervieeiiriiiieeeiiiee e esiiee e 95
3.2.1. RCAR-AHG1-RezePtOrKOMPIEX...ueviiiiieiieirirereeeeeeeeeieiirreeeeeeeeesenrrereeeeeeesesnannnens 96
3.2.2. RCAR7-PP2C-RezeptorkOmMPIEXE.....cccoevvvrereeiiieieiiiireeeeee e eeesciireeeeeeeeeeseannees 101
3.3.  Physiologische Funktion der ABA-REzZeptoren .......cccevevveeeiriieeeesnieeessiieee s 104
3.3.1. Inhibierung der Samenkeimung durch ektopische RCAR-Expression.............. 106



Inhaltsverzeichnis

3.3.2. Redundante Regulierung des Wurzelwachstums ........ccc..cccevvvrrvvernieeiinrccnnnnee. 110
3.3.3.  RCAR-vermittelte Regulierung der Stomata-Apertur.......cccoccceeevriieeeiniieeeennns 113

4.  Material und MethOden.........c.coiiiiiiiiiieee e e 116
A1, MaAeriAli®N e eare e 116
411, ChemiKaliEn ..o e 116
4.1.2. GEIAT.cii ittt e 116
A.1.3.  SOTEWAIE ittt s 118
4.1.4. Verwendete Organismen und ihre Kultivierung .......cccovvvveeeeeiiiiiciiineeeeeceeeennns 119
4.1.5. Verwendetes Pflanzenmaterial und ihre Kultivierung.......cccccceevvvivveiniiiieennnns 123
4.1.6. Enzyme und OligoNUKIEOTIE ......vvvveeiiiiiiiiiiieeiiee et e e 124
4.1.7. Plasmide und VEKEOreN .......coociiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 124
4.1.8. Erstellung eines Reportergen fusionierten Vektor-Plasmids........ccccceveveeeennnes 125
4.1.9. Generierung der Vektor-Plasmide fiir die RCAR Lokalisation..........cccceevveeenne 127
4.2.  Physiologische MethOden .......cooccuivieiiiiiiiiiiieeec e e 128
4.2.1. Oberflachensterilisation von Arabidopsis Samen .......ccccceeeveeeeiiciiiieeeeeeeeeennns 128
4.2.2.  KeimUNESVEISUCKHE .....oiiiiiiiiie ettt re e e s aaae e e e 129
4.2.3. WUIZEIVErSUCNE .. ..coiiieeee e e e 129
4.2 4. StOMAtA-VerSUCNE ...cooiiiiiiiiiie et 130
4.2.5. Floral Dip von Arabidopsis thaliana .............c...eeeeiieieeeciiiveeeieeeeieeiiiieeeeeeeeeeenns 130
4.2.6.  TabaKinfiltration .......c.cueiiiiiiii e 131
4.2.7. Isolierung von Arabidopsis Protoplasten .......ccccccceevvevciivveeeeeeeeeicirieeeeeeee e, 132
4.2.8. Transfektion vOn Protoplasten......cuieeiiiieiiniiieeeciieee e 134
4.2.9. Messung der B-D-Glucuronidase-Aktivitat in Protoplasten.......cccocvvvveeieeennns 135
4.2.10. Messung der Luciferase-Aktivitat in Protoplasten........ccccceveeeeiieiiiveeeeeieeiinnn, 135
4.3. Molekularbiologische Methoden ..........cccueiiiiiiiiiiiiiiee e 136



Inhaltsverzeichnis

iv

4.3.1. Herstellung kompetenter E. coli bzw. A. tumefaciens Zellen .........ccceeveeeeenne. 136
4.3.2. Transformation kompetenter E. coli bzw. A. tumefaciens Zellen.................... 137
4.3.3.  Plasmid-Praparation..........cccoiieiiiieeeiiieeeiiieiiiieeeeeeeeeeeseieeeeeeeeeseessaarreneeeeesssenans 138
4.3.4. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)......cueeiieiiiieeieiiiee et 139
4.3.5. Agarose-Gelelektrophorese ......cuueieieiieeiiiiiee e 141
4.3.6. Standardmethoden der KIONIEIrUNE ......cooevevrieeiiiiiiiieiieeeeeec e e 142
4.3.7. Zielgerichtete Mutagenese (SDM) ...cccueeecvieeiiieiiiiecciee e 143

L I T B 1\ VY=o [V T=T oA =] o U o =SS 145
4.3.9. RNA-Isolation aus Pflanzenmaterial.........ccccooiiiiiiiiniiiiiiiiee e 145
4.3.10. CDNA-SYNTNESE ...ttt e e e e aae e e e e e eeans 146
4.3.11. Quantitative Real-Time PCR (qReal-Time PCR) .......ccevviriieieiiiee e 146
4.3.12. Transformation von Hefezellen.........ccooeiiiiriieniieeee e 148
4.3.13. Yeast-two-Hybrid (Y2H) Interaktionsanalyse .........ccccceevvieerceeenieeeniee e 149

4.4. Proteinbiochemische Methoden ...........ccooiiiiiiiiiiniiie e 149
g I o o) =11 g T=0q o] =K1} [0 o PSR 149
4.4.2.  ProteineXtraktion .........cooiieiiiiiiieeie e 150
4.4.3. Proteinaufreinigung UNd DialyS@. ...t e 150
4.4.4.  SAUIENIEGENEIAtION ....uiiiiiiiiee et rre e e 151
4.45. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS)........cooveeevvvveeeieeeeiieiiireeeeeeeeeeenns 151
4.4.6. CoOMASSIE-FArDUNEG.....eiiiiiiiii it aae e e 152
4.4.7. Phosphatase-AKLIVIEATSTEST .....cccvvveeeriiiiiiccieeee e e 153

4.5.  Mikroskopie MethOdeN .....cccuviiiiiiiiiie e e e s 154
4.5.1. Konfokale Laser Scanning MiKroSKOPI€......cccuvveveiiieiiiiiiiireeeieeeeeeciiireeeeeeeeeeeans 154

TR Yo | o - o T SO 155
6.  LIteraturverzeiChnis. ... .o s s 187
LEDENSIAUT ... e et nee 204



Inhaltsverzeichnis

DANKSAEUNE ceveeeieiiiiiciiteeee ettt e et e e e e e e e ees bbb e e et e eeeseseabbbaseaeeeeseesstbaaareeeeseeannnrrrens 205






Abbildungsverzeichnis

Abbildungsverzeichnis

Abb. 1-1 ABA-Biosynthese und -AKKUMUIIEIUNE.......ccuvveveiiiiiiiiiiiieeee et 7
Abb. 1-2 ABA-Katabolismus Giber HydroxXylierung. ........cooccveeeiniiieeiiiiiiee e 8
Abb. 1-3 Phylogenetischer Baum der RCAR-Familie in Arabidopsis. ......cccevvvveevreeiiiiccinnreeennnen. 10
Abb. 1-4 Vergleich der START Domain vom Birken Pollen Allergen BET V 1 und RCARL. ....... 11
Abb. 1-5 Phylogenetischer Baum der Gruppe A PP2Cs in Arabidopsis.....cccccveveeeeeiiccnvreeennnen. 12
Abb. 1-6 Wahrnehmung von ABA durch RCARTLA. .....uuveeiieeiiiiiiiieeiee et e e eeeenrraneee e 16
Abb. 1-7 ABA-vermittelte Konformationsanderung im Gate und Latch Loop. ...........cccuuee.... 17
Abb. 1-8 Interaktionsregionen zwischen ABA Rezeptorkomplex und PP2C.........ccccceurrveennn.. 18
Abb. 1-9 ABA-Signalweg zur Regulierung der Stomata-SchlieBung und Genexpression......... 20
Abb. 1-10 MiniSOG Struktur und WirkWeise...........ccceeriiiiiiniiiieseeeeeeeeee e 22
Abb. 1-11 MiniSOG-Produkte im Vergleich zwischen CLSM und TEM........ccccceivviiieeiniineennne 23

Abb. 2-1 RCAR- bzw. ABA-abhangige Induktion der Genexpression in Arabidopsis

o1 oY o] = 1) ¢ o VSO USUR 28

Abb. 2-2 Regulierung der ABA-Antwort durch ektopische RCAR-Expression in Arabidopsis

o) o] o] 1) =1 RO UURRRRRRRP 30
Abb. 2-3 PP2C-vermittelte Inhibierung der ABA-Antwort in Arabidopsis Protoplasten.......... 33
Abb. 2-4 RCAR-PP2C-Interaktionen im Y2ZH. ....c.cooviiiiiiiiiiieeieceeesees et 36

Abb. 2-5 RCAR- bzw. ABA-abhangige Induktion der Genexpression in Arabidopsis

o1 o] o] 1) =1 RSP TR 39

Abb. 2-6 Transiente Analyse aller 126 RCAR-PP2C-Kombinationen in Arabidopsis

o) o] o] 1) =1 s USSP UURTRRRRRRP 41
Abb. 2-7 Normalisierung der RCAR-vermittelten PP2C-Regulation unter ABA-Exposition. .... 44
Abb. 2-8 RCAR-abhdngige Regulierung von AHG1 in Arabidopsis Protoplasten. .................... 46
Abb. 2-9 RCAR-Alignment und Kristallstruktur der RCAR-PP2C-Bindungsoberflache. ............ 47
Abb. 2-10 Strukturen der identifizieren AminOSaurereste. .......ccccceeveeeeriieeniieeniee e 48



Abbildungsverzeichnis

Abb. 2-11 Y2H Interaktionsanalyse von AHG1 mit RCAR-Varianten.......c.ccovvveevreeerviccinvveennnnen. 50
Abb. 2-12 In vivo Analyse aller RCAR-Varianten in Arabidopsis Protoplasten.........cccccuveeeen.... 51
Abb. 2-13 Inhibierung der Phosphataseaktivitat durch RCAR-Varianten. .......ccccoccveeiriiveeenne 53

Abb. 2-14 Regulierung der ABA-Signaltransduktion durch RCAR7-Expression in Arabidopsis

o1 oY o] F= 1) ¢ o VAU PUUUR 57

Abb. 2-15 RCAR7-abhéngige Regulation der PP2C-inhibierten ABA-Antwort in Arabidopsis

[ oY o] o] =T = o VAP U PR R UP 60
Abb. 2-16 RCAR7-abhdngige Regulierung der ABA-Antwort in Arabidopsis. .......cccceeevvvveennne. 63
Abb. 2-17 Genexpression der RCARS in Arabidopsis. ......couvviieiiiiiiieiiiiiiieeirieee e ssieeee e 66
Abb. 2-18 Relative Genexpression der OFE RCAR-LINIEN........ccccvvvveeiiieiiiiiiireeeeeeeeeeeirreeeeee e 68
Abb. 2-19 Relative Keimung der RCAR-Uberexpressionslinien..............ccoevveveevverevvereeeverennnns 70
Abb. 2-20 Relatives Wurzelwachstum der OE RCAR-Linien ohne ABA-Zugabe..........ccuveee.e. 73
Abb. 2-21 Relatives Wurzelwachstum der RCAR-Uberexpressionslinien. ........ccccceceeveveneneee. 76

Abb. 2-22 Oberflachentemperatur und vegetatives Wachstum der OE RCAR-Linien in
F Y o1 Lo [oY o 1Y F RO ROP P 79

Abb. 2-23 Intrazelluldre Lokalisation endogener RCARs in Arabidopsis Protoplasten und

L] 1] = 1 T o TSRO P PP OPRPRRPR 82
Abb. 2-24 Lokalisierung von RCAR12:eGFP in Arabidopsis Wurzel.........ccccovvuveeeiniiieeiniiineeenne 83
Abb. 2-25 Lokalisierung von RCAR12:€GFP in Arabidopsis. ....cccouvveeeeieeiiiiinrreeieeeeeeieirveeeneeen 84
Abb. 2-26 Zelluldre Lokalisation von RCAR12:eGFP in Arabidopsis. ....cccceevrviveeeisniiieeeeiiineeennne 85
Abb. 3-1 RCAR-vermittelte Regulierung der PP2Cs unter ABA-EXpOSition.........ccccveevriiveeennne 87
Abb. 3-2 RCAR-vermittelte Regulierung der PP2Cs mit endogenem ABA. ...........ccoeeevvrvvennnen. 88
Abb. 3-3 Erstmals bestatigte ABA-Rezeptorkomplexe in Arabidopsis. .....ccocvuveeeeriivieeiiiiveeenne 89
Abb. 3-4 Vergleich terndrer Komplex der GA- bzw. ABA-Signaltransduktion..........cccvveeeee.... 92
Abb. 3-5 Vergleich Induktion der GA- bzw. ABA-ANtWOIL. ....ccovviiiiiiiiiiiiiieirieee e eeiree e 93
Abb. 3-6 Aminosaurerest-Vergleich von RCARL und RCAR4. .......cevvvieiiiiiiinireeiieeeeeieireeeeeenn 96



Abbildungsverzeichnis

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

3-7 RCAR-HAB1-Kontaktoberflache. ........ccuoiiiiiiiieeeeee e 99
3-8 PP2C-Alignment und Tryptophan-Valin-Vergleich. ......ccccccccouvvviivreenieciiiiiireeeeeen. 100
3-9 Unterschiede in der RCAR-Kontaktoberflache von HAB1 und HAB2. ..................... 102
3-10 RCAR7 UNd HABL 2% ittt 103
3-11 Primarstruktur-Alignment der RCAR-Kontaktoberflache........ccccccovvieeiiiiiiinnnnnnne, 104
3-12 Modell zur ABA-abhéangigen Inhibierung der Samenkeimung. ......c.cccceevvvvveennen. 109
3-13 Modell zur Stimulierung des Wurzelwachstums. .........ccccviiviiieeiniiieee e, 113
4-1 Schematische Darstellung fir die Klonierung von mCherry:miniSOG in pSK Ascl.. 126
4-2 Schematische Darstellung zur Generierung von pSK Ascl eGFP:miniSOG und MCS.

......................................................................................................................................... 127
5-1 Alignment aller 14 RCAR. ......uuviiiiiiieee ettt ettt e e e sae e e s ssbae e e s sabaeeesnanees 178
5-2 Alignment aller 9 PP2Cs der GrUPPE A. ...oveeiiciiieeeeiieeeeriieeeeesiaeee s snieeeessnvaee e s e 180
5-3 Relative Keimung und Wurzelwachstum verschiedener RCAR Knockout Linien. ... 181
5-4 Regulierung der Stomata in RCAR7 OE- bzw. Knockoutlinien.........cccccceevivveeennnnne. 182
5-5 Relative Keimung aller genierten OE RCAR LiNI@N......uveeeeeieiiiiiiiirreeeeeeeeeeinreeeeeen 184
5-6 Relatives Wurzelwachstum aller generierter OE RCAR Linien. ......occceveevivveeeinnne. 186



Tabellenverzeichnis

Tabellenverzeichnis

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

1 Verwendete Gerate ... iiiiiiieiiieeec e 116
2 Escherichia COli SEAMME ....ooiuiiiiiie ettt s 119
3 Agrobacterium tumefaciens STAMIME........ueeiiieieiieiiiiieeieee e eeeeeeeeearreeeeeeeeeeenans 120
4 Antibiotika und Konzentration im Nahrmedium..........cccooiiiriiiiniiiinieeeeeeee 121
5 HEFESTAMM . 121
6 Allgemeiner Ansatz fiir Klonierungs- und Kolonie PCR .......cccccvvieeiiiiiiieeeeneecceecnnnee, 139
7 Allgemeiner PCR — Ansatz zur Uberpriifung transgener Pflanzen ...........ccccceuvevevnee. 140
8 Thermocycler Einstellung fiir PCR mit Phusion DNA Polymerase.......cccccevvvveeeeeeennnns 140
9 Thermocycler Einstellung fir PCR mit Pfu bzw. GoTaq DNA Polymerase. ................ 141
10 Thermocycler Einstellung fiir PCR mit KAPA3G Plant DNA Polymerase.................... 141
11 Allgemeiner PCR — ANSatz flr SDM .....ccoovuiiiiiiiiiei et 144
12 Thermocycler Einstellung flr SDIM PCR........uvveieeieiiiiiiiieeeeeeeeeeeciirreeeeeeeeesennreeeeee s 145
13 Allgemeiner PCR — Ansatz flr qReal-Time PCR .......ccccieiiiiiiiee e 147
14 Thermocycler Einstellung fir gReal-Time PCR ........coovvrvreeiiieieicrreeeee e 147
15 Verwendete OligonuKIeotid Primer ......coocvveeiiei ittt 155
16 Verwendete Plasmide fiir transiente Analyse in Protoplasten.......cccccccceevviiieennnnnee. 159
17 Verwendete Plasmide flir Hefe Trafo........cccooeeriieiiiieeeeeeeeee e 160
18 Verwendete Plasmide flir Phosphataseaktivitats-Assay.......ccccocvveeiiriieeeisiivees e 161
19 Verwendete Plasmide fiir stabile Transformation in A. thaliana bzw. Infiltration in N.

DEONTRGIMUOINIA oottt e e e et e e e sttt e s s e taeessetaaeesetaaessetaaessesanessesannnss 161



Abkiirzungsverzeichnis

Abkiirzungsverzeichnis

% (v/v)

% (W/v)
ABA

A. thaliana
A. tumefaciens
ABF

ABI

ABRE

AHG

AREB

AS

Betv1

BSA
bzIP
cDNA
CDS
Col-0
CPS
Ct

Da
DMSO
DTT

E. coli
EDTA
FMN

eGFP

et al.

Volumenprozent

Gewichtsprozent

Abscisinsdure

Arabidopsis thaliana

Agrobacterium tumefaciens

ABRE Binding Factor
Abscisinsaure-Insensitiv

ABA-Response Element
ABA-Hypersensitive Germination
ABA-Response Element Binding Protein
Aminosaure

Maijor birch pollen allergen of Betula verrucosa
1

Bovine Serum Albumin

Basic Leucin Zipper

komplementdre Desoxyribonukleinsdaure
codierende Sequenz

Columbia Okotyp 0

Counts Per Second

Cycle threshold

Asparaginsaure

Dalton

Dimethylsulfoxid

Dithiothreitol

Glutaminsaure

Escherichia coli
Ethylendiamintetraessigsaure
Flavin-Mononukleotid

Enhanced Green Fluorescent Protein

und andere



Abkirzungsverzeichnis

EtBr Ethidiumbromid

EtOH Ethanol

F Phenylalanin

GA Gibberellin

GE Glukoseester-Konjugat

GUS B-D-Glucuronidase

H Histidin

HAB Hypersensitive to ABA

HAI Highly ABA-Induced

ICso mittlere inhibitorische Konzentration
IPTG Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid
K Lysin

Ky Dissoziationskonstante

L Leucin

LAR Luciferase Assay Reagent

LB Luria-Bertani Nahrmedium
LUC Luciferase

LV leere Vektorkontrolle

M mol/ |

MCS Multiple Cloning Site

MES 2-Morpholineothansulfonsadure
miniSOG Mini Singlet Oxygen Generator
mQ MiliQ

MS Murashige & Skoog (Medium)
MUG Methylumbelliferylglucuronid
MUP Methylumbelliferylphosphat

N Asparagin

N. benthamiana Nicotiana benthamiana

oD Optische Dichte

0OST1 Open Stomata 1

PCR Polymerase-Kettenreaktion
PP2C Protein Phosphatase Type 2C

Vi



Abkiirzungsverzeichnis

PYL
PYR
RCAR
Rd29B
rpm
RT

S. cerevisiae
SD
SDM
SLAC1
SnRK2
START
B
TEM
TF

UBI10
UN

WT

Y2H
YPD

PYR1-like

Pyrabactin Resistant

Regulatory Component of ABA Receptor
Responsive to Desiccation 29B
Umdrehung pro Minute
Raumtemperatur

Saccharomyces cerevisiae

Synthetic Dropout

Site Directed Mutagenesis

Slow Anion Channel 1

Sucrose non-fermenting Related Kinase 2
Star-related lipid transfer domain
Terrific Broth (Medium)
Transmissionselektronenmikroskopie
Transkriptionsfaktor

Unit (Einheit der Enzymaktivitat)
Ubiquitin10

tber Nacht

Tryptophan

Wildtyp

Tyrosin

Hefe-Zwei-Hybrid-System

Yeast Peptone Dextrose

Vil






Zusammenfassung

Zusammenfassung

Abscisinsdure (ABA) ist ein wichtiges Phytohormon und ein Hauptregulator zur Anpassung an
biotischen und abiotischen Stress und wirkt zusatzlich als entwicklungsspezifisches Signal.
Die ABA-Antwort beinhaltet die Stomata-Regulierung, schiitzt das Photosystem vor
stressbedingten Schaden und reguliert das Pflanzenwachstum (iber die Genexpression. Zu
den Kernkomponenten der ABA-Signaltransduktion gehoren die ,Regulatory Component of
ABA Receptors“ (RCARs) bzw. die ,Pyrabactin resistant/PYR1-like proteins” (PYR/PYL), die
Gruppe A Proteinphosphatasen der Klasse 2C (PP2C) und die ,Sucrose non-fermenting
related protein kinases 2“ (SnRK2s). Das Arabidopsis Genom codiert 14 RCARs, die auf Basis
ihrer Primarstruktur in drei Unterfamilien eingeteilt werden. In Arabidopsis gibt es neun
PP2Cs, die zu den Mg?- und Mn*-abhingigen Serin-Threonin Proteinphosphatasen
gehoren. Durch direkte Inhibierung der SnRK2s wirken die PP2Cs als Negativregulatoren der
ABA-Signaltransduktion. ABA bindet in die hydrophobe Hohle der RCARs und stabilisiert
damit die Proteinkomplexbildung mit einer PP2C, woraus eine Inaktivierung der
Phosphataseaktivitat resultiert. Diese wiederum entldsst die SnRK2 aus der PP2C-

vermittelten Inhibierung, wodurch die ABA-Antwort initiiert werden kann.

In dieser Studie wurde erstmals die ABA-Rezeptorfunktion fir alle 14 RCAR Mitglieder in vivo
und in planta bestatigt. Dabei wurde gezeigt, dass RCAR1, RCAR3, RCAR4, RCAR6, RCARS und
RCAR9 die ABA-abhdngige Genexpression bereits in nicht gestressten Zellen induzieren,
wahrend die restlichen RCARs die ABA-Antwort nur durch exogene ABA-Zugabe aktivieren.
Des Weiteren wurde festgestellt, dass die ektopische Expression der RCARs in einer ABA-
hypersensitiven Keimung resultiert. Einzelne RCARs zeigen eine ABA-Hypersensitivitat im
Wurzelwachstum und in der Regulierung der Transpirationskiihlung. Diese Befunde geben

weitere Einblicke in potentielle Funktionen der ABA-Rezeptoren in der Signaltransduktion.

Um die ABA-Antwort zu aktivieren, muss der terndre Komplex (RCAR-ABA-PP2C) gebildet
werden. Transient in Protoplasten wurden 59 potentielle ABA-Rezeptor-Kombinationen
bestatigt, die unter endogenem ABA-Gehalt die Signaltransduktion aktivieren. Durch ABA-
Exposition wurden weitere 44 aktive RCAR-PP2C Kombinationen identifiziert, so dass in
dieser Arbeit eine Gesamtzahl von 103 RCAR-PP2C Interaktionen in Protoplasten
beschrieben wurden. Diese Proteinwechselwirkungen zeigen Substratspezifitat wie auch

Substratunspezifitdt seitens der RCARs als auch der PP2Cs. So wurde lediglich fiir RCAR1-3
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eine Aktivierung der AHG1-inhibierte ABA-Antwort durch ABA-Zugabe ermittelt, nicht aber
fur RCAR4. Es wurde ein Aminosaurerest identifiziert, der essentiell fir die RCAR-AHG1
Komplexformierung ist. Dieser ist spezifisch in der a3-Helix von RCAR1 (Y160), RCAR2 (Y162)
und RCAR3 (Y158) lokalisiert, nicht aber bei den anderen RCARs. Mit Hilfe verschiedener
RCAR1/4-Varianten wurde die Notwendigkeit dieses Aminosdurerests fiir die RCAR-AHG
Komplexbildung in vivo und in vitro nachgewiesen. Zusatzlich resultiert die ektopische
Expression von RCAR1 bis RCAR3 in einer ABA-hypersensitiven Keimung. Ein hohes
Transkriptlevel von AHG1 und diesen RCARs wurde wahrend der Embryogenese und im
Samen detektiert. Aullerdem wurde eine Funktion von AHG1 in der Samenentwicklung und -
keimung bereits beschrieben. Infolgedessen, kdnnte die RCAR-AHG1 Komplexe Funktionen

in diesen Entwicklungsprozessen besitzen.

Im Zusammenhang dieser Studie wurde fiir RCAR7 erstmals eine eindeutige ABA-
Rezeptorfunktion bestatigt. In Protoplasten liel8 sich eine RCAR7-vermittelte Regulierung fir
HAB2, PP2CA und HAI2/3 in ABA-Abhangigkeit feststellen. Es wurden zwei HAB2-spezifische
Aminosaurereste ermittelt, die an der Diskriminierung von HAB1 (S322, P391) durch RCAR7
beteiligt sein konnten. Des Weiteren fiihrt die ektopische Expression von RCAR7 zur ABA-
abhangigen Hypersensitivitdt in der Samenkeimung. Dass RCAR7 eine redundante Funktion
mit RCAR9 in diesem Entwicklungsprozess besitzt, wurde mit dem ABA-insensitiven
Phanotyp der rcar7 x rcar9 Funktionsverlust-Mutante gezeigt, wahrend die rcar7 und rcar9

Einzelmutanten keinen Effekt aufweisen.

Um eine genauere Vorstellung tiber die entwicklungsspezifische Expression der RCARs in der
Pflanze zu bekommen, wurde ein fusioniertes Reportergen-Konstrukt (eGFP:miniSOG)
generiert. Diese Fusionsproteine, gekoppelt mit endogenem Promotor und RCAR, erlauben
die Lokalisation aller RCARs zu untersuchen. In dieser Studie wurde endogenes RCAR12
erfolgreich im Wurzel- und Blattgewebe von Arabidopsis detektiert. Weiterhin liel§ sich die
Expression im Cytosol und Zellkern von RCAR12 in Wurzel-, Hypokotyl-, Epidermis- und

Schliel3zellen nachweisen.
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Summary

The plant phytohormone abscisic acid (ABA) is a key regulator of plant adaptation to biotic
and abiotic stress and also functions as a developmental signal. ABA responses comprise
stomatal closure and the regulation of plant growth by the control of adaptive gene
expression. Components of the core ABA signaling pathway are the regulatory component of
ABA receptors (RCAR) or Pyrabactin resistant/PYR1-like proteins (PYR/PYLs), protein
phosphatases 2C (PP2Cs) of Clade A and Sucrose non-fermenting related protein kinases 2
(SnRK2s). The Arabidopsis genome encodes 14 RCARs (PYR/ PYLs), which can be divided into
three subgroups according to their sequence homology. PP2Cs comprise a group with nine
members in Arabidopsis which belong to the Mg2+ and Mn** dependent serine-threonine
protein phosphatases. Through direct inhibition of SnRK2s PP2Cs negatively regulating the
ABA signal. ABA binds directly to the hydrophobic cavity of the RCARs, which results in the
formation of an RCAR-PP2C complex. Phosphatase activity is subsequently inactivated and
SnRK2 is released from PP2C-mediated inhibition, resulting in the initiation of ABA

responses.

For the first time, an ABA receptor function is demonstrated for all RCAR members via in vivo
and in planta analyses. In this thesis it is shown that RCAR1, RCAR3, RCAR4, RCAR6, RCAR8
and RCAR9 activating ABA responsive gene expression in non-stressed cells, while remaining
RCARs appear to be strictly ABA-dependent. In addition, hypersensitivity in seed germination
is detected for all ectopically expressed RCARs in an ABA dependent manner, whereas ABA
hypersensitive root growth and regulation of transpiration cooling is observed only for
specific RCARs. These results are indicating insights to potentially function of ABA receptors

during signal transduction.

The formation of a ternary complex (RCAR-ABA-PP2C) is required to induce ABA response. In
protoplasts, 59 possible RCAR-PP2C combinations are capable for activating the ABA
response in an ABA-independent and 44 additionally combinations in an ABA-dependent
manner. Furthermore, specificity and non-specificity for RCARs and also PP2Cs is detected in
this study. Only subgroup | RCARs, with the exception of RCAR4, seem to be capable for
inducing the AHG1 mediated inhibition of ABA signaling in the presence of exogenous ABA.
One amino acid residue was found that seems to be important for the formation of the

RCAR-ABA-AHG1 complex. This residue is only specific in the a3-helix of RCAR1 (Y160),
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RCAR2 (Y162) and RCAR3 (Y158) but not for the remaining RCARs. With different RCAR1/4
variants, the importance of this residue for AHG1-RCAR complex formation is demonstrated
via in vivo and in vitro analyses. In addition, ectopic expression of RCAR1-3 lead to an ABA
hypersensitive germination and high transcription levels of RCAR1-3 and AHG1 could detect
during embryogenesis and in seeds. Moreover, AHG1 is known to be involved in the
regulation of these processes. These achievements provide the evidence for specific RCAR-

AHG1 functions during embryogenesis and seed germination.

In addition, for the first time a bona fide receptor function for RCAR7 is shown. In
protoplasts, RCAR7 mediated regulation of HAI2/2, PP2CA and HAB2 is activating the ABA
responsive gene expression in an ABA dependent manner. Two HAB2 specific amino acid
residues are identified that could be involve in discrimination HAB1 by RCAR7. Furthermore,
ectopic expression of RCAR7 results in ABA hypersensitive germination. Redundant function
of RCAR7 with RCAR9 in germination is confirmed by rcar7 x rcar9 loss-of-function mutant
results in ABA insensitive seed germination while single rcar7 and rcar9 Arabidopsis

mutations reveal no changes.

To get a better understanding of development-specific RCAR expression in planta, a fused
reporter gene construct is generated (eGFP::miniSOG). These fusion proteins linked with
endogenous promotor and RCAR permit studying endogenous RCAR localization. In this
study, RCAR12 localization was detectable in root and leaf tissue and furthermore, in the

cytosol and nucleus of root, hypocotyl, epidermis and guard cells.
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1. Einleitung

1.1. Abscisinsdure

Das Phytohormon Abscisinsdure, kurz ABA, wurde erstmals in den 1960er Jahren
beschrieben. ABA wurde als Wachstumsinhibitor aus abgeworfenen Baumwollfriichten und
Ahornblattern isoliert und irrtlimlich als Abscissin Il (Ohkuma et al. 1963) bzw. Dormin
(Wareing et al. 1964) bezeichnet. Erst spater erfolgte die Umbenennung in Abscisinsdure
(ABA) (Addicott et al. 1968), nachdem festgestellt wurde, dass es sich bei Abscissin Il und
Dormin um die gleiche chemische Substanz handelte (Cornforth et al. 1965). ABA st
allgegenwartig und wird in allen héheren Pflanzen, in Moose und verschiedenen Algen, aber
auch in manchen Phytopathogenen und interessanterweise sogar in menschlichen
Granulozyten synthetisiert (Nambara and Marion-Poll 2005; Bruzzone et al. 2007). ABA
erfullt zahlreiche regulatorische Funktionen wahrend der pflanzlichen Entwicklung und des
Wachstums. Zu den ABA-regulierten Entwicklungsprozessen zahlen die Samenreifung, die
Aufrechterhaltung der Dormanz, die Keimung der Samen (Karssen et al. 1983; Parcy et al.
1994; Bewley 1997; Holdsworth et al. 1999) sowie die Elongation von Wurzel und Spross
(Zeevaart and Creelman 1988; Himmelbach et al. 1998; Spollen et al. 2000; Barrero et al.
2005). Neben diesen entwicklungsspezifischen Funktionen steuert ABA auch die Anpassung
an biotische und abiotische Stressfaktoren, wie Pathogenbefall, Trockenheit, Kilte, Salinitat
oder zu hohe UV Strahlung (Christmann et al. 2006; Yamaguchi-Shinozaki and Shinozaki
2006; Tossi et al. 2009; Huang et al. 2012; Adie et al. 2007). Die Anpassung erfolgt tiber die
Regulierung des Pflanzenwachstums, das SchlieBen der Stomata, der Schutz der
Photosynthese-Maschinerie durch eine weitreichende Regulierung der Genexpression
(Skriver and Mundy 1990; Vartanian et al. 1994; Chandler and Robertson 1994; Busk and
Pages 1998; Schroeder et al. 2001; Yang et al. 2006; Melotto et al. 2006; Melotto et al. 2008;
Kim et al. 2010; Okamoto et al. 2010).

Wahrend der Pflanzenentwicklung und des Wachstums wirkt ABA antagonistisch gegentiiber
anderen Phytohormonen wie aktives Jasmonat, Auxin und Gibberellin (Gehring et al. 1990;
Anderson et al. 2004; Seo et al. 2006). So hat ABA einen férderlichen Einfluss auf die
Dormanz und wirkt inhibierend auf die Keimung der Samen, wogegen Gibberellin (GA) die
Samenkeimung und das Keimlingswachstum positiv beeinflusst (Bewley 1997; Holdsworth et

al. 1999; Gubler et al. 2005; Seo et al. 2006; Yano et al. 2009; Yaish et al. 2010; Shu et al.
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2013). Um die richtige Balance zwischen den antagonistisch wirkenden Phytohormonen
herzustellen, missen der Katabolismus und die Synthese der entsprechenden Hormone

exakt reguliert werden.

1.1.1. Biosynthese und Katabolismus von ABA

Die Abscisinsaure ist ein monocyclisches Sesquiterpen mit dem systematischen Namen ,,3-
Methyl-5-(1"-hydroxy-4’-oxo0-2",6 ,6 -trimethyl-2"-cyclohexen-1"-yl)-cis-2,4-pentadiensdure”

und ist ein Derivat des Isopentenyldiphosphats (IPP), welches in den Chloroplasten tber den
Methylerythritolphosphatweg synthetisiert wird (Lichtenthaler 1999; Rodriguez-Concepcion
and Boronat 2002; Eisenreich et al. 2004). Die Biosynthese von ABA findet in Plastiden und
im Cytosol von Schliefzellen und Leitgewebe statt (Nambara and Marion-Poll 2005;

Christmann et al. 2005).

ABA wird aus der Spaltung von C-40 Carotinoiden synthetisiert, die dem
Methylerythritolphosphatweg entstammen (Milborrow and Lee 1998; Hirai et al. 2000;
Kasahara et al. 2004). Ausgehend von Zeaxanthin, dem im Biosyntheseweg ersten
sauerstoffhaltigen Carotinoid, entsteht mittels Epoxidierung durch ZEP (Zeaxanthin
Epoxidase) Uber Antheraxanthin das trans-Violaxanthin (Marin et al. 1996; Bouvier et al.
1996), (Abb. 1-1). Diese zwei Reaktionsschritte kénnen durch VDE (Violaxanthin De-
Epoxidase) riickgdngig gemacht werden, um mehr Zeaxanthin als Schutz vor zu hoher
Strahlungsintensitdt zu akkumulieren (Niyogi et al. 1998). trans-Violaxanthin wird
anschlieBend in 9-cis-Violaxanthin oder Uber trans-Neoxanthin mit Hilfe von ABA4 zu 9-cis-
Neoxanthin umgewandelt (North et al. 2007). Die cis-lIsomere von Violaxanthin und
Neoxanthin werden zu dem C-15 Produkt Xanthoxin und zu ein C-25 Metabolit durch die
NCED (9-cis-Epoxycarotinoid-Dioxygenase) gespalten (Schwartz et al. 2003). Im Anschluss
daran wird Xanthoxin aus den Chloroplasten ins Cytosol transportiert, wo die letzten
enzymatischen Umwandlungsschritte zu ABA erfolgen. Xanthoxin wird mit Hilfe von ABA2 in
Abscisinaldehyd Uberfihrt und anschlieBRend wird die Aldehyd-Gruppe zur Carboxylsaure
oxidiert, sodass ABA entsteht (Schwartz et al. 1997; Gonzalez-Guzman et al. 2002). Dieser
letzte enzymatische Schritt wird von der AAO3 (Abscisinaldehyd Oxidase 3) katalysiert,
welche Molybdéan als Kofaktor benétigt (Schwartz et al. 1997; Seo et al. 2000; Bittner et al.
2001; Xiong et al. 2001; Gonzalez-Guzman et al. 2002).
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Abb. 1-1 ABA-Biosynthese und -Akkumulierung.

Die Synthese von ABA erfolgt Uber die oxidative Spaltung von C-40 Carotinoiden in Plastiden bzw.
Chloroplasten. Durch enzymatisch katalysierte Reaktionen erfolgt die schrittweise Umwandung von Zeaxanthin
Gber Violaxanthin und Neoxanthin zu Xanthoxin. AnschlieRend wird diese ABA-Vorstufe ins Cytosol
transportiert und durch zwei Redoxreaktionen letztendlich zu ABA umgewandelt. ABA kann u.a. durch
Glukoseveresterung (ABA-GE) inaktiviert und in Vakuolen gespeichert werden. Der zweite Weg zur ABA-
Akkumulierung erfolgt tber die Abspaltung des Glukoserestes vom inaktiven ABA-GE mit Hilfe spezifischer B-
Glucosidasen BG1 bzw. BG2 im ER sowie in der Vakuole. Diese Abbildung wurde erstellt nach Schwartz et al.

(2003), Schroeder and Nambara (2006), North et al. (2007) und Arc et al. (2013).

ABA kann entweder Uber Hydroxylierung am C-7, C-8‘ oder C-9° Atom abgebaut werden

(Abb. 1-2) oder als biologisch inaktives Glukoseester-Konjugat (ABA-GE) in Vakuolen und im

Apoplast gespeichert werden (Krochko et al. 1998; Zhou et al. 2004; Kushiro et al. 2004).
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Die Hydroxylierung am C-8‘ Atom durch die P450 Monooxygenase (CYP707A) wird hierbei als
Hauptweg des Katabolismus angesehen (Krochko et al. 1998). Es wurden bisher vier
CYP707A Gene identifiziert, die fir 8‘-Hydroxylasen codieren, aber in unterschiedlichen
Entwicklungsstadien exprimiert werden (Kushiro et al. 2004). CYP707A1 und CYP707A3 sind
fir den Abbau der ABA wiahrend der mittleren Samenentwicklung und des
Keimlingswachstums verantwortlich, wahrend CYP707A2 am Ende der Samenentwicklung
exprimiert wird (Kushiro et al. 2004) und CYP707A4 in den Samenschoten (Okamoto et al.
2006). Das durch die Hydroxylierung generierte 8-OH ABA kann wiederum zur Phaseinsdure
isomerisieren (Milborrow et al. 1988) und anschlielend zu Dihydrophaseinsdure reduziert
werden (Zeevaart and Creelman 1988). Diese ABA-Abbauprodukte weisen immer noch
biologische Aktivitat auf, sind allerdings deutlich weniger aktiv als ABA (Walton and Yi 1995;
Kepka et al. 2011).

Neben dem Katabolismus durch Hydroxylierung kann ABA auch zu einem inaktiven
Glukoseester (ABA-GE) durch die ABA-Glycosyltransferase (UGT) konjugiert und in Vakuolen,
im Cytosol und im Apoplast akkumuliert werden (Bray and Zeevaart 1985; Dietz et al. 2000;
Lim et al. 2005; Priest et al. 2006; Liu et al. 2015). Die Aktivierung des ABA-Glukoseesters zur
ABA erfolgt durch eine enzymatische Spaltung durch die pB-Glucosidase BG1 im
endoplasmatischen Retikulum bzw. durch die BG2 in der Vakuole und dient als ,Erste-Hilfe-
Reaktion“ auf biotische oder abiotische Umweltfaktoren (Abb. 1-1), (Lee et al. 2006; Xu et al.

2012; Arc et al. 2013).

Abscisinsaure 8'-OH ABA Phaseinsaure

iC CHy  CHs  HOw. % CHs CHj

H CH, HO .,
"OH 'OH
o CH; HO™ Yo o CH; HO™ Yo

OH CHg

H3C

CH; HO

9'-OH ABA 7'-OH ABA Dihydrophaseinsaure

Abb. 1-2 ABA-Katabolismus liber Hydroxylierung.

Abbau von ABA durch Hydroxylierung am C‘7, C’8 und C‘9 Atom mit anschliefender Oxidation zu Phaseinsdure
und Dihydrophaseinsdure. Diese Abbildung wurde erstellt nach Krochko et al. (1998), Kushiro et al. (2004) und
Zhou et al. (2004).
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1.2. Kernkomponenten der ABA-Signaltransduktion

Wie bereits erwahnt, ist ABA an der Anpassung an biotische und abiotische Stressfaktoren
beteiligt ebenso wie an der Regulierung des Pflanzenwachstums und der Entwicklung
(Christmann et al. 2006; Yang et al. 2006; Hirayama and Shinozaki 2007; Kim et al. 2010;
Cutler et al. 2010). Im Fall von Dehydrierung bzw. Trockenheit kommt es zur Erhéhung des
endogenen ABA-Gehalts durch die Spaltung von ABA-GE oder direkt tiber eine Neusynthese
(Cutler and Krochko 1999; Wilkinson and Davies 2002; Jiang and Hartung 2008). ABA |6st
dann eine Signalkaskade aus, die wie erwdhnt u.a. Einfluss auf die Genexpression und das
Pflanzenwachstum beeinflussen, die Transpiration reduzieren und die Photosynthese-
Maschinerie schiitzen kann (Busk and Pages 1998; Schroeder et al. 2001; Barrero et al. 2005;
Yang et al. 2006; Kim et al. 2010).

Der ABA-Signalweg ist bereits in Moosen vorhanden und die Etablierung eines
Kernsignalwegs schien u.a. eine essentielle Voraussetzung fir die Entwicklung von
Landpflanzen gewesen zu sein. Zu den konservierten Schliisselkomponenten der ABA-
Signaltransduktion zdhlen die RCARs/PYR/PYLs, die Gruppen A PP2Cs sowie die SnRK2s

(Umezawa et al. 2010).

1.2.1. ABA-Rezeptoren

Im Jahr 2009 wurden erstmalig, nach langer Suche, die ABA-Rezeptoren von zwei Gruppen
unabhingig voneinander identifiziert. Wahrend der Uberpriifung auf Pyrabactin-Resistenz
(ein  Wachstumsinhibitor) wurde ein ABA-bindendes Protein identifiziert, das als
PYRABACTIN RESISTANT1 (PYR1) deklariert wurde (Park et al. 2009). Zeitgleich wurde nach
Arabidopsis-Proteinen gesucht, die eine Interaktion mit der Proteinphosphatase ABI2
aufwiesen. Das hierbei entdeckte ABA-binde Protein ist als ,,Regulatory Component of ABA
Receptor 1“ kurz RCAR1, bezeichnet worden (Ma et al. 2009). AnschlieBende
Sequenzanalysen identifizierten 13 weitere verwandte Gene, die folglich als RCAR2-14 bzw.
PYR-like1-13 (PYL1-13) benannt wurden. Der Einfachheit halber wird in dieser Arbeit die
Bezeichnung RCAR verwendet. Die RCARs codieren fiir im Cytosol und Nukleus lokalisierte
ABA-Rezeptorproteine die lediglich eine GréRe von ca. 20 kDa aufweisen und auf Grund ihrer
Primarstruktur in drei Unterfamilien aufgeteilt werden (Abb. 1-3), (Ma et al. 2009; Park et al.
2009). Fir RCAR1 bis RCAR3 und RCAR8 bis RCAR14 wurde eine Uberlappende

9
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Genexpression in  verschiedenen Pflanzengeweben und in unterschiedlichen
Entwicklungsstadien nachgewiesen (Schmid et al. 2005; Nakabayashi et al. 2005; Winter et
al. 2007; Kilian et al. 2007; Yang et al. 2008). Das hochste Expressionslevel wurde fiir RCAR3
sowie flir RCAR10 bis RCAR12 u.a. in der Wurzel, im Keimling, jungen Blattern und im

gesamten Bliitenstand detektiert (Gonzalez-Guzman et al. 2012).

100
100 Unterfamilie |
— 3l
99
—
45 Unterfamilie Il
—
44
100 RCAR11
8 Gl Unterfamilie Il

Ll RS
100 RCAR14

Abb. 1-3 Phylogenetischer Baum der RCAR-Familie in Arabidopsis.

Der phylogenetische Baum wurde nach der Neighbor-Joining Methode mit MEGA Version 6 erstellt. Als
Distanzmethode wurde Bootstrapping angewendet mit 1000 Teildatensatzen. Die Werte geben eine
quantitative Auskunft iber die Ahnlichkeit zweier RCARs in Prozent an. Dieser phylogenetische Baum ist
vergleichbar zu Ma et al. (2009) und Raghavendra et al. (2010).

Die RCARs gehoren zur Familie der Bet v 1 Superfamilie (START Proteine) und weisen eine
dhnliche Raumstruktur wie diese Proteine auf. lhre Grundstruktur bildet eine sogenannte
,Helix-Grip“ Struktur, die sich aus sieben B-Faltbldttern und zwei flankierenden a-Helices
zusammensetzt (Abb. 1-4). Die pB-Faltblatter bilden zusammen eine antiparallele B-
Faltblattstruktur, welches die hydrophobe Hohle zur Bindung des Liganden bildet. Diese
Liganden-Hohle ist in allen START Proteinen hoch konserviert und dient zur Bindung von
Hormonen und Lipiden (lyer et al. 2001; Radauer et al. 2008; Melcher et al. 2009). Die RCARs
unterscheiden sich von den restlichen START Proteinen allerdings durch eine zusatzliche a-

Helix im N-Terminus (Abb. 1-4B), (Melcher et al. 2009; Yin et al. 2009).

10
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Birken Pollen Allergen BETV 1

Abb. 1-4 Vergleich der START Domain vom Birken Pollen Allergen BET V 1 und RCAR1.

Dargestellt ist die Kernstruktur (START Domain) vom Birken Pollen Allergen BET V1 (A) im Vergleich zu RCAR1
(B). Die allgemeine START Domain besteht aus einem Helix-Grip Motif, welches sich aus sieben B-Strdngen
(gelb) zusammensetzt, die von drei a-Helices (rot) flankiert werden. Die sieben B-Strange bilden zusammen die
antiparallele B-Faltblattstruktur und formieren die hydrophobe HoOhle zur Bindung des Liganden. Die
Kernstruktur der RCARs unterscheidet sich von den restlichen START Proteinen durch eine zusatzliche a-Helix
im N-Terminus (grau). Die hier dargestellten Strukturen wurden aus den Kristallstrukturen abgeleitet, welche
von lyer et al. (2001) bzw. Nakagawa et al. (2014) veroffentlicht wurden. Die nachtragliche Bearbeitung erfolgte
mit PyMol, (PDB ID: 1BV1 und 3W9R).

Durch die ABA-Bindung an das RCAR kommt es zur Konformationsdanderung zweier PB-
Faltblattschleifen (B3/B4 und B5/B6), wodurch eine geeignete Oberfliche geschaffen wird,
die ein Andocken der PP2C an das RCAR ermoglicht. Durch die Bildung des ternaren
Komplexes (RCAR-ABA-PP2C) wird gleichzeitig die Phosphataseaktivitdt der PP2C inhibiert
und die ABA-Antwort damit initilert (Melcher et al. 2009; Yin et al. 2009). Es wurde
nachgewiesen, dass alle 14 RCARs ABA binden kénnen (Fujii et al. 2009; Fuchs et al. 2014),
allerdings fallt die Affinitat der einzelnen RCARs fiir ABA recht unterschiedlich aus (Dupeux et
al. (2011b), Wunschel, unveroffentlichte Daten). Fiir die Unterfamilien | und 1l RCARs wurden
Dissoziationskonstanten (Ky) von ca. 0,7 uM (RCAR1) (Ma et al. 2009), 1 uM (RCAR3)
(Szostkiewicz et al. 2010) bzw. 1,1 uM (RCAR8) (Santiago et al. 2009b) fiir ABA festgestellt.
Wahrend fir Mitglieder der Unterfamilie Il RCARs deutlich héhere Ky Werte von 52 uM
(RCAR12) (Miyazono et al. 2009) bzw. 59 uM (RCAR14) (Yin et al. 2009) fiir ABA detektiert

wurden.

Auf den Mechanismus der ABA-Bindung an das RCAR sowie die Komplexbildung mit einer

PP2C wird im Kapitel 1.4 ,ABA-Rezeptor-Korezeptor Komplex“ genauer eingegangen.
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1.2.2. Proteinphosphatasen 2C der Gruppe A

Die PP2Cs gehdren zur Familie der Mg?- und Mn?**-abhingigen Serin/Threonin
Proteinphosphatasen (Leung et al. 1994; Meyer et al. 1994; Leung et al. 1997; Rodriguez et
al. 1998a). Das Arabidopsis Genom codiert insgesamt 80 PP2Cs, die in zwolf Gruppen (A-J)
aufgeteilt werden (Xue et al. 2008; Shi 2009; Fuchs et al. 2013). Die Gruppe A der PP2Cs
besteht in Arabidopsis aus neun Mitgliedern (Abb. 1-5), die als Negativregulatoren, durch
direkte Dephosphorylierung/Inhibierung der SnRK2s, an der ABA-Signaltransduktion beteiligt
sind (Umezawa et al. 2009; Fuchs et al. 2013).

100 ABIL

100 ABI2

HAB1

100

HAB2

HAI1
94

HAI2

100 38

HAI3
PP2CA/AHG3

AHG1

Abb. 1-5 Phylogenetischer Baum der Gruppe A PP2Cs in Arabidopsis.
Der phylogenetische Baum wurde nach der Neighbor-Joining Methode mit MEGA Version 6 erstellt. Als
Distanzmethode wurde Bootstrapping angewendet mit 1000 Teildatensatzen. Die Werte geben eine
quantitative Auskunft (iber die Ahnlichkeit zweier PP2Cs in Prozent an.

Die ersten zwei PP2C wurden mit Hilfe von Mutanten identifiziert, die einen ABA-
insensitiven Phanotyp aufwiesen und sind dementsprechend als ,,ABA insensitive 1 bzw. 2,
kurz ABI1 (Leung et al. 1994; Meyer et al. 1994) und ABI2 (Leung et al. 1997; Rodriguez et al.
1998a), bezeichnet worden. In diesen Mutanten wurde jeweils ein dominantes Allel
identifiziert, abil-1 und abi2-1, bei denen der gleiche Aminosaureaustausch in der
katalytischen Domé&ne der Proteinphosphatase festgestellt wurde (Leung et al. 1994;
Rodriguez et al. 1998a). Dieser Austausch resultiert in einer Beeintrdchtigung der
Phosphataseaktivitat und fiihrt letztendlich zu einem ABA-insensitiven Phdnotyp in der
Samenkeimung, im Wurzelwachstum sowie in der Regulierung der Stomata (Koornneef et al.
1984; Finkelstein and Somerville 1990; Leung et al. 1997). Lange war vermutet worden, dass

die geringe Phosphataseaktivitat die Ursache fiir den beobachteten Phanotyp ist (Bertauche
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et al. 1996; Leung et al. 1997). Tatsachlich stellte sich spater heraus, dass diese mutierten
PP2Cs ineffiziente Komplexbildner mit RCARs sind, was wiederum in einer effizienten
Inhibierung der SnRK2s und schlieBlich auch in der Blockierung der ABA-Antwort resultiert

(Ma et al. 2009).

Neben ABI1 und ABI2 wurden weitere PP2Cs identifiziert, fiir die eine Funktion im ABA-
Signalweg und/oder bei osmotischem Stress festgestellt wurde. Diese PP2Cs wurden meist
Uber Funktionsverlust-Mutanten identifiziert, fiir die ein ABA-hypersensitiver Phanotyp
wahrend der Samenkeimung beobachtet wurde. Hierzu zahlen AHG1 (ABA Hypersensitive
Germination 1) (Nishimura et al. 2007), PP2CA/AHG3 (ABA Hypersensitive Germination 3)
(Yoshida et al. 2006b), HAB1 (Homology to ABI1) (Rodriguez et al. 1998b) und HAB2
(Homology to ABI2) (Saez et al. 2004). Fur HAI1 (Highly ABA-Induced PP2C 1), HAI2/HONSU
(Highly ABA-Induced PP2C 2) und HAI3 (Highly ABA-Induced PP2C 3) wurde anfanglich eine
positive Funktion in der Samenkeimung und eine inhibitorische Regulation wahrend der
Keimlingsentwicklung postuliert (Fujita et al. 2009; Bhaskara et al. 2012; Lim et al. 2012). Kim
et al. (2013) wiesen aber nach, dass eine Funktionsverlust-Mutante fir HAI2 (hon-1) in
einem ABA-hypersensitiven Phanotyp wahrend der Samenkeimung resultiert, infolge einer
stark ausgepragten Dormanz. Mit Hilfe verschiedener transgener Arabidopsis-Linien,
Funktionsverlust-Mutanten und Uberexpressionen, wurde fiir alle neun PP2C spezifische wie
auch redundante Funktionen wahrend der Samenentwicklung, der Samenkeimung, des
vegetativen Wachstums wie auch bei der Regulierung der Transpiration nachgewiesen (Gosti
et al. 1999; Merlot et al. 2001; Saez et al. 2004; Nishimura et al. 2004; Kuhn et al. 2006; Saez
et al. 2006; Nishimura et al. 2007; Rubio et al. 2009; Bhaskara et al. 2012; Lim et al. 2012;
Antoni et al. 2012; Zhang et al. 2012a).

Die PP2Cs agieren als Torwachter der SnRK2s durch direkte Dephosphorylierung eines Serin-
Restes im Aktivierungs-Loop der Kinase (S175 in SnRK2.6/0ST1), sodass die SnRK2-
Kinaseaktivitat inhibiert und die Initilerung der ABA-Signaltransduktion blockiert wird
(Umezawa et al. 2009; Xie et al. 2012; Vlad et al. 2009; Belin et al. 2006; Boudsocq et al.
2007). Die Ausbildung dieser Interaktion erfolgt tGber die katalytische Doméane der PP2C und
die C-terminal gelegenen Domane Il der SnRK2 (Yoshida et al. 2006a; Xie et al. 2012), welche

auch als ABA-Box bezeichnet wird (Soon et al. 2012). Interessant ist allerdings, dass die
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Oberflaiche dieser Domane |l &ahnlich zur RCAR-Bindeoberfliche ist und beide

Kontaktbereiche fiir die Komplexbildung mit der PP2C bendtigt werden (Soon et al. 2012).

1.2.3. Proteinkinasen

Die Unterfamilie 2 der SNF1(sucrose-non-fermenting 1)-Related Kinases (SnRK2s) gehoren
zur CDPK (Calcium Dependent Protein Kinases)/SnRK Superfamilie (Hrabak et al. 2003),
werden als Positivregulatoren der ABA-Signaltransduktion angesehen (Fujita et al. 2009) und
agieren abwarts der PP2Cs in der ABA-Signaltransduktion (Yoshida et al. 2002; Mustilli et al.
2002; Yoshida et al. 2006a). Das Arabidopsis Genom codiert insgesamt zehn SnRK2s:
SnRK2.1/SRK2G, SnRK2.2/SRK2D, SnRK2.3/SRK2I,  SnRK2.4/SRK2A,  SnRK2.5/SRK2H,
SnRK2.6/SRK2E/OST1, SnRK2.7/SRK2F, SnRK2.8/SRK2C, SnRK2.9 und SnRK2.10/SRK2B
(Hrabak et al. 2003). Der Einfachheit halber wird im weiteren Verlauf die Bezeichnung

SnRK2.x verwendet.

Einzelne SnRK2s, genauer SnRK2.2/2.3/2.6(0ST1)/2.7 und SnRK2.8, kénnen durch exogener
ABA-Zugabe transient in Arabidopsis Protoplasten die ABA-abhdngige Genexpression
aktivieren (Boudsocq et al. 2004; Boudsocq et al. 2007). Fur SnRK2.2/2.3 und SnRK2.6/0ST1
wurden in planta ABA-abhdngige Funktionen in der Samenkeimung, im vegetativen
Wachstum und bei der Regulierung der Stomata mit Hilfe von T-DNA Insertionslinien bzw.
Funktionsverlust-Mutanten nachgewiesen (Mustilli et al. 2002; Fujii et al. 2007). Fir multiple
Knockout-Linien aus SnRK2.2/2.3/2.6(ostl) wurden schwerwiegende Defizite in der
Samenentwicklung und der Verlust der Dormanz festgestellt. Die Schoten dieser Triple-
Mutante beinhalten vivipare Samen, die bereits bei ausreichender Luftfeuchtigkeit in den
Schoten keimten (Fujita et al. 2009; Nakashima et al. 2009). Fir die zehnfach Knockout-
Mutante von SnRK2.1-10 wurden neben massiven Wachstumsdefiziten auch Defekte in der
Regulation der Genexpression bei osmotischen Stress und in der ABA-Akkumulierung
beobachtet (Fujii et al. 2011). Damit sind die SnRK2s das Ziel sowohl ABA-unabhangiger als
auch ABA-abhédngiger Signalwege (Yoshida et al. 2006a; Boudsocq et al. 2007; Fujita et al.
2009). Wobei SnRK2.2, SnRK2.3 und SnRK2.6/0ST1 bei osmotischen Stress durch ABA
aktiviert werden und dann redundante Funktionen bei der Steuerung der Genexpression

bzw. der Keimung tGbernehmen (Boudsocq et al. 2004; Fujii et al. 2007; Nakashima et al.
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2009), wahrend sich unter den librigen sieben SnRK2s Vertreter befinden, die eine Rolle bei

der Induktion der stressabhdngigen ABA-Biosynthese spielen konnten (Fujii et al. 2011).

1.3. ABA-Rezeptorkomplex

1.3.1. ABA-Bindung an RCAR

Die ABA-Bindetasche wird durch die n1- und a3-Helix sowie die B3-B7 Faltbldtter gebildet
(Abb. 1-4B). Sie besteht aus mehreren Aminosdureresten, die in allen 14 RCARs konserviert
sind (Melcher et al. 2009; Yin et al. 2009; Miyazono et al. 2009). ABA passt mit ihren
funktionellen Gruppen, der Kohlenwasserstoffkette und dem Cyclohexan, in die hydrophobe
Umgebung der Liganden-Hohle, sodass Wasserstoffbriickenbindungen, hydrophobe
Wechselwirkungen und lonenbindung ausgebildet werden kénnen, um den Liganden in der
RCAR-H6hle zu halten (Santiago et al. 2012). Im folgenden Abschnitt wird dieser Vorgang
anhand der Kristallstruktur von RCAR14 genauer behandelt (Abb. 1-6).

Die Carboxylgruppe von ABA wird durch vier RCAR-Aminosaurereste (RCAR14: E147, Y124,
S$126, K64) Gber hydrogene Wechselwirkungen koordiniert (Abb. 1-6A) (Melcher et al. 2009;
Yin et al. 2009; Santiago et al. 2012). Das Lysin (K64) befindet sich hierbei in der n1-Helix, das
Serin (S126) und das Tyrosin (Y124) im B6-Faltblatt und die Glutaminsdure (E147) im B7-
Faltblatt. AuBerdem verbindet ein Wassermolekil tiber Wasserstoffbriickenbindungen die
Carboxylgruppe von ABA mit der RCAR14 Glutaminsdure (E147) und dem Asparagin (N173)
in der a3-Helix (Abb. 1-6B) (Melcher et al. 2009; Yin et al. 2009; Miyazono et al. 2009;
Santiago et al. 2012). Ein weiteres Wassermolekdl verbindet Glutaminsdure (E98) im RCAR14
B4-Faltblatt mit der Carboxylgruppe und der Hydroxylgruppe von ABA (ber
Wasserstoffbriicken  (Abb. 1-6C). Ein drittes Wassermolekil koordiniert den
Carbonylsauerstoff durch das Arginin (R120) im RCAR14 Latch Loop (Abb. 1-6D). Alle
Aminosaurereste, die an der direkten Koordination von ABA in der Bindehohle beteiligt sind,
sind in allen 14 RCARs konserviert (Melcher et al. 2009; Yin et al. 2009; Miyazono et al. 2009;
Santiago et al. 2012; Zhang et al. 2015).
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Abb. 1-6 Wahrnehmung von ABA durch RCAR14.

Dargestellt sind Ausschnitte der konservierten ABA-Bindehdhle von RCAR14. Ein Netzwerk aus hydrogenen
Wechselwirkungen (gelbe Linien), vermittelt durch einzelne Wassermolekiile (blau), fihrt zur Koordination von
ABA (gelb) in der Liganden-Hohle der RCARs. Darin involvierte RCAR-Aminosaurereste sind als griine Sticks
markiert. Die hier dargestellten Struktur-Ausschnitte sind von der Kristallstruktur abgeleitet, welche durch Yin
et al. (2009) veroffentlicht wurde. Die nachtragliche Bearbeitung erfolgte mit PyMol, (PDB ID: 3KDI).

Die ABA-induzierte Konformationsdanderung wird am Beispiel von RCAR11 erklart, da nur fir
dieses RCAR die Kristallstruktur vom Gate und Latch Loop in offener und geschlossener

Konformation vereint in einer Abbildung zur Verfliigung stand.

Durch die ABA-Bindung wird eine Konformationsanderung im RCAR11 Prolin (P88, cis/trans)
induziert, welche zu einer SchlieBung der Bindetasche (iber dem Gate Loop fiihrt (Abb. 1-7A)
(Nishimura et al. 2009; Yin et al. 2009). Des Weiteren koordiniert die Imidazol-Seitenkette
vom RCAR11 Histidin (H115) nach der Konformationsanderung die Abscisinsaure (Abb. 1-7B)
(Nishimura et al. 2009; Melcher et al. 2009; Yin et al. 2009). Die durch die ABA-Bindung
induzierte Konformationsanderungen und die neu ausgebildeten intermolekularen
Wechselwirkungen fiihren letztendlich zu einer Stabilisierung der Bindetasche und einer
Neuausrichtung der C-terminalen a3-Helix. Zusatzlich wird eine Interaktionsfliche zur
Bindung an die PP2C-Kontaktoberflache erzeugt (Nishimura et al. 2009; Melcher et al. 2009;
Yin et al. 2009; Miyazono et al. 2009).
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offene Konformation geschlossene Konformation

Gate Loop

Latch Loop

Abb. 1-7 ABA-vermittelte Konformationsianderung im Gate und Latch Loop.

Dargestellt sind Ausschnitte der Gate und Latch Loop Struktur von RCAR11 in offener Konfirmation (griine
Struktur) und in geschlossener (Lila) mit ABA (Gelb). Darin involvierte Aminosaurereste sind als Sticks in Griin
bzw. Lila, entsprechend der Konfirmation, markiert. Die hier dargestellten Struktur-Ausschnitte sind aus der
Kristallstruktur abgeleitet, welche von Nishimura et al. (2009) veroffentlicht wurde. Die nachtragliche
Bearbeitung erfolgte mit PyMol, (PDB ID: 3K3K).

1.3.2. Komplexbildung mit PP2C

Die Ausbildung des ternaren Komplexes (RCAR-ABA-PP2C) wird im nachfolgenden Abschnitt

anhand der Kristallstruktur von RCAR13 im Komplex mit HAB1 erklart.

Fiir die Komplexbildung sind zwei charakteristische Interaktionsregionen zwischen dem ABA-
Rezeptor und dem katalytischen Zentrum der PP2C beteiligt. Durch das Andocken des ABA-
Korezeptors an das RCAR bildet ein konserviertes Serin im Gate Loop (RCAR13 S109) eine
Wasserstoffbriickenbindung mit dem PP2C Carbonylsauerstoff der Glutaminsdure (HAB1
E203) aus (Abb. 1-8A), (Melcher et al. 2009; Yin et al. 2009; Miyazono et al. 2009; Dupeux et
al. 2011a; Zhang et al. 2012b). Die Glutaminsdure (HAB1 E203) befindet sich im katalytischen
Zentrum der Proteinphosphatase und ist in allen neun PP2Cs konserviert (Melcher et al.

2009; Yin et al. 2009; Miyazono et al. 2009).
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Abb. 1-8 Interaktionsregionen zwischen ABA Rezeptorkomplex und PP2C.

Dargestellt sind Ausschnitte der Interaktionsregionen zwischen RCAR13 (Griin) und HAB1 (Blau) mit den daran
beteiligten Aminosdureresten bzw. mit ABA (Gelb). Die daflir notwendigen Aminosdauren von RCAR13 (S109)
und HAB1 (E203 und W385) sind jeweils in Griin bzw. Blau markiert. Die dargestellten Strukturausschnitte
wurden von der Kristallstruktur abgeleitet, die von Zhang et al. (2012b) publiziert wurde. Die nachtragliche
Bearbeitung erfolgte mit PyMol, (PDB ID: 4DS8).

Zusatzlich wird das Tryptophan (HAB1 W385), welches mit Ausnahme von AHG1 in allen
Gruppe A PP2Cs vorkommt, zwischen die RCAR Gate Loops eingefiligt (Dupeux et al. 2011a;

IH

Fuchs et al. 2013). Das Indol des Tryptophans dient als , Deckel” der Ligandenhohle und
koordiniert Uber eine Wasserstoffbriickenbindung die Keto-Gruppe von ABA (Abb. 1-8B)
(Melcher et al. 2009; Miyazono et al. 2009; Santiago et al. 2012). Die daraus resultierende
Interaktion flhrt zu einer Stabilisierung der ABA-Bindung an das RCAR und schlieflich auch
zur Stabilisierung des RCAR-PP2C Komplexes (Ma et al. 2009; Nishimura et al. 2009;

Miyazono et al. 2009; Santiago et al. 2009a).

Im Gegensatz zu den restlichen acht PP2Cs besitzt AHG1 ein Valin (V289) an der
entsprechenden Position, welches durch das Fehlen des aromatischen Indolringes, eine
deutlich kleiner Struktur aufweist verglichen zum Tryptophan. Fiir AHG1 konnte bisher keine
direkte ABA-abhédngige Inhibierung durch ein RCAR nachgewiesen werden (Dupeux et al.
2011a; Antoni et al. 2012), dafiir aber eine Negativregulation von SnRK2.3 und
SnRK2.6/0ST1 (Umezawa et al. 2009). Darlber hinaus wurde festgestellt, dass ein
Aminosdureaustausch, des angesprochenen Tryptophans, in einer grundlegenden
Inhibierung von SnRK2.6/0ST1 durch hab1"*®* resultiert, auch in Gegenwart von ABA und
RCAR1/9 bzw. RCAR12 (Dupeux et al. 2011a). Des Weiteren fihrt eine vergleichbare
Mutation in ABI1 (W300) zum deutlichen Verlust der Bindeaffinitdt gegeniber RCAR12
(Miyazono et al. 2009) und demonstriert die Notwendigkeit dieses Aminosaurerestes zur
Bildung des terndren Komplexes. Folglich kénnte AHG1 die ABA-Antwort Uber die

Dephosphorylierung von SnRK2.3 und SnRK2.6/0ST zwar inhibieren, aber es bleibt fraglich,
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ob eine direkte AHG1-Regulierung durch RCARs in planta vorkommt bzw. AHG1 an der ABA-

abhangigen Regulierung der Signaltransduktion beteiligt ist.

1.3.3. ABA-Signaltransduktion

Durch die Anbindung des ABA-Rezeptors an die katalytische Seite der PP2C, wird die SnRK2
gleichzeitig aus der Substrattasche der Proteinphosphatase verdrangt (Soon et al. 2012;
Zhou et al. 2012), da die SnRK2s eine schlechtere Bindungsaffinitdt gegeniliber den PP2Cs
aufweisen als die ABA-gebundenen RCARs (Melcher et al. 2009; Szostkiewicz et al. 2010;
Soon et al. 2012). So wurde z.B. fiir RCAR1-ABI2 ein K4 von 64 nM zu ABA ermittelt (Ma et al.
2009), fliir RCAR4-ABI1 18 nM (Hao et al. 2011), fiir RCAR8-ANHAB1 38 nM (Santiago et al.
2009b) und fiir RCAR14-ABI1 250 nM (Hao et al. 2011). Die schlechtere Bindeaffinitat der
SnRK2s gegeniber den PP2Cs wurde von Soon et al. (2012) auf Grund von Schwierigkeiten
wahrend der Kristallisation vermutet, die mit der hohen Dissoziationsrate des SnRK2-PP2C-

Komplexes in Verbindung stehen kdnnten.

Infolge der besseren Bindeaffinitat des ABA-gebundenen RCARs gegentiber der PP2C und der
damit  verbundenen  ternaren Komplexbildung  (RCAR-ABA-PP2C) wird die
Phosphataseaktivitdit inhibiert und die SnRK2 aus der Inaktivierung durch
Dephosphorylierung entlassen (Yin et al. 2009; Miyazono et al. 2009). Durch die damit
verbundene Autoaktivierung der Proteinkinase werden nachgeschaltete ABA-
Signalkomponenten direkt reguliert. SnRK2.6/0ST1 aktiviert (SLAC1) und inhibiert (KAT1)
verschiedene lonenkandle, die an der SchlieBung der Stomata beteiligt sind (Abb. 1-9A)
(Yoshida et al. 2002; Mustilli et al. 2002; Geiger et al. 2009; Lee et al. 2009; Sato et al. 2009).
Dariiber hinaus konnen die SnRK2s spezifische Transkriptionsfaktoren phosphorylieren,
welche die ABA-abhdngige Genexpression regulieren und damit die ABA-Antwort initiieren

(Abb. 1-9B) (Furihata et al. 2006; Fujii et al. 2007; Nakashima et al. 2009).
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Abb. 1-9 ABA-Signalweg zur Regulierung der Stomata-SchlieBung und Genexpression.

In Gegenwart von ABA kommt es zur ternaren Komplexbildung (RCAR-ABA-PP2C). Die daraus resultierende
Inhibierung der PP2C-Phosphataseaktivitat fliihrt wiederum zur Entlassung der SnRK2 aus der Inhibierung und
zur Autoaktivierung der Kinaseaktivitat. (A) SnRK2.6/0ST1 reguliert Gber Aktivierung (SLAC1) und Inhibierung
(KAT1) verschiedener lonenkanale die Stomata-SchlieRung als ABA-Antwort. Neben SnRK2.6/0ST1 wird SLAC1
zusatzlich auch Ca2+-abhéngigen Uber CPK23 reguliert. (B) Im Nukleus erfolgt die Aktivierung verschiedener TFs
mittels SnRK2-Phosphorylierung. Die TFs binden an spezifische cis-Elemente (GC-reiche ,Coupling Elements”
oder ABREs), um die ABA-abhdngige Genexpression zu regulieren und die ABA-Antwort zu initiieren. Diese
Abbildung wurde nach Raghavendra et al. (2010) erstellt.

Die ABA-vermittelte SchlieRung der Stomata erfolgt iber die Inhibierung der K*-lonenkanile
(KAT) und die Aktivierung der S-Typ Anionen-Kanale (SLAC1) tber Phosphorylierung durch
SnRK2.6/0ST1 oder CPK23 (Calcium-Dependent Protein Kinase 23) (Sato et al. 2009; Geiger
et al. 2009; Lee et al. 2009; Brandt et al. 2012). SnRK2.6/0ST1 libernimmt hierbei eine
essentielle Funktion, da ausschlieBlich fur SnRK2.6/0ST1 eine starke Promotoraktivitit in
den SchlieRzellen detektiert (Fujii et al. 2007) und nur fiir die snrk2.6/ost1 Einzelknockout
ein ABA-insensitiver Phanotyp in der Regulierung der Transpiration beobachtet wurde
(Yoshida et al. 2002; Mustilli et al. 2002). Die Interaktion von ABI1, ABI2 bzw. PP2CA mit
SnRK2.6/0ST1 resultiert in der Inhibierung der Kinaseaktivitat und verhindert indirekt die
Aktivierung von SLAC1, sodass das Offnen der Stomata eingeleitet wird (Geiger et al. 2009;
Lee et al. 2009). Zusatzlich wurde fir PP2CA und ABI1 auch eine direkte Inhibierung von

SLAC1 durch Dephosphorylierung festgestellt (Lee et al. 2009; Brandt et al. 2012).

Neben schlielizellenspezifischen lonenkandlen konnen die SnRK2s auch eine Vielzahl an
unterschiedlichen Transkriptionsfaktoren (TF) durch Phosphorylierung regulieren. Hierzu
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zdhlen u.a. die Klassen der B3 TF (z.B. ABI3) (Monke et al. 2004; Nakashima et al. 2006), bZIP
TF (z.B. ABI5, AREBs, ABFs) (Finkelstein and Lynch 2000; Lopez-Molina and Chua 2000; Choi
et al. 2000; Uno et al. 2000), AP2/ERF TF (ABI4) (Finkelstein et al. 1998; Soderman et al.
2000), HD-ZIP TF (z.B. AtHB6) (Himmelbach et al. 2002), MYB TF (MYB2) (Urao et al. 1993;
Abe et al. 1997) sowie bHLH TFs (MYC2) (Urao et al. 1993; Abe et al. 1997). Die
Transkriptionsfaktoren agieren als Regulatoren der Genexpression durch das Anbinden an
spezifische cis-Elemente. Diese cis-Elemente befinden sich wiederum in der Promotorregion
ABA-spezifischer Gene. ABI3 bindet z.B. an ein RY/Spe Sequenz-Motif (CATGCA) und aktiviert
so die Expression vieler samenspezifischer Gene (Dickinson et al. 1988; Monke et al. 2004).
ABI5 hingegen bindet an ABREs (ABA responsive Elements) und reguliert die Expression
verschiedener Gene, die an der Samenreifung und der Ausbildung der Dormanz beteiligt sind

(Bensmihen et al. 2002; Carles et al. 2002; Piskurewicz et al. 2008).

1.4. mini Singlet Oxygen Generator

,MiniSOG” (mini Singlet Oxygen Generator) ist ein genetischer Marker, der aus dem
Arabidopsis Phototropin 2 generiert wurde und zur Lokalisation von Proteinen verwendet
wird. Hierbei handelt es sich um ein fluoreszierendes Flavoprotein, mit einer GréRe von 106
Aminosduren, welches unter Verwendung eines einzigen Praparates die

Elektronenmikroskopie mit der Fluoreszenzmikroskopie verbindet (Shu et al. 2011).

Phototropine sind Blaulichtrezeptoren und bestehen aus zwei hochkonservierten LOV (light-
oxygen-voltage) Domanen, LOV1 und LOV2. Diese Domanen kdnnen jeweils ein Flavin-
Mononukleotid (FMN) u.a. Gber die Reste eines hoch konservierten Cysteins binden (Jarillo
et al. 2001; Kagawa et al. 2001; Crosson and Moffat 2001). FMN ist in Zellen allgegenwartig
und Ubernimmt eine Reihe an biologischen Funktionen sowie die Generierung von Singulett-
Sauerstoff (Massey 2000; Baier et al. 2006). Wahrend der Anbindung des FMN an das
Phototropin wird die gesamte Anregungsenergie daflir verwendet, um mit dem Cystein-Rest
der LOV Domadne eine kovalente Bindung einzugehen. Diese Bindung fuhrt wiederum dazu,
dass FMN keinen Singulett-Sauerstoff mehr generieren kann, weil die gesamte
Anregungsenergie aufgebraucht wurde (Swartz et al. 2001; Shu et al. 2011). Aus diesem
Grund sollte ein fluoreszierendes Protein generiert werden, das zusatzlich Singulett-

Sauerstoff produzieren kann. Hierfir wurde von Shu et al. (2011) das Cystein der LOV2
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Domane in ein Glycin umgewandelt, da es keine essentielle Aminosdure zur Anbindung des
FMN darstellt. Durch diese AS-Austausch wurden Mutanten generiert, die zwar Singulett-
Sauerstoff produzierten, aber die Fahigkeit zur Eigenfluoreszenz verloren haben (Crosson
and Moffat 2001; Shu et al. 2011). Um diesen Nachteil zu beheben, wurden zusatzlich zum
Cystein funf weitere Aminosduren ausgetauscht, die sich in der FMN-Bindungsstelle
befinden (Abb. 1-10A). Mit Hilfe dieser Mutationen wurde ein neues fluoreszierendes
Protein generiert, das auBerdem Singulett-Sauerstoff produzieren kann und

dementsprechend als ,miniSOG“ bezeichnet wurde (Shu et al. 2011).
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Abb. 1-10 MiniSOG Struktur und Wirkweise.

(A) Dargestellt ist die Kristallstruktur der LOV2 Doméne (griin) mit dem gebundenen FMN in orange (PDB ID:
1G28) sowie ein Ausschnitt der FMN Binderegion aus der miniSOG mit den entsprechend mutierten
Aminosduren im Vergleich zu LOV2. Die eingeklammerten Nummern basieren auf der miniSOG Proteinsequenz.
(B) Schematische Darstellung wie miniSOG das TEM-Signal nach Blaulicht-Bestrahlung wiedergibt. Die
elektronischen Anregungszustinde sind mit Pfeilen markiert. ISC (Intersystem Crossing) stellt den Ubergang
vom Singulett-Sauerstoff (S; bzw. '0,) zum Triplett-Sauerstoff (T, bzw. °0,) dar, wodurch es zur
Polymerisierung von DAB kommt, welches mit Hilfe von Osmium fiir die TEM eingefdrbt werden kann. Diese
Abbildung stammt aus Shu et al. (2011), wurde modifiziert und von Roger Tsien zur Verwendung fir diese
Arbeit genehmigt.

Die miniSOG wird mit Wellenlangen von ca. 450 nm angeregt und die daraus resultierende
griine Emission wird bei 500 bis 528 nm detektiert. Dieses griin fluoreszierende Signal kann
fir die gewebespezifische Lokalisation der mit miniSOG markierten Proteine lber die

konfokale Laser Scanning Mikroskopie (CLSM) detektiert werden. Durch die Anbindung des
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Kofaktors FMN ist unter Bestrahlung mit Blaulicht die Generierung von Singulett-
Sauerstoffmolekiilen moglich. Wahrend der Umwandlung vom Singulett-Sauerstoff zum
Triplett-Sauerstoff wird Energie freigesetzt, die wiederum zur Polymerisierung von DAB
(Diaminobenzidin) bendtigt wird. Durch das Einfarben des polymerisierten DAB mit dem
Schwermetall Osmium wird die Lokalisation des zu untersuchenden Proteins im

Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) ermoglicht (Abb. 1-10B), (Shu et al. 2011).

g mitochondria

»
N\

Abb. 1-11 MiniSOG-Produkte im Vergleich zwischen CLSM und TEM.

Konfokale Fluoreszenz eines Histon 2B (A) und von Mitochondrien in einer Hela-Zelle (E), unter Durchlicht (B
und F) und wéahrend der Elektronenmikroskopie (C, D, G und H). (A-D) Hela-Zellen exprimieren mit miniSOG
markiertes Histon 2B. Markiert wurden die Chromatinfasern nahe der Kernmembran (Pfeile) sowie eine
Kernpore (Pfeilspitze). (E-H) Mitochondriale markierte miniSOG. (E) zeigt eine CLMS Aufnahme zu Beginn der
Photooxidation und (F) eine Durchlichtaufnahme wahrenddessen. Mit einem Pfeil wurde eine transfizierten
Zelle markiert und mit einer Pfeilspitze eine nicht-transfizierte Zelle. Mit Hilfe des TEM wurden die innere und
duBere Membran sowie die Cristae des Mitochondriums sichtbar gemacht (G und H). Diese Abbildung stammt
aus Shu et al. (2011) und wurde modifiziert. Die Verwendung der hier dargestellten Abbildung wurde von Roger
Tsien fir diese Arbeit genehmigt.

Ein entscheidender Vorteil der miniSOG ist die GroRe von lediglich 106 Aminosauren,
verglichen mit GFP, das fast doppelt so grol} ist. Fiir die Untersuchung der Proteinlokalisation
mit dem Elektronenmikroskop werden zudem keine exogenen Kofaktoren, wie Antikorper,
Sonden oder Detergenzien benétigt, welche die Permeabilitdt der zu untersuchenden Probe
(Einzeller oder mehrzelliger Organismus) herabsetzen (Shu et al. 2011; Ou et al. 2015). Mit
Hilfe der miniSOG ist die gleichzeitige Proteinlokalisation im Gewebe (CLSM) wie auch auf
zelluldrer Ebene im Cytosol und in Organellen (TEM) mit nur einem fixierten Praparat

moglich (Abb. 1-11). Ein entscheidender Nachteil der miniSOG ist allerdings, dass die griine
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Fluoreszenz deutlich geringer ausfallt verglichen zum GFP (Shu et al. 2011; Christie et al.

2012; Ou et al. 2015).

1.5. Zielsetzung dieser Arbeit

In den letzten Jahren wurde mit der Charakterisierung der ABA-Rezeptoren begonnen und es
wurde gezeigt, dass 13 RCARs die ABA-Antwort positiv regulieren, mit Ausnahme von RCAR7
(Fujii et al. 2009). Mit Hilfe von Hefe-Zwei-Hybrid (Y2H) Analysen sind bereits einige
physikalische RCAR-PP2C Interaktionen detektiert worden (Fuchs 2013). Es ist aber weiterhin
unklar, welche dieser potentiellen RCAR-PP2C Kombinationen eine regulatorische Funktion

in planta ibernehmen bzw. tatsachlich in Arabidopsis vorkommen.

Ziel dieser Arbeit ist es somit, die Kombinatorik und Spezifitat aller 126 moglichen RCAR-
PP2C Komplexe zu untersuchen, um ein besseres Verstandnis tUber die Rolle der RCARs im
ABA-Signalweg zu erhalten. Diese Untersuchungen erfolgen weitgehend in Arabidopsis
Mesophyll-Protoplasten, da diese Methode ndher am Organismus Pflanze dran ist verglichen
zur Y2H Analyse bzw. in vitro Phosphataseaktivitat-Tests. Des Weiteren ist das
Protoplastensystem eine einfache und vor allem schnelle Methode, um die ABA-
Signaltransduktion durch transiente (Ko-)Expression von RCARs und/oder PP2Cs zu
untersuchen. Die ektopische Expression der zu untersuchenden Gene erfolgt hierbei unter
dem 35S Promoter, des Cauliflower Mosaic Virus, der eine konstitutive und
gewebeunspezifische Expression ermoglicht. Zusatzlich sollen potentielle Aminosaurereste
identifiziert werden, die fir die Ausbildung spezifischer ABA-Rezeptorkomplex-
Kombinationen in Frage kommen wiirden. Um die Notwendigkeit dieser Aminosaurereste zu
ermitteln, werden verschiedene Varianten mit Hilfe der zielgerichteten Mutagenese (SDM)

generiert und anschlieBend in vivo und in vitro untersucht.

Dariber hinaus soll die Funktion aller ABA-Rezeptoren auf Samenkeimung,
Wourzelentwicklung und Regulation der Stomata-Apertur analysiert werden, wie es bereits
flir RCAR1 gezeigt wurde (Ma et al. 2009). Es soll der Frage nachgegangen werden, ob alle 14
RCARs das Potential fiir ABA-abhdngige Funktionen in planta besitzen und ob spezifische
oder redundante Funktionen einzelner RCARs vorhanden sind. Hierflir werden stabile
Uberexprimierende (35S) RCAR-Linien in Arabidopsis generiert, auf Homozygotie selektiert

und anschlieRend analysiert.
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Mogliche Proteinfunktionen korrelieren mit ihrer gewebespezifischen Lokalisation. Fiir die
Familie der RCARs liegen bis zum jetzigen Zeitpunkt lediglich Genexpressionsdaten (Schmid
et al. 2005; Nakabayashi et al. 2005; Winter et al. 2007; Kilian et al. 2007), GUS-abhangige
Promotoranalysen (Gonzalez-Guzman et al. 2012; Antoni et al. 2013) sowie einzelne
Lokalisationsdaten ektopisch exprimierter RCARs vor (Ma et al. 2009; Santiago et al. 2009b;
Szostkiewicz et al. 2010). Studien zur Lokalisation der endogenen RCARs sind hingegen noch
nicht vorhanden. Folglich soll mit der Generierung und Untersuchung endogener RCARs,
markiert mit zwei fusionierten Fluoreszenzproteinen, begonnen werden. In diesem
Zusammenhang soll ein neuartiges Reportergen, ,miniSOG”, fir endogene

Lokalisationsanalysen in planta etabliert werden.
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2. Ergebnisse

2.1. Regulierung der  ABA-Signaltransduktion durch  ABA-Rezeptorkomplex-

Komponenten

Die Familie der RCARs (Regulatory Component of ABA Receptors) besteht in Arabidopsis aus
14 Mitgliedern und lasst sich anhand ihrer Primérstruktur in drei Unterfamilien einteilen (Ma
et al. 2009; Park et al. 2009; Nishimura et al. 2010). Einzelne RCARs wurden unabhangig
voneinander mit Hilfe von Pyrabactin, ein Wachstumsinhibitor, (PYR1/RCAR11) (Park et al.
2009) sowie als PP2C-Interaktionspartner identifiziert (Ma et al. 2009; Nishimura et al. 2010)
und deren Rolle im ABA-Signalweg analysiert. Ma et al. (2009) konnten mit der transienten
Uberexpression von RCAR1 in Arabidopsis Protoplasten eine starke Stimulierung der ABA-
Antwort nachweisen. Dariiber hinaus wurde gezeigt, dass die ektopische Expression von
RCARL1 in A. thaliana zu ABA-Hypersensitivitat in der Samenkeimung, Wurzelelongation und
in der Regulierung der Stomata-SchlieBung verglichen zum Wildtyp fihrt (Ma et al. 2009).
Neben RCAR1 wurde fir zwolf weitere RCARs, mit Ausnahme von RCAR7, eine ABA-
Rezeptorfunktion in vivo nachgewiesen (Fujii et al. 2009). Um die Frage zu beantworten, ob
es sich aber bei allen 14 Mitgliedern dieser Familie um einen wirksamen ABA-Rezeptor

handelt, erfolgte die transiente Untersuchung aller RCARs in Arabidopsis Protoplasten.

2.1.1. RCAR-abhéangige Regulierung der ABA-Signaltransduktion

Zur Charakterisierung der ABA-Rezeptorkomplex-Komponenten wurde die transiente
Analyse in Arabidopsis Mesophyll-Protoplasten gewdhlt. Das Protoplastensystem ist eine
einfache und vor allem schnelle Methode, um die ABA-Signaltransduktion durch ektopische
(Ko-)Expression von RCAR und/oder PP2C sowie einem ABA-abhdngigen Reporterkonstrukt
zu untersuchen (Sheen 2001; Yoo et al. 2007). Um eine ektopische Expression der zu
untersuchenden Komponenten des ABA-Signalwegs zu erreichen, wurden die codierenden
Sequenz eines jeden RCARs aus bereits bestehenden Konstrukten der Lehrstuhl-Strainliste
amplifiziert und mit dem konstitutiv aktiven 35S Promotor (aus Cauliflower Mosaiv Virus,
CaMV) fusioniert (Benfey and Chua 1990; Odell et al. 1985). Die 35S fusionierten PP2C-
Konstruke standen zu Beginn dieser Arbeit bereits zur Verfliigung und wurden von Stefan
Fuchs (ehemaliger Lehrstuhimitarbeiter) amplifiziert. Das verwendete Reporterkonstrukt

setzt sich aus der Promotorregion des ABA-induzierbaren Rd29B (Responsive to Desiccation
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29B) und dem nachgeschalteten Gen, welches fiir die LUC (Glihwiirmchen Photinus pyralis
Luciferase) codiert, zusammen (Yamaguchi-Shinozaki and Shinozaki 1993; Luehrsen et al.
1992). Das zweite Reporterkonstrukt besteht aus dem konstitutiv aktiven 35S Promotor
(Benfey and Chua 1990; Odell et al. 1985) sowie dem Gen, das fiir die 8-Glucuronidase (GUS,
(Jefferson 1987)) codiert und dient als interner Standard fiir eine erfolgreiche Transfektion

bzw. fiir die Normalisierung der Versuchsdaten.

Damit fur die nachfolgende Untersuchung des RCAR-Einflusses auf die Aktivierung der ABA-
Antwort eine geeignete Menge an ABA bzw. Effektor-DNA eingesetzt wird, erfolgte im ersten
Schritt eine Titration von RCAR bzw. ABA (Abb. 2-1). Fiir das Titrieren der Effektor-Menge
wurden RCAR8 und RCAR11 ausgewadhlt, weil diese beiden RCARs als Vertreter der
Unterfamilien Il und lll im passenden Vektor-Plasmid vorlagen und RCAR1 als Prototyp der
Unterfamilie | bereits durch Ma et al. (2009) charakterisiert worden war. Fir diesen
Vorversuch wurden Col-0 Protoplasten mit unterschiedlichen Konzentrationen an Effektor-
DNA sowie den Reporter-Konstrukten (LUC und GUS) kotransfiziert und zusatzlich in

Gegenwart einer festen ABA-Konzentration inkubiert (Abb. 2-1A).

Mit dem Einsatz von 5 pg Effektor-DNA wurde fir RCAR8 und RCAR11 unter Zugabe von ABA
eine deutliche Induktion der Signaltransduktion relativ zur leeren Vektorkontrolle (LV)
detektiert. Mit 10 pug Effektor-DNA konnte dieser Effekt nicht weiter gesteigert werden.
Dementsprechend wurde fir die Titration der ABA-Konzentration, wie auch fiir die daran
anschlieBende Untersuchung aller 14 RCARs, eine Effektor-Konzentration von 5 pug

festgelegt.
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Abb. 2-1 RCAR- bzw. ABA-abhdngige Induktion der Genexpression in Arabidopsis Protoplasten.

(A) RCAR8/11- bzw. (B) ABA-abhangige Induktion der Genexpression in Protoplasten von zwei bis drei Wochen
alten Arabidopsis Pflanzen. Protoplasten (105/100 ul) wurden jeweils mit 3 pg p35S::GUS, 5 ug pRD29B::LUC
und steigender Konzentration (A) bzw. 5 pug (B) an pSK35S::Effektor-DNA transfiziert. Die Inkubation erfolgte bei
25°C in Ab- und Anwesenheit von 3 uM exogener ABA (A) bzw. unter Zugabe verschiedener ABA-
Konzentrationen (B). Die Luciferaseaktivitat wurde nach 1741 h als CPS (Counts Per Second) gemessen und auf
die RFUs (Relative Fluorescence Units), des konstitutiv exprimierten GUS-Gens, normalisiert. Die
Reporterexpression der transfizierten Zellen ohne RCAR und ohne ABA lag fiir (A) bei 4138 CPS/RFU und fur (B)
bei 11,9 kCPS/RFU. Beide Werte wurden auf eins normalisiert. Diese Analysen wurden in Triplikaten
durchgefiihrt (Mittelwert + SD) und wurde jeweils in mindestens einem unabh&ngigen Experimente bestétigt.

Im nachsten Schritt wurde nach einer ausreichenden ABA-Konzentration fir die weiteren
Untersuchungen in Protoplasten gesucht. Hierfir wurde eine konstante Menge an RCAR8-
bzw. RCAR11-DNA (5 pg) mit den Reporter-Konstrukten (LUC und GUS) in Arabidopsis
Protoplasten kotransfiziert und in Gegenwart verschiedener ABA-Konzentrationen
untersucht. Es wurde beobachtet, dass RCAR8 die hochste Induktion der ABA-Antwort mit
10 uM exogener ABA erzielte und sich mit hoheren Konzentrationen eine Sattigung der ABA-
Signaltransduktion einstellte. Fir RCAR11 wurde auch unter Zugabe von 30 uM ABA kein
Unterschied in der Aktivierung der ABA-Antwort relativ zur LV nachgewiesen. Das fiir die LV-
Kontrolle mit steigender ABA-Konzentration eine Zunahme der Induktion der ABA-Antwort
detektiert wurde, wird damit begriindet, dass in den Arabidopsis Protoplasten ausreichend
endogene Komponenten der ABA-Signaltransduktion exprimiert werden, die eine
Aktivierung der ABA-Antwort hervorrufen. Auf Grund der Tatsache, dass Ma et al. (2009) fur
RCAR1 eine ABA-Konzentration von 3 uM als ausreichend publizierten und fiir RCAR8 in
diesem Experiment die starkste Aktivierung der ABA-Antwort mit 10 uM exogener ABA
nachgewiesen wurde, wurde fir die nachfolgende Analyse eine ABA-Konzentration von 5 uM

festgelegt.

28



Ergebnisse

2009 wurden von Fujii et al. eine ABA-Rezeptorfunktion fiir 13 Mitglieder der RCAR Familie
in vivo nachgewiesen, mit Ausnahme von RCAR7. Um der Frage nachzugehen, ob es sich aber
bei allen Mitglieder der RCAR Familie um wirksame ABA-Rezeptoren handelt, erfolgte die
transiente Analyse aller RCARs durch ektopische Expression in Ab- und Anwesenheit von

exogener ABA in Arabidopsis Protoplasten (Abb. 2-2).

In Col-0 Mesophyll-Protoplasten wurde fir die RCARs der Unterfamilie | sowie die
Unterfamilien [l Mitglieder RCAR5, RCAR6, RCAR8 und RCAR9 eine ABA-unabhingige
Induktion der Genexpression ermittelt (Abb. 2-2A). Es wurde eine zehn- bis 90-fach héhere
Induktion der ABA-Antwort relativ zur leeren Effektor-Kontrolle (LV) festgestellt. Fir alle
restlichen RCARs (Unterfamilie Il RCARs und RCAR7/10) wurden unter Kontrollbedingungen
keine Unterschiede zum LV nachgewiesen, dementsprechend auch keine Aktivierung der
ABA-Signaltransduktion. Unter Zugabe von 5 uM exogener ABA wurde eine Stimulierung der
ABA-Antwort fir alle 14 RCARs detektiert. Die Unterfamilie |, RCAR1 bis RCAR4, induzierte
die ABA-Antwort am wirksamsten mit dem 130- bis 200-fachen relativ zur unbehandelten
Kontrolle. RCAR4 war hierbei besonders auffallig, da kein Unterschied in der Induktion der
Signaltransduktion zwischen ohne und mit ABA-Exposition beobachtet wurde. Fir die RCARs
der Unterfamilien Il (RCAR5-10) und Il (RCAR11-14) wurde eine um 50- bis 150-fach héhere

Stimulierung der ABA-Antwort relativ zur LV ohne exogene ABA-Behandlung detektiert.

Neben der Rolle als Stresshormon (bt ABA auch regulatorische Funktionen in Abwesenheit
von Stress aus, zu denen die Regulierung vieler Entwicklungsprozesse in Pflanzen gehdren
(Christmann et al. 2006). Infolgedessen besitzen auch Pflanzen die nicht unter Trocken-,
Kalte- oder osmotischem Stress stehen, ein gewisses Level an endogener ABA (ca.
100 ng ABA/g Trockengewicht, (Gonzalez-Guzman et al. 2002)). Die ABA-defiziente Mutante
aba2-1 besitzt in der ABA-Biosynthese eine Mutation, bei der die Umwandlung von
Xanthoxin in den ABA-Vorlaufer Abscisinaldehyd gestort ist und wurde erstmals durch Leon-
Kloosterziel et al. (1996) beschrieben. Rosettenblatter von aba2-1 Pflanzen besitzen nur 20-

25 % des Wildtyp ABA-Gehalts (Gonzalez-Guzman et al. 2002).

29



Ergebnisse

A 359 R1
—_ Col-0 OKontrolle s
< 200 - m 51V ABA
x
+ 150 - =
o
3
£ 100 4
<
3 50
<<

100r— R11

B 200 98 R12
aba2-1 R13

100 R14

150 A
100 -

50

ABA-Antwort [x-fold]

LV Rl R2 R3 R4
Unterfamilie |

R11 R12 R13 R14
Unterfamilie llI

Abb. 2-2 Regulierung der ABA-Antwort durch ektopische RCAR-Expression in Arabidopsis Protoplasten.

(A und B) ABA-abhangige Genregulation durch ektopische RCAR-Expression in Protoplasten aus zwei bis drei
Wochen alten Arabidopsis Pflanzen. Col-0 (A) und aba2-1 (B) Protoplasten (105/100 ul) wurden jeweils mit 3 pg
p35S::Effektor-DNA, 3 ug p35S::GUS und 5 pug pRD29B::LUC transfiziert. Die Inkubation erfolgte bei 25 °C in An-
bzw. Abwesenheit von 5 uM exogener ABA. Die Luciferaseaktivitdt wurde nach 171 h als CPS gemessen und
auf die RFUs, des konstitutiv exprimierten GUS-Gens, normalisiert. Die Reporterexpression der transfizierten
Zellen ohne RCAR lag bei 5,8 kCPS/RFU fiir Col-0 Protoplasten und 2,9 kCPS/RFU fiir aba2-1 Protoplasten ohne
ABA-Exposition. Beide Werte wurden jeweilig auf eins normalisiert. Diese Analysen wurden in Triplikaten
durchgefiihrt (Mittelwert * SD) und wurde jeweils in mindestens zwei unabhdngigen Experimenten bestétigt.
(C) Der phylogenetische Baum wurde nach der Neighbor-Joining Methode mit MEGA Version 6 erstellt, ist
identisch zu Abb. 1-3 und vergleichbar zu Ma et al. (2009) und Raghavendra et al. (2010).

Um die Frage zu beantworten, ob die RCARs der Unterfamilie |, ebenso wie einzelne
Vertreter der Unterfamilie Il, die Genexpression weitgehend ABA-unabhédngig induzieren
kénnen, wurde der Versuch wie in Abb. 2-2A beschrieben mit aba2-1 Mesophyll-
Protoplasten wiederholt (Abb. 2-2B). Ohne ABA-Zugabe wurde fiir die RCARs der
Unterfamilie I, mit Ausnahme von RCAR2, eine um die neun- bis 85-fach héhere Aktivierung
der ABA-Antwort relativ zur Vektorkontrolle festgestellt. Mit ABA-Exposition wurde fiir diese
RCARs eine Aktivierung der ABA-abhdngige Genexpression um das 70- bis 90-fache relativ
zur unbehandelten LV nachgewiesen. Fir RCAR4 wurden auch in diesem Versuch keine
Unterschiede in der Induktion der ABA-Antwort zwischen nicht gestressten und mit ABA
behandelten Zellen beobachtet. Folglich konnte fir RCAR4 entweder eine ABA-unabhangige
Aktivierung der Signaltransduktion postuliert werden oder dass RCAR4 bereits mit sehr
geringen Mengen der ABA, wie sie alle aba2-1 Zellen besitzen, dazu in der Lage ist.
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Von der Unterfamilie Il wurde fiir RCAR6, RCAR8 und RCAR9 ohne exogene ABA-Behandlung
eine um den Faktor Drei bis Vier hohere Induktion der Signaltransduktion relativ zur
Kontrolle ermittelt. Unter Zugabe von ABA wurde fiir diese RCARs eine Aktivierung der ABA-
Antwort um den Faktor 85 im Vergleich zur unbehandelten LV detektiert. Fiir RCARS5,
RCAR10 und RCAR14 wurde ausschlielSlich in ABA-Abhangigkeit, relativ zur unbehandelten
Kontrolle, eine vergleichbare Aktivierung wie fur RCAR1 bis RCAR4, RCAR6, RCAR8 und
RCAR9 nachgewiesen. Im Gegensatz dazu, wurde fiir die restlichen RCARs (RCAR7 und
RCAR11 bis RCAR13) nur durch ABA-Exposition eine Induktion der ABA-Antwort von 40- bis
60-fach relativ zur unbehandelten Kontrolle beobachtet, vergleichbar zur mit ABA

behandelten LV.

Mit der Durchfihrung der transienten Untersuchung aller 14 RCARs in Arabidopsis
Protoplasten, wurde eine wahre ABA-Rezeptorfunktion fir RCAR1 bis RCAR6, RCAR8 bis
RCAR10 und RCAR14 festgestellt. Vor allem die ektopische Expression der Unterfamilie |
RCARs, mit Ausnahme von RCAR2, resultierte in der Aktivierung der ABA-Antwort bereits
unter endogenen ABA-Gehalt der Protoplasten, wdhrend fiir RCAR2 und die RCARs der
Unterfamilie Il, mit Ausnahme von RCAR7, eine Induktion der ABA-Signaltransduktion durch
ABA-Zugabe ermittelt wurde. Fir RCAR7 und RCAR11 bis RCAR13 wurde weder in Ab- noch
in Anwesenheit von exogener ABA ein Unterschied relativ zur Kontrolle nachgewiesen (in
aba2-1 Protoplasten). Fiir diese RCARs kann nicht ausgeschlossen werden, dass sie eventuell
in den Arabidopsis Protoplasten nicht exprimiert wurden, obwohl die Genexpression unter
der Kontrolle des 35S Promotors stand und somit eine konstitutive und vor allem
gewebeunspezifische RCAR-Expression gewahrleistet wurde (Benfey and Chua 1990; Odell et
al. 1985). Trotzdem wurde eine Aktivierung der ABA-Antwort in Col-0 Protoplasten fiir diese
RCARs relativ zur LV nachgewiesen, wenn auch nur mit geringer Effizienz. Mit Ausnahme von
RCAR7 wurden RCAR11 bis RCAR13 bereits als wirksame ABA-Rezeptoren beschrieben (Fuijii
et al. 2009). Der Unterschied zwischen den hier dargestellten Untersuchungen und dem
durch Fujii et al. (2009) veroffentlichten Experiment liegt in der Koexpression von ABI1,
SnRK2.6/0ST1 und dem TF ABF2, zusatzlich zum entsprechenden RCAR. Wie bereits
erwahnt, wird die ABA-Signaltransduktion durch die Komplexbildung eines RCAR mit einer
PP2C der Gruppe A induziert (Melcher et al. 2009; Yin et al. 2009). Des Weiteren wurde

beschrieben, dass RCARs in monomerer und/oder dimerer Form vorliegen (Nishimura et al.
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2009; Santiago et al. 2009a; Dupeux et al. 2011b; Hao et al. 2011; Zhang et al. 2012b;
Okamoto et al. 2013) und das eine Komplexbildung mit PP2Cs nur in monomerer Form
moglich ist, die aber eine Dissoziierung der dimeren RCARs voraussetzt (Santiago et al.
2009a; Dupeux et al. 2011b; Hao et al. 2011). Dementsprechend ist es moglich, dass der
endogene PP2C-Gehalt in Arabidopsis Protoplasten zur Komplexbildung mit ektopisch
exprimierten RCAR7 bzw. RCAR11 bis RCAR13 nicht ausreichend war, um unter ABA-Zugabe
die Signaltransduktion zu aktivieren, da RCAR11 bis RCAR13 als Dimer beschrieben wurden
(Nishimura et al. 2009; Santiago et al. 2009a; Dupeux et al. 2011b; Zhang et al. 2012b). In
diesem Zusammenhang ist es vorstellbar, dass in vivo monomere RCARs infolge ihrer
besseren ABA-Affinitat (Ma et al. 2009; Szostkiewicz et al. 2010; Dupeux et al. 2011b; Hao et
al. 2011; Santiago et al. 2009b) zur Komplexbildung mit endogenen PP2Cs bevorzugt
werden, weil die monomeren verglichen zu dimeren RCARs nicht erst dissoziieren miissen,
um eine Komplexbildung einzugehen (Santiago et al. 2009a; Dupeux et al. 2011b; Hao et al.
2011). Infolgedessen ware es denkbar, dass die ektopische Koexpression von PP2Cs mit
RCAR7 bzw. RCAR11 bis RCAR13 und zusatzlicher ABA-Behandlung zur Aktivierung der

Signaltransduktion in Arabidopsis Protoplasten beitragen konnte (Fuchs et al. 2014).

2.1.2. Inhibierung der ABA-Antwort durch PP2Cs der Gruppe A

Das Arabidopsis Genom codiert neun verschiedene PP2Cs der Gruppe A (Fuchs et al. 2013)
und in der Literatur werden sie als Negativregulatoren der ABA-Antwort beschrieben
(Umezawa et al. 2009), durch direkte Dephosphorylierung der SnRK2s (Fujii et al. 2009;
Fujita et al. 2009; Umezawa et al. 2009). Im folgenden Abschnitt wird der Frage
nachgegangen, ob alle neun PP2Cs die ABA-Antwort durch ektopische Expression in
Arabidopsis Protoplasten inhibieren und ob ggf. Unterschiede in der Effizienz beobachtet
werden wie fiir die Mitglieder der RCAR-Familie. Zur Beantwortung dieser Fragen wurden
Col-0 Mesophyll-Protoplasten mit zunehmender Konzentration an PP2C-Effektor-DNA, sowie
den Reportergen-Konstrukten (LUC und GUS), kotransfiziert und unter ABA-Behandlung
untersucht (Abb. 2-3). Auch in dieser transienten Analyse erfolgte die Regulation der PP2C-
Genexpression mit Hilfe des 35S Promotors, um eine ektopische Expression der PP2C in

Arabidopsis Protoplasten zu gewahrleisten (Odell et al. 1985; Benfey and Chua 1990).
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Abb. 2-3 PP2C-vermittelte Inhibierung der ABA-Antwort in Arabidopsis Protoplasten.

(A) Phylogenetischer Baum aller neun Gruppe A PP2Cs in Arabidopsis. Diese Darstellung ist identisch zu Abb.
1-5. (B-D) Relative Inhibierung der ABA-induzierten Reporterexpression durch ektopisch exprimierte PP2Cs
unter Zugabe von 10 uM ABA. Col-0 Protoplasten (105 Protoplasten) von zwei bis drei Wochen alten
Arabidopsis Pflanzen, wurden jeweils mit 3 pg p35S::GUS, 5 pg pRD29B::LUC und steigender Konzentration an
p35S::Effektor-DNA transfiziert. Die Inkubation erfolgte bei 25 °C. Die Luciferaseaktivitdt wurde nach 171 h als
CPS gemessen und auf die RFUs normalisiert. Die Reporterexpression der transfizierten Zellen ohne Effektor lag
fir ABI1 bei 34 kCPS/RFU, fiir ABI2 bei 219 kCPS/RFU, fiir HAB1 bei 181 kCPS/RFU, fiir HAB2 bei 215 kCPS/RFU,
fir HAI1 bei 302 kCPS/RFU, fiir HAI2 bei 213 kCPS/RFU, fir HAI3 bei 217 kCPS/RFU, fiir AHG1 bei 246 kCPS/RFU,
fur PP2CA/AHG3 bei 368 kCPS/RFU bzw. fiir PP2CE bei 1404 CPS/RFU. Alle Werte ohne PP2C mit ABA-
Behandlung wurden auf 100 % gesetzt. PP2CE (D, unterbrochene Linie, At5g27930) diente als Negativkontrolle.
Jeder Datenpunkt wurde in Triplikaten durchgefiihrt (Mittelwert + SD) und wurde in jeweils einem zweiten
unabhangigen Experiment bestatigt.

Fir alle neun zu untersuchenden PP2Cs wurde eine Inhibierung der ABA-Antwort mit
zunehmender Effektor-Konzentration nachgewiesen, nicht dagegen bei der PP2C aus der
Gruppe E (Abb. 2-3D, unterbrochene Linie). Von der PP2CE (At5g27930) wird angenommen,
dass sie die Aktivitdt der Histon-Acetyltransferase GCN5 inhibiert und somit nicht an der
Regulierung der ABA-Signaltransduktion beteiligt ist (Fuchs 2013), weshalb sie als

Negativkontrolle in diesem Versuch verwendet wurde.
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Fiir die PP2Cs HAI3 (Abb. 2-3C), PP2CA (Abb. 2-3D) und ABI1 (Abb. 2-3B) wurde der starkste
inhibitorische Effekt beobachtet. Die ektopische Expression dieser PP2Cs resultierte bereits
mit 0,3 ug oder weniger Effektor-DNA und unter ABA-Zugabe in einer 90 %igen Inhibierung
der ABA-Antwort in Arabidopsis Protoplasten. Mit 1 ug Effektor-DNA wurde eine komplette
Blockierung der ABA-Signaltransduktion festgestellt. Flr die PP2Cs HAI1, HAI2 (Abb. 2-3C),
HAB1 (Abb. 2-3B) und AHG1 (Abb. 2-3D) wurde eine 90 % Inhibierung der ABA-abhangigen
Genexpression mit 0,5 bis 1 pg Effektor-DNA detektiert. Eine vollstandige Inhibierung wurde
mit dem Einsatz von mind. 3 pug Effektor-DNA erreicht. Im Gegensatz dazu, resultierte die
ektopische Expression von HAB2 und ABI2 in der schwachsten PP2C-vermittelten Inhibierung
(Abb. 2-3B). Um eine 90%ige Blockierung der ABA-Antwort nachzuweisen, war der Einsatz

von 3 pg HAB2- bzw. mind. 10 pg ABI2-Effektor-DNA notwendig.

Ebenso wie in der RCAR-Familie gab es auch bei den PP2Cs Vertreter, welche die ABA-
Signaltransduktion wirksamer blockierten als andere PP2Cs dieser Gruppe. Ein
vergleichsweise guter Inhibitor der ABA-Antwort ist offenbar ABI1 im Gegensatz zur nah
verwandten ABI2. So wurde fiir ABI1 eine effektive Inhibierung der ABA-Signaltransduktion
bereits bei kleinen Mengen an Effektor-DNA beobachtet, wogegen fiir ABI2 die hdchste
Menge an Effektor-DNA eingesetzt werden musste, um eine vergleichbare Inhibierung der
ABA-Antwort nachzuweisen. Dementsprechend ware es moglich, dass ABI2 und HAB2 nicht
ausreichend in Arabidopsis Protoplasten exprimiert wurden, um eine effektive Hemmung

der ABA-Signaltransduktion zu bewirken.

Die hier dargestellte Analyse zeigt eine Funktionalitdt aller PP2Cs der Gruppe A in der
Regulierung der ABA-Signaltransduktion in Protoplasten. Eine Inhibierung der ABA-Antwort
erfolgte mit zunehmender Konzentration bzw. Expressionsstarke der untersuchten PP2Cs,

mit Ausnahme von PP2CE (Negativkontrolle).
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2.2. Kombinatorische Interaktionen zwischen ABA-Rezeptorkomplex-Komponenten

Damit die ABA-Antwort initiiert wird, muss eine ABA-abhdngige Komplexbildung zwischen
RCARs und PP2Cs der Gruppe A stattfinden, um die Phosphataseaktivitdt der PP2C zu
inhibiert (Melcher et al. 2009; Yin et al. 2009; Miyazono et al. 2009) und die SnRK2 aus der
Dephosphorylierung zu entlassen, damit nachstehende Komponenten der ABA-
Signaltransduktion reguliert werden kdnnen (Fujii et al. 2009; Fujita et al. 2009; Geiger et al.

2009; Lee et al. 2009).

Wie bereits erwahnt, codiert das Arabidopsis Genom 14 RCARs und neun PP2Cs, was zu
maximal 126 RCAR-PP2C Kombinationen fiihren kann, falls alle realisierbar sind. Die
tatsachliche Anzahl moéglicher Interaktionswirkungen in planta ist jedoch weitgehend
unbekannt. Rezeptor-Korezeptor-Kombinationen wurden hauptsachlich Gber Hefe-Zwei-
Hybrid Interaktionen bestatigt. Mogliche Kombinationen wurden fiir RCAR1 mit HAB1/ABI1
(Ma et al. 2009) und ABI2 (Nishimura et al. 2010) sowie fiir RCAR3 mit ABI1/2 (Nishimura et
al. 2010; Szostkiewicz et al. 2010) und fir RCAR12 mit HAB1 (Park et al. 2009) nachgewiesen.
Die einzige zusammenhdngende Y2H Analyse aller in Betracht kommender RCAR-PP2C
Kombinationen wurde von Stefan Fuchs in seiner Dissertation durchgefiihrt und diese Daten

sind der Ubersichthalber in Abb. 2-4 noch einmal zusammengefasst (Fuchs 2013).

Stefan Fuchs untersuchte alle 126 in Betracht kommenden RCAR-PP2C-Kombinationen in Ab-
und Anwesenheit von 30 uM ABA in Hefe und bestdtigte insgesamt 93 potentielle
Kombinationen (Abb. 2-4). 60 dieser RCAR-PP2C Kombinationen wurden in Abwesenheit der
exogenen ABA detektiert und weitere 33 Komplex-Kombinationen unter ABA-Zugabe. Fir
die restlichen ABA-Rezeptorkomplex-Kombinationen, ebenso wie fiir die Negativkontrolle
PP2CE, wurde keine Interaktion festgestellt. Interessant war, dass flir HAI1 keine einzige
Interaktion mit einem RCAR bestatigt wurde, weder in Abwesenheit noch in Gegenwart von

exogener ABA.
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ABI1 ABI2 HAB1 HAB2 HAI1 HAI2 HAI3 | PP2CA | AHG1 | PP2CE

RCAR1
RCAR2
RCAR3
RCAR4
RCAR5
RCAR6
RCAR7
RCAR8
RCAR9
RCAR10
RCAR11
RCAR12
Il RCAR13
RCAR14

ABA-abhéangige Interaktion [30uM] - ABA-unabhéngige Interaktion keine Interaktion

Abb. 2-4 RCAR-PP2C-Interaktionen im Y2H.

Dargestellt ist eine zusammenfassende Ubersicht aller méglichen Interaktionen zwischen Gruppe A PP2Cs und
RCARs, die im Y2H durch Stefan Fuchs bestatigt wurden. PP2CE (At5g27930) diente als Negativkontrolle. Die
Markierungen in Griin, Blau und Grau kennzeichnen ABA-abhangige Interaktionen in Gegenwart von 30 uM
exogener ABA, ABA-unabhédngige Interaktionen und keine Interaktionen. Diese Abbildung stammt aus der
Dissertation von Stefan Fuchs und wurde etwas modifiziert (Fuchs 2013). Die Berechtigung zur Verwendung
dieser Abbildung wurde von Stefan Fuchs erteilt.

Y2H Untersuchungen geben nur einen Hinweis auf mogliche Protein-Interaktion und missen
nicht unbedingt auch in planta detektierbar sein oder funktionelle Relevanz besitzen. Im
Gegensatz zur Y2H Analyse sind Protein-Interaktionswirkungen in planta abhangig von deren
raumlichen und zeitlichen Transkription (Ratushny and Golemis 2008; Stynen et al. 2012).
Infolgedessen erscheint es als unverzichtbar alle 126 in Betracht kommenden RCAR-PP2C-

Kombinationen auch in planta zu untersuchen.

2.2.1. RCAR-und ABA-abhdngige Induktion der Genexpression

Um eine genaue Vorstellung Ulber die funktionelle Relevanz der 126 potentiellen ABA-
Rezeptorkomplex-Kombinationen zu erhalten, ware die physiologische Analyse von RCAR-
PP2C-Kombinationen in Arabidopsis-Kreuzungen eine Moglichkeit. Hierfiir wirden sich
Kreuzungen aus entsprechenden Uberexpressions- oder Knockoutlinien anbieten. Daraus

ergibt sich aber das Problem, dass mogliche redundante Funktionen innerhalb der RCAR
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Familie bzw. der PP2Cs unentdeckt bleiben kdonnten. Um dieses Hindernis zu umgehen,
miussten multiple rcar x pp2c Knockoutlinien geniert werden. Jedoch ist es enorm
zeitaufwandig stabile homozygote Linien fir verschiedene multiple Knockoutkombinationen
zu generieren und diese anschlieBend zu analysieren. Aus diesem Grund wurde fir die
Untersuchung der 126 ABA-Rezeptorkomplex-Kombinationen und deren funktionelle
Relevanz in der ABA-Signaltransduktion erneut die transiente Analyse in Arabidopsis

Protoplasten herangezogen.

Damit ein geeignetes Verhaltnis von RCAR zu PP2C eingesetzt und eine ausreichende Menge
an exogener ABA verwendet wird, um die ABA-Signaltransduktion zu aktivieren, wurden
zunachst Titrationen fir zwei RCARs zusammen mit einer PP2C und anschliefend fur die
ABA-Konzentration durchgefiihrt (Abb. 2-5). Fiir diese Voranalysen wurden beispielhaft
RCAR12 und RCAR13 in Kombination mit HAB1 gewahlt, da eine physikalische Interaktion
von RCAR12 mit HAB1 bereits bestatigt wurde (Park et al. 2009; Fuchs 2013) und die

Funktion von RCAR13 hingegen noch weitgehend unbekannt war.

Um ein passendes Verhaltnis an Effektor-DNA (RCAR vs. PP2C) fiir die Untersuchung der
Rezeptor-Kombinatorik einzusetzen, wurde eine Titrierungsreihe von RCAR12 (Abb. 2-5B)
bzw. RCAR13 (Abb. 2-5C) in Koexpression mit HAB1 unter ABA-Exposition durchgefiihrt.
Hierflir wurden Col-0 Protoplasten mit steigender Konzentration an RCAR-Effektor-DNA, den
Reporter-Konstrukten (LUC und GUS) und HAB1 kotransfiziert. Fir HAB1 wurde die Menge
an Plasmid-DNA gewadhlt, die in etwa 90 % Inhibierung der ABA-Antwort resultierte (Abb.
2-5A). In diesem Fall entsprach das einer DNA-Konzentration von 0,5 ug fir HAB1. Da die
RCAR12-HAB1 Interaktion bereits bestatigt wurde (Park et al. 2009; Fuchs 2013), war zu
erwarten, dass die durch HABl-vermittelte Blockierung der ABA-Antwort mit steigender

RCAR12-Effektor-Konzentration und durch ABA-Zugabe wiederhergestellt wird.

Im Vergleich zur der moderaten Induktion der Signaltransduktion durch RCAR12 bzw.
RCAR13 wahrend der ersten transienten Analyse (Abb. 2-2), wurde durch Koexpression mit
HAB1 eine deutlich starkere Aktivierung der ABA-Antwort fiir beide RCARs festgestellt (Abb.
2-5B und C). In Gegenwart von 5 uM exogener ABA wurde fir RCAR12 eine bis zu 240-fach
hohere Induktion der ABA-Signaltransduktion relativ zur Kontrolle beobachtet (Abb. 2-5B)
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und fir RCAR13 eine 200-fach hoéhere Induktion (Abb. 2-5C). Im Gegensatz dazu wurde fir
die leere Vektorkontrolle (LV) keine Aktivierung der ABA-Antwort detektiert, durch die
effektive Inhibierung der Signaltransduktion durch HAB1. Zusatzlich wurde festgestellt, dass
ohne ABA-Behandlung weder fiir RCAR12 noch fiir RCAR13 in Koexpression mit HAB1 eine
Aktivierung der ABA-Antwort moglich war. Nur durch ABA-Exposition wurde eine klare

Induktion, bis zu 240-fach héher relativ zur LV, nachgewiesen.

Anhand der hier erzielten Befunde wurde fiir nachfolgende transiente Analysen jeweils die
Menge an PP2C-Effektor-DNA eingesetzt, fir unter Zugabe von 10 uM ABA eine 90 %ige
Inhibierung der ABA-Antwort ermittelt wurde (Abb. 2-3) und 5 pg an RCAR-Effektor-DNA, um

die blockierte ABA-Signaltransduktion, falls realisierbar, wieder zu aktivieren.

RCAR12 und RCAR13 liegen als Dimere vor (Dupeux et al. 2011b; Zhang et al. 2012b) und
mussen ABA-abhangig dissoziieren, um als Monomer mit PP2Cs einen ABA-Rezeptorkomplex
zu bilden und die Signaltransduktion zu aktivieren (Santiago et al. 2009a; Hao et al. 2011). Es
ist bekannt, dass monomere RCARs eine deutlich hohere Affinitdat zu ABA aufweisen
verglichen zu dimeren (Ma et al. 2009; Melcher et al. 2009; Yin et al. 2009; Miyazono et al.
2009; Hao et al. 2011). Um zu Uberpriifen wie viel exogene ABA notwendig ist, um eine
effektive Aktivierung der ABA-Signaltransduktion durch Koexpression von RCAR12 bzw.
RCAR13 mit HAB1 transient in Protoplasten zu detektieren, wurde eine Titration von
exogener ABA durchgeflhrt. Hierfiir wurden erneut Arabidopsis Protoplasten mit HAB1 und
RCAR12 bzw. RCAR13 sowie den Reporter-Konstrukten (LUC und GUS) kotransfiziert und in
Gegenwart unterschiedlicher ABA-Konzentrationen untersucht. Die Auswertung der

erzielten Ergebnisse wurden in Abb. 2-5D zusammengefasst.
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Abb. 2-5 RCAR- bzw. ABA-abhingige Induktion der Genexpression in Arabidopsis Protoplasten.

(A) Relative Inhibierung der ABA-induzierten Reporterexpression durch ektopische Expression von HAB1 unter
Zugabe von 10 uM ABA. Die Durchfiihrung erfolgte wie bei Abb. 2-3 beschrieben. Die Reporterexpression der
transfizierten Zellen ohne HAB1 lag bei 181 kCPS/RFU und wurde auf 100 % gesetzt. (B) RCAR12- bzw. (C)
RCAR13-abhangige Wiederherstellung der durch HAB1-vermittelten Inhibierung der ABA-Signaltransduktion in
Gegenwart von 5 uM exogener ABA. (D) Relative Aktivierung der ABA-Antwort durch Koexpression von HAB1
mit RCAR12 bzw. RCAR13 durch Zugabe verschiedener ABA-Konzentrationen. Col-0 Protoplasten (105), von
zwei bis drei Wochen alten Arabidopsis Pflanzen, wurden jeweils mit 3 pug p35S::GUS, 5 pug pRD29B::LUC, 0,5 ug
p35S::HAB1 (entspricht ca. 90 % Inhibierung der ABA-Antwort) und steigender Konzentration an p35S::Effektor-
DNA (B und C) bzw. 5 ug Effektor-DNA (D) kotransfiziert. Die Inkubation erfolgte bei 25°C in Ab- und
Anwesenheit von exogener ABA. Die Luciferaseaktivitdt wurde nach 1741 h als CPS gemessen und auf die RFUs,
des konstitutiv exprimierten GUS-Gens, normalisiert. Die Reporterexpression der transfizierten Zellen ohne
Effektor und ohne ABA-Exposition lag bei 565 CPS/RFU (B und C) bzw. bei 2,0 kCPS/RFU (D). Diese Werte
wurden fiir die LV auf ein normalisiert. Das Experiment wurde in Triplikaten durchgefiihrt (Mittelwert + SD) und
wurde in zwei unabhangigen Wiederholungen bestatigt.

Unter Kontrollbedingungen (LV) wurde, infolge der effektiven Inhibierung der ABA-Antwort
durch koexprimiertes HAB1, keine Aktivierung der Signaltransduktion festgestellt (Abb.
2-5D). Im Gegensatz dazu wurde eine deutliche Zunahme der ABA-Antwort mit steigender
ABA-Konzentration fiir die Arabidopsis Protoplasten nachgewiesen, bei denen HAB1 mit
RCAR12 bzw. RCAR13 kotransfiziert wurden (Abb. 2-5D). Fiir den ABA-Rezeptorkomplex
RCAR12-HAB1 wurde eine 25-fach héhere Aktivierung der Signaltransduktion durch Zugabe

von 10 uM exogener ABA detektiert. Mit der max. Zugabe von 100 uM ABA wurde eine
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weitere Steigung der induzierten ABA-Antwort auf das 30-fache registriert. Fir die
Koexpression von RCAR13 mit HAB1 wurde eine Induktion der ABA-Antwort um max. 60-fach
durch ABA-Exposition relativ zur Kontrolle beobachtet. Die hdchste Induktion wurde in
diesem Fall mit 10 uM ABA detektiert. Bei hdheren ABA-Konzentrationen wurde hingegen

eine Abnahme der ABA-abhdngigen Genexpression festgestellt.

Da unter Zugabe von 10 uM ABA die starkste Aktivierung der Signaltransduktion in RCAR13-
HAB1 kotransfizierten Protoplasten detektiert und vergleichbares fiir die Koexpression von
RCAR12-HAB1 nachgewiesen wurde, erschien die ABA-Exposition von 10puM als
ausreichend, um die biologische Relevanz aller 126 moglichen RCAR-PP2C-Kombinationen

transient in Arabidopsis Protoplasten nachfolgend zu untersuchen.

Dariber hinaus bestatigten die hier durchgefiihrten Untersuchungen den von Park et al.
(2009) und Fuchs (2013) detektierten RCAR12-HAB1 Rezeptorkomplex. Des Weiteren wurde
fur RCAR12/13 erfolgreich demonstriert, dass die Koexpression einer spezifischen PP2C und
eines RCARs durch Zugabe von exogener ABA in einer deutlich stiarkeren Aktivierung der
ABA-Antwort in Protoplasten resultierte verglichen zur Transfektion ohne PP2Cs (Abb. 2-2).
Zusatzlich wurde bewiesen, dass RCAR12 bzw. RCAR13 in den Protoplasten exprimiert
wurden, da sonst keine Unterschiede in der Induktion der ABA-Antwort relativ zur Kontrolle
festgestellt worden waren. Infolge dessen kdnnte der endogene PP2C-Gehalt in den
Arabidopsis Protoplasten ausschlaggeben fiir die marginale Aktivierung der ABA-Antwort
von RCAR12 bzw. RCAR13 wahrend der ersten transienten Analyse aller RCARs (Abb. 2-2)
gewesen sein. Ob diese Aussage auch fiir RCAR7 bzw. RCAR11 Giiltigkeit hat und ob die von
Stefan Fuchs detektierten RCAR-PP2C Kombinationen transient in Protoplasten bestatigt

werden konnten, wurde im nachsten Abschnitt untersucht.

2.2.2. Regulierung der ABA-Antwort durch ABA-Rezeptorkomplex-Komponenten

Die moglichen 126 RCAR-PP2C-Kombinationen wurden mit dem zuvor etablierten Assay
transient in Arabidopsis Protoplasten Uberprift. Hierfir wurde die Aktivierung der PP2C-
vermittelten Inhibierung der ABA-Signaltransduktion in Koexpression mit RCARs untersucht.
Im Falle einer moglichen terndaren Komplexbildung zwischen RCAR, ABA und PP2C wird die
SnRK2 aus der Inaktivierung durch PP2C-Dephosphorylierung entlassen und kann
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nachfolgende Komponenten ihrerseits regulieren, die wiederum zur Aktivierung der ABA-
Antwort in Protoplasten fuhrt (Fujii et al. 2009; Cutler et al. 2010). Um festzustellen, ob
einzelne RCARs, vornehmlich monomere, auch ohne ABA-Behandlung die PP2C-inhibierte
ABA-Antwort klar aktivieren konnen, wurden alle moglichen ABA-Rezeptorkomplex-

Kombinationen in Ab- und Anwesenheit von exogener ABA untersucht und in Abb. 2-6

zusammengefasst.
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Abb. 2-6 Transiente Analyse aller 126 RCAR-PP2C-Kombinationen in Arabidopsis Protoplasten.
RCAR-abhidngige Aktivierung der durch PP2Cs-vermittelten Inhibierung der ABA-Antwort in (A) Ab- und (B)
Anwesenheit von 10 uM exogener ABA in Protoplasten von zwei bis drei Wochen alten Arabidopsis Pflanzen.
Col-0 Protoplasten (105 Protoplasten) wurden jeweils mit 3 pg p35S::GUS, 5 pug pRD29B::LUC, 5 bzw. 10 pg
Effektor-DNA (RCAR bzw. LV) und ausgeschriebener Menge der Inhibitor-DNA (= PP2C-DNA-Konzentration, bei
der eine 90 %ige Inhibierung der ABA-Antwort festgestellt wurde) transfiziert. Die Inkubation erfolgte bei 25 °C
in Ab- und Anwesenheit von 10 uM exogener ABA. Die Luciferaseaktivitat wurde nach 171 h als CPS gemessen
und auf die RFUs, des konstitutiv exprimierten GUS-Gens, normalisiert. Die Reporterexpression der
transfizierten Zellen ohne RCAR und mit 10 pM exogener ABA lag bei 3,76 kCPS/RFU (HAB2), 6,2 kCPS/RFU
(HAB1), 21,65 kCPS/RFU (ABI1), 78,1 kCPS/RFU (ABI2), 4,79 kCPS/RFU (HAI2), 15,6 kCPS/RFU (HAI3),
3,96 kCPS/RFU (HAI1), 17,3 kCPS/RFU (PP2CA) und 14,1 kCPS/RFU (AHG1). Alle Werte wurden jeweils auf eins
normalisiert. Diese Untersuchungen wurden in Triplikaten durchgefiihrt und wurden in zwei unabhangigen
Experimenten bestatigt.
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Ohne ABA-Behandlung lieR sich durch Koexpression mit RCAR1, RCAR3, RCAR4, RCARS,
RCAR8 bzw. RCAR9 eine Aktivierung der PP2C-inhibierten ABA-Antwort feststellen (Abb.
2-6A). Es wurde erneut beobachtet, dass vor allem die RCARs der Unterfamilie I, mit
Ausnahme von RCAR2, eher unabhangig von exogener ABA eine klare Aktivierung der
inhibierten Signaltransduktion induzieren, vergleichbar zur transienten Analyse der Abb. 2-2.
Fiir RCAR4 wurden in Koexpression mit acht PP2Cs die effektivsten Induktionen der ABA-
Antwort nachgewiesen. Die ektopische Koexpression mit RCAR2, RCAR5, RCAR6, RCAR8 und
RCAR9 fiuihrte dagegen zu einer marginalen Aktivierung der durch spezifische PP2Cs (HAB1/2
und ABI1/ 2) blockierten ABA-Antwort. Fur die restlichen RCARs (RCAR7, RCAR10-14) wurde
in  Koexpression mit PP2Cs ohne ABA-Exposition keine Aktivierung der ABA-
Signaltransduktion beobachtet, vergleichbar zur Induktion der ABA-Antwort ohne PP2C-
Behandlung (Abb. 2-2).

Unter Zugabe von 10 uM ABA liel8 sich eine klare Aktivierung der ABA-Signaltransduktion fir
alle RCARs nachweisen, wenn auch nicht in Koexpression mit allen PP2Cs (Abb. 2-6B). Es
wurde sowohl ein breites Substratspektrum als auch Substratspezifitdt seitens der RCARs
wie auch bei den PP2Cs festgestellt. Zu den RCARs, die nur mit spezifischen PP2Cs die ABA-
Antwort aktivierten, gehoren die RCAR4 bis RCAR14. Vor allem fir RCAR7 und RCAR13
wurde eine hohe Regulationsspezifitat gegeniiber den PP2Cs ermittelt. Fir RCAR7 wurde
eine klare Induktion der PP2CA- bzw. HAI2-inhibierten ABA-Antwort nachgewiesen
verglichen zur marginalen Aktivierung in Kombination mit HAI1/3 bzw. HAB1/2. Fiur die
Koexpression von RCAR7 mit AHG1 bzw. ABI1/2 wurde keine Regulierung der ABA-Antwort
festgestellt. Im Gegensatz zu RCAR7, wurde flir RCAR13 die effektivste Induktion der ABA-
Signaltransduktion durch Koexpression mit PP2CA, HAB2 bzw. HAB1 beobachtet. Deutlich
schwacher erfolgte die Aktivierung in Kombination mit HAI3 bzw. ABI1, wéahrend in
Kombination mit HAI1/2, ABI2 bzw. AHG1 keine Stimulierung der ABA-Antwort ermittelt

wurde.

Zusatzlich wurden auch RCARs identifiziert, die sich gegentiber den PP2Cs durch Zugabe von
ABA wenig selektiv verhalten haben. Genauer gesagt, RCAR1, RCAR2 und RCAR3 waren in
der Lage jede PP2C-vermittelte Blockierung der ABA-Antwort zu Gberwinden. Aber auch hier
wurden Unterschiede in der Effektivitdt der Aktivierung beobachtet. Fir die Koexpression

von RCAR1 bis RCAR3 in Kombination mit HAI2, HAB1/2 bzw. PP2CA wurde eine klare
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Induktion der ABA-Antwort festgestellt im Vergleich zur deutlich schwéacheren Aktivierung

durch die Koexpression mit ABI2 und AHG1.

Ausgepragte Spezifitdt und Substratunspezifitdt wurde auch seitens der PP2Cs beobachtet.
So lieB sich eine klare Aktivierung der durch PP2CA-inhibierten Signaltransduktion durch
Koexpression mit allen 14 RCARs und unter ABA-Behandlung feststellen, wahrend die durch
ABI2, HAI1/2/3 bzw. AHG1-inhibierte ABA-Antwort nur durch spezifische RCARs induziert
wurde. Wie bereits erwdhnt, wurde nur fir die Koexpression von RCAR1 bis RCAR3 mit AHG1
in Gegenwart von exogener ABA eine Aktivierung der blockierten ABA-Antwort registriert.
Die HAI1- bzw. ABI2-vermittelte Inhibierung der Signaltransduktion wurde weder durch
Kotransfektion mit RCAR7, RCAR12 oder RCAR13 erneut induziert, wahrend die HAI2-
Blockierung lediglich durch RCAR13 nicht aufgehoben werden konnte. Auch fir die HAI3-
induzierte Inhibierung der ABA-Antwort wurde nur eine selektive Wiederherstellung durch

RCAR1 bis RCAR11 bzw. RCAR14 beobachtet.

Um zu Uberprifen, ob die teils marginale Aktivierung der Signaltransduktion wirklich die
Ursache der RCAR-PP2C-Koexpression darstellte und nicht eine Diskriminierung durch
endogen exprimierte PP2Cs hervorgerufen wurde, erfolgte eine zusatzliche Auswertung der
erzielten Versuchsdaten aus Abb. 2-6B. In dieser Untersuchung wurde die ABA-
Signaltransduktion durch ektopische PP2C-Expression auf ca. 10 % Restaktivitdit gehemmt.
Um sicherzustellen, dass in Abb. 2-6B keine RCAR-spezifische Aktivierung der ABA-Antwort
beobachtet wurde, welche auf der Regulierung endogener ABA-Korezeptoren beruhte,
wurde von den normalisierten Werten erneut 20 % abgezogen. Zusatzlich wurde eine RCAR-
vermittelte PP2C-Regulierung als effektiv gewertet, welche in einer mindestens dreifach
héheren Aktivierung der ABA-Signaltransduktion verglichen zur LV resultierte. Die daraus

erzielten Befunde wurden in Abb. 2-7 zusammengefasst.

Mittels der nachtraglichen Korrektur liel sich feststellen (Abb. 2-7), dass die marginale
Aktivierung der ABA-Antwort von koexprimierten HAI3 mit RCAR12 bzw. RCAR13 (Abb. 2-6B)
wahrscheinlich nicht durch die RCAR-vermittelte Regulierung von HAI3 hervorgerufen
wurde, sondern durch die Regulierung endogen exprimierte PP2Cs. Vergleichbares wurde

auch fir RCAR5 und RCAR9 in Koexpression mit ABI2 nachgewiesen. Vor der
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Induktionswertkorrektur (Abb. 2-6B) wurde eine mogliche Aktivierung der ABI2-inhibierten
ABA-Antwort durch ektopisch koexprimiertes RCAR5 bzw. RCAR9 festgestellt. Nachdem 20 %
der endogen vermittelten Restaktivierung der ABA-Signaltransduktion abgezogen wurden,
war keine RCAR5- bzw. RCAR9-vermittelte Regulierung von ABI2 in Arabidopsis Protoplasten
feststellbar (Abb. 2-7). Alle restlichen ABA-Rezeptorkomplex-Kombinationen konnten mit der

nachtraglich durchgefiihrten Korrektur bestatigt werden.
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Abb. 2-7 Normalisierung der RCAR-vermittelten PP2C-Regulation unter ABA-Exposition.

Zusammenfassende Darstellung der RCAR-vermittelten PP2C-Regulation in Col-0 Mesophyll-Protoplasten unter
ABA-Zugabe basierend auf Abb. 2-6B. Um auszuschlieRen, dass endogene PP2C durch ektopisch exprimierte
RCARs reguliert wurden und in einer marginalen Aktivierung der ABA-Antwort resultierten, wurde von den
normalisierten Induktionswerten der Abb. 2-6B 20 % abgezogen. Die Reduzierung dieser Werte beruhen auf
max. 90 % Inhibierung der ABA-Signaltransduktion durch die ektopische Koexpression einer PP2C. Die
Aktivierung der ABA-Antwort durch RCAR-PP2C-Koexpression wurde als effektiv gewertet, wenn eine mind.
dreifach héhere Induktion verglichen zur LV vorlag.

Die aus dieser Untersuchung abgeleiteten Matrizen der ABA-Rezeptorkomplex-
Kombinationen (Abb. 2-6 und Abb. 2-7) gewahren einen umfassenden Einblick in potentiell
realisierbare RCAR-PP2C-Komplexe in planta. Es wurden liber 50 Kombinationen ohne und
uber 100 Moglichkeiten mit ABA-Behandlung identifiziert. Zusatzlich wurde mit dieser
Untersuchung eine tatsachliche ABA-Rezeptorfunktion fiir alle 14 RCARs bestatigt. Wie fir
RCAR12 bzw. RCAR13 fihrte die Koexpression von RCAR7 bzw. RCAR11l mit einer
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spezifischen PP2C und unter Zugabe von 10 uM ABA zu einer eindeutigen Aktivierung der
ABA-Signaltransduktion in Protoplasten. Diese Ergebnisse bestdtigen die ektopische
Expression von RCAR7 und RCAR11 in Arabidopsis Protoplasten und lassen vermuten, dass
ein Mangel an endogenen PP2Cs der Grund fir die marginale Induktion der ABA-Antwort
durch RCAR7 bzw. RCAR11 wédhrend der ersten transienten Analyse war (Abb. 2-2). Die
aufgestellte Matrix verdeutlicht auRerdem, dass einzelne RCAR-PP2C Kombinationen sich in
der Aktivierung der ABA-Antwort stark unterscheiden. Es wurden effektive Kombinationen
identifiziert als auch schwéacher wirkende. Zusatzlich wurde Interaktionsspezifitdt und

Substratunspezifitat seitens der RCARs und PP2Cs beobachtet.

2.3. RCAR-abhidngige Regulierung von AHG1

Es wurde bereits angesprochen, dass unter Zugabe von exogener ABA nur RCAR1, RCAR2
und RCAR3 die AHG1-vermittelte Inhibierung der ABA-Antwort wirksam aktivieren konnten.
Da dieser Effekt in der Abb. 2-6B bzw. Abb. 2-7 schlecht zu erkennen war, wurde dieser
Befund in Abb. 2-8A besser veranschaulicht. Interessant war, dass RCAR1, RCAR3, RCAR4,
RCAR6 und RCAR9 unter endogenem ABA-Gehalt die AHG1-blockierte ABA-Antwort um das
Drei- bis Neunfache relativ zur LV aktivieren konnten und unter ABA-Zugabe nur RCAR1,
RCAR2 und RCAR3 in der Lage waren, die inhibierte Signaltransduktion um das Sieben- bis
Zehnfache relativ zur ABA-behandelten Kontrolle zu induzieren. Weder fiir die Koexpression
mit RCAR4, RCAR6 noch mit RCAR9 wurde ein vergleichbarer Effekt beobachtet.
Infolgedessen ist anzunehmen, dass exogenes ABA die Komplexbildung mit AHG1 in diesen

Fallen nicht stabilisierte.
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Abb. 2-8 RCAR-abhdngige Regulierung von AHG1 in Arabidopsis Protoplasten.

(A) Partielle Aktivierung der AHG1-inhibierten ABA-Antwort durch Koexpression von RCARs in Protoplasten von
zwei bis drei Wochen alten Arabidopsis Pflanzen. Col-0 Protoplasten (105 Protoplasten) wurden jeweils mit 3 pg
p35S::GUS, 5 ug pRD29B::LUC, 5 pg Effektor-DNA (RCAR bzw. LV) und 1 ug AHG1 transfiziert und in Ab- und
Anwesenheit von 10 uM ABA inkubiert. (B) Inhibierung der ABA-induzierten Reporterexpression durch
ektopische Koexpression von AHG1 mit leerer Vektorkontrolle (LV), RCAR1 (schwarzer Kreis) und RCAR4
(schwarzes Dreieck) unter Zugabe von 10 uM ABA. Col-0 Zellen wurden jeweils mit 3 ug p35S::GUS, 5 g
pRD29B::LUC, 5ug p35S::Effektor DNA und verschiedene Konzentrationen p35S::AHG1 transfiziert. Die
Inkubation erfolgte fiir 17+1 h bei 25 °C. Die Luciferaseaktivitdit wurde als CPS gemessen und auf RFUs
normalisiert. Die Reporterexpression lag fir LV mit AHG1 und ohne ABA-Behandlung bei 5,0 kCPS/RFU und
wurde auf eins normalisiert (A). Fur den Versuch (B) lag die Reporterexpression fir transfizierte Protoplasten
ohne AHG1 und mit leerem Vektor bei 335 kCPS/RFU, mit RCAR1 bei 500 kCPS/RFU und fiir Zellen mit RCAR4
bei 584 kCPS/RFU. Alle drei Werte wurden auf 100 % normalisiert. Jeder Datenpunkt reprisentiert den
Mittelwert (£SD) von drei unabhangigen Transfektionen. Die Versuche wurden mind. zweimal mit dhnlichen
Ergebnissen durchgefiihrt.

Um ausschlieflen zu kénnen, dass es sich bei der interaktiven AHG1-Regulation durch RCAR1
bzw. RCAR4 um einen Dosis-abhdngigen Effekt handelte, wurden Arabidopsis Protoplasten
mit RCAR1 bzw. RCAR4 und verschiedenen Konzentrationen an AHG1-DNA kotransfiziert und
mit 10 uM exogener ABA behandelt. Mit der Erhéhung der AHG1-Exposition wurde eine
Zunahme in der Inhibierung der ABA-Antwort festgestellt (Abb. 2-8B), allerdings mit
Unterschieden in der Effektivitat zwischen kotransfizierten Zellen mit RCAR1 bzw. RCAR4/LV.
Eine 90 %ige Blockierung der ABA-Signaltransduktion lieR sich mit RCAR4 bzw. LV
transfizierten Protoplasten durch Zugabe von ca. 0,3 ug AHG1-Effektor-DNA erzielen,
vergleichbar zur Abb. 2-3D. Im Gegensatz dazu, wurde fiir die Koexpression mit RCAR1 die
Zugabe von 10 ug AHG1-Effektor-DNA benétigt, um eine vergleichbare Inhibierung der ABA-
Signaltransduktion zu erreichen. Die Effizienz der AHG1-Inhibierung wurde durch
Koexpression von RCAR1, im Vergleich zu RCAR4 bzw. LV, deutlich verzogert.
Dementsprechend konnte exogene ABA zur Stabilisierung des RCAR1-AHG1 Komplexes in
Protoplasten beitragen, wahrend die Koexpression mit RCAR4 unter den gleichen

Behandlungen keinen Einfluss auf die AHG1-Regulation ausibt.
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2.3.1. Spezifitat der RCAR-AHG1-Komplexbildung

RCAR1 bis RCAR4 gehdren auf Grund ihrer Primarstruktur zur gleichen RCAR-Unterfamilie
(Ma et al. 2009; Park et al. 2009; Nishimura et al. 2010). Ein Vergleich der
Aminosdauresequenz von RCAR1 und RCAR4 offenbarte eine Identitat beider Proteine von
69 %. Im Vergleich, fiir RCAR4 und RCAR9 wurde eine Ubereinstimmung von 51 %
festgestellt (Protein Blast, http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Hinsichtlich dieser hohen
Sequenzhomologie, innerhalb der Unterfamilien | RCARs, stellte sich die Frage, worin sich
RCAR1, RCAR2 und RCAR3 von RCAR4 und den anderen RCAR-Vertretern unterschieden. Ein
Alignment aller Primarstrukturen der RCARs, mit Hilfe von Clustal Omega (www.ebi.ac.uk),

sollte darliber Aufschluss bringen (Abb. 2-9).

150 160

RCAR4 GNTKEETCFFVEALIQCNLNSLAD
RCAR1 GNTKDETCYFVEALIRCNLKSLAD
RCAR2 GNTKDDTCYFVESLIKCNLKSLAC
RCAR3 GNTKDETCYFVEALIKCNLKSLAD
RCARS5 GNSEEETTSFADTIVGFNLKSLAK
RCAR6 GNTEEETTLFADTIVGCNLRSLAK
RCAR7 GTSEEDTIFFVDNIIRYNLTSLAK
RCARS GNTEEETLSFVDTIVRCNLQSLAR
RCAR9 GNDKEETCSFADTIVRCNLQSLAK
RCAR10 GNTKEETCDFVDVIVRCNLQSLAK
RCAR11l GNSEDDTRMFADTVVKLNLQKLAT
RCAR12 GNSEEDTRLFADTVIRLNLQKLAS
RCAR13 GNTEEDTRMFVDTVVKSNLQNLAV
RCAR14 GNTEEDTKMFVDTVVKLNLQKLGV

Abb. 2-9 RCAR-Alignment und Kristallstruktur der RCAR-PP2C-Bindungsoberflache.

(A) Alignment der Primarstruktur aller 14 RCARs. Es wird ein Teilausschnitt der AS-Sequenzen gezeigt, mit der
Position der Aminosaureresten von Asparaginsaure (D), Tyrosin (Y) und Lysin (K) in RCAR1 bis 3, hervorgehoben
in Gelb, die bei anderen RCAR Familienmitgliedern variieren. (B) Kristallstruktur von RCAR4 (Gelb) und HAB1
(Griin). Die drei Aminosaurereste, die sich im Vergleich zu RCAR1, 2 und 3 unterscheiden, sind fiir RCAR4 gelb
markiert. Die drei Aminosaurereste von HAB1, welche die Kontaktfliche zum RCAR4 darstellen, sind in Grin
hervorgehoben. Der Ausschnitt zeigt einen Teil der Kristallstruktur von RCAR4-HAB1 (PDB ID: 3RTO, (Hao et al.
2011)) und wurde mit PyMOL so bearbeitet (www.pymol.org), dass lediglich die Aminosdurereste von E150,
F154 und N165 sowie E321, K380 und F390 sichtbar sind.

Mit Hilfe des durchgefiuhrten Alignments, der Kristallstruktur von RCAR4-HAB1 (Hao et al.
2011) und dem Programm PyMOL (www.pymol.org) wurde nach RCAR-spezifischen
Aminosaureresten gesucht, die sich an der Kontaktoberflache zur PP2C befanden und sich
bei RCAR1/2/3 von RCAR4 bzw. den anderen RCARs unterschieden (Abb. 2-9). Hierbei

wurden drei Aminosaurereste identifiziert (Abb. 2-10). Dabei handelte es sich um
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Asparaginsaure (,D“ Position 156 bei RCAR1), Tyrosin (,,Y“, Position 160 bei RCAR1) und
Lysin (,K“, Position 171 bei RCAR1). RCAR4 besitzt im Gegensatz zur Asparaginsdure eine
Glutaminsaure (,,E“, Position 154), anstatt Tyrosin ein Phenylalanin (,,F“, Position 154) und
fir Lysin ein Asparagin (,N“, Position 165). Interessant war, dass die RCAR1 Asparaginsaure
auch bei RCAR11 vorhanden ist und das Lysin auch bei RCARS5. Das Tyrosin hingegen wurde
nur bei RCAR1, RCAR2 und RCAR3 an der vergleichbaren Position gefunden.

Asparaginsaure (D) Tyrosin (Y) Lysin (K)
RCAR1 HO R R HN
RCAR2 2N NN R
RCAR3 o
HO
Glutaminsaure (E) Phenylalanin (F) Asparagin (N)

HO R H N
R 2 R
RCARG W \H/\
o o

Abb. 2-10 Strukturen der identifizieren Aminosaurereste.

Dargestellt sind die Strukturen der drei Aminosdurereste mit entsprechendem Einbuchstabencode, die sich
zwischen RCAR1, RCAR2 und RCAR3 zu RCAR4 unterschieden. In RCAR1/2/3 sind an den entsprechenden
Positionen Asparaginsaure, Tyrosin und Lysin, wahrend bei RCAR4 Glutaminsadure, Phenylalanin und Asparagin
vorhanden sind.

Bei Asparaginsaure und Glutaminsdure handelt es sich wegen der zweiten Carboxylgruppe in
der Seitenkette, um saure Aminosauren. Der Unterschied zwischen diesen beiden
Aminosauren liegt in der zusatzlichen CH,-Gruppe der Glutaminsdure. Somit ist es
unwahrscheinlich, dass die Asparaginsdure, infolge ihrer chemischen Eigenschaft, eine
essentielle Rolle bei der Komplexbildung zwischen RCAR und AHG1 auslibt. Jedoch kann
nicht ausgeschlossen werden, dass die rdaumliche Anordnung und die, gegeniber der

Glutaminsaure, fehlende CH,-Gruppe eine Notwendigkeit fur die Komplexbildung darstellt.

Das Tyrosin besitzt am Ende der Seitenkette eine Hydroxylgruppe, gehort zu den
polaren/neutralen Aminosduren und besitzt hydrophile Eigenschaften, wahrend es sich bei
Phenylalanin um eine unpolare, hydrophobe Aminosdure handelt. Anlasslich der enormen
Unterschiede in ihren chemischen Eigenschaften wird flr Tyrosin eine positive Funktion in

der RCAR-AHG1-Komplexbildung erwartet, wogegen sich Phenylalanin negativ auf die
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Komplexbildung auswirken koénnte, da wahrscheinlich keine Wechselwirkung mit dem

passenden AHG1-Aminosaurerest ausgebildet wird.

Die letzte interessante Aminosaure, das Lysin, ist eine basische Aminosaure auf Grund der
zusatzlichen Aminogruppe am Ende der Seitenkette. Der Gegenspieler Asparagin hingegen
gehort zu den polar/neutralen Aminosduren, besitzt eine Amidgruppe und hydrophile
Eigenschaften. Auch fiir das Lysin konnte eine entscheidende Funktion in der RCAR-AHG1-
Interaktion erwartet werden, da sich beide Aminosauren in ihrer raumlichen Struktur, Lysin
besitz zwei zusatzliche CH,-Gruppen verglichen mit Asparagin, und in ihren chemischen

Eigenschaften unterscheiden.

2.3.2. Invivo und in vitro Analysen der RCAR1/4 Varianten mit AHG1

Um zu Uberpriifen, ob ggf. einer dieser Aminosaurereste fiir die Ausbildung des ABA-
abhangigen RCAR-AHG1-Komplexes notwendig ist, wurden unter Anwendung der
zielgerichteten Mutagenese (kurz SDM) RCAR1- und RCAR4-Varianten generiert, bei denen
die entsprechenden Aminosduren ausgetauscht wurden. Fir jedes dieser beiden RCARs

wurden Einfach-, Zweifach- und Dreifachvarianten hergestellt.

Im ersten Schritt wurde eine Y2H Analyse durchgefiihrt, um eine mogliche physikalische
Interaktion der RCAR-Varianten mit AHG1 zu lberprifen. Daflir wurde die CDS von AHG1 mit
der GAL4 TF Aktivator-Domane fusioniert und die CDS aller generierter RCAR Varianten mit
der GAL4 DNA Bindedomane. Anschliefend wurden die Konstrukte in den Hefestamm
AH109 transformiert und auf Doppeltransformaten mit Hilfe von -L/-W selektivem Medium
getestet (James et al. 1996). Wenn die Bindedomane und die Aktivator-Domaéane der beiden
Fusionsproteine (RCAR-Variante und AHG1) miteinander interagieren, wird das Reportergen
fur Histidin aktiviert und ermoglicht das Wachstum der Hefen auf -L/-W/-H selektivem

Medium (Gietz et al. 1997).

Die Interaktionsstudie von AHG1 mit den RCAR-Varianten wurde in An- und Abwesenheit
von 30 uM ABA durchgefiihrt (Abb. 2-11). Stefan Fuchs bestétigte in seiner Dissertation, dass
in Anwesenheit von 30 uM ABA eine Interaktion von RCAR1 mit AHG1 mdglich war, nicht

aber von RCAR4 mit AHG1 (Fuchs 2013). Dementsprechend wurde RCAR1 im nachfolgenden
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Versuch als Positivkontrolle verwendet und als Negativkontrolle RCAR4 sowie Hefezellen

transformiert mit leerem pBridge-Vektor (LV), um eine Autoaktivierung auszuschlieRen.

R1 D156E
R4N165K

x

o
<
o

Abb. 2-11 Y2H Interaktionsanalyse von AHG1 mit RCAR-Varianten.

Hefekulturen wurden als Verdiinnungsreihe auf selektives Medium getropft und inkubierten fiir finf Tage bei
30 °C in An- und Abwesenheit von 30 uM ABA. Wachstum auf Medium mit -L/-W dient als Kontrolle fiir die
Doppeltransformation, wahrend das Wachstum auf -L/-W/-H Interaktionen anzeigt. Leerer Vektor (LV) und
RCAR4 (R4) wurden als Negativkontrolle verwendet und RCAR1 (R1) als Positivkontrolle. AHG1 wurde mit der
GAL4 TF Aktivator-Domane fusioniert und die RCAR-Varianten mit der GAL4 DNA Bindedomane.
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Die Interaktionsstudie im Y2H zeigte, dass in Abwesenheit von ABA keine Interaktion von
AHG1 mit den RCAR-Varianten bzw. der Positivkontrolle RCAR1 moglich war (Abb. 2-11).
Unter Zugabe von 30 uM ABA wurde, wie erwartet, eine Interaktion von AHG1 mit RCAR1
bestdtigt (Fuchs 2013). Vergleichbares wurde fiir die RCAR1-Einzelvariante, bei der
Asparaginsiure gegen Glutaminsdure ausgetauscht wurde (R1°°f), und fur die RCAR1-
Doppelmutante, Austausch von Asparaginsdure/Lysin gegen Glutaminsdure/Asparagin
(R1%N), detektiert. Keine Interaktion wurde fiir alle RCAR1-Varianten ermittelt, bei denen das
RCAR1 Tyrosin durch das RCAR4 Phenylalanin ersetzt wurde, also die Einfachmutante
(R1"%%), zwei Zweifachmutanten (R1%F, R1™) und die Dreifachmutante (R15"). Des Weiteren

wurde auch firr die RCAR1-Variante (R1*Y/*V) keine Interaktion mit AHG1 detektiert, bei der
Lysin durch Asparagin ersetzt wurde (Abb. 2-11).

Bei Betrachtung von RCAR4 wurde, wie erwarten, in dieser Studie weder ohne noch mit ABA-
Exposition eine Interaktion mit AHG1 beobachtet (Fuchs 2013). Interessanterweise wurden
in Gegenwart von ABA Interaktionen zwischen AHG1 und allen RCAR4-Varianten

nachgewiesen, bei denen das eigene Phenylalanin gegen das RCAR1 Tyrosin ausgetauscht
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wurde (R4, R4, R4™ und R4D"). Fir die restlichen RCAR4-Varianten konnte keine

AHG1-Interaktion in vivo bestatigt werden.

Mit der hier durchgefiihrten Analyse in Hefe wurde der von Fuchs (2013) detektierte RCAR1-
AHG1-Komplex sowie die Rolle von RCAR4 als Negativkontrolle bestdtigt. Des Weiteren
wurden Interaktionswechselwirkungen von AHG1 mit verschiedenen RCAR1- bzw. RCAR4-
Varianten nachgewiesen. Die Identifikation dieser Proteininteraktionen erfolgte
ausschlieBlich unter Zugabe von ABA. Um zu Uberprifen, ob diese RCAR-Varianten die
AHG1l-inhibierte ABA-Antwort in Pflanzenzellen regulieren konnen, erfolgte eine

entsprechende Untersuchung in Col-0 Protoplasten (Abb. 2-12).
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Abb. 2-12 In vivo Analyse aller RCAR-Varianten in Arabidopsis Protoplasten.

Partielle Aktivierung der durch AHG1-inhibierten ABA-Antwort durch Koexpression von RCAR-Varianten in
Arabidopsis Protoplasten. Col-0 Protoplasten (105 Protoplasten) wurden jeweils mit 3 ug p35S::GUS, 5 ug
pRD29B::LUC, 5 ug Effektor DNA (RCAR bzw. LV) und 1 ug AHG1 kotransfiziert und in Ab- und Anwesenheit von
10 uM exogener ABA fir 1741 h bei 25 °C inkubiert. Die Luciferaseaktivitdt wurde als CPS gemessen und auf
RFUs normalisiert. Die Reporterexpression lag fiir LV mit AHG1 sowie ohne exogener ABA bei 2,18 kCPS/RFU
und wurde auf eins normalisiert. Jeder Datenpunkt reprasentiert den Mittelwert (+SD) aus drei unabhéngigen
Transfektionen. Der Versuche wurde zweimal wiederholt, mit vergleichbaren Ergebnissen.

Fiir die verwendeten Negativkontrollen LV und RCAR4 wurden unter Zugabe von ABA eine
AHG1-reprimierte Signaltransduktion beobachtet (Abb. 2-12, vergleichbar zu Abb. 2-8A).
Eine klare Aktivierung der AHG1-inhibierten Signaltransduktion, um den Faktor zwolf bis 17
relativ zur LV, lieR sich fiir RCAR1, R1°***" und RCAR1™ feststellen. Im Y2H wurde fiir alle
anderen RCAR1 Varianten (R1Y160F, R17N R1¥ R1™ und RlEFN) keine Interaktion mit AHG1

detektiert. Transient in Protoplasten wurde fir diese Varianten eine partielle Aktivierung der
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AHG1-gehemmten ABA-Antwort nachgewiesen, mit einer flinf- bis neunfach hoheren
Induktion relativ zur LV bzw. RCAR4. Jene RCAR1-Varianten waren in dieser Analyse aktiver

verglichen zu RCARA4.

Wahrend der Y2H Studie wurden Interaktionen von AHG1 zu allen RCAR4-Varianten mit dem
RCAR1 Tyrosin (R47™*, R4, Ra" R4®) ermittelt (Abb. 2-11). Vergleichbare Befunde
wurden infolge der partiellen Aktivierung der AHG1-inhibierten ABA-Antwort in Protoplasten
registriert (Abb. 2-12). Diese fiihrten zu einer sechs- bis zehnfach héheren Aktivierung der
ABA-Signaltransduktion. Alle anderen RCAR4-Varianten verhielten sich vergleichbar zum

wildtypischen RCAR4.

Um die Befunde der identifizierten RCAR-AHG1-Komplexe zu bestdtigten, wurden
Proteinphosphataseaktivititstests in vitro mit AHG1 und RCAR1, RCAR4 bzw. RCAR4™X
durchgefiihrt. Dafiir wurde die Expressionskassette von AHG1, RCAR1 und RCAR4 sowie
RCAR4"" in den Vektor pET21(+) kloniert und heterolog in E. coli-Zellen exprimiert. Die
Kultivierungsbedingungen der E. coli-Zellen und die benétigte Konzentration an IPTG, zur
Induktion der Proteinexpression, wurden fiir RCAR1, RCAR4 und die PP2Cs nach Vorhersage

von Christian Wunschel (Lehrstuhlmitarbeiter) durchgefiihrt.

Fir den Phosphataseaktivitatstest, wurde 2 uM AHG1 zusammen mit der doppelten
Konzentration an RCAR1, RCAR4 bzw. RCAR4"'™ und verschiedenen ABA-Konzentrationen
inkubiert. Anschlieend wurde die Umsetzung bzw. Dephosphorylierung des Substrates
Methylumbelliferyl-Phosphat (MUP) zum fluoreszierenden Methylumbelliferyl analysiert
(Abb. 2-13A). Mit zunehmender Konzentration an ABA wurde in Gegenwart von RCAR1 bzw.
RCAR4®™ eine effektive Inhibierung der AGH1-Phosphataseaktivitit beobachtet. Durch
Zugabe von 50 nM ABA wurde die AHG1-Aktivitdt durch RCAR1 um 50 % inhibiert. Die Zugab
von 1,5 uM ABA fiihrte zur kompletten Inhibierung der Phosphataseaktivitat. Fiir RCAR4A™"™S
wurde, im Vergleich zu RCAR1, eine schwachere Inhibierung der AHG1-Aktivitat
nachgewiesen. In Gegenwart von 8 uM ABA wurde eine 50 %ige Blockierung der

Phosphataseaktivitdt durch diese RCAR4-Variante festgestellt. Im direkten Vergleich zu

RCAR1, musste fiir RCAR4®™ mehr als das 100-fache an ABA zugegeben werden, um eine
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vergleichbare Inhibierung der AHG1-Aktivitat zu detektieren. Fiir das wildtypische RCAR4

wurde auch bei Zugabe von 0,5 mM ABA keine Inhibierung der AHG1-Phosphataseaktivitat

beobachtet.
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Abb. 2-13 Inhibierung der Phosphataseaktivitiat durch RCAR-Varianten.

(A) RCAR1- (weiBer Kreis) bzw. RCAR4"" (schwarzer Kreis) vermittelte spezifische Inhibierung der AHG1-
Phosphataseaktivitat durch ABA. AHG1 Protein (2 uM) wurde in Gegenwart der doppelten Menge an RCAR-
Protein und verschiedenen ABA-Konzentrationen inkubiert. Der ICsp-Wert ist fiir jedes RCAR angegeben. Jeder
Datenpunkt reprasentiert den Mittelwert aus Quatruplikaten (+SD) und wurde zweimal mit gleichem Ergebnis
wiederholt. (B) RCAR1 (weiRer Kreis), RCAR4 (weises Viereck) und RCAR4®™ (schwarzer Kreis) vermittelte
Inhibierung der PP2CA/AHG3-Phosphataseaktivitat durch ABA. PP2CA/AHG3 (405 nM) wurde in Gegenwart der
doppelten Menge an RCAR-Protein und verschiedenen ABA-Konzentrationen inkubiert. Der Versuch wurde wie
unter (A) beschrieben, einmal durchgefiihrt.

Aus den Versuchsdaten von Christian Wunschel ist bekannt, das RCAR1 und RCAR4 die
Proteinphosphatase  PP2CA/AHG3  ABA-abhangig inhibieren konnen  (Wunschel,
unveroffentlicht). Um zu Uberprifen ob RCAR4 als funktionsfdhiges Protein in E. coli
exprimiert wurde und eine PP2C inhibieren kann, erfolgte eine zusatzliche in vitro
Untersuchung von RCAR4, RCAR1 sowie RCAR4"™ in Kombination mit 0,4 uM PP2CA/AHG3
(Abb. 2-13B). Fir alle drei RCARs wurde eine ABA-abhdngige Inhibierung der PP2CA-
Phosphataseaktivitat festgestellt. RCAR4 und RCAR4A®"  waren mit einer 50 %igen Inhibierung
in Gegenwart von 90 nM ABA effektiver verglichen zu RCAR1, wo 300 nM ABA eingesetzt
werden mussten, um eine vergleichbare Inhibierung von PP2CA/AHG3 zu erzielen.
Dementsprechend lag RCAR4 im vorangegangen Versuch als aktives Protein vor, welches,
verglichen zu RCAR1 und RCAR4"'*, die Phosphataseaktivitit von AHG1 nicht inhibieren

konnte.
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Die Befunde aus beiden in vivo Analysen (Abb. 2-11 und Abb. 2-12) und dem in vitro
Phosphataseaktivitatstest (Abb. 2-13) ergaben den Hinweis auf eine entscheidende Rolle des
RCAR1 Tyrosins (Y160) bei der ABA-abhangigen Komplexbildung mit AHG1. Durch das
Einbringen dieses Tyrosin in RCAR4 wurden Varianten generiert, die eine neue
regulatorische Funktion gegentiber AHG1 aufwiesen. Die transiente Analyse in Protoplasten
implizierte, dass weitere Aminosadurereste von RCAR1/2/3 an der Komplexbildung mit AHG1
beteiligt bzw. notwendig sind. Fiir alle RCAR1-Varianten, wo das Tyrosin gegen Phenylalanin
ausgetauscht wurde, liel sich eine partielle Aktivierung der AHG1-inhibierten ABA-Antwort
beobachten. Neben dem RCAR1 Tyrosin wurde auch fiir das Lysin eine untergeordnete
Funktion fir die Komplexbildung mit AHG1 ermittelt, aber nur in Kombination mit dem
Tyrosin. Entsprechende RCAR4-Variante (RCAR4M®**) waren weiterhin nicht in der Lage, mit
AHG1 zu interagieren (Y2H) oder in Protoplasten die durch AHG1-blockierte ABA-Antwort zu
aktivieren. Wie erwartet, wurde fir den Austausch von Asparaginsdure (RCAR1) gegen
Glutaminsdure (RCAR4) keine regulatorische Funktion fir die Komplexformierung mit AHG1

detektiert, weder in Hefen noch transienten in Protoplasten.

2.4. ABA-Rezeptorfunktion von RCAR7

In der hier vorgestellten transienten Analysen wurden spezifische wie auch unspezifische
RCAR-PP2C-Kombinationen in Arabidopsis Protoplasten nachgewiesen (Abb. 2-6 und Abb.
2-7). Aufféllig war die ABA-abhangig Aktivierung der Signaltransduktion durch spezifische
RCAR7-PP2C Kombinationen, obwohl bisher fiir alle anderen 13 RCARs eine wirksame ABA-
Rezeptorfunktion beschrieben wurde (Fujii et al. 2009; Zhao et al. 2013). Infolgedessen

wurde die genauere Charakterisierung von RCAR7 durchgefiihrt.

2.4.1. Regulierung der ABA-Signaltransduktion durch RCAR7 Expression

Zu Beginn dieser Arbeit wurde fiur die ektopische Expression von RCAR7 eine marginale
Aktivierung der Signaltransduktion in Arabidopsis Protoplasten beobachtet (Abb. 2-2). Mit
dem endogenen ABA-Gehalt lieB sich fir RCAR7 eine dreifach hohere Induktion der ABA-
Antwort relativ zur LV in Col-0 Protoplasten feststellen und unter ABA-Zugabe eine 50-fach
hohere Aktivierung (Abb. 2-2A). Allerdings wurde fiir fast alle anderen RCARs unter gleicher
Behandlung eine deutlich héhere Induktion nachgewiesen, mit Ausnahme von RCAR11 bis
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RCAR13, die der Unterfamilie Il zugehoérig sind. Eine Nichtexpression von RCAR7 in
Protoplasten wurde mit Hilfe der umfassenden RCAR-PP2C-Kombinationsuntersuchung
ausgeschlossen (Abb. 2-6). Es war aber weiterhin unklar, ob die marginale RCAR7-abhangige
Induktion der Signaltransduktion wegen einer schlechten ABA-Affinitdt verursacht wurde

und/oder durch den endogenen PP2C-Gehalt.

Zur Uberpriifung, ob RCAR7 eventuell eine vergleichbare Affinitit gegeniiber ABA aufweist
wie dimere RCARs, wurde eine Titration von ABA mit RCAR7 transfizierten Col-0
Protoplasten durchgefiihrt (Abb. 2-14A). Mit steigender ABA-Zugabe lieR sich eine
kontinuierliche Induktion der ABA-Antwort in RCAR7 transfizierten Protoplasten
beobachten. Durch Zugabe von mind. 1 uM ABA wurde eine max. zweifach hohere
Aktivierung der Signaltransduktion relativ zur LV nachgewiesen. In Gegenwart von
niedrigeren exogenen ABA-Konzentrationen wurde kein Unterschied in der Aktivierung
relativ zur Kontrolle festgestellt. Dieser Befund implizierte, dass es sich bei RCAR7 womoglich
um ein Dimer handeln konnte. Bekraftig wurde diese Annahme auf Grund der klaren
Aktivierung der ABA-Antwort in Col-0 Protoplasten unter endogenen ABA-Gehalt induziert
durch ektopische Expression von bekannten monomeren RCAR1, 3 und 4 (Hao et al. 2011)
bzw. der nicht nachweisbaren Aktivierung durch Dimere (RCAR11 bis RCAR13, (Nishimura et
al. 2009; Santiago et al. 2009a; Dupeux et al. 2011b; Zhang et al. 2012b)) (Abb. 2-2A).

Um ausschlieflen zu kénnen, dass eine unzureichende ektopische Expression von RCAR7 die
Ursache fiir den marginalen Unterschied in der Aktivierung der Signaltransduktion relativ zur
LV darstellt, wurde im nachsten Schritt eine ABA-abhangige Titration von RCAR7 transient in
Protoplasten durchgefiihrt (Abb. 2-14B). Als ABA-Exposition wurden 5 uM ABA verwendet,
weil sich diese Menge in einer vorangegangenen transienten Analysen als ausreichend

herausstellte, um die ABA-Signaltransduktion angemessen zu induzieren (Abb. 2-1B).

Unter Zugabe von 5uM ABA wurde mit zunehmender RCAR7-Konzentration ein
kontinuierlicher Anstieg der ABA-Signaltransduktion in Col-0 Protoplasten detektiert (Abb.
2-14B). Es wurde eine bis zu 65-fach hohere Induktion der ABA-Antwort beobachtet relativ
zur unbehandelten Kontrolle. In Gegenwart von exogener ABA wurde eine max. vierfach

hohere Aktivierung mit maximaler RCAR7-Zugabe feststellen verglichen zu ohne RCAR7-
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Exposition unter gleichen Bedingungen. Auf Grund der schwachen Aktivierung der ABA-
Antwort, induziert durch ABA-Zugabe oder Erhohung der RCAR7-Effektor-DNA, lag der
Verdacht nah, dass es sich bei RCAR7 um einen unwirksamen ABA-Rezeptor handelte (Zhao
et al. 2013). Allerdings wurden mind. zwei verschiedene RCAR7-PP2C Kombinationen
bestatigt, bei denen eine effektive RCAR7-abhdngige Aktivierung der PP2C-inhibierten ABA-

Antwort nachgewiesen wurde (Abb. 2-7).

Mit diesem Befund erhéartete sich der Verdacht, dass der endogene PP2C-Gehalt und die
schlechte ABA-Affinitat die eigentlichen Ursachen fiir die marginale Induktion der ABA-
Antwort in RCAR7-transfizierten Zellen darstellte (Fuchs et al. 2014) vergleichbar zu RCAR11,
RCAR12 und RCAR13.

Die effektivste Aktivierung der Signaltransduktion wurde fiir RCAR7 in Kombination mit HAI2
bzw. PP2CA/AHG3 beobachtet (Abb. 2-7), zwei PP2Cs fur welche in dieser Arbeite eine
wirksame Inhibierung der ABA-Antwort festgestellt wurde (Abb. 2-3). Um ausschlieRen zu
konnen, dass es sich bei der bestatigten RCAR7-PP2CA/AHG3 Kombination um einen Dosis-
abhéngigen Effekt handelte, wurde die Titration von PP2CA/AHG3 in Arabidopsis Zellen mit
bzw. ohne Koexpression von RCAR7 unter exogener ABA-Zugabe wiederholt (Abb. 2-14C).
Anlasslich der beobachteten Aktivierung der ABA-Signaltransduktion durch ektopische
Koexpression von RCAR7 und PP2CA/AHG3 unter Zugabe von 10 uM ABA (Abb. 2-7), wurde

die gleiche ABA-Konzentration auch fiir diese Titrationsanalyse verwendet.
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Abb. 2-14 Regulierung der ABA-Signaltransduktion durch RCAR7-Expression in Arabidopsis Protoplasten.
Col-0 Protoplasten (105) von zwei bis drei Wochen alten Arabidopsis Pflanzen, wurden jeweils mit 3 ug
p35S::GUS, 5 ug pRD29B::LUC und verschiedenen Konzentrationen an Effektor-DNA transfiziert. Die Inkubation
erfolgte bei 25 °C fur 171 h. Die Luciferaseaktivitdt wurde als RLU gemessen und auf die RFUs, des konstitutiv
exprimierten GUS-Gens, normalisiert. (A) RCAR7- und ABA-abhdngige Aktivierung der ABA-Antwort. Col-0
Protoplasten wurden zusatzlich mit 3 ug p35S::Effektor transfiziert in Gegenwart verschiedener
Konzentrationen an exogener ABA. Die Reporterexpression der transfizierten Zellen ohne Effektor (LV) lag bei
202 RLU/RFU und wurde auf eins gesetzt. (B) Aktivierung der ABA-Antwort durch RCAR7-Titration in Ab- und
Anwesenheit von 5 uM exogener ABA. Col-0 Zellen wurden zusatzlich mit verschiedenen Konzentrationen an
p35S::RCAR7 transfiziert. Die Reporterexpression der transfizierten Zellen ohne Effektor (LV) lag bei
133 RLU/RFU und wurde auf eins gesetzt. (C) Relative Inhibierung der ABA-induzierten Reporterexpression
durch ektopisch exprimierte PP2CA/AHG3 in Ab- und Anwesenheit von RCAR7 und 10 uM exogener ABA.
Protoplasten wurden zusatzlich mit 3 ug p35S::RCAR7 bzw. leere Vektorkontrolle und steigender Konzentration
an p35S::Effektor DNA transfiziert. Die Reporterexpression der transfizierten Zellen ohne PP2CA/AHG3 lag fur
ohne RCAR7 bei 2,8 kRLU/RFU und fir mit RCAR7 8,0 kRLU/RFU. Beide Werte wurden jeweils auf 100 %
gesetzt. (D) Wiederherstellung der PP2CA/AHG3-vermittelten Inhibierung der ABA-Antwort ist abhédngig von
ABA und RCAR7. Col-0 Protoplasten wurden mit verschiedenen Konzentrationen an Effektor-DNA und 1 ug
PP2CA/AHG3-DNA (=90 % Inhibierung der ABA-Antwort) kotransfiziert in Ab- und Anwesenheit von 5 uM
exogener ABA. Die Reporterexpression der transfizierten Zellen ohne RCAR7 und ohne exogener ABA lag bei
212 RLU/RFU und wurde auf 1 gesetzt. Als zusatzliche Kontrolle wurde der LV unter Zugabe von exogener ABA
dargestellt. Die Reporterexpression der transfizierten Zellen lag hierfiir bei 593 RLU/RFU und wurde auf 1
gesetzt. Diese Abbildung stammt aus Fuchs et al. (2014) und wurde modifiziert.

Ohne Kotransfektion mit RCAR7 wurde mit zunehmender PP2CA/AHG3-Effektor-DNA eine
wirksame Inhibierung der ABA-Antwort festgestellt (Abb. 2-14C), vergleichbar zu Abb. 2-3D.
Mit 1 ug PP2CA/AHG3-Effektor-DNA wurde die ABA-Signaltransduktion um 90% inhibiert.

Infolge der Koexpression mit RCAR7 wurde die Effektivitdit der PP2CA-vermittelten
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Blockierung deutlich zu Gunsten der ABA-Signaltransduktionsintensitdt verschoben. Durch
Zugabe von 1pug PP2CA/AHG3-DNA wurde die ABA-Antwort in Gegenwart von
koexprimierten RCAR7 nur noch um max. 10 % inhibiert. Auch bei 10 ug Effektor-DNA wurde
die ABA-Antwort unter diesen Bedingungen um max. 70 % inhibiert. Folglich ist RCAR7 unter
ABA-Zugabe ein wirksamer Regulator von PP2CA/AHG3 in Arabidopsis Protoplasten.
Dementsprechend wurde angenommen, dass eine Koexpression beider ABA-
Signalkomponenten zu einer wirksameren Aktivierung der ABA-Antwort fiihren sollte
verglichen zur RCAR7 Expression allein. Um diese Vermutung zu bestéatigen, wurde die unter
Abb. 2-14B beschriebene RCAR7-Titration in Koexpression mit PP2CA wiederholt (Abb.
2-14D). Um dabei den RCAR7-abhiangigen Effekt auf die Aktivierung der ABA-
Signaltransduktion zu untersuchen, wurden die Col-O Protoplasten mit 1 ug PP2CA/AHG3-
DNA kotransfiziert, was in einer 90 %igen Hemmung der ABA-Antwort resultierte (auf

Grundlage von Abb. 2-3D).

Unter ABA-Zugabe lieR sich fiir RCAR7 eine effektive Aktivierung der PP2CA-inhibierten
Signaltransduktion feststellen (Abb. 2-14D). Die ABA-Antwort wurde um bis zu 90-fach héher
induziert relativ zur Kontrolle ohne ABA-Behandlung. Zur Erinnerung, ohne Koexpression von
PP2CA wurde fur RCAR7 unter exogener ABA-Exposition maximal eine vierfach hoéhere
Aktivierung der ABA-Antwort registriert (Abb. 2-14B). Unter endogenen ABA-Gehalt wurden
keine Unterschiede von der RCAR7-PP2CA/AHG3 Koexpression zur unbehandelten Kontrolle

festgestellt.

Anhand der hier durchgefihrten in vivo Untersuchungen, wurde fiir RCAR7 eine tatsachliche
ABA-Rezeptorfunktion in Arabidopsis Protoplasten nachgewiesen. In Koexpression mit
PP2CA/AHG3 wurde eine klare ABA-abhangige Aktivierung der Signaltransduktion detektiert,

zu der RCAR7 allein mit dem endogenen PP2CA-Gehalt offensichtlich nicht in der Lage war.
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2.4.2. RCAR7-abhéangige Regulierung der PP2Cs

Neben PP2CA/AHG3 wurde auch fir die HAI2-vermittelte Inhibierung der ABA-Antwort eine
deutliche Regulierung durch Koexpression von RCAR7 beobachtet (Abb. 2-7). Eine offenbar
marginale Induktion wurde in Kombination mit HAB1/2 bzw. HAI1/3 festgestellt, wahrend
die ABI1/2- bzw. AHG1-vermittelte Inhibierung der Signaltransduktion durch Koexpression
mit RCAR7 nicht reguliert werden konnte. Diesbeziiglich wurde der direkte Einfluss von
RCAR7 auf die Inhibierung der ABA-Antwort durch die restlichen acht PP2Cs, wie fir
PP2CA/AHG3 in Abb. 2-14C bereits beschrieben, transient in Arabidopsis Protoplasten
untersucht (Abb. 2-15).

Ohne Kotransfektion mit RCAR7 wurde, wie erwartet, eine entsprechende Inhibierung der
Signaltransduktion zu Abb. 2-3 durch die ektopische Expression der untersuchten PP2Cs in
Col-0 Protoplasten festgestellt (Abb. 2-15). Vergleichbar zu PP2CA/AHG3, fihrte die
Koexpression von RCAR7 zu einer Verzégerung der HAI2-vermittelten Blockierung der ABA-
Antwort (Abb. 2-15B). Ohne RCAR7 Kotransfektion wurde eine 90 %ige Inhibierung der
Signaltransduktion mit ca. 0,5 ug HAI2-Effektor-DNA nachgewiesen. Durch die Koexpression
von RCAR7 wurden dagegen 10 pug HAI2-DNA bendtigt, um den gleichen Effekt zu erzielen.
Vergleichbares, nur mit einer deutlich schwacheren Effizienz, wurde auch fir die HAI3- bzw.
HAB2-vermittelte Inhibierung der ABA-Antwort beobachtet (Abb. 2-15C und E). In
Abwesenheit von ektopisch exprimierten RCAR7 wurde die Signaltransduktion hierbei mit
0,5-1 pg PP2C-DNA um 90 % inhibiert. Durch RCAR7-Koexposition mussten die Protoplasten
mit 5 pug HAI3- bzw. 3 ug HAB2-Effektor-DNA kotransfiziert werden, um die ABA-Antwort
erneut um 90 % zu blockieren. Fiir die Koexpression von RCAR7 mit HAI1, HAB1, AHG1 bzw.
ABI1/2 wurde allerdings kein Effekt gegenliber der PP2C-vermittelte Inhibierung der
Signaltransduktion festgestellt (Abb. 2-15A, D, F-H). Eine 90 %ige Hemmung der ABA-
Antwort wurde mit 0,3 bis 3 ug PP2C-Effektor-DNA beobachtet, egal ob in Ab- oder
Anwesenheit von kotransfiziertem RCAR7. Fir ABI2 liel sich ein vergleichbarer Effekt
beobachten, mit dem Unterschied, dass die ektopische Expression dieser PP2C erneut in
einer max. 80 %igen Inhibierung der ABA-Signaltransduktion resultierte, egal ob in

Koexpression mit RCAR7 oder allein.
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Abb. 2-15 RCAR7-abhiangige Regulation der PP2C-inhibierten ABA-Antwort in Arabidopsis Protoplasten.

(A-H) Relative Inhibierung der ABA-induzierten Reporterexpression durch ektopisch exprimierte PP2Cs in Ab-
(weiBer Kreis) und Anwesenheit (schwarzer Kreis) von koexprimiertem RCAR7 und 10 uM exogener ABA. Col-0
Protoplasten (10°) wurden jeweils mit 3 pug p35S::GUS, 5ug pRD29B:LUC, 3 pg p35S::RCAR7 bzw. leere
Vektorkontrolle und steigender Konzentration an p35S::Effektor-DNA kotransfiziert. Die Inkubation erfolgte bei
25 °C flir 1741 h. Die Luciferaseaktivitat wurde als RLU gemessen und auf die RFUs, des konstitutiv exprimierten
GUS-Gens, normalisiert. Die Reporterexpression der transfizierten Zellen ohne Effektor lag fir (A) HAI1 bei
2,6 KRLU/RFU (LV) bzw. 8,1 kRLU/RFU (RCAR7), (B) HAI2 bei 9,2 kRLU/RFU (LV) bzw. 25,7 kRLU/RFU (RCAR7?), (C)
HAI3 bei 3,6 kRLU/RFU (LV) bzw. 8 kRLU/RFU (RCAR7), (D) HAB1 bei 8,7 kRLU/RFU (LV) bzw. 19,9 kRLU/RFU
(RCAR?7), (E) HAB2 bei 11 kRLU/RFU (LV) bzw. 26,7 kRLU/RFU (RCAR7), (F) AHG1 bei 17,1 kRLU/RFU (LV) bzw.
28,2 kRLU/RFU (RCAR7), (G) ABI1 bei 16,3 kRLU/RFU (LV) bzw. 29,9 kRLU/RFU (RCAR7) und (H) ABI2 bei
6,9 kRLU/RFU (LV) bzw. 16 kRLU/RFU (RCAR7). Alle Werte ohne PP2C mit ABA-Zugabe wurden auf 100 %
gesetzt. Jeder Datenpunkt wurde in Triplikaten durchgefiuhrt (Mittelwert £ SD) und wurde jeweils in einem
zweiten unabhidngigen Experiment bestatigt. (J) Phylogenetischer Baum aller neun PP2Cs der Gruppe A in
Arabidopsis. Diese Darstellung ist vergleichbar zur Abb. 1-5.
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Zusatzlich zu PP2CA/AHG3 wurde auch fir HAI2/3 und HAB2 eine regulatorische Funktion
von RCAR7 in Arabidopsis Protoplasten beobachtet. Durch ektopische Expression von RCAR7
wurde die Effektivitat dieser PP2C-vermittelten Inhibierungen der ABA-Antwort klar
herabgesetzt. Es musste deutlich mehr PP2C-Effektor-DNA eingesetzt werden, um ein
vergleichbare Hemmung der Signaltransduktion zu erzielen relativ zur Protoplasten-
Transfektion ohne ektopische RCAR7-Expression. Fir die restlichen PP2Cs (HAI1, HAB1,
AHG1 und ABI1/2) lieR sich kein regulatorischer Effekt von RCAR7 auf die PP2C-vermittelte
Inhibierung bestatigen. Mit diesen Befunden wurde die vermutete Substratspezifitat von

RCAR7 gegenlber PP2Cs bestatigt.

2.4.3. Physiologische Relevanz von RCAR7

Die bisher erzielten Befunde lGber RCAR7 unterstiitzten die Hypothese einer tatsachlichen
ABA-Rezeptorfunktion. ABA steuert eine Vielzahl an physiologischen Prozessen wie die
Samenkeimung (Bewley 1997; Holdsworth et al. 1999), die Wurzelelongation (Zeevaart and
Creelman 1988; Himmelbach et al. 1998; Spollen et al. 2000) und das SchlieBen der Stomata
(Schroeder et al. 2001). Da die RCARs in verschiedenen Entwicklungsstadien und
Pflanzengeweben (iberlappende Genexpression aufweisen (Schmid et al. 2005; Nakabayashi
et al. 2005; Winter et al. 2007; Kilian et al. 2007), ist auch mit Uberlappenden oder
redundanten Funktionen der RCARs in der ABA-Antwort zu rechnen. Um zu Uberpriifen, ob
RCAR7 spezifische oder redundante Funktionen in der Regulierung der ABA-Antwort besitzt,
wurden RCAR7-Uberexpressionslinien sowie Einzel- und Doppelknockouts fiir RCAR7 (SALK
071488), RCAR8 (SM 3.3493), RCAR9 (SM 3.17321) bzw. RCAR10 (SAIL 517C08) analysiert.
Der Einfluss dieser transgenen Arabidopsis-Linien wurde auf die Samenkeimung, die
Wurzelelongation und die SchlieBung der Stomata ABA-abhangig Uberprift. Die hierbei
erzielten Befunde wurden fiir die RCAR7-Uberexpressionslinien und Einzel- bzw.
Doppelknockout von RCAR7 und RCAR9 in Abb. 2-16 zusammengefasst. Die Ergebnisse der
restlichen untersuchten rcar Knockout-Linien kénnen dem Anhang entnommen werden

(Abb. 5-3).

Zur Uberpriifung einer moglichen Bedeutung von RCAR7 in der Regulierung der Keimung,

wurden Samen transgener Arabidopsis-Linien unter Zugabe verschiedener ABA-

61



Ergebnisse

Konzentrationen auf MS-Platten ausgebracht. Nach zwei Tagen Stratifizierung und drei
Tagen Keimung unter Dauerlicht erfolgte die Auswertung der Keimungsrate (Abb. 2-16A und
D). Fir beide hier dargestellten RCAR7-Uberexpressionslinien wurde eine ABA-
Hypersensitivitat der Samenkeimung relativ zum Col-0 Wildtyp festgestellt (Abb. 2-16A). Die
ektopische Expression von RCAR7 resultierte in einer 50 %igen Inhibierung der Keimung
unter Zugabe von 0,1-0,3 uM ABA verglichen zur Wildtypkontrolle, bei der eine mittlere
inhibitorische Konzentration (ICsg) von 0,5 uM ABA nachgewiesen wurde. Mit der ABA-
Exposition von 5 uM wurde die Samenkeimung der Uberexpressionslinien nahezu vollstindig
inhibiert, wahrend fir 40 % der Wildtyp-Samen unter gleicher Behandlung eine Keimung
beobachtet wurde. Bei Betrachtung der rcar7 bzw. rcar9 Einzelknockouts liefen sich keine
Unterschiede in der Samenkeimung zur Wildtypkontrolle feststellen (Abb. 2-16D).
Vergleichbares wurde auch fur die Knockoutkombinationen von RCAR7 mit RCAR8 und/oder
RCARI10 relativ zur Col-0 Kontrolle beobachtet (Abb. 5-3A und B). Im Gegensatz dazu
resultierte der rcar7 x rcar9 Doppelknockout in einem ABA-insensitiven Phanotyp relativ zum
Col-0 Wildtyp. Fiir diese Funktionsverlustmutante wurde ein deutlich héherer 1Csq von
3,4 uM ABA ermittelt verglichen zur Wildtypkontrolle mit 0,5 uM ABA (ICso). Des Weiteren
wurde fur den rcar7 x rcar9 Doppelknockout unter Zugabe von 5 uM ABA eine relative
Keimung von 60 % beobachtet, wahrend fiir die Kontrolle unter den gleichen Bedingungen

nur noch max. 30 % der Samen keimten.

Da ABA auch die Wurzelelongation reguliert (Zeevaart and Creelman 1988; Himmelbach et
al. 1998; Spollen et al. 2000), wurde die biologische Relevanz von RCAR7 diesbeziglich
untersucht. Hierfir wurden sechs Tage alte Arabidopsis Keimlinge (gleiche Linien wie bei der
Samenkeimung) auf MS Platten mit unterschiedlichen ABA-Konzentrationen tberfiihrt. Nach
drei Tagen erneuter Inkubation erfolgte die Auswertung der dazugewonnen Wurzelldange
relativ zum Col-0 Wildtyp. Im Gegensatz zur relativen Samenkeimung wurde weder fir die
RCAR7-Uberexpressionslinien noch fiir die rcar7 xrcar9 Funktionsverlustmutante ein
Unterschied im Wurzelwachstum relativ zur Wildtypkontrolle beobachtet (Abb. 2-16B und
F). Vergleichbares liel sich fur die restlichen Knockoutkombinationen aus rcar?7, rcar8 und

rcar10 feststellen (Abb. 5-3C und D).
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Abb. 2-16 RCAR7-abhangige Regulierung der ABA-Antwort in Arabidopsis.

Regulierung der ABA-Antwort in Arabidopsis Pflanzen. (A und D) Relative Inhibierung der Samenkeimung von
RCAR7 Uberexpressions- (OE R7) bzw. Knockoutlinien fiir RCAR7 und RCAR9 relativ zum Col-0 WT nach
insgesamt flinf Tagen auf MS-Medium in Gegenwart verschiedener ABA-Konzentrationen. Die Samen wurden
flr zwei Tage bei 4 °C stratifiziert und keimten anschlieRend fiir drei weiter Tage unter Dauerlicht bei 22 °C. Die
relative Keimung wurde in Prozent dargestellt und bezieht sich mit dem Wert 100 % auf die absolute Keimung
(85-100 %) der Samen auf MS-Medium ohne ABA-Zugabe. Pro Datenpunkt wurden n=90 (+SD) Samen
untersucht. Die Keimungsversuche wurden mind. zweimal durchgefiihrt, mit dhnlichen Ergebnissen. (B und F)
Relative Inhibierung des Wurzelwachstums von neun Tage alten RCAR7 Uberexpressions- bzw. rcar7 und rcar9
Knockout-Keimlingen relativ zu Col-0 in Gegenwart verschiedener ABA-Konzentrationen. Die Samen wurden fir
zwei Tage bei 4 °C stratifiziert, keimten fir vier Tage bei 22 °C und Dauerlicht und wurden anschlieBend auf MS
Platten transferiert (pro Linie und ABA-Konzentration 10 Keimlinge). Die Auswertung erfolgte nach drei Tagen
erneuter Inkubation bei 22 °C im Dauerlicht relativ zum absoluten Wurzelwachstum ohne ABA-Zugabe. Das
absolute Wurzelwachstum in 72 h ohne ABA, wurde auf 100 % gesetzt und betrug fir die einzelnen Linien bei
(B) 19,15£0,71 mm (Col-0); 19,16%3,0 mm (OE R7-3) und 17,18+2,4 mm (OE R7-4). (D) 15,26£1,81 mm (Col-0);
14,8+0,54 mm (rcar7x9); 13,99+1,19 mm (rcar7) und 16,99%2,25 mm (rcar9). Jeder Datenpunkt reprasentiert
den Mittelwert aus n > 6 Keimlingen (+SD). Der Versuch wurde ein- bis zweimal durchgefihrt, mit dhnlichen
Ergebnissen. (C und F) Relative Stomata-SchlieRung von RCAR7-Uberexpressions- (OE R7) bzw. Knockoutlinien
flir RCAR7 und RCAR9 relativ zum Col-0 WT unter Zugabe verschiedener ABA-Konzentrationen. Analysiert
wurden Blatter von zwei bis drei Wochen alten Arabidopsis Pflanzen. Die Blatter inkubierten fir 2,5h im
Inkubationsmedium mit WeiBlichtbelichtung, um das Offnen der Stomata anzuregen. AnschlieRend erfolgte
eine weitere Inkubation mit verschiedenen ABA-Konzentrationen fiir 2 h und WeiRlichtbelichtung. Nach dem
Abfotografieren der Stomata, unter einem Lichtmikroskop, erfolgte die in silico Auswertung der Stomata-
Apertur. Die GroRRe der Spaltéffnung wurde als Verhaltnis von Breite zu Lange ausgemessen. Ohne ABA-Zugabe
bezieht sich dieses Verhaltnis auf 100 %. Pro Linie und ABA-Konzentration wurden n=20 Spaltoffnungen
analysiert. Dargestellt ist der jeweilige Mittelwert (+SD), *** P < 0,001; ** P<0,01; * P<0,05;,.“P<0,1 und
, “ P<1 geben den Signifikanzunter zur Kontrolle an (statistische Signifikanz wurde mit Hilfe der
Varianzanalyse, zweifraktionelle ANOVA, und dem Tukey-Test ermittelt). Die Stomata Versuche wurden fir

jede transgene Arabidopsis Linie mind. drei Mal durchgefiihrt, aber mit einer gewissen Varianz der erzielten
Befunde.
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Im letzten Schritt wurde die mogliche Relevanz von RCAR7 hinsichtlich der Regulierung der
Stomata-SchlieBung untersucht. Fiir diese Analyse wurden die gleichen transgenen RCAR7-
und RCAR9-Linien verwendet, wie in der Keimungs- und Wurzelwachstumsanalyse. Blatter
von zwei bis drei Wochen alten Arabidopsis Pflanzen inkubierten in Gegenwart
verschiedener ABA-Konzentrationen unter WeiBlichtbestrahlung, um das Schlieen der
Stomata zu induzieren. AnschlieBend wurden die Spaltoffnungen lber ein Lichtmikroskop
abfotografiert und in silico ausgewertet. Die dabei erzielten Ergebnisse wurde in Abb. 2-16C

und F zusammengefasst.

Mit steigender ABA-Exposition wurde fiir beide OE RCAR7-Linien eine ABA-Hypersensitivitat
im SchlieBen der Stomata relativ zur Wildtypkontrolle beobachtet. Die ektopische Expression
von RCAR?7 resultierte unter Zugabe von mind. 1 uM ABA in signifikant kleineren Stomata-
Aperturen verglichen zum Col-0 Wildtyp (Abb. 2-16C). Eine komplette SchlieBung der
Spaltéffnungen wurde weder fiir die Uberexpressionslinien noch fiir die Wildtypkontrolle
festgestellt. In der hier zusammengefassten Darstellung wurde fiir die rcar Knockoutlinien
eine ABA-Insensitivitat in der Stomata-SchlieBung unter Zugabe von 0,3 uM ABA relativ zur
Col-0 Kontrolle ermittelt (Abb. 2-16F). Dieser deutliche Effekt ging mit Erhohung der ABA-
Exposition verloren, sodass fir rcar7 Einzelknockout keine Unterschiede zur
Wildtypkontrolle festgestellt wurden. Vergleichbares lieB sich fur rcar9 Einzelknockout und

rcar7 x rcar9 Doppelknockout nachweisen.

Es sollte erwdahnt werden, dass die beobachtete ABA-hypersensitive SchlieBung der Stomata
nur fiir die RCAR7-Uberexpressionslinie #3 unter Zugabe von 0,3-1 uM ABA in drei weiteren
unabhangigen Wiederholungen bestatigt werden konnte, wahrend fiir die zweite OE RCAR7-
Linie (#4) dieser hypersensitive Phanotyp nur in einem weiteren Experiment reproduziert
wurde (Abb. 2-16 und Abb. 5-4). Fiir die untersuchten Knockoutlinien aus rcar7 und rcar9
war es nicht moglich, die Befunde einer Stomata-Untersuchung zu reproduzieren. In
mehreren unabhdngigen Analysen wurden entweder keine Unterschiede zur Col-0
Wildtypkontrolle beobachtet, eine ABA-Hypersensitivitdt oder teilweise auch eine ABA-
Insensitivitdt (Abb. 2-16 und Abb. 5-4). Dementsprechend kénnte diese Methode einer
gewissen Varianz unterliegen, die es erschwert eine potentielle Relevanz einzelner RCARs in

Bezug auf die Regulierung der Stomata-Apertur zu untersuchen.
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Anhand der hier durchgefiihrten physiologischen Charakterisierung wurde auch in planta
eine wirksame ABA-Rezeptorfunktion von RCAR7 nachgewiesen. Die ektopische Expression
von RCAR7 resultierte in einem ABA-hypersensitiven Phanotyp in der Samenkeimung und
beim Schliefen der Stomata relativ zur Wildtypkontrolle. Da in diesem Zusammenhang nur
fir die rcar7 xrcar9 Doppelmutante in der Samenkeimung eine ABA-Insensitivitat
beobachtet wurde, lassen diese Befunde auf eine mogliche redundante Funktion von RCAR7
in der Regulierung der Samenkeimung vermuten. Eine biologische Relevanz von RCAR7 in
Bezug auf die Regulierung der Wurzelelongation wurde hingegen ausgeschlossen, da weder
fir die RCAR7-Uberexpressionslinien noch fiir die entsprechenden Knockoutlinien ein

Unterschied zum Col-0 Wildtyp beobachtet wurde.

2.5. Physiologische Charakterisierung der RCAR Familie

Es wurde bereits angesprochen, dass ABA-regulatorische Funktionen in verschiedenen
physiologischen Prozessen, wie Samenkeimung (Bewley 1997; Holdsworth et al. 1999),
Wurzelwachstum (Zeevaart and Creelman 1988; Himmelbach et al. 1998; Spollen et al. 2000)
und Schliefen der Stomata (Schroeder et al. 2001) besitzt. Mit den vorangegangenen
Analyse in Arabidopsis Mesophyll-Protoplasten wurde eine wirksame ABA-Rezeptorfunktion
fur alle 14 RCARs nachgewiesen (Abb. 2-2, Abb. 2-7, Abb. 2-14). Ob die RCARs eine
biologische Relevanz in der ABA-Signaltransduktion besitzen, war zu Beginn dieser Arbeit
weitgehend unklar. Das Vorhandensein einer biologischen Funktion setzt die Transkription
und Translation des RCARs im entsprechenden Pflanzengewebe bzw. Entwicklungsstadium
voraus. Veroffentlichte Daten weisen darauf hin, dass die RCARs in verschiedenen
Entwicklungsstadien und Pflanzengeweben lberlappende Genexpression aufweisen (Schmid
et al. 2005; Nakabayashi et al. 2005; Winter et al. 2007; Kilian et al. 2007), mit Ausnahme
von RCAR4 bis RCAR7, fiir die eine Expression bis zum jetzigen Zeitpunkt nicht detektiert
werden konnte. Um diese Aussage zu Uberprifen, wurde eine Genexpressionsanalyse fiir
alle 14 RCARs in zwolf Tage alten Col-0 Keimlingen relativ zu Ubiquitin10 (UBI10)
durchgefiihrt (Abb. 2-17A). Fiir diese und nachfolgenden Genexpressionsuntersuchungen
wurde UBI10 als Referenzgen, auf Grund der stabilen Expression in allen
Entwicklungsstadien (Czechowski et al. 2005), verwendet. Zusatzlich wurde eine Ubersicht
erstellt, welche die zur Verfligung stehenden Expressionsdaten der RCARs zusammenfasst
(Abb. 2-17B).
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Abb. 2-17 Genexpression der RCARs in Arabidopsis.

(A) gPCR Analyse der wildtypisch exprimierten RCARs (Rx) in Col-0 von zwolf Tage alten Arabidopsis Keimlingen.
Dargestellt ist die Transkriptmenge relativ zum Referenzgen UBI10 (weilRe Balken, +SD, 2 biologische Replikate).
Der Wert fir UBI10 wurde auf eins gesetzt. (B) Offentlich zugingliche Genexpressionsdaten von RCARs im
Samen, Keimling (7 d), Wurzel (17 d) und in Stomata (finf Wochen alte Blatter) von Arabidopsis. Die gelbe
Markierung signalisiert keine bzw. nur schwache Expression, Orange markiert mittlere Genexpression und Rot
weist auf starke Expression hin. Fir RCAR4-7 standen keine Werte zur Genexpression aus Datenbanken zur
Verfliigung (weille Markierung). Diese Abbildung wurde mit Hilfe der Expressionsdaten vom ,Arabidopsis eFP
Browser” erstellt (Schmid et al. 2005; Nakabayashi et al. 2005; Yang et al. 2008) und mit den
Genexpressionsdaten aus (A) von zwolf Tage alten Keimlingen ergdnzt (Keimling*). Hierbei wurde eine
Transkriptmenge von mind. 2 % relativ zu UBI10 als starke Expression gewertet (Rot), > 0,10% < 2% als
moderat (Orange) und < 0,10 % als schwach (Gelb).

Anhand der durchgefiihrten Genexpressionsanalysen wurde ein unterschiedliches
Transkriptlevel aller RCARs, relativ zu UBI10, in zwolf Tage alten Arabidopsis Keimlingen
detektiert (Abb. 2-17A). Die starkste Expression wurde dabei flir RCAR3, 10 und RCAR11 mit
einer relativen Transkriptmenge von 25 bzw. 3% zu UBI10 beobachtet. Ein moderate
Expression wurde flir RCAR1, 2, 4, 8, 9 und 14 mit einer relativen Transkriptmenge von 0,2-
2 % zu UBI10 detektiert und fir die restlichen RCARs (RCAR5-7, 12 und 13) wurde ein eher
schwaches Expressionslevel mit einer Transkriptmenge von <0,2 % relativ zum Referenzgen
nachgewiesen. Mit dieser Untersuchung war eine Detektion aller RCARs in Col-0
Wildtypkeimlingen moglich.
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Um eine regulatorische Funktion in der Samenkeimung, Wurzelelongation und/oder
Regulation der Stomata-Apertur zu besitzen, miissen die RCARs auch in den entsprechenden
Pflanzengeweben und Entwicklungsstadien lokalisiert sein. Mit Hilfe der Befunde des
,Arabidopsis eFP Browsers” (Abb. 2-17B) wurde ein hohes Transkriptlevel von RCARS8 bis
RCAR11 und RCAR14 in gequollenen Samen detektiert, wahrend in Keimlingen RCAR3 und
RCAR9 bis RCAR12 eine starke Expression aufwiesen. In Wurzeln von 17 Tage alten
Arabidopsis Pflanzen wurde nur fir RCAR1I0 und RCAR12 eine hohe Transkriptmenge
beobachtet verglichen zu RCAR9, RCAR13 und RCAR14, die schwach exprimiert werden. In
Stomata von finf Wochen alten Arabidopsis Blattern wurde eine moderate bis starke
Expression fiir fast alle RCARs detektiert, mit Ausnahme der schwachen Expression von
RCAR2 und RCAR4 bis RCAR7, fir die in keinem Entwicklungsstadium ein Transkriptlevel

detektiert werden konnte.

Anhand dieser Befunde wurde deutlich, dass die RCARs Uberlappende Genexpression in den
hier untersuchten Entwicklungsstadien aufwiesen und dass das Transkriptlevel einer Varianz
unterlag. Fir einzelne RCARs, z.B. RCAR13, wurde eine stetig schwache bis moderate
Expression in den hier dargestellten Entwicklungsstadien bzw. Pflanzengewebe festgestellt
verglichen zu andere Vertreter, z.B. RCAR11, welche ein deutlich hoheres Expressionslevel
aufwiesen. Des Weiteren wurde fiir alle 14 RCARs in zwolf Tage alten Arabidopsis Keimlinge
eine Expression nachgewiesen. Diese Resultate lieBen auf biologische Funktionen in diesen

Entwicklungsstadien bzw. Pflanzengeweben vermuten.

Damit in dieser Studie untersucht werden konnte, welche der RCARs eine biologische
Relevanz in der Keimung, im Wurzelwachstum und der Regulierung der Stomata-Apertur
besaBen, wurden fiir jedes RCAR mehrere unabhdngige Linien generiert, welche mit Hilfe
des 35S Promotor konstitutiv exprimiert wurden. Um Kenntnisse Uber das Transkriptlevel
der generierten RCAR-Uberexpressionslinien zu erhalten und ob sich diese zur Verwendung
der physiologischen Charakterisierung eigneten, erfolgte eine quantitative Echtzeit-PCR mit
zwolf Tage alten Arabidopsis Keimlingen im Vergleich zum Col-0 Wildtyp. Das detektierte

Expressionslevel zweier jeweils unabhingiger RCAR-Uberexpressionslinien wurden relativ
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zum Referenzgen UBI10 (schwarze Balken) und relativ zum Wildtyp-RCAR (Zahlenwert) in

Abb. 2-18 zusammengefasst.
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Abb. 2-18 Relative Genexpression der OE RCAR-Linien.

Genexpressionsanalyse ektopisch exprimierter RCAR-Linien (T3) relativ zum Referenzgen UBI10 (+SD, 3 techn.
Replikate) sowie relativ zum wildtypisch exprimierten RCAR (Zahlenangaben, 3 techn. Replikate). Die
Genexpressionsdaten wurde auf das Referenzgen normalisiert, dessen Wert auf eins gesetzt wurde. Dargestellt
sind jeweils zwei unabhéangige Linien fiir jedes RCAR. Analysiert wurden zwolf Tage alte Arabidopsis Keimlinge,
die auf MS-Platten und unter Dauerlicht angezogen wurden. Die Genexpressionsanalyse wurde in einem
zweiten Experiment mit T4 Pflanzen und vergleichbaren Ergebnissen bestatigt. Fiir OE RCAR2/13-Linien wurde
flir diesen Versuch heterozygote T2 verwendet.

Fiir jede untersuchte transgene RCAR-Linie wurde eine Uberexpression relativ zum Wildtyp-
RCAR beobachtet, allerdings mit starker Varianz (Abb. 2-18). Die Uberexpressionslinien von
RCAR4-7 und RCAR13 wiesen die starkste Expression relativ zum entsprechenden Wildtyp-
RCAR auf. Fir diese Linien wurde eine mind. 1000-fach héhere Genexpression verglichen
zum schwach exprimierten Wildtyp-RCAR detektiert (Abb. 2-17A). Des Weiteren wurde fir
diese Linien ein zwei- bis 14-fach hoheres Transkriptlevel relativ zum UBI10 nachgewiesen.
Demgegeniiber wurde fir beide OE Linien von RCAR3 bzw. RCAR11 eine eher schwache
Uberexpression von max. vier- bzw. 13-fach relativ zum starken Wildtyplevel festgestellt,
dass einer relativen Transkriptmenge von max. 60 % verglichen zum Referenzgen UBI10
entsprach. Fur alle anderen OE Linien wurde eine 20- bis 900-fach hohere Genexpression

relativ zum wildtypischen RCAR-Expressionslevel beobachtet.

Um zu dUberprifen ob die RCARs eine tatsdchliche biologische Relevanz in der

Samenkeimung, Wurzelelongation und/oder in der Regulierung der Stomata-Apertur
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besitzen, wurden die hier aufgefiihrten RCAR-Uberexpressionslinien diesbeziiglich

untersucht.

2.5.1. Keimung

Die ABA-Akkumulierung wahrend der Embryogenese und der Samen-Ausreifung, ist
essentiell fur die Initilerung und Aufrechterhaltung der Dormanz (Koornneef et al. 1982).
Folglich ist ABA eine Schliisselkomponente in der Samenentwicklung, der Dormanz sowie
wahrend der Inhibierung der Samenkeimung (Zeevaart and Creelman 1988; Holdsworth et
al. 1999; Bewley 1997). In dieser Studie wurde eine wirksame ABA-Rezeptorfunktion fir alle
14 RCARs in Arabidopsis Protoplasten bestdtigt. Ma et al. (2009) stellten einen ABA-
hypersensitiven Phanotyp wadhrend der Samenkeimung von {berexprimierenden RCAR1-
Linien relativ zur Wildtyp-Kontrolle fest. Zusatzlich wurde auch fiir RCARS8 in Arabidopsis eine
ABA-Hypersensitivitdt in der Samenkeimung, durch ektopische Expression, nachgewiesen
(Santiago et al. 2009b). Eine zusammenhadngende Analyse aller RCARs lag bis zu Beginn
dieser Arbeit aber nicht vor. Deshalb wurde die biologische Relevanz aller RCAR-

Uberexpressionslinien in Bezug auf die Samenkeimung untersucht.

Hierfir wurden Samen transgener Arabidopsis Linien auf MS-Platten mit unterschiedlichen
ABA-Konzentrationen ausgebracht. Nach zwei Tagen Stratifikation und weiteren drei Tagen
Keimung unter Dauerlicht erfolgte die Auswertung. Da es sich hierbei um mehr als 60
untersuchte Linien handelte, wurden fiir diese Studie jeweils zwei reprasentative OE Linien
pro RCAR ausgewihlt und relativ zum Col-0 Wildtyp in der Abb. 2-19 zusammengefasst. Die
Ergebnisse fiir die Keimungsuntersuchung aller analysierten Linien kdnnen dem Anhang

entnommen werden (Abb. 5-5).
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Abb. 2-19 Relative Keimung der RCAR-Uberexpressionslinien.

(A bis D) Relative Inhibierung der Samenkeimung von liberexprimierten RCAR-Linien relativ zum Col-0 WT nach
insgesamt fiinf Tagen auf MS-Medium in Gegenwart verschiedener ABA-Konzentrationen. Die Samen wurden
zundchst fiir zwei Tage bei 4 °C stratifiziert und keimten anschlieend fiir drei weitere Tage unter Dauerlicht bei
22°C. (A) Relative Keimung der RCAR Unterfamilie | (RCARs 1 bis 4), (B und C) Unterfamilie Il (RCARs 5 bis 10)
sowie (D) Unterfamilie Il (RCARs 11 bis 14). Dargestellt wurden jeweils zwei unabhéangige Linien pro OE RCAR
(Rx) verglichen mit Col-0. Die relative Keimung wurde in Prozent dargestellt und bezieht sich mit dem Wert
100 % auf die absolute Keimung der Samen auf MS-Medium ohne ABA-Zugabe. Die absolute Keimung der zu
untersuchenden Linien lag bei ca. 90-100%, mit Ausnahme von OER4-1 (24%), OE R9-6 (18%) und OE R11-4
(70%). Pro Datenpunkt wurden n=90 (+SD) Samen analysiert. Die relative Keimung der Kontrolle (Col-0)
reprasentiert den Mittelwert (+SD) aus 14 unabhéngigen Keimungsversuchen. Der Keimungsversuch wurde fir
jedes OE RCAR insgesamt zweimal wiederholt, mit dhnlichen Ergebnissen. Fir die OE RCAR2/13 Linien wurden
heterozygote T2 Samen verwendet.

Fir alle analysierten OE RCAR-Linien wurde eine ABA-abhdngige Hypersensitivitat in
Samenkeimung mit unterschiedlicher Intensitat festgestellt (Abb. 2-19), mit Ausnahme der

Linie OE RCAR6-3, fir die keine Unterschied zu Col-0 Wildtyp nachgewiesen wurde.

Die ektopische Expression aller RCARs der Unterfamilie | (RCAR1 bis 4) fiihrte bereits bei
0,1 uM ABA zu einer Inhibierung der Samenkeimung um 25 bis 80 % im Vergleich zur
Wildtypkontrolle, die unter gleicher Behandlung eine Inhibierung von 10 % aufwies (Abb.
2-19A). Fiir den Col-0 Wildtyp wurde eine mittlere inhibitorische Konzentration (ICsqg Wert)
von 0,5 uM ABA ermittelt, wahrend der ICso-Wert fir die Unterfamilie | RCARs bei 0,05-
0,2 uM ABA lag. Eine vollstandige Inhibierung der Samenkeimung wurde fiir diese OE RCAR-
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Linien durch Zugabe von 1-3 uM ABA beobachtet, wogegen fiir Col-0 Wildtyp durch 5 uM
ABA-Zugabe noch immer eine Keimung von 20 % moglich war. Interessant war, dass fir
beide OE RCAR3 Linien eine ABA-insensitivere Keimungsinhibierung registriert wurde
verglichen zu den anderen OE RCAR-Linien der Unterfamilie I. Dieser Effekt konnte eventuell

im Zusammenhang mit der schwachen Uberexpression von RCAR3 gestanden haben.

Die ektopische Expression der Unterfamilie Il RCARs (RCAR5-10) fihrte in Gegenwart von
ABA zu einer hypersensitiven Samenkeimung relativ zur Wildtypkontrolle (Abb. 2-19B und
C), wenn auch nicht so effektiv wie bei den OE RCAR1-4 Linien. Fir beide OE RCAR9-Linien
sowie OE RCAR8-5 wurde ein ICso-Wert von unter 0,1 uM ABA ermittelt und eine
vollstdndige Inhibierung der Keimung wurde durch Zugabe von 5 puM ABA erzielt (Abb.
2-19C). Dem gegeniiber wurde fiir die anderen OE RCAR-Linien der Unterfamilie Il ein ICso-
Wert von 0,1-0,3 uM ABA berechnet, mit Ausnahme von OE RCAR6-3 die sich vergleichbar
zum Col-0 Wildtyp verhielt, obwohl fiir diese Linie ein deutlich hoheres Expressionslevel

detektiert wurde verglichen zur zweiten unabhangigen OE RCAR6-Linie.

Fiir die OE Linien der Unterfamilie Il RCARs (RCAR11 bis 14) wurde nur durch Zugabe hoher
ABA-Konzentrationen ein hypersensitiver Phanotyp relativ zur Wildtypkontrolle wahrend der
Samenkeimung beobachtet, mit Ausnahme beider OE RCAR13 Linien und OE RCAR12-1, fir
die eine vergleichbare Hypersensitivitat zu den Unterfamilie Il RCAR-Linien detektiert wurde.
Fiir beide OE RCAR13 Linien und OE RCAR12-1 wurde ein ICsg von 0,1-0,2 uM, vergleichbar
zur Unterfamilie Il, berechnet, wahrend fiir beide OE RCAR11/14 Linien und OE RCAR12-5 ein
deutlich héherer Wert von ca. 0,4 uM ABA ermittelt wurde. Der niedrigere 1Cso-Wert fiir OE
RCAR13 und OE RCAR12-1 konnte im direkten Zusammenhang mit der detektierten
Uberexpression stehen. Fiir beide OE RCAR13-Linien wurde eine iber 10.000-fach héhere
Expression relativ zum Wildtyp-RCAR13 nachgewiesen und fiir OE RCAR12-1 eine zehnfach

héhere Genexpression verglichen zur zweiten unabhdngigen OE RCAR12-Linie (Abb. 2-18).

Zusammenhadngend wurde festgestellt, dass die ektopische Expression eines jeden RCARs zur
ABA-Hypersensitivitat in der Samenkeimung relativ zum Col-0 Wildtyp fihrte (Abb. 2-19). Fiir
die OE Linien der Unterfamilie | wurde die effektivste Inhibierung der Samenkeimung durch
ABA-Zugabe beobachtet, wihrend fiir die OE Linien der Unterfamilie 11l RCARs bei niedrigen

ABA-Konzentrationen kein Unterschied zur Wildtypkontrolle festgestellt wurde, mit
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Ausnahme von OE RCAR13 und OE RCAR12-1. Firr diese transgenen RCAR-Linien wurde eine
starke Uberexpression beobachtet, im Vergleich zu OE RCAR11/14 bzw. OE RCAR12-5, die im
direkten Zusammenhang mit der ABA-Hypersensitivitdt in der Samenkeimung gestanden
haben konnte. Die RCARs der Unterfamilie 1l befanden sich, hinsichtlich ihres
Keimungsverhaltens in Gegenwart von exogener ABA, zwischen Unterfamilie | und Il (Abb.
2-19B und C). Interessant war, dass ein vergleichbares Verhalten bereits wahrend der
transienten Untersuchungen in Col-0 Protoplasten beobachtet wurde. Fir die ektopische
Expression der Unterfamilie | RCARs wurde bereits unter endogenen ABA-Gehalt eine klare
Aktivierung der Signaltransduktion beobachtet, wogegen die ektopische Expression der
Unterfamilie Il RCARs nur durch exogener ABA-Zugabe zu einer moderaten/marginalen
Aktivierung flhrte und fir die RCARs der Unterfamilie Il entweder eine vergleichbare
Aktivierung zur Unterfamilie | oder Ill nachgewiesen wurde (Abb. 2-2). Das einzelne RCARs
eine potentielle biologische Funktion in der Regulierung der Samenkeimung besitzen, wurde

auf Grund der Expressionsdaten in Abb. 2-17B bekraftigt.

2.5.2. Wurzelwachstum

Neben der Regulierung der Samenreife, der Aufrechterhaltung der Dormanz und der
Keimung (Zeevaart and Creelman 1988; Holdsworth et al. 1999; Bewley 1997), (ibt ABA auch
regulatorische Funktionen in der Wurzelelongation aus (Spollen et al. 2000; Himmelbach et
al. 1998). So wurde zusatzlich zur inhibitorischen Wirkung von ABA, beziiglich des
vegetativen Pflanzenwachstums, auch ein positiver Effekt auf das Wurzelwachstum durch
Zugabe geringer ABA-Konzentrationen nachgewiesen (Zeevaart and Creelman 1988). Ein
definiertes Level an endogener ABA, ca. 100 ng ABA/g Trockengewicht, wurde bei Pflanzen
ermittelt, die weder abiotischen noch biotischen Umweltfaktoren ausgesetzt waren
(Gonzalez-Guzman et al. 2002). In den hier durchgefiihrten Untersuchungen in Protoplasten,
wurde fir die RCARs der Unterfamilie | sowie fir RCAR6, RCAR8 und RCAR9 bereits mit dem
endogenen ABA-Gehalt eine Aktivierung der ABA-Antwort festgestellt. Fiir die restlichen
RCARs war eine Exposition von 5 uM exogener ABA nétig, um einen vergleichbaren Effekt zu
erzielen (Abb. 2-2A, Abb. 2-6A und Abb. 2-7). Folglich wurde im nachsten Schritt die
biologische Relevanz der ektopischen RCAR-Expression auf das Wurzelwachstum unter

Kontrollbedingungen untersucht. Es sollte die Frage beantwortet werden, ob die ektopische
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Expression einzelne RCARs die Wurzelelongation mit dem endogenen ABA-Gehalt fordert
oder bereits inhibiert im Vergleich zum Col-0 Wildtyp. Zur Beantwortung dieser
Fragestellung, wurden sechs Tage alte Keimlinge von Col-0 Wildtyp und den transgenen
RCAR-Linien auf MS Platten ohne ABA-Zugabe transferiert. Nach drei Tagen erneuter

Inkubation erfolgte die Auswertung des dazugewonnen Wurzelwachstums (Abb. 2-20).
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Abb. 2-20 Relatives Wurzelwachstum der OE RCAR-Linien ohne ABA-Zugabe.

Dargestellt ist das relative Wurzelwachstum der OE RCAR-Linien (kurz ,,R, schwarze Balken) im Vergleich zum
Col-0 Wildtyp (weilRer Balken) nach drei Tagen Inkubation auf MS-Platten ohne ABA-Zugabe. Die Samen
wurden zunachst fir zwei Tage bei 4 °C stratifiziert, keimten fiir vier Tage unter Dauerlicht bei 22°C und
wurden anschliefend auf MS-Platten transferiert, auf denen sie erneut fiir drei Tage unter Dauerlicht bei 22°C
inkubierten. Die Keimlinge von OE RCAR4-1 und OE RCAR9-4 wurden auf Grund ihres verzégerten Wachstums
erst nach sieben bzw. finf Tagen auf MS-Platten transferiert. Das absolute Wurzelwachstum von Col-0 wurde
pro Versuch relativ zum Mittelwert auf 100 % gesetzt. Fiir jede Durchfiihrung wurden 10<n<30 Wurzeln
ausgewertet und der absolute Mittelwert betrug 18,27+2,11 mm. Die Wurzelldange der OE RCAR-Linien wurde
flr jeden Versuch einzeln relativ zu Col-0 berechnet. Jeder Datenpunkt der OE RCAR-Linien reprasentiert den
relativen Mittelwert aus 28<n<74 bzw. fiir Col-0 n>1000 Wurzeln (xconf.int=0,95), *** P <0,001; ** P <0,01;
*P<0,1;,.“P<0,5und, “P<1geben den signifikanten Unterschied zum Col-0 Wildtyp an (Zweistichproben
t-Test mit unterschiedlicher Varianz).

Fiir beide untersuchte Uberexpressionslinien von RCAR5 und RCAR13 bzw. von OE RCAR9-4
wurde eine signifikante Stimulierung des Wurzelwachstums relativ zur Wildtypkontrolle
beobachtet (Abb. 2-20). Es wurden durchschnittlich 5-15 % langere Wurzeln verglichen zu
Col-0 Wildtyp nachgewiesen. Keine signifikanten Unterschiede zur Kontrolle wurden
dagegen fir beide analysierten OE Linien von RCAR11 und RCAR12 bzw. fir OE RCAR4-2
festgestellt. Eine signifikante Inhibierung des Wurzelwachstums unter endogenem ABA-
Gehalt wurde nur fiir OE RCAR2-4 beobachtet, wahrend die zweite unabhangige OE Linie von
RCAR2 eher in einer Stimulierung des Wurzelwachstums resultierte. Fir die restlichen RCAR-
Uberexpressionslinien (RCAR1, RCAR3, RCAR6 bis RCAR8 und RCAR14) wurde jeweils nur fiir
eine unabhangige Linie Forderung der Wurzelelongation unter endogenem ABA beobachtet,
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wogegen fir die jeweils zweite untersuchte Linie keine signifikanten Unterschiede zur

Wildtypkontrolle festgestellt wurden.

Neben der positiven Wirkung auf das Wurzelwachstum, unter geringen ABA-Gehalt, libt ABA
vor allem unter hohen Konzentrationen einen inhibitorischen Effekt auf die
Wurzelelongation aus (Zeevaart and Creelman 1988; Spollen et al. 2000). Zusatzlich zum
ABA-hypersensitiven Phanotyp wdhrend der Samenkeimung, wurden fir die OE RCAR1-
Linien von Ma et al. (2009) auch eine ABA-Hypersensitivitat im Wurzelwachstum feststellen,
ebenso wie Santiago et al. (2009) fiir RCARS. Dariiber hinaus wurde ein hohes Transkriptlevel
von RCAR10 und RCAR12 bzw. ein moderates Expressionslevel von RCAR1-3, 8 und 11 in der
Wourzel von 17 Tage alten Arabidopsis Pflanzen detektiert (Abb. 2-17B). Diese Befunde gaben
einen Hinweis auf eine mogliche biologische Funktion dieser RCARs in der Regulierung des
Wurzelwachstums. Um zu tberpriifen ob neben der Uberexpression von RCAR1 bzw. RCARS
(Ma et al. 2009; Santiago et al. 2009b) auch die ektopische Expression eines weiteren RCARs
zu einem vergleichbaren Effekt fihrte, wurde in dieser Arbeit eine ABA-abhingige
Wurzelwachstums-Untersuchung aller RCAR-Uberexpressionslinien durchgefiihrt.  Zur
Uberpriifung einer méglichen biologischen Relevanz der RCARs auf die Wurzelelongation,
wurden sechs Tage alte Arabidopsis Keimlinge auf MS-Platten mit unterschiedlichen ABA-
Konzentrationen (berfiihrt. Nach drei Tagen erneuter Inkubation erfolgte die Auswertung
der dazu gewonnenen Wurzelldange relativ zum Col-0 Wildtyp. Da auch fur diese Studie mehr
als 50 unabhadngige Linien untersucht wurden, wurde fir diese Auswertung die gleichen
Linien verwendet wie in Abb. 2-19 aufgefiihrt. Die ermittelten Befunde wurden in Abb. 2-21
zusammengefasst. Die Ergebnisse fiir das relative Wurzelwachstum aller untersuchten Linien

konnen dem Anhang entnommen werden (Abb. 5-6).

Im Unterschied zur Keimungsanalyse wurde im Wurzelwachstum nicht fiir jede OE RCAR-
Linie eine ABA-abhdngige Hypersensitivitat beobachtet. Bei Betrachtung der Unterfamilie |
(RCAR1-4) war der detektierte Wurzelphanotyp der OE RCAR4-2 besonders auffallig (Abb.
2-21A). Fiur die Keimlinge dieser transgenen Linie wurde bereits durch Zugabe von 0,1 uM
ABA eine Inhibierung des Wurzelwachstums um 70% relativ zur Wildtypkontrolle

festgestellt. Eine nahezu vollstdndige Inhibierung wurde durch Zugabe von 30 uM ABA
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nachgewiesen, wdhrend fir Col-0 Wildtyp unter gleichen Bedingungen nur 50 % des
Wurzelwachstums gehemmt wurden. Fir alle restlichen Uberexprimierenden RCAR-Linien
der Unterfamilie | wurde bei geringen ABA-Konzentrationen von max. 0,3 uM ABA kein
Unterschied zur Wildtypkontrolle festgestellt, mit Ausnahme von OE RCAR1-10, fiir die
bereits durch geringe ABA-Exposition eine Hypersensitivitat im Wurzelwachstum beobachtet
wurde. Fir OE RCAR1-10 wurde eine mittlere inhibitorische Konzentration (ICsg) von 0,7 uM
ABA ermittelt und fir OE RCAR4-2 0,01 uM ABA. Fir die restlichen Unterfamilie | OE Linien
wurde ein ICsg-Wert von ca. 1,5 uM und fur die Wildtypkontrolle 1,2 uM ABA berechnet.
Aber, im Unterschied zum Col-0 Wildtyp wurde eine fast vollstandige Inhibierung des
Wurzelwachstum fiir alle OE RCAR-Linien der Unterfamilie | in Gegenwart von 30 uM ABA
ermittelt, mit Ausnahme von OE RCAR3-2. Fur den Wildtyp lie sich unter gleicher

Behandlung eine maximale Inhibierung des Wurzelwachstums von 50 % feststellen.

Die ektopische Expression der Unterfamilie Il RCARs (RCAR5-10) fiihrte erneut zu zwei
verschiedenen ABA-abhangigen Phéanotypen (Abb. 2-21B und C). Wahrend fur die
Uberexpressionslinien von RCAR5-7 nur geringe Unterschiede in der ABA-abhingigen
Inhibierung des Wurzelwachstums relativ zur Wildtypkontrolle beobachtet wurden, wurde
eine klare ABA-Hypersensitivitat fir OE RCAR8-5, OE RCAR9-4 und beide untersuchten OE
Linien von RCAR10 festgestellt. Fiir die in Abb. 2-21B zusammengefassten transgenen RCAR
Linien wurde ein zum Col-0 Wildtyp vergleichbarer ICso-Wert von ca. 1 uM ABA detektiert.
Im Vergleich dazu wurde fir die zweite Halfte der Unterfamilie Il RCAR-Linien ein deutlich
niedriger 1Csg von ca. 0,4 uM ABA berechnet, mit Ausnahme von OE RCAR8-3 (IC50=0,9 uM
ABA) (Abb. 2-21C). Aber auch hier sollte erwdhnt werden, dass fiir OE RCAR8-3 eine vierfach
schwacher RCARS8-Expression aufwies verglichen zur OE RCAR8-5 (Abb. 2-18). Zusatzlich
wurde flir die OE Linien von RCAR8-10 eine fast vollstindige Inhibierung des
Wurzelwachstums in Gegenwart von 30 uM ABA beobachtet, wahrend die ektopische

Expression der Linien RCAR5-7 zu max. 70 % Inhibierung unter gleichen Bedingungen flhrte.

Die ektopische Expression der Unterfamilie Il RCARs (RCAR11-14) fihrte unter Zugabe hoher
ABA-Konzentrationen zur hypersensitiven Inhibierung des Wurzelwachstums verglichen zum
Col-0 Wildtyp, mit Ausnahme von OE RCAR14 wo keine Unterschiede zur Kontrolle
beobachtet wurden (Abb. 2-21D). Allerdings wurde fiir beide OE RCAR12 Linien sowie fiir OE
RCAR11-8 eine nahezu vollstandige Hemmung des Wurzelwachstums in Gegenwart von
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30 uM ABA erzielt. Die restlichen Uberexpressionslinien der Unterfamilie Il RCARs

resultierten unter gleichen Bedingungen in einer 50-80 %igen Inhibierung der

Wourzelelongation.
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Abb. 2-21 Relatives Wurzelwachstum der RCAR-Uberexpressionslinien.

(A bis D) Relative Inhibierung des Wurzelwachstums von neun Tage alten RCAR iiberexprimierenden Keimlingen
(R) im Vergleich zu Col-0 in Anwesenheit verschiedener ABA-Konzentrationen. Die Samen wurden zunéchst fur
zwei Tage bei 4 °C stratifiziert, keimten fir vier Tage bei 22 °C und Dauerlicht und wurden anschliefend auf MS-
Platten transferiert (pro Linie und ABA-Konzentration 30 Keimlinge). Die Keimlinge von OE RCAR4-2 und OE
RCAR9-4 wurden auf Grund ihres verzogerten Wachstums erst nach sieben bzw. fiinf Tagen auf MS-Platten
transferiert. Die Auswertung erfolgte nach drei Tagen erneuter Inkubation bei 22 °C im Dauerlicht relativ zum
absoluten Wurzelwachstum unter Kontrollbedingungen, MS-Platten ohne ABA. Das absolute Wurzelwachstum
in 72 h, ohne ABA wurde hierbei auf 100 % gesetzt und betrug fiir die einzelnen Linien 17,66 + 2,12 mm (Col-0);
17,83 + 1,23 mm (R1-2); 16,69 *+ 1,37 mm (R1-10); 13,76 + 1,23 mm (R2-4); 15,86 + 1,97 mm (R2-7); 19,72 +
1,26 mm (R3-1); 17,89 + 1,89 mm (R3-2); 16,55 * 2,33 mm (R4-2); 18,32 + 1,47 mm (R5-1); 19,06 + 1,76 mm
(R5-4); 19,38 + 1,31 mm (R6-3); 16,05 + 1,38 mm (R6-7); 19,34 + 1,52 mm (R7-4); 19,33 + 1,24 mm (R7-7); 19,52
+ 1,63 mm (R8-3); 16,53 + 3 mm (R8-5); 18,74 + 1,81 mm (R9-4); 21,19 * 2,11 mm (R10-3); 22,59 + 2,64 mm
(R10-4); 18,27 £1,99 mm (R11-4); 16,79 £ 1,34 mm (R11-8); 18,52 + 1,97 mm (R12-1); 17,65 £ 1,73 mm (R12-7);
19,14 + 2,25 mm (13-2), 18,48 + 1,96 mm (R13-3); 19,96 + 2,08 mm (R14-2) und 18,65 + 1,47 mm (R14-3). Jeder
dargestellte Datenpunkt reprasentiert den Mittelwert aus n > 15 Keimlingen (+SD). Das relative Wachstum der
Kontrolle (Col-0) reprasentiert den Mittelwert (+SD) aus 14 unabhangigen Experimenten. Jeder Versuch wurde
mindestens zweimal durchgefiihrt mit vergleichbaren Ergebnissen. Fiir OE RCAR2/13 wurden heterozygote T2
Keimlinge verwendet.
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In der Literatur wird beschrieben, dass ABA eine inhibitorische Wirkung auf das
Wurzelwachstum austlibt und zusatzlich in geringen Mengen auch stimulierend wirken kann
(Zeevaart and Creelman 1988; Himmelbach et al. 1998; Spollen et al. 2000). Zuséatzlich wurde
fir RCAR1 bis RCAR3, RCAR8 und RCAR10 bis RCAR12 ein moderates bis hohes
Transkriptlevel in Wurzeln von 17 Tage alten Arabidopsis Pflanzen detektiert (Abb. 2-17B).
Im Laufe der Uberpriifung, ob die ektopische Expression der RCARs eine biologische
Relevanz in der Regulierung der Wurzelelongation besitzt, lies sich fur die
Uberexpressionslinien von RCAR5, RCAR9 und RCAR13 ein signifikante Stimulierung des
Wurzelwachstums relativ zur Wildtypkontrolle unter endogenem ABA-Gehalte feststellen.
Des Weiteren wurde fiir die OE Linien von RCAR4, RCAR9 und RCAR10 sowie OE RCAR1-10
und OE RCARS8-5 eine ABA-hypersensitive Inhibierung der Wurzelelongation in Gegenwart
von submikromolarer exogener ABA relativ zum Col-0 Wildtyp beobachtet. Ein
vergleichbarer Phinotyp wurde fiir die Uberexpressionslinien von RCAR2, RCAR3, RCAR11
und RCAR12 bzw. RCAR1-2 und RCAR13-3 in Gegenwart hoher ABA-Konzentrationen (mind.
3 uM ABA) festgestellt. FiUr die restlichen transgenen RCAR-Linien wurden keine
Unterschiede zur Wildtypkontrolle ermittelt. Auf Grund dieser Befunde wdre eine
biologische Relevanz von RCAR5, RCAR9 und RCAR13 in der Stimulierung des
Wurzelwachstums vorstellbare, wahrend RCAR1 bis RCAR4 und RCAR8 bis RCAR12
regulatorische Funktionen in der ABA-abhangigen Inhibierung der Wurzelelongation besitzen

kébnnten.

2.5.3. Stomata Regulierung

Neben der Regulierung der Samenreifung bzw. -keimung (Parcy et al. 1994; Bewley 1997;
Holdsworth et al. 1999) und des Wurzelwachstums (Zeevaart and Creelman 1988;
Himmelbach et al. 1998; Spollen et al. 2000), reguliert ABA auch den Wasserhaushalt durch
SchlieBen der Stomata (Schroeder et al. 2001; MacRobbie 1998). Allerdings bedeutet eine
Minderung der Stomata-Konduktanz gleichzeitig die Reduktion der CO,-Aufnahme, was
wiederum zur Reduzierung der Photosynthese fiihrt und letztendlich in einem verringerten
vegetativen Wachstum resultiert (Cutler et al. 2010; Fujii and Zhu 2009). Des Weiteren
flihren geschlossene Stomata zur Reduzierung der Transpirationskiihlung, das die Erhéhung

der Oberflachentemperatur zur Folge hat (Wall et al. 2001). Ob die ektopische Expression
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der RCARs die Blatttemperatur und/oder das vegetative Wachstum beeinflussen kann,
wurde mit Hilfe der Thermografie analysiert. Uber die Messung der Oberflichentemperatur
der transgenen Arabidopsis Pflanzen, konnten innerhalb kirzester Zeit mehrere
Uberexprimierende RCAR-Linien von Herrn Zhenyu Yang (Lehrstuhlmitarbeiter) untersucht
und ausgewertet werden. Hierflir wurden Arabidopsis Keimlinge auf MS-Platten angezogen
und nach insgesamt zehn Tagen in Topfe mit Erde umgesetzt. Nach weiteren acht Tagen
wurde die Evaporation mit einer luftundurchldssigen Folie gestoppt und am Tag 40 erfolgte
die Thermobildaufnahme jeder zu untersuchenden Blattrosette. In Abb. 2-22 wurden die von

Herrn Yang erzielten Ergebnisse zusammengefasst (Yang, unveroffentlicht).

Es lieR sich nur fiir die Uberexpressionslinien von RCAR1, RCAR6, RCAR8 und RCAR10 eine
signifikant hohere Oberflachentemperatur der Rosettenblatter verglichen zum Col-0 Wildtyp
feststellen. Fir OE RCAR1-2 wurde ein Temperaturunterschied von 0,5 °C gegenilber der
Kontrolle beobachtet und fur OE RCAR6/8 bzw. OE RCAR10 ein Unterschied von 1-1,5 °C. Fir
alle anderen hier dargestellten RCAR-Uberexpressionslinien wurde kein signifikanter

Unterschied zur Wildtypkontrolle festgestellt (Abb. 2-22B).

Bei der Betrachtung des vegetativen Wachstums war besonders auffillig, dass die ektopische
Expression von RCAR4, RCAR8 bzw. RCAR9 in einer erkennbar kleineren Blattrosette
resultierte im Vergleich zum Col-0 Wildtyp (Abb. 2-22A). Ein vergleichbares vegetatives
Wachstum wurde auch fiir OE RCAR10-4 beobachtet, aber nicht fiir OE RCAR10-3. Wahrend
der Uberpriifung der Genexpression wurde fiir die Linie 4 ein zweifach héheres
Transkriptlevel fir RCAR10 ermittelt verglichen zur Linie 3 (Abb. 2-18), was den Unterschied
in der GroRe der Blattrosette erklaren konnte. Interessant war auch, dass fir beide OE
RCARA4 Linien zwar eine Reduktion im vegetativen Wachstum, aber keine Unterschiede in der
Oberflachentemperatur ~ zur  Wildtypkontrolle  festgestellt  wurden. Far  die
Uberexpressionslinien von RCAR1, RCAR2, RCAR5 bis RCAR7 und RCAR11 bis RCAR13 wurde
im Vergleich zur Wildtypkontrolle nur eine marginale Reduktion der BlattrosettengréfRe
beobachtet. Mit Ausnahme der ektopischen Expression von RCAR1 und RCAR6, wurde fir
keine dieser RCAR-Uberexpressionen ein Unterschied in der Oberflichentemperatur zum

Col-0 Wildtyp nachgewiesen.
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Abb. 2-22 Oberflaichentemperatur und vegetatives Wachstum der OE RCAR-Linien in Arabidopsis.

Dargestellt sind Thermalbilder (A) von Col-0 WT im Vergleich zu RCAR Uberexpressionslinien (,R“) 40 Tage alter
Pflanzen in Falschfarben, welche die unterschiedlichen Oberflichentemperaturen in Grad Celsius (°C) der
Arabidopsis Blatter angeben. Die Pflanzen wurden in Schalen, ausgelegt fir 24 Topfe, in zufalliger Anordnung
angezogen (insgesamt je zwei bis vier biologische Replikate, gezeigt werden allerdings nur zwei). Hierfir
wurden Arabidopsis Keimlinge, nach Stratifizierung der Samen fiir zwei Tage bei 4 °C, flir acht Tage bei 22 °C
unter Dauerlicht angezogen und anschlieBend in Topfe mit Erde Gberfiihrt. Nach weiteren acht Tagen wurde
diese Erde vollstdndig mit einer luftundurchldssigen Folie abgedeckt, um die Evaporation zu gestoppt Nach
weiteren 22 Tagen erfolgte die Thermalbilderaufnahme. Das Wasserpotential betrug hierbei ® > -0,03 bar,
sodass gewahrleistete wurde, dass fiir die zu untersuchenden Pflanzen keine Trockenstressbedingungen zu
diesem Zeitpunkt vorlagen. Der weile Skalierungsbalken entspricht 70 mm. (B) Durchschnittliche
Blattoberflaichentemperatur der in (A) dargestellt Arabidopsis Linien. Jeder Datenpunkt reprasentiert den
Mittelwert (+SD) aus zwei bis vier biologischen Replikaten eines Experimentes (kurz Exp.) und *** P < 0,001;
**p<0,01; *P<0,1; ,.“P<0,5 und , “P<1 geben den signifikanten Unterschied zum Col-0 Wildtyp an
(2Zweistichproben t-Test mit unterschiedlicher Varianz. Fir jedes Experiment wurden separate Wildtyp-
Kontrollen angezogen. Die hier dargestellten Daten stammen von Zhenyu Yang (Yang, unveréffentlicht) und
wurden mind. zweimal mit vergleichbaren Ergebnissen wiederholt, mit Ausnahme von OE RCAR2 und OE
RCAR13, fiir die nur ein Versuch durchgefihrt wurde.
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass fir die ektopische Expression von RCAR1 und RCAR8
sowie die Uberexpressionslinie RCAR10-4 eine hdhere Blattoberflichentemperatur und ein
vermindertes Rosettenwachstum im Vergleich zur Wildtypkontrolle festgestellt wurde.
Zusitzlich konnte fiir die Uberexpressionslinien von RCAR6 sowie fiir OE RCAR10-3 eine
héhere Oberflaichentemperatur verglichen zum Col-0 Wildtyp beobachtet werden, dafir
aber keine Unterschiede im vegetativen Wachstum. Die ektopische Expression von RCAR4
bzw. RCAR9 resultierte genau im Gegenteil, kein Unterschied zur Kontrolle in der
Blatttemperatur, aber dafiir eine offensichtliche Reduktion der Blattrosette. Fiir alle anderen
hier aufgefihrten OE RCAR-Linien wurden nur marginale Unterschiede in der
Oberflachentemperatur und/oder im vegetativen Wachstum zur Wildtypkontrolle

festgestellt.

2.6. Etablierung eine Reportergen-Konstruktes zur Lokalisierung der RCARs in planta

In den vorangegangen Untersuchungen wurde die biologische Relevanz der ektopisch
exprimierten RCARs in Arabidopsis Linien untersucht. Es wurde eine ABA-abhingige
Inhibierung der Samenkeimung (Abb. 2-19) und im Wurzelwachstums (Abb. 2-21) fir
einzelne transgene RCAR-Linien beobachtet sowie ein Einfluss auf die Regulierung der
Stomata-Apertur (Abb. 2-22). Anhand der physiologischen Untersuchung von rcar7/rcar9
Einzel- bzw. Doppelknockouts wurde eine redundante Funktion dieser beiden RCARs
wahrend der ABA-abhangigen Inhibierung der Samenkeimung festgestellt (Abb. 2-16A und
D).

Die Befunde der transiente Analyse in Arabidopsis Protoplasten ergaben Hinweise auf
realisierbare RCAR-PP2C Komplexe in planta (Abb. 2-6 und Abb. 2-7). Es ist bekannt, dass
RCARs und auch PP2Cs Uberlappende Genexpression in verschiedenen Entwicklungsstadien
und Geweben von Arabidopsis aufweisen (Kilian et al. 2007; Schmid et al. 2005; Winter et al.
2007). Allerdings gibt es bis zum jetzigen Zeitpunkt keine Daten Uber die in planta
Lokalisation der endogenen RCARs bzw. PP2Cs, die darauf schlieflen lassen, welche der 103
bestatigten ABA-Rezeptorkomplexe unter welchen Stressbedingungen bzw. in welchen

Entwicklungsstadien tatsachlich realisierbar sind.

Aus diesem Grund wurde damit begonnen, die Promotorregion und die genomische DNA

aller 14 RCARS aus dem Arabidopsis Genom zu amplifizieren und diese mit einem
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Reportergen-Konstrukt zu fusionieren. Dieses Reportergen-Konstrukt besitzt zwei
Reporterdomanen, zum einen das verbesserte grin fluoreszierenden Protein (eGFP) und ein
sogenanntes miniSOG (mini Singlet Oxygen Generator) (Shu et al. 2011). Mit dem eGFP ist
eine gewebe- und zellspezifische Lokalisation von Proteinen in Organismen maoglich,
wahrend die miniSOG eine intrazelluldre Detektion von Proteinen lber das TEM ermdoglicht
(Shu et al. 2011). Die Kombination beider Reportergene in einem Konstrukt erlaubt die
Untersuchung eines einzigen Objektes mit beiden Mikroskopie-Techniken, insbesondere die

hochauflésende Analyse im TEM.

2.6.1. Transiente Uberpriifung in A. thaliana und N. benthamiana

Fir die Lokalisation aller 14 RCARs in planta wurden 2-3 kbp der jeweiligen putativen
Promotorregion vor dem Startcodon sowie die nachfolgende gDNA aus A. thaliana (Col-0)
mit Hilfe entsprechender Primer amplifiziert (Tab. 15), mit dem Reportergen-Konstrukt
eGFP:miniSOG fusioniert und mittels eines bindren Vektorsystems stabil in Arabidopsis
transformiert. Die entsprechenden amplifizierten Sequenzen aller 14 RCARs kdnnen dem

Anhang entnommen werden (5.3).

Um die Funktionalitdat der generierten pRCAR::RCAR:Reportergene-Konstrukte zu
Uberprifen, erfolgte eine transiente Analysen von RCAR1, RCAR8 und RCAR12 in Arabidopsis
Protoplasten sowie in Blattern von N. benthamiana, weil flir diese RCARs eine hohes
Genexpressionslevel in allen vegetativen Entwicklungsstadien postuliert wurde (Schmid et al.
2005; Winter et al. 2007; Kilian et al. 2007; Gonzalez-Guzman et al. 2012; Antoni et al. 2013).
Die daraus detektierten Befunde Uber die intrazelluldre Lokalisation der analysierten RCARs
wurden in Abb. 2-23 zusammengefasst. Fiir alle drei hier dargestellten RCARs wurde in
Protoplasten sowie in jungen Blattern von N. benthamiana eine Lokalisation im Cytosol und
im Zellkern beobachtet. Bei den stark fluoreszierenden Objekten in den Blattern von N.
benthamiana konnte es sich um Agro-Kolonien handeln, da diese Objekte nicht in
transfizierten Protoplasten nachgewiesen wurden. Des Weiteren konnte mit diesen
Untersuchungen die Funktionalitat der genierten Plasmid-Vektoren bestatigt werden und die

stabile Transformation in Arabidopsis erfolgte.
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Abb. 2-23 Intrazelluldre Lokalisation endogener RCARs in Arabidopsis Protoplasten und Tabakblattern.
Transiente Analyse der intrazellularen Lokalisation von endogenem RCAR1, RCAR8 und RCAR12 in Arabidopsis
Mesophyll-Protoplasten und Blattern von N. benthamiana. Dargestellt sind die fusionierten Bilder vom eGFP-
und Chlorophyll-Signal. Col-0 Protoplasten (105) wurden mit 5 ug Effektor-DNA transfiziert und inkubierten fir
17+1 h bei 25 °C. Junge Blatter von flnf bis sieben Wochen alten N. benthamiana Pflanzen wurden mit
A. tumefaciens infiltriert (1:1 Verhaltnis von p19 und bindrem Effektor-Plasmid in den Agros) und inkubierten
fiir drei bis vier Tage. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe der CLMS. Die weilRen Skalierungsbalken entsprechen
50 pm.

2.6.2. In planta Lokalisation von RCAR12

In einer bereits verdffentlichten Studie wurde Promotoraktivierte GUS-Expression von
RCAR3, RCAR11, RCAR12 und RCAR14 in Wurzeln und im vaskularen Gewebe von Blattern
sowie in SchlielRzellen von finf bzw. 15 Tage alten Arabidopsis Keimlingen nachgewiesen
(Gonzalez-Guzman et al. 2012). Demnach sollte in diesen Entwicklungsstadien von
Arabidopsis auch eine Lokalisation mit dem hier vorgestellten Reportergen-Konstrukt
fusioniert mit den beschriebenen RCARs moglich sein. Aus Zeitgriinden wurden allerding nur
finf bzw. zwolf Tage alte Arabidopsis Keimlinge untersucht, die stabil mit

pPRCAR12::RCAR12:eGFP:miniSOG transformiert wurden (Abb. 2-24 und Abb. 2-25).
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eGFP Fusioniert

Abb. 2-24 Lokalisierung von RCAR12:eGFP in Arabidopsis Wurzel.

pRCAR12::RCAR12:eGFP::+miniSOG Lokalisierung in fiinf Tagen alten Arabidopsis Keimlingen mittels konfokaler
Laser Scanning Mikroskopie. Dargestellt ist das eGFP Signal in der (A) Wachstumszone, (B) Teilungszone und in
der (C) Differenzierungszone. Die abgebildeten weilRen Skalierungsbalken entsprechen 100 um.

Mit Hilfe der CLMS wurde endogenes RCAR12 gewebespezifisch in der Wurzel von finf Tage
alten Arabidopsis Keimlingen in bis zu vier unabhangigen pRCAR12::RCAR12:eGFP:miniSOG
Linien lokalisiert (Abb. 2-24). Ein besonders starkes GFP-Fluoreszenzsignal wurde in der
Wurzel-Wachstumszone der untersuchten Keimlinge registriert, aber nicht in der Kalyptra.
Des Weiteren wurde RCAR12 in den Wurzelzellen der Teilungs- und Differenzierungszone
sowie in den Wurzelhaaren detektiert. Dariiber hinaus war eine eindeutige Lokalisation des
RCAR12 markierten GFP-Signals im Hypokotyl, in den Keim- und Sekundarblatter sowie in

den Stipule von finf und zwolf Tage alten Arabidopsis Pflanzen erkennbar (Abb. 2-25).
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Abb. 2-25 Lokalisierung von RCAR12:eGFP in Arabidopsis.

pRCAR12::RCAR12:eGFP:miniSOG Lokalisierung in finf (A und B) bzw. zwolf (C) Tagen alten Arabidopsis
Keimlingen mittels CLMS. Dargestellt ist das eGFP- sowie Chlorophyll Signal in verschiedenen Geweben. (A) In
Epidermiszellen eines Keimblattes. Der abgebildete weiRe Skalierungsbalken entspricht 100 um. (B) Im
Hypokotyl. Skalierungsbalken entspricht 100 um. (C) In Stipule und Epidermiszellen der Sekundarblatter.
Skalierungsbalken entspricht 60 um.

Wahrend der Fokussierung von SchlieR-, Epidermis-, Hypokotyl- und Wurzelzellen wurde ein
zellkernspezifisches und Cytosollokalisiertes Fluoreszenzsignal fiir RCAR12 beobachtet (Abb.
2-26). Auch hierbei wurden vergleichbare Ergebnisse mit mehreren unabhéangigen
pRCAR12::RCAR12:eGFP:miniSOG Arabidopsis Linien nachgewiesen, was auf eine

reproduzierbare in planta Lokalisation von RCAR12 schlieBen l&sst.

RCAR12-markiertes GFP-Signal wurde eindeutig in jedem Gewebe der untersuchten
Arabidopsis Keimlinge detektiert. Des Weiteren war eine intrazelluldre Lokalisation im
Cytosol und Zellkern méglich, wie es auch bei Uberexpression fiir RCAR1 (Ma et al. 2009)
und RCARS (Santiago et al. 2009b) bereits gezeigt wurde. Gonzalez-Guzman et al. (2012) und
Antonie et al. (2013) konnten hingegen nur in Wurzel, vaskularem Gewebe und SchlieRzellen
von finf bzw. 15 Tage alten Arabidopsis Keimlingen Promotor::GUS-Aktivitat fir RCAR12

nachweisen (Gonzalez-Guzman et al. 2012; Antoni et al. 2013).
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Abb. 2-26 Zelluldre Lokalisation von RCAR12:eGFP in Arabidopsis.

Cytosol- und Kernlokalisation von pRCAR12::RCAR12:eGFP:miniSOG in Zellen von 5 Tagen alten Arabidopsis
Keimlingen mittels CLMS. Dargestellt ist das eGFP- sowie Chlorophyll Signal in verschiedenen Gewebezellen. (A)
Stomata und (B) Hypokotylzelle. Der abgebildete weiRe Skalierungsbalken entspricht 100 um. (C)
Epidermiszelle vom Keimblatt und (D) Wurzelzelle. Skalierungsbalken entspricht 20 um.

Anhand der hier aufgefiihrten Befunde wurde erfolgreich demonstriert, dass eine in planta
Lokalisation von endogenen RCARs mit dem hier vorgestellten Reportgen-Konstrukt, das sich
aus eGFP und miniSOG zusammensetzt, mit Hilfe der CLSM mdglich ist. Ein Test Uber die

Funktionalitdat der miniSOG in planta mit Hilfe des TEM steht noch aus.
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3. Diskussion

Abscisinsdaure (ABA) ist ein wichtiges Pflanzenhormon, das die Anpassung an biotische und
abiotische Stressfaktoren reguliert (Christmann et al. 2006; Yamaguchi-Shinozaki and
Shinozaki 2006; Adie et al. 2007). Als Antwort auf Kaltestress, osmotischen Stress oder
Trockenstress initilert ABA das SchlieRen der Stomata, zur Transpirationsreduktion
(MacRobbie 1998; Schroeder et al. 2001; Kim et al. 2010) und kontrolliert das Wachstum
(Himmelbach et al. 1998; Spollen et al. 2000) durch die Regulierung der Expression
verschiedener Gene (Skriver and Mundy 1990; Parcy et al. 1994; Chandler and Robertson
1994; Busk and Pages 1998). Zu den Kernkomponenten des ABA-Signalwegs zahlen die ABA-
Rezeptoren (RCARs, PYR1/PYLs), welche die Gruppe A PP2Cs, auch ABA-Korezeptoren
genannt, inhibieren und die Proteinkinasen SnRK2s (Fujii et al. 2009; Cutler et al. 2010;
Umezawa et al. 2010; Miyakawa et al. 2013). Um die ABA-Antwort zu aktivieren, muss die
Bindung des Liganden in der konservierten hydrophoben Hohle der RCARs erfolgen (lyer et
al. 2001; Radauer et al. 2008; Melcher et al. 2009). Diese ABA-Bindung fuhrt zur
Konformationsdnderung der RCARs, sodass eine neue Oberfliche zur Anbindung an die
PP2Cs geschaffen wird. Durch die Bildung des terndren Komplexes (RCAR-ABA-PP2C) wird
wiederum die Phosphataseaktivitat der PP2C blockiert (Melcher et al. 2009; Yin et al. 2009).
Dadurch wird die SnRK2 aus der PP2C-Inhibierung entlassen (Fujii et al. 2009; Melcher et al.
2009; Miyazono et al. 2009), kann nachfolgende Signalkomponenten regulieren und die ABA
Antwort aktivieren (Wasilewska et al. 2008; Cutler et al. 2010; Raghavendra et al. 2010).

Mit der Identifizierung von 14 RCARs und neun PP2Cs der Gruppe A stellte sich die Frage,
welche dieser Komponenten Teil einer ABA-Rezeptorkomplex-Bildung sind. Formal ergeben
9x14 126 potentielle Kombinationen. Fir 13 von 14 RCARs ist eine wahre ABA-
Rezeptorfunktion postuliert (Fujii et al. 2009), aber in welchen PP2C-Komplexen diese
vorliegen bzw. tatsachlich in Pflanze realisierbar sind, ist offen. Erschwerend kommt hinzu,
dass einzelne Untersuchungen bislang auf wenig RCARs und PP2Cs beschrankt bleiben (Ma
et al. 2009, Fujii et al. 2009, Szostkiewicz et al. 2010, Zhao et al. 2013). Die erste
umfangreiche Analyse bezlglich der Kombinatorik zwischen RCARs und PP2Cs ist die

Untersuchung von Herrn Fuchs mittels Hefe-Zwei-Hybrid-System (Fuchs 2013).
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3.1. Kombinatorik der ABA-Rezeptorkomplex-Komponenten

Unter ABA-Exposition konnten in Arabidopsis Protoplasten ~82 % der 126 mdoglichen RCAR-
PP2C-kombinationen identifiziert werden (Abb. 3-1A). Interessant hierbei ist, dass RCAR1,
RCAR2 und RCAR3 jede der neun PP2Cs in Pflanzenzelle regulieren konnten. Vergleichsweise
spezifisch erfolgte die PP2C-Regulierung durch die restlichen elf RCARs, welche 74 % der 103
bestatigten ABA-Rezeptorkomplex-Kombinationen betragen (Abb. 3-1B). Zusatzlich lieRen
sich seitens der PP2Cs RCAR-Diskriminierung und unspezifische Regulierung durch alle RCARs
feststellen (Abb. 3-1A). Genauer, 73 % aller identifizierten RCAR-PP2C-Kombinationen
wiesen eine RCAR-Diskriminierung seitens der PP2Cs auf (Abb. 3-1B), wahrend die
Regulierung von PP2CA und HAB2 durch alle RCARs in Protoplasten mogliche war (entspricht
27 %).

RCAR-Regulierung von PP2Cs

26%
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unspezifitat

Spezifitat der RCARs
gegeniiber PP2Cs
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| RCARS B |
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Abb. 3-1 RCAR-vermittelte Regulierung der PP2Cs unter ABA-Exposition.

(A) Zusammenfassung aller bestatigten ABA-Rezeptorkombinationen in Arabidopsis Protoplasten unter Zugabe
von 10 uM ABA. Diese Matrix basiert auf der Auswertung der Abb. 2-7. Eine RCAR-vermittelte PP2C-
Regulierung wurde als bestdtigt gewertet, wenn mindestens eine dreifach héhere Aktivierung der PP2C-
inhibierten ABA-Antwort verglichen zur LV beobachtet wurde. (B) Auswertung der ermittelten
Substratspezifitat bzw. Substratunspezifitat seitens der RCARs und der PP2Cs ausgehend von 103 bestéatigten
ABA-Rezeptorkomplex-Kombinationen.

Mit dem endogenen ABA-Gehalt lieBen sich ~47 % der moglichen 126 RCAR-PP2C-

Kombinationen in Pflanzenzellen nachweisen (Abb. 3-2A). Auffallig hierbei ist, dass fiir keines
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der als reine Dimere beschriebenen RCARs (RCAR11 (Nishimura et al. 2009; Santiago et al.
2009a), RCAR12 und RCAR14 (Dupeux et al. 2011b)) eine PP2C-Regulierung in Protoplasten
beobachtet werden konnte. RCAR13 bildet zusammen mit RCAR11, RCAR12 und RCAR14,
infolge ihrer Primarstrukturhomologie (Ma et al. 2009; Raghavendra et al. 2010), die
Unterfamilie IIl der RCARs (Abb. 3-2B). Im Gegensatz zu den restlichen Vertretern dieser
Unterfamilie, kann RCAR13 in vitro als Monomer und Dimer vorliegen (Zhang et al. 2012b).
Zusatzlich zu RCAR1 bis RCAR10 liel8 sich auch fiir RCAR13 eine Regulierungen der PP2Cs in
unbehandelten Protoplasten nachweisen (Abb. 3-2A). Auch diese RCARs, mit Ausnahme von
RCAR7, sind als Monomere beschrieben (Hao et al. 2011; Okamoto et al. 2013). Dariiber
hinaus wurde in vitro fir monomere RCARs in Kombination mit PP2Cs eine héhere Affinitat
gegentber ABA ermittelt verglichen zu dimeren (Ma et al. 2009; Melcher et al. 2009;
Santiago et al. 2009b; Szostkiewicz et al. 2010; Hao et al. 2011). Infolge der
unterschiedlichen ABA-Affinitaten zwischen monomeren und dimeren RCARs kénnte das die
Ursache fiir die detektierte RCAR-Regulierung von PP2Cs unter endogenem ABA-Gehalt

darstellen.
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Abb. 3-2 RCAR-vermittelte Regulierung der PP2Cs mit endogenem ABA.

(A) Zusammenfassung aller bestatigten ABA-Rezeptorkombinationen in Arabidopsis Protoplasten unter
endogenem ABA-Gehalt. Diese Matrix basiert auf der Normalisierung der Abb. 2-6A nach der Vorgehensweise
wie in Abb. 2-7. Eine RCAR-vermittelte PP2C-Regulierung wurde als bestatigt gewertet, wenn mindestens eine
dreifach hohere Aktivierung der PP2C-inhibierten ABA-Antwort verglichen zur LV beobachtet wurde. (B)
Phylogenetischer Baum der RCAR-Familie in Arabidopsis. Diese Darstellung ist vergleichbar zur Abb. 1-3.
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3.1.1. Neu identifizierte PP2C-Regulierungen durch RCARs in Pflanzenzellen

Transient in Protoplasten wurden insgesamt 103 Komplexkombinationen aus RCARs und
PP2Cs identifiziert (Abb. 3-1). 59 dieser Kombinationen lieBen sich in unbehandelten
Pflanzenzellen nachweisen (Abb. 3-2). In der Literatur wurde mit vergleichbaren Methoden
bereits acht ABA-Rezeptorkomplex-Kombinationen unter endogenem ABA-Gehalt
beschrieben und 20 Kombinationen unter ABA-Zugabe. So konnten mit dieser Studie in
unbehandelten Pflanzenzellen die RCAR-PP2C Kombinationen RCAR1/2-ABI1/2 (Ma et al.
2009; Szostkiewicz et al. 2010), RCAR3/7-HAI2 (Lim et al. 2012; Zhao et al. 2013) sowie
RCAR4/8-HAB1 (Lim and Lee 2015; Santiago et al. 2009b) bestatigt werden. Werden diese
acht bereits beschriebenen Komplexkombinationen aus der Matrix der Abb. 3-2A eliminiert,
bleiben 51 RCAR-PP2C-Kombinationen Ubrig, welche in dieser Studie erstmalig in

Pflanzenzellen beschrieben wurden (Abb. 3-3A).

A B
ohne - |~ < | - - —_—_ - < |
ABA- (3|3 |2]|2|2|2|2|0]|8 s EXELE ISR MK
Zugabe |[<|< ||| T |T|T |2 |=< Zugabe | < |< | (T[T [T | |<
RCAR1 RCAR1
RCAR2 RCAR2
RCAR3 RCAR3
RCAR4 RCAR4
RCARS5 RCARS
RCARE RCAR6
RCAR7 RCAR7
RCAR8 RCARS8
RCAR9 RCARS
RCAR10 RCAR10
RCAR11 RCAR11
RCAR12 RCAR12
RCAR13 RCAR13
RCAR14 RCAR14

Abb. 3-3 Erstmals bestitigte ABA-Rezeptorkomplexe in Arabidopsis.

Zusammenfassende Matrix aller in dieser Studie neu identifizierten ABA-Rezeptorkomplex-Kombinationen in
unbehandelten (A) und mit ABA-behandelten (B) Pflanzenzellen. Erstmalig nachgewiesene Kombinationen sind
in Orange hervorgehoben.

Demgegeniiber wurden unter ABA-Exposition die Kombinationen RCAR-ABI1 (Fujii et al.
2009; Ma et al. 2009; Szostkiewicz et al. 2010), RCAR1/3-ABI2 (Ma et al. 2009; Szostkiewicz
et al. 2010), RCAR3/7-HAI2 (Lim et al. 2012; Zhao et al. 2013), RCAR8/10/11-HAB1 (Santiago
et al. 2009b; Pizzio et al. 2013; Fujii et al. 2009) und RCAR10-PP2CA (Pizzio et al. 2013) mit

vergleichbaren Methoden identifiziert und bereits beschrieben. Daraus ergeben sich 83 ABA-
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Rezeptorkomplex-Kombinationen, welche mit dieser Studie erstmalig in Protoplasten

nachgewiesene werden konnten und in Abb. 3-3B zusammengefasst sind.

Zusatzlich wurden in Pflanzenzellen RCAR-abhangige HAI1-Regulierungen beobachtet (Abb.
3-1 und Abb. 3-2), welche im Hefe-Zwei-Hybrid-System durch entsprechenden
Proteininteraktionen nicht detektiert werden konnten (Abb. 2-4 (Fuchs 2013)). Damit eine
physikalische Proteininteraktion in Hefen nachgewiesen werden kann, wird die Transkription
der zu untersuchenden Proteine im Zellkern vorausgesetzt (Fields and Song 1989). HAI1
wurde im Golgi-Apparat von SchlieRzellen lokalisiert (Zhang et al. 2012a), was das

Nichtdetektieren potentieller RCAR-HAI1 Interaktionen in vivo erklaren kdnnte.

3.1.2. Funktionelle Differenzierung der ABA-Rezeptorkomplexe

Die zusammenfassenden Matrizen der Abb. 3-1A und Abb. 3-2A veranschaulichen die
enorme Vielfalt an ABA-Rezeptorkombinationen und lassen erahnen wie komplex die
Regulierung der ABA-Signalkaskade in Pflanzen erfolgt. Doch warum wird eine so enorme

Vielfalt bendtigt?

In vitro wurde fir RCAR1, RCAR3, RCAR4, RCAR8 und RCAR9 eine ABA-unabhingige
Inhibierung der PP2C-Phosphataseaktivitdat ermittelt, wahrend RCAR11 bis RCAR14 ABA-
Zugabe bendétigten, um in einem vergleichbaren Effekt zu resultieren (Hao et al. 2011). In
Col-0 Protoplasten wurde in Koexpression von RCAR1 bis RCAR10 bzw. RCAR13 und PP2Cs
ohne ABA-Behandlung eine Regulierung der Signaltransduktion beobachtet, verglichen zu
den restlichen RCARs, fiir die keine Regulierung ermittelt wurde (Abb. 3-2A). Diese Befunde
implizieren, dass RCAR1 bis RCAR10 und RCAR13 (in vitro Monomere (Hao et al. 2011;
Okamoto et al. 2013; Zhang et al. 2012b)) unabhangige von ABA PP2Cs regulieren und die
Signaltransduktion aktivieren kénnten, im Gegensatz zu RCAR11, RCAR12 und RCAR14 (in
vitro Dimere (Nishimura et al. 2009; Santiago et al. 2009a; Dupeux et al. 2011b)). Hierbei
sollte aber beachtet werden, dass Col-0 Blatter in Abwesenheit von Stress einen endogenen
ABA-Gehalt von ~40 nM aufweisen (Gonzalez-Guzman et al. 2002). Folglich kann nicht
ausgeschlossen werden, dass in Protoplasten eine ABA-unabhédngige Regulierung der PP2Cs
durch RCARs beobachtet oder diese Regulierung moglicherweise durch den endogenen ABA-
Gehalt induziert wurde. Wahrend der Untersuchung des RCAR-Einflusses auf die Regulierung

des  Wurzelwachstums, wurde  fir  keine RCAR-Uberexpressionslinie unter
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Kontrollbedingungen ein verkirztes Primarwurzelwachstum verglichen zur Wildtypkontrolle
festgestellt (Abb. 2-20), obwohl die ektopische Expression einzelner RCARs unter Zugabe von
ABA in einem hypersensitiven Wurzelwachstum resultiere (Abb. 2-21). In diesen Befunden
inbegriffen ist auch die ektopische Expression von RCAR4, obwohl fiir dieses RCAR bis dato
die Hypothese in Betracht gezogen wurde, ABA-unabhangige PP2Cs zu regulieren (Hao et al.
2011). Bestatigt wurde diese Annahme bisher auf Grund der transienten Untersuchung von
RCAR4 in Arabidopsis Protoplasten, bei denen eine klare Aktivierung der Signaltransduktion
unter endogenem ABA-Gehalt beobachtet wurde und keine Unterschiede in der Induktion zu
mit ABA behandelten Protoplasten festgestellt wurden (Abb. 2-2). Des Weiteren konnte Herr
Fuchs in Hefen ausnahmslos ABA-unabhangige Interaktionen zwischen RCAR4 und
verschiedenen PP2Cs bestatigen (Fuchs 2013). Die bisherige Annahme wird jedoch mit dem
beobachteten Phanotyp im Wurzelwachstum von OE RCAR4 wiederlegt. Infolgedessen wird
in Pflanze definitiv ABA bendtigt, um die RCAR-vermittelte Inhibierung der PP2Cs zu
regulieren und die Signaltransduktion zu induzieren. Hierfiir bindet ABA in die hydrophobe
RCAR-Ho6hle und induziert eine Konformationsdnderung der Gate und Latch Loops die zu
einer Neuausrichtung der C-terminalen oa3-Helix flihren und zusammen eine
Interaktionsflache zur Bindung an die PP2C-Kontaktoberflache darstellen (Nishimura et al.
2009; Melcher et al. 2009; Yin et al. 2009; Miyazono et al. 2009). Der ABA-gebundene
Rezeptor bindet an die katalytische Seite der PP2Cs, sodass der terndre Komplex stabilisiert
(Abb. 3-4B) und gleichzeitig die SnRK2 aus der Substrattasche der Proteinphosphatase
verdrangt wird (Soon et al. 2012; Zhou et al. 2012). Mit der Autoaktivierung der SnRK2
werden nachgeschaltete Signalkomponenten reguliert und die ABA-Antwort initiiert (Cutler

et al. 2010; Umezawa et al. 2010) (Abb. 3-5B).
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Abb. 3-4 Vergleich terndarer Komplex der GA- bzw. ABA-Signaltransduktion.

(A) Kristallstruktur des GA4-gebundenen Rezeptors (GID1) in Komplex mit DELLA (Teilstruktur). Farblich
hervorgehoben ist der GA-Rezeptor GID1 (Griin) mit N-terminale Verlangerung in Cyan, der Ligand GA4 (Gelb)
und das Repressor-Protein DELLA (Magenta). (B) Kristallstruktur des ABA-gebundenen Rezeptors (RCAR11) in
Komplex mit HAB1. Farblich hervorgehoben ist der ABA-Rezeptor RCAR11 (Orange) mit a3-Helix in Cyan, der
Ligand ABA (Gelb) und HAB1 (Magenta). Die Kristallstrukturen wurden von Murase et al. (2008) (GID1-GA-
DELLA, PDB ID: 2ZSI) bzw. Dupeux et al. (2011a) (RCAR11-ABA-HAB1, PDB ID: 3QN1) verdffentlicht und
nachtraglich mit PyMOL bearbeitet.

Die Bildung und Stabilisierung des ABA-Rezeptorkomplexes erfolgt vergleichbar zur Bildung
des GA-Rezeptorkomplexes. Der GA-Rezeptor GID1 (GA INSENSITIVE DWARF1) ist eine
|6sliches Protein und im Cytosol und Zellkern lokalisiert (Ueguchi-Tanaka et al. 2005;
Nakajima et al. 2006). Die GA-Bindung erfolgt in der GID1-Hohle und induziert eine
Konformationsianderung, sodass die N-terminale Verldngerung den Eingang zur GA-
Bindehohle verdeckt und gleichzeitig eine Interaktionsoberflaiche zum Anbinden von DELLA
gebildet wird (Murase et al. 2008) (Abb. 3-4A). Durch die Bindung des DELLA-Proteins an den
GA-Rezeptor, wird der gesamte ternare Komplex stabilisiert, ohne das DELLA einen direkten
Kontakt zum GA besitzt (Murase et al. 2008; Shimada et al. 2008), wéhrend im ABA-
Rezeptorkomplex ein konservierter PP2C Tryptophan-Rest die ABA-Bindung zum RCAR
stabilisiert (Melcher et al. 2009; Miyazono et al. 2009; Santiago et al. 2012). Infolge der
Bindung von DELLA an den GA-GID1-Komplex wird eine Konformationsanderung induziert,
welche eine Anbindung des Ubiquitin E3 Ligase SCF Komplexes ermdglicht und DELLA fir die
Degradierung durch 26S Proteasomen markiert (Shimada et al. 2008). Durch den DELLA-
Abbau wird die Unterdrickung der GA-Antwort aufgehoben (Abb. 3-5A) (Shimada et al.
2008; Murase et al. 2008).
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Abb. 3-5 Vergleich Induktion der GA- bzw. ABA-Antwort.

(A) In Abwesenheit von GA unterdrickt DELLA die GA-Antwort. In Gegenwart von GA bindet der Ligand in die
GID1-Ho6hle und induziert eine Konformationsanderung des GA-Rezeptors, welche die Interaktion mit dem
DELLA-Protein ermdglicht. Gleichzeitig wird DELLA vom Ubiquitin E3 Ligase SCF Komplex fiir die Degradierung
durch 26S Proteasomen markiert, sodass die GA-Antwort eingeleitet wird (Murase et al. 2008; Shimada et al.
2008). Diese Abbildung wurde nach Sun (2010) erstellt. (B) Die ABA-Bindung an das RCAR ermdoglicht die
Komplexformierung mit einer PP2C, wodurch die inhibierte SnRK2 aus der Dephosphorylierung entlassen wird
und nachgeschaltete TFs regulieren kann und die ABA-Antwort initiieren (Finkelstein 2013). Die Abbildung
wurde nach Raghavendra et al. (2010) erstellt.

Auf Grund der ABA-abhangigen PP2C-Regulierung durch RCARs, konnte die Vielfalt der ABA-
Rezeptorkomplexe mit den unterschiedlichen Affinitaiten der RCARs gegeniliber ABA
begrindet werden. In Abwesenheit von ABA ist die Kontaktoberflache fiir PP2Cs bei dimeren
RCARs verdeckt und ABA wird hierbei zur Induktion der Konformationsanderung der Gate
und Latch Loops bendtigt wie auch zur Dimer-Trennung (Dupeux et al. 2011b). Die niedrige
ABA-Affinitat konnte daher als Konsequenz des thermodynamischen Nachteils der Dimer-

Dissoziation angesehen werden. (Dupeux et al. 2011b).

Monomere RCARs kdonnten aus diesen Grinden in Gegenwart von niedrigen und mittleren
ABA-Konzentrationen die Signaltransduktion aktivieren (Dupeux et al. 2011b). Hierzu ware
die Regulierung von entwicklungsspezifischen Prozessen und frihen Stressantworten
denkbar. Im Gegensatz dazu konnten dimere RCARs durch hohe intrazellulire ABA-
Konzentrationen infolge starken oder lang anhaltenden Stresses aktiviert werden und die

ABA-Antwort regulieren (Dupeux et al. 2011b). In Col-0 Rosettenblatter wurde ein
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endogener ABA-Gehalt von ~40nM ermittelt, wahrend in trockengestressten
Rosettenblattern ein achtfach hohere ABA-Gehalt (~300 nM) nachgewiesen wurde
(Gonzalez-Guzman et al. 2002). In Wurzel hingegen wurde unter Kontrollbehandlung und
Trockenstress kein Unterschied im endogenen ABA-Gehalt detektiert (Christmann et al.
2007). Mit Hilfe der zusatzlichen Regulierung der gewebe- und entwicklungsspezifischen
RCAR-Expression konnten monomere RCARs als , Erste-Hilfe“ Reaktion aktiviert werden und

dimere RCARs zur langerfristigen Anpassung an stressbedingte Umweltfaktoren beitragen.

3.1.3. Limitierung der transienten Analyse in Protoplasten

Mit Hilfe von Protoplasten kann im grofRen Stil die Regulation und die Funktion von ganzen
Gen-Familien untersucht werden, die moglicherweise als interessant in einer Signalkaskade
anzusehen sind (Sheen 1998, 2001; Yoo et al. 2007), ohne vorher langwierig stabile
Arabidopsis-Mutanten zu generieren. Die transiente Protoplasten-Analyse gibt
Informationen Uber eine mogliche biologische Relevanz der zu untersuchenden Proteine in
planta verglichen zu Heterologen Systemen bei denen lediglich Proteinwechselwirkungen
untersucht werden (Yoo et al. 2007). Ob tatsachlich alle 103 bestitigten ABA-
Rezeptorkomplexe aber auch in Pflanze realisierbar sind, kann derzeit nicht beantwortet

werden, da auch die transiente Analyse in Protoplasten Einschrankungen aufweist.

Die Untersuchung ektopisch exprimierter RCARs und PP2Cs in Protoplasten gibt Aufschluss
Uber eine mogliche Regulierung der vorhandenen ABA-Signaltransduktion in dem
Entwicklungsstadium und Pflanzengewebe wieder, aus denen die Protoplasten isoliert
worden sind (Sheen 1998, 2001; Yoo et al. 2007). Werden z.B. spezifische SnRK2s und/oder
Transkriptionsfaktoren in diesem Entwicklungsstadium in Arabidopsis-Blattern nicht
exprimiert, konnte die RCAR-spezifische Regulierung von PP2Cs verborgen bleiben, wie es

fiir den ABA-Rezeptorkomplex RCAR7-HAI1 vermutet wird.

Die ektopische Expression von RCARs und PP2Cs in Arabidopsis Protoplasten gewahrleistet
zwar eine konstitutive und gewebeunspezifische Expression, aber garantiert nicht, dass die
zu untersuchenden Proteine auch in einer aktiven Form vorliegen. So wurde zwar fir ABI1
eine effektive Inhibierung der ABA-Antwort in Protoplasten beobachtet, aber nicht fir die
nahe Verwandte ABI2 (Abb. 2-3B). Folglich stellte sich hier die Frage, ob ABI2 eine

unwirksame Proteinphosphatase ist oder als nichtaktives Protein translatiert wurde. Da
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RCAR-abhangige Regulierungen von ABI2 in Mesophyll-Protoplasten beobachtete wurden,

konnten diese beiden Optionen ausgeschlossen werden.

Die erstmalige Identifizierung von lGber 80 neuen ABA-Rezeptorkomplex-Kombinationen in
Pflanzenzellen ermoglicht einen umfassenden Einblick in die Vielfalt der Regulierung der
ABA-Signaltransduktion. Um eine Aussage Uber die biologische Relevanz einer moglichen
RCAR-PP2C-Kombination zu erhalten, ist eine Charakterisierung der ABA-Rezeptorkomplex-

Komponenten unerlasslich.

3.2. Spezifitdten in der RCAR-PP2C Kombinatorik

Die kombinatorische Untersuchung potentieller RCAR-PP2C Kombinationen in behandelten
Pflanzenzellen identifizierte neben einem breiten Substratspektrum seitens der RCARs und
PP2Cs auch RCAR-Diskriminierungen durch PP2Cs sowie individuelle PP2C-Regulierung durch
spezifische RCARs (Abb. 3-1A). Als besonders interessant stellte sich RCAR7 und AHG1
heraus. Zu Beginn dieser Studie war unklar, ob RCAR7 ein wirksamer ABA-Rezeptor ist (Fuijii
et al. 2009). Jedoch wurde fur RCAR7 in Koexpression mit PP2CA, HAB2 bzw. HAI2/3 eine
Regulierung der ABA-Signaltransduktion in Protoplasten beobachtet (Abb. 3-1A). Damit im
Einklang fuhrte die ektopische Expression von RCAR7 in Arabidopsis zu einem ABA-
hypersensitiven Phanotyp in der Samenkeimung und Regulierung der Stomata-SchlieBung
(Abb. 2-16) (Fuchs et al. 2014). Fir AHG1 war bis dato unklar, ob eine ABA-abhangige
Inhibierung der Phosphataseaktivitat durch RCARs moglich ist, da AHG1 verglichen zu den
anderen acht PP2Cs ein Valin an Stelle eines konservierten Tryptophans (HAB1 W385, ABI1
W300) (Dupeux et al. 2011b; Fuchs et al. 2013) besitzt. Wéahrend der terndren
Komplexbildung wird dieser Tryptophan-Rest zwischen die RCAR Gate und Latch Loops
eingefligt (Dupeux et al. 2011b) und koordiniert (ber sein Indol-Rest und einer
Wasserstoffbrickenbindung die Keto-Gruppe von ABA (Melcher et al. 2009; Miyazono et al.
2009; Santiago et al. 2012), was in einer Stabilisierung des gesamten terndren Komplexes
resultiert (Ma et al. 2009; Nishimura et al. 2009; Miyazono et al. 2009; Santiago et al. 20093;
Dupeux et al. 2011b). PP2C-Mutationen in diesem Tryptophan (ABI1"V3%* HAB1W3>%)
fliihrten zum Verlust der Bindeaffinitdt gegeniber RCAR12 (Miyazono et al. 2009) bzw. in
einer konstitutiven Inhibierung von SnRK2.6/0ST1 (Dupeux et al. 2011b). Demgegeniber
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wurde in dieser Studie fir AHG1 in Koexpression mit RCAR1, RCAR2 und RCAR3 eine ABA-
abhdngige spezifische Regulierung der Signaltransduktion in Arabidopsis-Zellen gefunden

(Abb. 3-1A).

Verantwortlich fiir die beobachtete Substratspezifitat fir RCAR7 bzw. AHG1 kdénnten

unterschiedliche Aminosaurereste in den entsprechenden Interaktionsregionen sein.

3.2.1. RCAR-AHG1-Rezeptorkomplex

In Protoplasten wurde eine RCAR1/2 bzw. RCAR3-vermittelte Regulierung von AHG1
beobachtet. Fir alle anderen RCARs, RCAR4 bis RCAR14, lieB sich keine Aktivierung der
AHG1-inhibierten ABA-Antwort feststellen (Abb. 3-1), trotz hoher Sequenzhomologie von
RCAR1 bis RCAR4 (Raghavendra et al. 2010). Ein Primarstruktur-Alignment und die
Kristallstruktur des RCAR4-HAB1-Komplexes (Hao et al. 2011) identifizierte drei spezifische
RCAR-Aminosdurereste, die moglicherweise im direkten Zusammenhang mit der Ausbildung

des terndaren RCAR-ABA-AHG1 Komplexes stehen kdnnten (Abb. 3-6).

Abb. 3-6 Aminosdurerest-Vergleich von RCAR1 und RCAR4.

Gegenliberstellung der Aminosaurereste, die in RCAR1 (gelb) und RCAR4 (orange) variieren und sich an der
Kontaktoberflache zur PP2C befinden. Gegenlberstellung der AS-Rest von (A) Asparaginsdure (D156) und
Glutaminsaure (E150), (B) Tyrosin (Y160) und Phenylalanin (F154) bzw. (C) Lysin (K171) und Asparagin (K165)
Dargestellt sind entsprechende Ausschnitte des Kristallstruktur-Alignments von RCAR1 (Zhang et al. 2013) bzw.
RCAR4 (Hao et al. 2011). Die nachtragliche Bearbeitung erfolgte mit PyMOL (PDB ID: 30QU (RCAR1) und 3RTO
(RCAR4)).

Das Tyrosin (RCAR1 Y160) ist die einzige der drei identifizierten Aminosdurereste, welche
ausschlieBlich in RCAR1 bis RCAR3 in diesem Bereich prasent ist. Die Asparaginsaure (RCAR1
D156) und das Lysin (RCAR1 N171) sind in diesen drei RCARs auch identisch und nicht in der
vergleichbaren Position von RCAR4 vorhanden, allerdings ist die Asparaginsaure in RCAR11

(E154) prasent und das Lysin in RCAR5 (K147). Im direkten Vergleich wurde fiir RCAR4 eine
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Glutaminsdure (E150) statt einer Asparaginsaure identifiziert, ein Phenylalanin-Rest (F154)

statt eines Tyrosin-Restes und ein Asparagin (N165) statt eines Lysins.

Der Austausch der Asparaginsiure gegen Glutaminsdure (RCAR1°™®" bzw. RCAR4 %) fijhrte
zu keine Unterschiede gegeniiber dem wildtypischen RCAR1 bzw. RCAR4. In Hefen wurde
unter ABA-Exposition fur RCAR1°™®, vergleichbar zu RCAR1 WT, eine physikalische
Interaktion mit AHG1 detektiert. Des Weiteren wurde fiir diese Variante in Protoplasten eine
RCAR1P**'-vermittelte Regulierung von AHG1 beobachtet. Fiir RCAR4*°° konnte weder in
Hefen eine Interaktion mit AHG1 festgestellt werden, noch eine ABA-abhangige Regulation
in Col-0 Protoplasten. Asparaginsdure und Glutaminsaure gehdren beide zur Gruppe der
sauren Aminosauren. Die zusatzliche CH,-Gruppe der Glutaminsdure, die wie eine
Verlangerung des Aminosdurerestes wirkt (Abb. 3-6A), fihrte zu keinem negativen Effekt
beziglich der Komplexausbildung mit AHG1. Betrachtet man beide Aminosauren in der
Kristallstruktur wird deutlich, dass beide Reste zu weit entfernt sein konnten, um
Wechselwirkungen mit AHG1-spezifischen Aminosaureresten auszubilden und einen

D156

terndren Komplex zu formieren (Abb. 3-7). Folglich ist RCAR1 nicht fur die Regulierung

von AHG1 notwendig.

Demgegeniiber resultierte der Austausch von Tyrosin (RCAR1 Y160) in Phenylalanin (RCAR
F154) zu einer nachweislichen Interaktion zwischen RCAR4-Varianten (RCAR4™*', RCAR4Y,
RCAR4"™, RCAR4"™) und AHG1 unter Zugabe von ABA, vergleichbar zum WT RCARL. Fir alle
gegenteiligen RCAR1-Varianten (RCAR1"®%, RCAR1¥, RCAR1L™, RCAR1*™™) wurden, identisch
zu WT RCAR4, keine Interaktionen mit AHG1 in Hefen detektiert. Das Tyrosin ist die einzige
identifizierte Aminosaure, die sich direkt im Kontaktbereich zur PP2C befindet und nur in
RCAR1 bis RCAR3 vorhanden ist (Abb. 3-7B). Die restlichen RCARs besitzen, in der zu
vergleichenden Position, andere Aminosadurereste. In Arabidopsis Protoplasten wurde fiir
alle Tyrosin-tragenden RCAR4 Varianten eine moderate Aktivierung der AHG1-inhibierten
ABA-Antwort ermittelt, nicht vergleichbar zur deutlichen Induktion durch RCAR1-Wildtyp.
Parallel dazu wurde fiir alle RCAR1-Varianten, bei denen Tyrosin (D156) gegen Phenylalanin
ausgetauscht wurde, ebenfalls eine partielle Aktivierung der AHG1-inhibierte ABA-Antwort
beobachtet. Tyrosin zdhlt zu polaren Aminosduren und bildet mittels der zuséatzlichen
Hydroxylgruppe am Phenylrest (Abb. 3-6B) Wasserstoffbriickenbindungen aus. Im Vergleich
dazu, gehort das Phenylalanin zu den unpolaren Aminosauren und bildet mit dem Phenylring
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hydrophobe Wechselwirkungen aus. Anhand dieser Befunde kann postuliert werden, dass
der RCAR1 Tyrosin-Rest (D160) zwar wichtig fur die ABA-abhdngige Komplexbildung mit

AHG1 ist, aber wahrscheinlich auch andere Aminosdurereste daran beteiligt sind.

Fir den dritten Aminosdure-Austausch zwischen RCAR1 und RCAR4 wurde fur die
entsprechende RCAR1-Variante ein veranderter Effekt zum Wildtyp festgestellt. Durch den
Austausch des Lysins (RCAR1 K171) gegen das RCAR4 Asparagin war eine AHG1-Interaktion
mit RCARL*Y™N in Hefen nicht mehr nachweisbar. Auch fiir die gegenteilige RCAR4-Variante
(RCAR4M®*¥) konnte keine Interaktion mit AHG1 in Hefen und keine Aktivierung der AHG1-
inibhierten ABA-Signaltransduktion in Protoplasten beobachtet werden. Lysin gehort zu den
basischen Aminosdauren und bildet mit dem positiv geladene Aminosdurerest
lonenbindungen ausbildet. Asparagin demgegeniber ist eine polare Aminosdure und bildet
Wasserstoffbriickenbindungen aus. Des Weiteren ist Lysin, durch seine zuséatzliche CH,
Gruppe, strukturell gesehen, langer verglichen zu Asparagin. Folglich kénnte der
interagierende Aminosdurerest der PP2C fir Asparagin zu weit weg sein konnte, um
passende Wechselwirkungen auszubilden (Abb. 3-6C). Diese Unterschiede konnten die
Ursache fiir den Verlust der RCAR1*"'"-AHG1 Interaktion in Hefen darstellen. Interessant
war, dass fiir die Doppelvariante RCAR1™ eine Detektion der AHG1-Interaktion in Hefen
moglich war. Fihrt man sich vor Augen, dass zuséatzlich der RCAR1 Asparaginsaure-Rest
durch den etwas verlangerten Glutaminsdure-Rest in RCAR1™N ausgetauscht wird, kdnnte
diese Aminosduresubstitution Einfluss auf Interaktionsoberfliche von AHG1 nehmen.
Dadurch konnten spezifische Aminosadurereste der AHG1-Kontaktfliche ndher zum RCAR1
hin verschoben werden, was wiederum Wechselwirkungen zwischen dem in RCAR1
eingefligten Asparagin-Rest mit passenden Aminosaureresten von AHG1 erméglicht und in
einer RCAR1™-AHG1 Komplexbildung resultieren konnte. Auch in diesem Fall ist es denkbar,
dass der RCAR1-Tyrosin-Reste eine, wenn auch untergeordnete Rolle, bei der Ausrichtung
der flexiblen Interaktionsoberflaiche von AHG1 einnimmt. Bestatigt wird diese Annahme, auf
Grund von nicht detektierten AHG1-Interaktionen mit den entsprechenden RCAR4"- bzw.
RCAR4™-Varianten und auch die Nicht-Aktivierung der AHG1-inhibierten ABA-Antwort in
Protoplasten. Infolgedessen kdonnte auch der RCAR1-Lysin-Rest (K171) wichtig fir die ternare

Komplexbildung mit AHG1 sein, aber nur in Kombination mit dem Tyrosin (D156).
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Abb. 3-7 RCAR-HAB1-Kontaktoberflache.

Ausschnitt aus der Kristallstruktur der Kontaktoberflache von (A) RCAR4 (Orange) im Vergleich zu (B) RCAR11
(Orange) jeweils mit HAB1 (Cyan/Griin). Hervorgehoben sind die identifizierten Aminosaureresten, welche sich
von RCAR1 (Magenta) zu RCAR4 (bis RCAR14) unterscheiden und an der ABA-abhingigen Komplexbildung mit
AHG1 beteiligt sein kdnnten. Die Kristallstrukturen wurden von Hao et al. (2011) (RCAR4-HAI1, PDB ID: 3RTO)
bzw. Dupeux et al. (2011a) (RCAR11-HAB1, PDB ID: 3QN1) veréffentlicht und wurden mit PyMOL nachtraglich
bearbeitet.

Wie bereits erwahnt wird davon ausgegangen, dass das Tyrosin in RCAR1 bis RCAR3 sowie
das Lysin nicht die einzigen zwei Aminosauren sind, die fir eine terndre Komplexbildung mit
AHG1 bendtigt werden. Bestatigt wird diese Annahme mit den hier erzielten Befunden der
ABA-abhingigen Inhibierung der AHG1-Phosphataseaktivitit durch RCAR1 und RCAR4™™, Fur
RCAR1 wurde eine effektive Inhibierung der AHG1-Phosphataseaktivitdt im nanomolaren
ABA-Bereich festgestellt verglichen zur RCAR4-Dreifachvariante, fiir die eine vergleichbare
Inhibierung nur durch den Einsatz von mikromolarer ABA detektiert wurde. Wie erwartet,
lie® sich eine RCAR4-vermittelte Inhibierung der AHG1-Phosphataseaktivitat aber nicht
beobachten. Weitere spezifische RCAR-Aminosauren, welche fir die Komplexbildung mit
AHG1 als essentiell erscheinen, konnten allein mit dem Primarstruktur-Alignment aller

RCARs nicht identifiziert werden.
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A B
280 290 300
AHG1 ‘TEAAGGRVLVVDGARVEGILATSRA
HAB1 IENAGGKVIQWQGARVFGVLAMSRS
HAB2 IEKAGGKVIQWQGARVSGVLAMSRS
ABI1 IEAAGGKVIQWNGARVFGVLAMSRS
ABI2 IEAAGGKVIRWNGARVFGVLAMSRS
PP2CA/AHG3 TQQAGGRVIYWDGARVLGVLAMSRA
HAIL IQAAGGRVIYWDGPRVLGVLAMSRA
HAI2 IQEAGGRVIYWDGARVLGVLAMSRA
HAI3 IEGAGGRVIYWDCPRVLGVLAMSRA

Abb. 3-8 PP2C-Alignment und Tryptophan-Valin-Vergleich.

(A) Alignment der Primarstruktur der Gruppe A PP2Cs. Es wird ein Ausschnitt der Primarstruktur gezeigt, mit
AHG1-spezifischen Aminosduren im Vergleich zu den konservierten Aminosauren der restlichen acht PP2Cs
hervorgehoben in Gelb. (B) Uberlagerung der Kristallstruktur von ABI1 (Griin, PDB ID: 3KDJ) und HAB1 (Cyan
PDB ID: 3QN1) zusammen mit ABA (Gelb). Hervorgehoben sind das konservierte Tryptophan (Griin, ABI1 W300)
und das AHG1-spezifische Valin (Magenta, V290). Die dargestellten Strukturausschnitte wurden von Yin et al.
(2009) (ABI1) bzw. Dupeux et al. (2011a) (HAB1) und nachtraglich mit PyMOL bearbeitet.

In dieser Studie wurde durch den Austausch dreier Aminosdauren aus dem RCAR4 ein
mutierter ABA-Rezeptor generiert, der nun die Fahigkeit besaR mit AHG1 und ABA einen
terndren Komplex zu bilden und die Phosphatase-Aktivitat von AHG1 wirksam zu inhibieren,
zu dem er vorher nicht in der Lage war. Des Weiteren wurde in vivo und in vitro eine RCAR1-
vermittelte Regulierung von AHG1 in Abhangigkeit zu ABA bestatigt. Doch woraus resultiere
die allgemeine Annahme, dass AHG1 den terndaren Komplex nicht stabilisieren kann und
dementsprechend eine Regulierung durch RCARs ausgeschlossen wird? Ein konservierter
PP2C-Aminosdurerest dient der Stabilisierung des terndaren Komplexes (Miyazono et al.
2009; Santiago et al. 2009a; Dupeux et al. 2011a; Santiago et al. 2012) und dieser
Tryptophan-Rest unterscheidet sich nur in AHG1 durch einen Valin-Rest (Dupeux et al.
2011a; Fuchs et al. 2013) zusatzlich zu zwei weiteren konservierten Aminosduren (AHG1
L288, 1298) (Abb. 3-8). Es wurden PP2C-Mutanten generiert, bei denen das Tryptophan
gegen ein Alanin ausgetauscht wurde (ABI1W3°°A, HABlW385A) und in einer Resistenz
gegenlber der ABA-abhangigen RCAR-Inhibierung resultierte, ohne dabei die
Phosphataseaktivitdit zu beeintrachtigen (Miyazono et al. 2009; Dupeux et al. 2011a).
Interessant hierbei ist, dass neben RCAR8 und RCAR11/12 auch RCAR1 die

Phosphataseaktivitdt von HAB1"38A

unter ABA-Exposition nicht inhibieren konnte (Dupeux
et al. 2011a). Da in dieser Arbeit eine RCAR1-Regulierung von AHG1 in vivo und in vitro
beobachtet werden konnte, ist es wahrscheinlich, dass AHG1 das Nichtvorhandensein des

Tryptophans mit Wechselwirkungen zwischen eigenen und RCAR1-spezifischen
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Aminosaureresten kompensieren konnte, um den RCAR1-ABA-AHG1 Komplex zu bilden.
Somit kdnnte es zu einer vergleichbaren Stabilisierung des terndren Komplexes kommen,
wie fur GID1-GA-DELLA, wo kein direkter Kontakt zwischen DELLA-Aminosaureresten und GA
besteht (Murase et al. 2008; Shimada et al. 2008).

3.2.2. RCAR7-PP2C-Rezeptorkomplexe

Waéhrend der Untersuchung der Kombinatorik wurde fiir RCAR7 eine Induktion der PP2C-
inhibierten ABA-Antwort in Koexpression mit PP2CA, HAB2 und HAI2/3 unter exogener ABA-
Zugabe ermittelt (Abb. 3-1A). Darliber hinaus wurde in vitro eine hohe ABA-Affinitat im
nanomolaren Bereich fiir den RCAR7-PP2CA Rezeptorkomplex detektier (ICso=30 nM),
wogegen eine RCAR7-vermittelte Inhibierung der HAB1-Phosphataseaktivitdit im

mikromolaren ABA-Bereich nicht nachgewiesen werden konnte (Fuchs et al. 2014).

Fir HAB2 wurde eine 72 %ige Ubereinstimmung der Primarstruktur gegeniiber HAB1
ermittelt, obwohl gleichzeitig eine Diskriminierung von RCAR7 gegeniiber HAB1 und eine
RCAR7-vermittelte Regulierung von HAB2 transient in Protoplasten beobachtet wurde.
Durch die Uberpriifung der Primérstruktur beider PP2Cs (Abb. 5-2) wurden zwei
Aminosdurereste-Unterschiede ermittelt, die sich direkt im Kontaktbereich zum RCAR
befinden, zwischen HAB1 und HAB2 variieren und eventuell die Ursache fiir die HAB1
Diskriminierung durch RCAR7 darstellen (Abb. 3-9). HAB1 besitzt im erwahnten Bereich ein
S322 und ein F391, wahrend in HAB2 ein P322 und ein S391 detektiert wurde. Hierbei
handelt es sich jeweils um den Austausch eines unpolaren Aminosaurerests (Prolin,
Phenylalanin) gegen einen polaren (Serin), die sich in ihren chemischen Eigenschaften und in
der Ausbildung von Wechselwirkungen deutlich unterscheiden. Unpolare Aminosdurereste
bilden hydrogene Wechselwirkungen mit gleichnamigen Aminosaureresten aus verglichen
zur Hydroxylgruppe von polaren Aminosaureresten, welche Wasserstoffbriickenbindungen

mit Hydroxyl- oder Aminogruppen bilden.
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390
HAB2 QWQGARVSGVLAMS
HAB1 QWOQGARVFEFGVLAMS
ABI1 QWNGARVFGVLAMS
ABI2 RWNGARVFGVLAMS

Abb. 3-9 Unterschiede in der RCAR-Kontaktoberflache von HAB1 und HAB2.

(A) Ausschnitt aus dem Alignment der Primérstruktur von HAB1/2 und ABI1/2. Markiert sind die Aminosduren
in der RCAR-Kontaktoberflache, wo sich HAB2 von HAB1 und ABI1/2 unterscheidet. (B und C) Teilausschnitt der
Uberlagerten Kristallstruktur von HAB1 (Cyan, PDB ID: 3QN1) bzw. ABI2 (Griin, PDB ID: 3UJL). Hervorgehoben
sind die variierenden Aminosdurereste von HAB1 (Cyan) und HAB2 (Magenta), (B) $322/P322 und (C)
F391/5391. Die dargestellten Strukturausschnitte wurde von Dupeux et al. (2011a) (HAB1) bzw. Soon et al.
(2012) (ABI2) veroffentlicht. Die nachtragliche Bearbeitung erfolgte mit PyMOL.

Erwahnenswert ist auch, dass das HAB2 S391 nur in dieser Proteinphosphatase vorhanden
ist im Gegensatz zu den restlichen PP2Cs bei denen an der vergleichenden Position eine
unpolare oder saure Aminosdure zu finden ist. Das HAB2 P322 hingegen ist auch in ABI1
(P237) und ABI2 (P227) vorhanden (Abb. 3-9A), obwohl fiir diese beiden PP2Cs keine RCAR7-
abhdngige Regulierung in Arabidopsis Protoplasten festgestellt wurde. Fuchs et al. (2014)
konnten in vitro eine RCAR7- und ABA-abhangige Inhibierung der Phosphataseaktivitdt von
ABI1 nachweisen. Eine vergleichbare Inhibierung von HAB1 war nicht méglich (Fuchs et al.
2014). Interessant hierbei ist, dass bei dem strukturellen Vergleich der ABI1- bzw. HAB1-
Kontaktoberflache zum RCAR drei Aminosdureunterschiede identifiziert wurden und es sich
bei einer dieser Unterschiede um das HAB1 S322 handelt (Fuchs et al. 2014). Fir eine

entsprechend genierte HAB1%3%%"

-Mutante, die vergleichbar zum HAB2 P322 ist, wurde in
Hefe eine Interaktion mit RCAR7 detektiert (Abb. 3-10A). In Protoplasten wurde kein
Unterschied zu ohne und mit Koexpression von RCAR7 beobachtet (Abb. 3-10B) ebenso wie
keine ABA-abhdngige Regulierung der HABlS322P—Phosphataseaktivitét durch RCAR7
festgestellt werden konnte (Abb. 3-10C) (Fuchs et al. 2014). Dieser einzelne

S322pP

Aminosaureaustausch fuhrte zu einer nachweislichen RCAR7-HAB1 Interaktion in Hefe,

aber zu keiner wirksamen HAB1°3?%"

-Regulierung durch RCAR7 in Protoplasten und in vitro.
Diese Befunde lassen vermuten, dass es noch weitere strukturelle Unterschiede zwischen
HAB1 und HAB2 gibt, die letztendlich zur Ausbildung des spezifischen RCAR7-HAB2
Rezeptorkomplexes notwendig sind. Bei einer dieser Aminosauren kdnnte es sich

wahrscheinlich um das hier identifizierte HAB2 S391 handeln.
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Abb. 3-10 RCAR7 und HAB1%%,
(A) Y2H Untersuchung von RCAR7 mit HAB1( ). Der Aminosaureaustausch vom Serin zum Prolin fihrte zum
eindeutigen Wachstum der Hefen auf selektivem Medium (-H), welches eine Interaktion mit RCAR7 signalisiert.
(B) Aktivierung der ABA-Antwort durch Koexpression von RCAR7 (schwarzer Balken ) bzw. LV (weiRer Balken)
mit HAB1/HAB1**?* in Arabidopsis Protoplasten in Gegenwart von 5 uM exogener ABA. (C) ABA-abhangige
Inhibierung von HAB1 durch RCAR. Der HAB1-RCAR8 Komplex diente als Positivkontrolle zur HAB1-Regulation.
Diese Abbildung stammt aus Fuchs et al. (2014) und wurde modifiziert, sodass nur die Befunde fir HAB1
Wildtyp und HAB1%%%° dargestellt sind.

$322pP

Zusatzlich zur HAB1-Diskriminierung durch RCAR7 konnte fir die HAll-inhibierte ABA-
Antwort in Protoplasten keine Regulierung durch RCAR7-Koexpression nachgewiesen
werden (Abb. 3-1A). Im Gegensatz dazu, war eine Aktivierung der Signaltransduktion von
RCAR7 in Koexpression mit PP2CA bzw. HAI2/3 feststellbar. Die Primarstruktur von HAI1
weist eine ca. 56 %ige Ubereinstimmung zu PP2CA und HAI2/3 auf. Werden die
Aminosduren dieser vier PP2Cs, welche sich in der Kontaktregion zum RCAR befinden
(Dupeux et al. 2011a), mit einander verglichen, konnten keine essentiellen Unterschiede von
HAI1 zu PP2CA bzw. HAI2/3 identifiziert werden, die eine mogliche Begrindung fur die HAI1-
Diskriminierug durch RCAR7 darstellen (Abb. 3-11A). Moglicherweise ist eine Erklarung
dieser Diskrepanz in der Lokalisation von HAI1 zu finden. HAI1 wurde im Golgi-Apparat von
SchlieRzellen detektiert (Zhang et al. 2012a) und die ektopische Expression von RCAR7
resultiert in einer ABA-hypersensitiven Stomata-SchlieBung (Abb. 2-16C). Die Untersuchung
der ABA-Signaltransduktion in Protoplasten bezieht sich auf die ABA-abhangige Regulierung
der Genexpression und nicht auf eine mogliche Funktion in der Regulierung der Stomata-
SchlieBung. Infolgedessen wadre eine RCAR7-abhdngige Regulierung von HAIL1 transient in
Protoplasten nicht nachweisbar, obwohl moglicherweise eine biologische Funktion dieses

ABA-Rezeptorkomplexes in SchlieBzellen vorliegen kdnnte.
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Abb. 3-11 Primarstruktur-Alignment der RCAR-Kontaktoberfldche.

(A) Ausschnitte des Primarstruktur-Alignment von HAI1 (blau) im Vergleich zur HAI2/3 und PP2CA. Gelb
hervorgehoben sind jene Aminosauren, welche nach Dupeux et al. (2011a) fiir die Komplexbildung mit RCAR
notwendig sind. (B) Phylogenetischer Baum aller neun PP2Cs Gruppe A in Arabidopsis. Diese Darstellung ist
vergleichbar zur Abb. 1-5.

3.3. Physiologische Funktion der ABA-Rezeptoren

ABA ist an der Regulierung von vielen physiologischen Prozessen wie Pflanzenwachstum und
-entwicklung, SchlieBen der Stomata und Schutz der Photosynthese-Maschinerie beteiligt
(Levchenko et al. 2005; Christmann et al. 2006; Hirayama and Shinozaki 2007; Vahisalu et al.
2008; Cutler et al. 2010). Verschiedene Datenbanken und Veroéffentlichungen weisen auf
Uberlappende Genexpressionsmuster der RCARs in unterschiedlichen Pflanzengeweben und
Entwicklungsstadien hin (Schmid et al. 2005; Nakabayashi et al. 2005; Winter et al. 2007;
Kilian et al. 2007). In zwolf Tage alten Arabidopsis Keimlingen wurde fiir RCAR3, RCARS,
RCAR10 und RCAR11 die hochste Transkriptmenge aller RCARs nachgewiesen. Fir alle
restlichen RCARs wurde eine moderate bis schwache Expression relativ zu UB/10 im Col-0
Wildtyp ermittelt (Abb. 2-17A). Dartiber hinaus wurden fiir RCAR1 bis RCAR3 und RCARS8 bis
RCAR14 (berschneidende Genexpression in verschiedenen Pflanzengebeweben und
Entwicklungsstadien beobachtet (Schmid et al. 2005; Nakabayashi et al. 2005; Winter et al.
2007; Kilian et al. 2007; Yang et al. 2008). Das hochste Expressionslevel wurde fiir RCAR3 und
RCAR10 bis RCAR12 u.a. in der Wurzel, im Keimling, jungen Blattern und im gesamten

Blutenstand detektiert (Gonzalez-Guzman et al. 2012).

Genexpressions- und Promotoranalysen geben zundchst nur einen Hinweis auf die

potentielle Lokalisation des zu untersuchenden Proteins. Weil fiir kein RCAR bis jetzt
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endogenen Lokalisationsdaten in Arabidopsis vorliegen, kann Uber mogliche biologische
Funktionen spezifischer ABA-Rezeptorkomplex-Kombinationen in planta nur spekuliert
werden. Des Weiteren kann keine Aussage dariber getroffen werden, welcher dieser
Komplexe zu welchen Stressbedingungen oder in welchen Entwicklungsstadien ausgebildet

werden, um die ABA-Signaltransduktion zu aktivieren.

In dieser Studie wurde ein fusioniertes Reportergenkonstrukt (eGFP:miniSOG) vorgestellt,
mit dessen Hilfe die endogene Lokalisation von Proteinen unter Verwendung der CLSM und
der TEM moglich ist (Shu et al. 2011). Das eGFP erlaubt die gewebe- und zellspezifische
Lokalisation des zu untersuchenden Proteins mit Hilfe der CLMS im lebenden Objekt,
wahrend die miniSOG die intrazelluldare Detektion gewdhrt und durch Verwendung nur eines
Praparates die CLMS mit der EM verbinden kann (Shu et al. 2011). Unter Verwendung dieses
Reporterkonstrukts wurde RCAR12 erfolgreich in der Wurzel, im Hypokotyl und Kotyledone
von funf Tage alten Keimlingen sowie zusatzlich in den Primarblattern von zwolf Tage alten
Pflanzen lokalisiert (Abb. 2-24 und Abb. 2-25). Demgegeniiber wurde in zwdlf Tage alten
Arabidopsis Keimlingen nur ein schwaches Expressionslevel fir RCAR12 detektiert (Abb.
2-17A). Vergleichbare Befunde erzielten Gonzalez-Guzman et al. (2012) fir die ProRCAR12-
induzierte GUS-Expression in funf Tage alten Keimlingen. Diese Resultate zeigen, dass die
Transkription und Translation von RCAR12 nicht zu vereinheitlichen ist. Umso wichtiger ist
es, neben Genexpressions- und Promotoranalysen, auch Lokalisationsstudien von Proteinen
durchzufiihren, um eindeutige Rickschlisse auf biologische Funktionen in einem
bestimmten Entwicklungsstadium und/oder in einer spezifischen Zelle zu erhalten. Aber
auch diese Informationen sind nicht ausreichend, um eine biologische Relevanz zu

postulieren, sodass eine physiologische Charakterisierung herangezogen werden muss.

Bis auf diese Arbeit gibt es aber keine zusammenhangende physiologische Untersuchung
aller 14 RCARs, bei welcher der Einfluss der ektopischen RCAR-Expression auf die Keimung,

die Wurzelelongation und die Stomata-Apertur analysiert wurde.
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3.3.1. Inhibierung der Samenkeimung durch ektopische RCAR-Expression

ABA wird u.a. zur Ausbildung der Dormanz und zur Inhibierung der Samenkeimung bendtigt
(Karssen et al. 1983; Koornneef et al. 1989; Bewley 1997). Sind die Umgebungsbedingungen
zur Samenkeimung nicht ausreichend, wird die Dormanz durch den endogenen ABA-Gehalt
und der Regulierung der Genexpression weiterhin aufrechtgehalten, was in der Inhibierung
der Keimung resultiert und das Uberleben des Keimlings gewihrleistet (Karssen et al. 1983;
Koornneef et al. 1989; Okamoto et al. 2010). Das die ektopische Expression von RCAR1 (Ma
et al. 2009), RCAR4/5 (Lim and Lee 2015) und RCARS8 (Santiago et al. 2009b) in einer ABA-
hypersensitiven Inhibierung der Samenkeimung resultiert, wurde bereits gezeigt. Zusatzlich
wurde fiir multiple rcar-Knockoutlinien (rcarl bis 3, rcar8 bis 12 und rcarl4) eine ABA-
Insensitivitdt wahrend der Samenkeimung nachgewiesen (Gonzalez-Guzman et al. 2012;
Antoni et al. 2013). Eine Untersuchung mit allen 14 RCARs gibt es bislang nur in dieser
Arbeit.

Hierfir wurden Arabidopsis-Linien generiert, welche die einzelnen RCARs ektopisch
exprimieren, und anschlieRend beziglich ihres Keimungsverhaltens durch exogene ABA-
Zugabe analysiert (Abb. 2-19 und Abb. 5-5). Dabei wurde fiir alle untersuchten RCAR-
Uberexpressionslinien eine ABA-Hypersensitivitdt in der Inhibierung der Samenkeimung
ermittelt, mit Ausnahme der Linie OE RCAR6-3, fiir die kein Unterschied zur Wildtypkontrolle
nachgewiesen wurde, obwohl fiir diese Linie eine tiber 1000-fach hohere RCAR6-Expression
verglichen zum Wildtyp detektiert wurde (Abb. 2-18). Neben der allgemeinen ABA-
Hypersensitivitat wurde fiir die untersuchten OE RCAR-Linien ein Unterschied in der
Intensitdt der Keimungsinhibierung festgestellt. Die effektivste Inhibierung der
Samenkeimung wurde fiir die Uberexpressionslinien der Unterfamilie | RCARs festgestellt,
mit Ausnahme von RCARS3. Fir diese transgenen Linien wurde bereits im nanomalen ABA-
Bereich eine wirksame Inhibierung der Keimung beobachtet (Abb. 2-19A) und bestatigen die
Befunde von Ma et al. (2009) fiir OE RCAR1 bzw. von Lim and Lee (2015) fiir OE RCARA4. Die
ektopische Expression der Unterfamilie 1l RCARs ebenso wie fiir RCAR3 und RCAR13
resultierte in einer moderarten Inhibierung der Samenkeimung. Die restlichen RCAR-
Uberexpressionslinien, also Unterfamilie Ill, fihrten unter Zugabe mikromolarer ABA-

Konzentrationen zu einer Hypersensitivitat (Abb. 2-19D).
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Fiir RCAR3, RCARS8 bis RCAR12 und RCAR14 wurde ein moderates bis starkes Expressionslevel
u.a. in gequollenen Samen detektiert (Nakabayashi et al. 2005; Winter et al. 2007).
Zusatzlich wurde fir die ektopische Expression dieser RCARs, ebenso wie fiir RCAR4 bis
RCAR7, eine ABA-Hypersensitivitat wahrend der Inhibierung der Samenkeimung beobachtet
(Abb. 2-19). Die Dormanz wird durch endogenes ABA aufrechterhalten (Karssen et al. 1983)
und durch Stratifikation, Licht und Feuchtigkeit gebrochen, worauf die Keimung im
gequollenen Samen induziert wird (Bewley 1997). Sind die Umgebungsbedingungen nicht
ausreichend fir die Samenkeimung, wird die Dormanz aufrechterhalten und die Keimung
inhibiert (Finkelstein et al. 2002). In Anbetracht der nachgewiesenen Expression im
gequollenen Samen und des ermittelten Phanotyps in der ABA-abhangigen Samenkeimung,
konnten RCAR3, RCAR8 bis 12 und RCAR14 biologische Relevanz in der Regulierung der
Samenkeimung besitzen. Bestatigt wird diese Annahme mit der ABA-insensitiven Keimung
von multiplen Knockoutlinien flir RCAR3, RCAR8, RCAR10 bis 12 und RCAR14 (Park et al.
2009; Gonzalez-Guzman et al. 2012). Zu erwahnen ist, dass rcar3 im A. thaliana Okotyp
Wassilevskaja generiert wurde. Des Weiteren wurde nur dann ein ABA-Insensitiver Phanotyp
beobachtet, wenn mind. drei dieser RCARs ausgeschaltet wurden (Park et al. 2009; Gonzalez-
Guzman et al. 2012). Diese Befunde lassen auf redundante Funktionen dieser RCARs
wahrend der Inhibierung der Samenkeimung schlieRen. Interessant ist auch, dass bereits
eine Doppelknockout fiir RCAR7/9 zu einer ABA-insensitiven Samenkeimung fuhrte
verglichen zu den Einzelknockouts, flr die keine Unterschiede zur Col-0 Wildtypkontrolle
ermittelt wurden (Abb. 2-16D) (Fuchs et al. 2014). Wurden diese Einzelknockouts mit rcar8
und/oder rcar10 kombiniert, wurde keine ABA-Insensitivitat beobachtet (Abb. 5-3A und B),
wahrend eine Kombination aus z.B. rcar8 x rcar10 x rcar11 in einem Insensitiven Phanotyp in
der Samenkeimung resultierte (Gonzalez-Guzman et al. 2012). Dementsprechend kénnten
RCAR7 und RCAR9 redundante Funktionen in diesem Entwicklungsprozess besitzen (Fuchs et
al. 2014), die sich aber von RCAR3, RCAR8, RCAR10 bis 12 bzw. RCAR14 eventuell

unterscheiden.

Um die Samenkeimung ABA-abhédngig zu inhibieren, miissen die daran beteiligten RCARs mit
entsprechenden PP2Cs einen Komplex bilden, der wiederum durch die ABA-Bindung
stabilisiert wird (Cutler et al. 2010; Raghavendra et al. 2010; Miyakawa et al. 2013; Dupeux
et al. 2011a).
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Von den neun PP2Cs wurde fiir ABI1, HAB2 und PP2CA ein moderates Transkriptlevel in
gequollenen Samen nachgewiesen verglichen zu den restlichen PP2Cs, fiir die eine schwache
bis nicht detektierbare Expression ermittelt wurde (Nakabayashi et al. 2005; Winter et al.
2007). Im trockenen Samen werden alle neun PP2Cs moderat bis stark expimiert
(Nakabayashi et al. 2005; Winter et al. 2007). Fir die Funktionsverlustmutanten pp2ca-1
(Yoshida et al. 2006b; Kuhn et al. 2006), ahg1-1 (Nishimura et al. 2007), abil-2 und habl-1
(Saez et al. 2006) liel’ sich ein ABA-hypersensitiven Phdnotyp in der Keimung beobachten. Im
Gegensatz dazu, wurden fir die Funktionsverlustmutanten hail-1 (Antoni et al. 2012), hai2-
1, hai3-1 (Bhaskara et al. 2012) und abi2-2 (Rubio et al. 2009) keine Unterschiede zur
Kontrolle festgestellt. Vergleichbar zu den RCARs, erzeugen Doppel- und Dreifachknockouts
aus habl-1, abil-2, abi2-2 und pp2ca-1 eine effektivere ABA-Hypersensitivitat in der
Keimung (Saez et al. 2006; Rubio et al. 2009; Antoni et al. 2012) verglichen zu verschiedenen
Knockoutkombinationen aus hail-2, hai2-2 und hai3-1, welche in einer ABA-Insensitivitat
resutlieren (Bhaskara et al. 2012). Diese Befunde und die erhdohten Genexpression von ABI1,
HAB2 bzw. PP2CA/AHG3 im gequollenen Samen lassen auf dominante Uberlappende
Funktionen in der Aktivierung der Samenkeimung vermuten, wahrend ABI2, HAB1 und AHG1

eher eine Rolle in der Brechung der Dormanz besitzen kdnnten.

Mit Hilfe der hier durchgefiihrten Untersuchung der RCAR-PP2C Kombinatorik in Arabidopsis
Protoplasten wurden potentielle Kombinationen identifiziert (Abb. 3-1A), welche an der
Regulierung der Samenkeimung tatsachlich beteiligt sein konnten (Abb. 3-12). Um die
Samenkeimung in Gegenwart von ABA zu inhibieren, kénnte eine Hemmung der
Phosphataseaktivitat von ABI1, HAB1/2 bzw. PP2CA durch RCAR3, RCAR8, RCAR9 und/oder
RCAR10 im nanomolaren ABA-Bereich induziert werden bzw. durch RCAR11, RCAR12
und/oder RCAR14 im mikromolaren Bereich. HAB2 bzw. PP2CA konnten in diesem
Entwicklungsprozess zusatzlich mit RCAR7 einen terndren Komplex bilden, der letztendlich in

der Blockierung der Samenkeimung resultieren wiirde.

Da im trockenen Samen ein endogener ABA-Gehalt von ~30 nM ermittelt wurde, welcher
nach 24h quellen auf 5-10 nM verringert wurde (Kushiro et al. 2004), kdnnten die monomere
RCAR3, RCARS8, RCAR9 und RCAR10 durch kurzfristigen Trockenstress aktiviert werden und
die Samenkeimung inhibieren, wahrend die dimere RCAR11, RCAR12 bzw. RCAR14
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redundante Funktionen unter starken bzw. langanhaltenden Trockenstress besitzen konnten

bzw. aktiviert werden (Abb. 3-12).

Fir die Uberexpressionslinien von RCAR4 bis RCAR6 wurde ein ABA-hypersensitiver
Phdnotyp in der Keimung beobachtet, aber es kann keine eindeutige Aussage dariiber
getroffen werden, ob diese RCARs eine biologische Relevanz in der Regulierung der
Samenkeimung besitzen. Zum einen sind weder Genexpressionsdaten jener RCARs in diesem
Entwicklungsstadium vorhanden noch wurden entsprechenden Funktionsverlustmutanten
untersucht. Da in Arabidopsis Protoplasten eine Regulierung von ABI1, HAB2 bzw. PP2CA
durch diese RCARs bestdtigt wurde (Abb. 3-1A), wéaren die Voraussetzungen fir eine
biologische Funktion dieser ABA-Rezeptorkomplexe in der Regulierung der Samenkeimung

denkbar (Abb. 3-12).
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Abb. 3-12 Modell zur ABA-abhangigen Inhibierung der Samenkeimung.

(A) Vereinfachtes Modell fiir die Regulierung der ABA-Antwort wahrend der Samenkeimung nach Raghavendra
et al. (2010). Die ABA-Bindung an das RCAR ermdglicht die Komplexformierung mit einer PP2C, wodurch die
inhibierte SNRK2 aus der Dephosphorylierung entlassen wird und nachgeschaltete Transkriptionsfaktoren
regulieren kann. Die aktivierten Transkriptionsfaktoren binden an ABREs und regulieren die Expression
samenspezifischer Gene, sodass die Samenkeimung inhibiert wird (Finkelstein 2013). (B) In Betracht kommende
ABA-Rezeptor-Komplexkombinationen, die an der Regulierung der Samenkeimung beteiligt sein kénnten. Die
biologische Relevanz von RCAR4 bis RCAR6 bleibt dagegen offen.

Obwohl fiir die ektopische Expression von RCAR1, RCAR2 und RCAR13 eine vergleichbare
ABA-Hypersensitivitdt in der Keimung nachgewiesen wurde, ist eine biologische Funktion in
diesem Entwicklungsprozess der Keimungsinhibierung eher unwahrscheinlich. Fiir diese drei

RCARs wurde in gequollenen Samen ein schwaches Transkriptionslevel nachgewiesen, und
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im trockenen Samen wurde fiir RCAR1 und RCAR2 eine erhohte Expression detektiert
(Nakabayashi et al. 2005; Winter et al. 2007). In Folge der in vivo und in vitro Regulierung
von AHG1 durch RCAR1 kdnnte aber eine Regulierung der Dormanz fir diesen ABA-

Rezeptorkomplex in Betracht gezogen werden.

3.3.2. Redundante Regulierung des Wurzelwachstums

Zuziglich zur Regulierung der Samenreife, Dormanz und Keimung (Zeevaart and Creelman
1988; Holdsworth et al. 1999; Bewley 1997) ist ABA auch an der Regulierung der
Wourzelelongation beteiligt (Spollen et al. 2000; Himmelbach et al. 1998). Neben der
inhibitorischen Wirkung von ABA auf das Wurzelwachstum, wurde auch eine Induktion der
Wourzelelongation unter Zugabe nanomolarer ABA-Konzentrationen beschrieben (Zeevaart

and Creelman 1988).

Die ektopische Expression von RCAR1, RCAR2, RCAR3, RCAR11 und RCAR12 resultierte im
mikromolaren ABA-Bereich in einer wirksamen Inhibierung des Wurzelwachstums (Abb.
2-21A und D). Demgegeniber wurde im nanomolaren ABA-Bereich fir die
Uberexpressionslinien von RCAR4, RCAR8 bis RCAR10 ein vergleichbarer Effekt beobachtet
(Abb. 2-21A und C). Die detektierte ABA-Hypersensitivitat in der Wurzelelongation wurde in
dieser Arbeit fiir die ektopische Expression von RCAR1 (Ma et al. 2009), RCAR4 (Lim and Lee
2015) bzw. RCARS8 (Santiago et al. 2009b) und RCAR10 (Pizzio et al. 2013) bestatigt.
Vergleichbar zur Keimungsuntersuchung, wurden Unterschiede in der Effizienz der
Wurzelwachstumsinhibierung festgestellt. Fiir die ektopische Expression von RCAR4 wurde
die wirksamste Wurzelwachstumsinhibierung (mind. 60 %) in Gegenwart nanomolarer
Menge an exogener ABA nachgewiesen. Dementsprechend kdnnte es sich bei RCAR4 um den
effektivsten ABA-Rezeptor handeln, welcher die hochste ABA-Affinitdt besitzt (Hao et al.
2011) und bereits in Gegenwart nanomolarer ABA-Konzentrationen die Signaltransduktion

effektiv regulieren kann.

Zwar wurde fiir die meisten RCAR-Uberexpressionslinien eine ABA-Hypersensitivitit im
Wurzelwachstum beobachtet, aber fiir rcar-Einzelknockouts konnte ein vergleichbarer Effekt
nicht bestatigt werden (Antoni et al. 2013; Fuchs et al. 2014). Nur das Ausschalten mehrerer
RCARs (3, 8, 10 bis 12 und 14) resultiert in einer ABA-insensitiven Wurzelelongation und je

mehr dieser RCARs ausgeschalten werden, um so insensitiver reagiert das Wurzelwachstum
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auf exogene ABA-Exposition (Gonzalez-Guzman et al. 2012; Antoni et al. 2013). Dass diese
RCARs redundante Funktionen in der Inhibierung des Wurzelwachstums besitzen kdnnten,
wird von der Promotorinduzierten GUS-Expression dieser RCARs unterstltz, die in
Arabidopsis-Wurzel detektiert wurden (Gonzalez-Guzman et al. 2012). Zuséatzlich wurde die
Lokalisation von RCAR12 im Cytosol und Nucleus von Wurzelzellen bestatigt (Abb. 2-24 und
Abb. 2-26D). Auch fir RCAR1, RCAR2 und RCAR9 wurde, zusatzlich zu diesen RCARs, eine
erhohte Transkriptmenge in Keimlingswurzeln und/oder Wurzeln von 17 Tage alten
Arabidopsis detektiert (Schmid et al. 2005; Winter et al. 2007), sodass eine biologische

Relevanz in der Regulierung des Wurzelwachstums nicht ausgeschlossen werden kann.

Fir ABI1, HAB2 und PP2CA wurde in Keimlingswurzeln und in Wurzeln von 17 Tage alten
Pflanzen eine erhdhte Expression nachgewiesen. Ein schwaches Transkriptlevel wurde fir
die restlichen PP2Cs detektiert (Schmid et al. 2005; Winter et al. 2007). Die
Funktionsverlustmutanten pp2ca-1 bzw. pp2ca-2 resultieren in einem ABA-hypersensitiven
Phanotyp im Wurzelwachstum (Kuhn et al. 2006), wogegen fiir andere pp2c Einzelknockouts
keine Unterschiede zur Wildtypkontrolle beobachtet wurden (Rubio et al. 2009; Bhaskara et
al. 2012; Antoni et al. 2012). Werden diese einzelnen Funktionsverlustmutanten miteinander
kombiniert (habl-1, abil-2, abi2-2, pp2ca-1, hail-1, hai2-1 bzw. hai3-1), fihren diese
multiplen Knockouts zu einer ABA-hypersensitiven Wurzelelongation (Rubio et al. 2009;
Bhaskara et al. 2012; Antoni et al. 2012).Die abil-1, abi2-1 und hab1°%*® Mutanten
resultierten dagegen in einem ABA-insensitiven Wurzelwachstum (Gosti et al. 1999; Saez et
al. 2004; Saez et al. 2006), infolge ihres Aminosdureaustausches in der katalytischen
Domane, der eine Komplexbildung mit RCARs verhindert (Ma et al. 2009). Demgegenliber
fihrte die ektopische Expression von HAB1 zu einem ABA-insensitiven Phanotyp im
Wurzelwachstum (Saez et al. 2006), aber nicht von PP2CA (Kuhn et al. 2006). In Anbetracht
dieser Befunde besitzt keine PP2C eine spezifische Funktion in der Regulierung der
Wurzelelongation, sondern, vergleichbar zu den RCARs, eher redundante Funktionen,
obwohl einzelne Vertreter nur schwach in der Wurzel exprimiert werden (Schmid et al. 2005;
Winter et al. 2007). Entsprechend der meisten anderen PP2C wurde fir die ahgl-1
Funktionsverlustmutante kein Unterschied zur Wildtypkontrolle im Wurzelwachstum
festgestellt (Nishimura et al. 2004). Anlasslich der starken Expression von AHG1 wahrend der

Embryogenese und im reifen bzw. trockenen Samen und dem anschliefenden Riickgang der
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Transkriptmenge bis acht Tage nach Einsetzen der Blite (Nakabayashi et al. 2005; Nishimura
et al. 2007; Schmid et al. 2005; Winter et al. 2007; Umezawa et al. 2009), wird fiir AHG1 als

einzige PP2C eine biologische Relevanz in der Wurzelwachstumsregulierung ausgeschlossen.

Beriicksichtigt man die bestatigte RCAR-PP2C Komplexe (Abb. 3-1A) und die hier erzielten
Befunde, ergeben sich viele Moglichkeiten von relevanten ABA-Rezeptoren die redundante
Funktionen in der Inhibierung des Wurzelwachstums besitzen kdnnten. Folglich kdnnten
eine Feinregulierung der ABA-Antwort (ber die Expression bzw. die Aktivierung der
entsprechenden RCARs erfolgen. RCARs mit einer hohen Affinitdt gegenliber ABA (z.B.
RCAR1 (Ma et al. 2009), RCAR3 (Szostkiewicz et al. 2010), RCAR4 (Hao et al. 2011), RCAR8
(Santiago et al. 2009b)) kénnten demnach infolge von entwicklungsspezifischen Prozessen
oder durch leichten bzw. milden Trockenstress aktiviert werden. Im Gegensatz dazu,
konnten RCARs mit schlechtere ABA-Affinitdt (z.B. RCAR12 (Miyazono et al. 2009), RCAR14
(Yin et al. 2009)) eher durch starken oder langanhaltenden Trockenstress aktiviert werden
und spezifische PP2Cs regulieren, um das Wurzelwachstum zu inhibieren. Eher fraglich
erscheint die biologische Relevanz von RCAR7 in diesem Prozess, da weder fir die
Uberexpressionslinien noch fiir die untersuchten Knockoutkombinationen mit rcar8 bis

rcar10 ein ABA-abhangiger Phanotyp ermittelt werden konnte.

Das Wurzelwachstum wird durch nanomolare ABA-Konzentrationen geférdert (Finkelstein
2013), indem ABA die Differenzierung der Wurzelmeristem-Stammzellen unterdrickt, dass in
der Inhibierung des Seitenwurzelwachstums und in einem kontinuierlichen Langenwachstum
der Wurzel resultiert (Zhang et al. 2010). Unter endogenen ABA-Gehalt fiihrte die ektopische
Expression von RCAR1, RCAR5, RCAR9, RCAR10 und RCAR13 zu einer langeren Primarwurzel
verglichen zur Wildtypkontrolle (Abb. 2-20). Vergleichbares wurde fir die
Funktionsverlustmutanten hai2-1 und hai3-1 ermittelt (Bhaskara et al. 2012). Im Gegensatz
dazu, resultieren die Knockoutkombinationen hab1-1 x abil-2 x pp2ca-1 und habl-1 x abil-
2 x abi2-2 in einem verkiirzten Wurzelwachstum verglichen zur Wildtypkontrolle, wahrend
fur die entsprechenden Einzel- oder Doppelknockouts keine Unterschiede zur Kontrolle
aufweisen (Rubio et al. 2009; Rodrigues et al. 2009). Dass diese PP2Cs in Koexpression mit

RCAR1, RCAR5 bzw. RCAR9 die ABA-Antwort aktivieren kdnnen, wurde in dieser Arbeit
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bestatigt (Abb. 3-1A), folglich ware eine biologische Funktion dieser ABA-Rezeptorkomplexe

in der Stimulierung des Wurzelwachstums tatsachlich moglich (Abb. 3-13).
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Abb. 3-13 Modell zur Stimulierung des Wurzelwachstums.

(A) Vereinfachtes Modell zur Stimulierung des Wurzelwachstums in Gegenwart nanomolarer ABA-
Konzentrationen nach Raghavendra et al. (2010). Die ABA-Bindung an das RCAR ermoglicht die
Komplexformierung mit einer PP2C, wodurch die inhibierte SnRK2 aus der Dephosphorylierung entlassen wird
und nachgeschaltete Transkriptionsfaktoren regulieren kann. Die aktivierten Transkriptionsfaktoren binden an
ABREs und regulieren die Expression wurzelspezifischer Gene, sodass die Differenzierung der Wurzelmeristem-
Stammzellen unterdriickt und das Langenwachstum der Primarwurzel stimuliert wird (Finkelstein 2013). (B) In
Betracht kommende ABA-Rezeptor-Komplexkombinationen, die an der Stimulierung des Wurzelwachstums in
Gegenwart nanomolarer ABA-Konzentrationen beteiligt sein konnten.

3.3.3. RCAR-vermittelte Regulierung der Stomata-Apertur

ABA induziert, als Reaktion auf Trockenstress, das SchlieRen der Stomata, was die Reduktion
der Transpiration zur Folge hat (Schroeder et al. 2001; MacRobbie 1998; Christmann et al.

2005) und letztendlich in einer erhdhten Oberflachentemperatur resultiert (Wall et al. 2001).

Eine solche erhohte Blattoberflichentemperatur wurde in dieser Studie fir die
Uberexpressionslinien von RCAR1, RCAR6, RCAR8 und RCAR10 verglichen zum Wildtyp
beobachtet (Abb. 2-22). Im Durchschnitte wurde hierbei eine 0,5 bis 1,5°C hohere
Blatttemperatur im Vergleich zur Col-0 Kontrolle registriert. Die Erhéhung der
Blattoberfliche bzw. die Minderung der Transpirationskiihlung steht im direkten
Zusammenhang mit einer Reduktion der Stomata-Konduktanz (Gasaustausch, g;) (Wall et al.
2001). Des Weiteren wurde eine niedrige gs mit einer kleineren Stomata-Apertur in
Verbindung gebracht (Gonzalez-Guzman et al. 2012), da fiir multiple Knockoutlinien von

rcar3, rcar8, rcarl0 bis rcarl2 und rcarl4 eine hdhere g; und gleichzeitig auch groRere
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Stomata-Offnungen verglichen zur Wildtypkontrolle nachgewiesen wurden (Gonzalez-
Guzman et al. 2012; Merilo et al. 2013). Dementsprechend kénnte die ektopische Expression
von RCAR1, RCAR6, RCAR8 und RCAR10 verkleinerte Stomata-Aperturen zur Folge haben, die
in einer verminderten g und Transpirationskiihlung resultieren und somit zu einer héheren
Blattoberflachentemperatur fihren. Bestatigt wird diese Vermutung mit der niedrigen g, der
Uberexpressionslinien von RCAR6 und OE RCAR10 (Yang, unverdffentlicht). Fiir alle anderen
transgenen RCAR-Linien wurden keine Unterschiede zur Wildtypkontrolle in der

Blattoberflachentemperatur festgestellt (Abb. 2-22).

Eine erhohte Oberflachentemperatur als Konsequenz einer reduzierten
Transpirationskiihlung und Stomata-Konduktanz (Wall et al. 2001) steht im direkten
Zusammenhang mit einer verminderten CO,-Aufnahme und einer Reduktion der
Photosynthese, das schliefllich zu einem verringerten vegetativen Wachstum fihrt (Cutler et
al. 2010; Fujii and Zhu 2009). Damit im Einklang wurde fir die RCAR8- und RCAR10-
Uberexpressionslinien eine deutlich kleiner Blattrosette im Vergleich zur Wildtypkontrolle
ermittelt, ebenso wie fiir OE RCAR4 und OE RCAR9 (Pizzio et al. 2013; Yang,
unveroffentlicht). Die ektopische Expression von RCAR1, RCAR2, RCAR5 bis RCAR7 und
RCAR11 bis RCAR13 resultierte in einer marginalen Reduktion der BlattrosettengréRe. Ein
moderates bis starkes Transkriptlevel und Promotorinduzierte GUS-Expression wurde fir
RCAR1, RCAR3 und RCARS bis RCAR14 in SchlielRzellen detektiert (Yang et al. 2008; Gonzalez-
Guzman et al. 2012). Zusatzlich konnte RCAR12 im Cytosol und Zellkern von SchliefSzellen
lokalisiert werden (Abb. 2-26A). Dariber hinaus wurde fiir multiple Knockoutlinien aus
diesen RCARs eine héhere Stomata-Konduktanz und groBere Stomata-Aperturen verglichen
zur Wildtypkontrolle ermittelt (Gonzalez-Guzman et al. 2012; Merilo et al. 2013; Yin et al.
2013). Auf Grund dieser Befunde kdnnten vor allem RCAR8 und RCAR10 dominante
Funktionen in der Regulation der Transpirationskiihlung Ubernehmen, wahrend die

restlichen RCARs in diesem Prozess eher redundante Funktionen besitzen.

Von den PP2Cs wurde fur ABI1/2, HAB1/2 und PP2CA eine moderate Expression in den
SchlieRzellen detektiert (Yang et al. 2008). Der Aminosaureaustausch in der katalytischen

Domaéne von abil-1 bzw. abi2-1 fihrte (Leung et al. 1994; Rodriguez et al. 1998a), neben
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einer ABA-insensitiven Samenkeimung und Wourzelelongation (Koornneef et al. 1984;
Finkelstein and Somerville 1990; Leung et al. 1997), auch zu vergroBerten Stomata-
Aperturen und zu einer kihleren Blattoberflaichentemperatur bzw. mehr Wasserverlust im
Vergleich zur Wildtypkontrolle (Leung et al. 1997; Merlot et al. 2001), infolge der
konstitutiven Inhibierung der SnRK2s (Ma et al. 2009). Multiple Funktionsverlustmutanten
flr abil-2, abi2-2, habl-1 und pp2ca-1 resultieren in kleineren Stomata-Aperturen und in
einer Reduktion der Stomata-Konduktanz (Rubio et al. 2009; Merilo et al. 2013).
Einzelknockouts und Doppelknockouts dieser Mutanten zeigen keine Unterschiede zur
Wildtypkontrolle (Kuhn et al. 2006; Saez et al. 2006), sodass diese vier PP2Cs wahrscheinlich

redundante Funktionen in der Regulierung der Transpirationskihlung besitzen.

In Koexpression mit ABI1/2, HAB1/2 bzw. PP2CA wurden fir alle RCARs eine Regulierung der
ABA-Antwort in Protoplasten bestétigt (Abb. 3-1A). Dementsprechend ware es moglich, dass
diese ABA-Rezeptorkomplexe an der Regulierung der Transpirationskihlung bzw. Stomata-
Konduktanz beteiligt sein kénnten. Es sollte aber beachtet werden, dass die transiente
Analyse in Protoplasten nur Hinweise auf mogliche RCAR-PP2C Kombinationen gibt, welche
die ABA-abhdngige Genexpression induzieren konnen. Ob diese identifizierten ABA-
Rezeptorkomplexe auch lonenkanale in SchlieRzellen regulieren kénnen und letztendlich die

Stomata-Apertur beeinflussen, bleibt allerdings offen.
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4. Material und Methoden

4.1. Materialien

4.1.1. Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien und Losungsmittel wurden, sofern nicht anders angegeben,
von Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Miinchen, Deutschland), Carl Roth GmbH & Co. KG
(Karlsruhe, Deutschland) und Lehle Seeds (Round Rock, Texas, USA) bezogen. Die
molekularbiologischen Kits stammen von Thermo Analytik Jena AG (Jena, Deutschland),

Macherey-Nagel GmbH & Co. KG (Diiren, Deutschland) und Genomed (L6hne, Deutschland).

4.1.2. Gerate

Tab. 1 Verwendete Gerdte

Gerat Modell Hersteller
Elektrophorese EPS 200 Pharmacia Biotech
Elektroporationssystem Eporator Eppendorf
UV 312 nm Bachhofer
Geldoc UV System Doc-It uvp
P91D Mitsubishi
Gelelektrophorese E844 Consort
Homogenisator Tissue Lyserll Qiagen
WTB Brutschrank Binder
Inkubator Thermoshaker Gerhardt
ES-20 Peqlab

Kippschittler

Rotor Shaker Genie

Scientific Industries

Luminometer CHAMELEON Plate HIDEX
Magnetriihrer Stuart-VWR Bibby
Mikroplattenleser Synergy 2 Biotek

Stemi SV11 Zeiss
Mikroskop

HBO 50 Axioskop Zeiss
Mikrowelle MC-9287UR LG
NanoDrop Photometer NanoPhotometer 7122 Implen
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V1.4

T-Gradient Biometra
PCR Cycler

C1000 Thermal Cycler Biorad
PCR Detection System CFX 96 Real Time System Biorad
Peristaltikpumpe REGLO ICC Ismatec
pH Meter pH 526 WTW
Photometer Ultrospec 2000 UV Pharmacia Biotech
Rundschuttler Rotamax 120 Heidolph
SDS-PAGE System Mini Protean Tetra System |BioRad
Sterilbank Laminar Flow Workstation | Microflow
Thermomixer Thermomixer comfort Eppendorf
Ultraschall-

Sonopuls Bandelin
Homogenisator
Vakuumpumpe Membran-VP Vacuubrand
Vortexer MS3 basic IKA

BP 3100 S Sartorius
Waage

BP 110S Sartorius

Avanti J-25 Beckmann Coulter

Typ 5424 Eppendorf
Zentrifuge

Typ 5424R Eppendorf

Universal 16 Hettich
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4.1.3. Software

Fiir alle in silico Analysen wurden folgende Programme und online zur Verfiigung stehende

Software verwendet:

e TAIR
https://www.arabidopsis.org/
(Ermittlung von DNA Sequenzen)

e Arabidopsis eFP Browser
http://bar.utoronto.ca/efp_arabidopsis/cgi-bin/efpWeb.cgi
(Ermittlung von Genexpressionsdaten)

e BLAST
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
(Homologie-Vergleich von Nukleotid- und Aminosauresequenzen)

e Clustal Omega
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/

(Aminosaure Alignment)

e RCSB PDB
http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do
(Kristallstrukturen von Proteinen)

e Primer3Plus
http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi/
(Primerdesign)

e Gentle, Vector NTI (Invitrogen)

(Alignments, Ubersetzung der DANN in Aminosiduresequenz, Generierung von
Vektorkarten)

e Imagel

http://imagej.nih.gov/ij/
(Ausmessen des Wurzelwachstums)

e FV10-ASW Version 04.00.02.09 (Olympus)
(Bearbeitung der Mikroskopie-Bilder)

e PyMOL
https://www.pymol.org/

(Bearbeitung der Kristallstruktur von Proteinen)

118



Material & Methoden

e MEGA®6

http://www.megasoftware.net/

(Erstellen von phylogenetischen Bdumen)

e ACD/ChemSketch (Freeware) 2015 (www.acdlabs.com)

(Erstellung von chemischen Strukturen)

e Statistik - Excel

(T.Test zweier Stichproben mit unterschiedlicher Varianz, Konfidenzintervall)

4.1.4. Verwendete Organismen und ihre Kultivierung

Tab. 2 Escherichia coli Stamme

Stamm Genotyp Resistenz # Quelle
F, ¢80dlaczZAM15A (lacZYA-
argF)uU169 deoR recAl endAl Invitrogen
DH5a keine 3334
hsdR17(ri, m¢’) phoA supE44 A- thi- (Karlsruhe)
1 gyrA96, relAl
recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17
Stratagene
XL1blue supE44 relAl lac [F* proAB laclgZ | Tetracyclin 3340
(Heidelberg)
M15 Tn10(Tetr)]
Promega
F' ompT hsdSg (rg, mg)
BL21 (E3) keine 4481 | (Fitchburg,
galdcmrnel131 (DE3)
USA)
Merck
FF ompT hsdSg (rs, mg) galdcm Millipore
Rosetta plLys Q Camalexin 2470
(DE3) pLysSRARE (Cam”) (Billerica,
USA)

119




Material & Methoden

Tab. 3 Agrobacterium tumefaciens Stamme

Stamm Genotyp Resistenz # Quelle
Gentamycin
Csaba Koncz
C58 GV3101 | Ti Plasmid pMP90/ pSOUP Tetracyclin 625
(MPI1 K6ln)
Rifampicin
Gentamycin Csaba Koncz
C58 GV3101 | Ti Plasmid pMP90 845
Rifampicin (MPI Koln)

Die Kultivierung von E. coli erfolgte in flissigem LB-Medium bzw. auf LB-Agarplatten bei

37 °C. Die Flussigkulturen wurden im Schiittler bei 200 rpm und 37 °C angezogen.

Fiir die Proteinexpression wurden E. coli in flissigem TB-Medium {iber Nacht bei 18 °C und

200 rpm angezogen.

Die Anzucht von A. tumefaciens erfolgte in flissigem LB-Medium im Schittler bei 200 rpm

bzw. auf LB-Agarplatten bei 30 °C.

LB-Medium
Hefeextrakt
Pepton
NacCl

[g/1]
5

10
10

Agar (nur fur Festmedium) 15

pH = 7,0 mit NaOH einstellen, autoklavieren

TB-Medium
Hefeextrakt

Pepton

87% Glycerin 4 ml

10 x Phosphatpuffer [g/ ]
94
22

Autoklavieren, nach Abkihlen Zugabe von Phosphatpuffer.
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Die Transformanten wurden mit Antibiotika im Nahrmedium selektiert (Tab. 4). Die

jeweiligen Antibiotika wurden zum LB-Medium hinzugegeben, nachdem es auf ca. 60 °C

abgekiihlt ist.

Tab. 4 Antibiotika und Konzentration im Nahrmedium

Antibiotikum Konzentration [ul/ ml] | Stamml6ésung [mg/ ml]
Ampicillin 100 100, in sterilem mQ H,0
Gentamycin 25 25, in sterilem mQ H,0
Kanamycin 50 50, in sterilem mQ H,0
Rifampicin 25 25, in 100 % EtOH
Tetracyclin 25 25, in sterilem mQ H,0

Die Aufbewahrung der verwendeten E. coli sowie A.tumefaciens Stamme erfolgte in

sterilem 87 % (v/ v) Glycerin (500 pl Glycerin und 500 pl Fliissigkultur) bei - 80°C.

Tab. 5 Hefestamm

Stamm Genotyp

# Quelle

AH109 LYS2::GAL1UAS-GALITATA-HIS3,

MATa, trp1-109, leu2-3, 112, ura3-52,
his3-200, gal4A, gal80A,

GAL2AS-GAL2TATA-ADE2,
URA::MEL1UAS-MEL1TATA-lacZ

Clontech Matchmaker-
3332
System

Die Kultivierung der verwendeten Hefen erfolgte im flissigen SD- oder YPD-Medium bzw.

auf SD-Agarplatten bei 30 °C. Die Flussigkulturen wurden im Schittler bei 200 rpm

angezogen.

SD-Medium

Makrosalze (10 x), steril

Mikrosalze (1000 x), steril

mQ Hzo

100 ml/ |
1ml/l

800 ml/ |
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Agar (nur fur Festmedium)

pH = 5,8 (KOH)

Nach dem Autoklavieren Medium auf 50 °C abkihlen lassen und folgendes hinzufligen:

Dropout-Lésung (10 x), steril
Supplement (100 x), steril
Glucose (40 %), steril

1000 x Mikrosalze fiir SD [mg/ 11
Biotin 2

Pantothensaure Calciumsalz 400

Folsdure 20
Myo-Inositol 2000
Nicotinsaure 400
p-Aminobenzolsaure 200
Pyridoxinhydrochlorid 400
Riboflavin 200
Thiamin HCI 400
Borsaure 500
Kupfersulfat 40
Kaliumiodid 100
Eisen-lI-chlorid 200
Mangansulfat 400
Natriummolybdan 200
Zinksulfat 400

100 ml/ |
10 ml/ |
50 ml/ |

10 x Makrosalze fiir SD
Kaliumhydrogenphosphat
Magnesiumsulfat Heptahydrat
Natriumchlorid

Calciumchlorid Anhydrat

Ammoniumsulfat

Die Mikrosalze werden in Aliquotes bei - 20°C gelagert.

10 x Dropout Losung [mg /1]
L-Adenin Hemisulfatsalz 200

L-Arginin HCI 200
L-Isoleucin 300
L-Lysin HCI 300
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Supplement Lésung
Histidin-Supplement (100 x)
Leucin-Supplement (100 x)
Tryptophan-Supplement (100 x)

[g/ 1]
10
10,24

50

(g /1]
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L-Methionin 200
L-Phenylalanin 500
L-Threonin 2000
L-Tyrosin 300
L-Uracil 200
L-Valin 1500
YPD [g/ 1]
Pepton 20
Hefeextrakt 10
mQ H,0 950 ml
Agar (fur Festmedium) 20

Nach dem Autoklavieren werden 50 ml Glucose (40 %) hinzugegeben.

Die Selektion transformierter Hefen in fllissigem bzw. festem SD-Medium erfolgte,
entsprechend der Plasmid Eigenschaften (Mangel an Aminosauren), mittels verschiedener

Supplement Lésungen.

4.1.5. Verwendetes Pflanzenmaterial und ihre Kultivierung

In dieser Arbeit wurde mit den Modellpflanzen Arabidopsis thaliana und Nicotiana

benthamiana (Wildtyp) gearbeitet.

Von A. thaliana wurde der Okotypen Columbia (Col-0) sowie die in diesem Okotyp generierte
Mutante aba2-1, Einzelknockouts fiir RCAR7 und RCAR9, die Doppelknockouts rcar7x9,
rcar7x10 bzw. rcar8x9 und die Triple Knockouts fiir rcar7x8x9 bzw. rcar7x8x10 verwendet.
Diese Pflanzen dienten als Material fir RNA Extraktion, Generierung von Protoplasten,
physiologische Untersuchungen und wurden fiir stabile Pflanzentransformation verwendet.
Der Okotyp Col-0 ist (iber das Arabidopsis Biological Resource Center in Ohio, USA, erhiltlich,
die aba2-1 Mutante wurde vom Nottingham Arabidopsis Stock Center bezogen ebenso wie
die Einzelknockouts fiir RCAR7 (SALK 071488), RCAR8 (SM 3.3493), RCAR9 (SM 3.17321) und
RCAR10 (SAIL 517C08). Die Doppel- und Triple Knockoutlinien wurde durch Kreuzen der
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Elternpflanzen durch Johanna Berger (ehemalige TA am Lehrstuhl fiir Botanik) generiert und

auf Homozygotie selektiert.

Die Anzucht von A. thaliana und N. benthamiana erfolgte in Topfen, mit einer Perlit-
Einheitserde-Mischung (Typ 7), in Phytokammern (Conviron, Kanada) unter
Langtagbedingungen von 16 h mit Licht (~ 180 pE x m? x s, 22°C, 65 % Luftfeuchtigkeit) und
fir 8 h in Dunkelheit (17°C, 75 % Luftfeuchtigkeit). Unter diesen Bedingungen lag die

Generationszeit fur A. thaliana bei 6 bis 8 Wochen.

Fir sterile Kultivierung von A. thaliana wurden die Samen sterilisiert und auf MS-Agarplatten
ausgebracht. Zur Brechung der Dormanz wurden die Samen fiir 48 h bei 4 °C stratifiziert. Die
Keimung erfolgte im Zellkulturraum unter konstanten Lichtbedingungen (60 HE x m™2x s™)

bei 22 °C.

4.1.6. Enzyme und Oligonukleotide

Alle eingesetzten Enzyme sowie Puffer und GroéRenstandards wurden von Fermentas
(Thermo Scientific GmbH, Deutschland), New England BioLabs GmbH (Frankfurt am Main,
Deutschland), PEQLAB Biotechnologie GmbH (Erlangen, Deutschland) und Promega GmbH
(Mannheim, Deutschland) verwendet. Alle verwendeten Oligonukleotide wurden von MWG
Eurofins (Ebersberg, Deutschland) bezogen und mit mQH,0 auf eine Stammkonzentration
von 100 uM eingestellt. Die eingesetzten Oligonukleotide konnen dem Anhang (Tab. 15)

entnommen werden.

Fiir die Herstellung der Enzymldsung, zur Protoplastierung, wurde Cellulase Onozuka R10

und Macerozym R10 importiert (Yakult Honsha Co. Ltd., Japan)

4.1.7. Plasmide und Vektoren

Alle in dieser Arbeit verwendeten und generierten Konstrukte konnen dem Anhang
(Verwendete Plasmide) entnommen werden. Sie sind nach der Lehrstuhlinternen
Stammsammlung nummeriert und werden in entsprechenden E. coli oder A. tumefaciens

Stammen bei -80 °C gelagert.
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Der in dieser Arbeit neu klonierter pSK Ascl eGFP:miniSOG Vektor, fiir Lokalisierungsstudien,

wird im Folgenden kurz beschrieben.

4.1.8. Erstellung eines Reportergen fusionierten Vektor-Plasmids

Fiir die Generierung eines geeigneten Reportergen-Konstruktes, zur Lokalisierung der
endogenen RCARs in planta, wurde pmCherry-miniSOG-N1 (Shu et al. 2011), pSK Ascl eGFP
(generiert von Dr. Czap, ehemaliger Lehrstuhlmitarbeiter) und pSK Ascl p35S (Hoffmann
2001) verwendet (Abb. 4-1 und Abb. 4-2).

Die Sequenz von mCherry:miniSOG wurde mit entsprechenden Klonierungsprimern (#1337
und #1338, siehe Anhang Tab. 15) aus dem Ausgangsmaterial amplifiziert, das zuvor von
Frau Dr. Assaad vom Urheber bestellt wurde (Shu et al. 2011). Ein Teil der Multiple Cloning
Site (MCS) von der pmCherry-miniSOG-N1 Ausgangssequenz wurde beibehalten (Abb. 4-2).
Zeitgleich erfolgte die Entfernung des konstitutiv aktiven p35S mit den Restriktionsenzymen
Fsel und Sacl aus dem Vektor pSK Ascl p35S (Hoffmann 2001), um das Vektor-Riickgrat als
Ausgangs-Plasmid weiterverwenden zu kdnnen. Anschlieffend erfolgte die Ligation von
mCherry:miniSOG mit dem Vektor-Riickgrat von pSK Ascl sowie das Einbringen einer neuen
Ascl Schnittstelle in der Position von Fsel mit Hilfe von Oligo-Nukleotiden (#1861 und #1862,
siehe Anhang Tab. 15) (Abb. 4-1). Diese zweite Ascl Schnittstelle wurde bendtigt, um die
pPRCAR::RCAR:Reportergene fusionierte Vektorkassette in ein bindres Vektorsystem zu
klonieren, welches wiederum flr die stabile Transformation in Arabidopsis mit Hilfe von A.

tumefaciens zu einem spateren Zeitpunkt bendtigt wurde.
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f1 origin
v )
Ascl N =
nosT
MCS mcherry R mlnlSOGA Sacl~ #3041 %
= e+ psK (- p35s) |
Fsel Sacl -
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, N
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1 origin 1 origin
’ ¢ 4 ¢ Amp(R)
<
Amp(R)
Ascl e ASCI\
nosT . . nosT #5889
Sacl— | | A'?CI ~ Ollgonulfleotlde» Sacl— pPSK Ascl | |
1 pSK mCherry:miniSOG in die Fsel Schnittstelle N mCherry:miniSOG
miniSOG | a miniSOG PN
9 BsrGI 7T
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Y ' ’ BamHI /\Fsel
Fsel Ascl

Abb. 4-1 Schematische Darstellung fiir die Klonierung von mCherry:miniSOG in pSK Ascl.
Details zur Umklonierung konnen dem Text entnommen werden.

Im nachsten Schritt wurde die mCherry-Sequenz durch die Restriktionsenzyme BamHI und
BsrGl entfernt und durch die eGFP-Sequenz, gekoppelt an einen 10-fach Alanin-Linker,
ersetzt (Abb. 4-2). Das Reportergen mCherry wurde gegen eGFP ausgetauscht, da die
Lokalisation der endogenen RCARs in allen Entwicklungsstadien von transgenen Arabidopsis
Pflanzen untersucht werden sollte und fir einige RCARs ein sehr geringes
Genexpressionslevel postuliert wurde (Schmid et al. 2005; Winter et al. 2007; Kilian et al.
2007). Aus diesem Grund wurde eGFP als Fluoreszenzprotein gewdhlt, da mCherry eine
deutlich geringere Helligkeit und Photostabilitdt aufweist, verglichen zu eGFP (Shaner et al.
2005) und fir die Lokalisation der RCARs in planta ein stark fluoreszierendes Fusionsprotein

bendtigt wird.
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1 origin
¢ Amp(R)
Ala Linker
eGFP ASCIﬂ\
nosT
| E> ‘ } + Sacl pSK Ascl
BamHI BsrGl ' Cherrv:miniSOG T
minisOG (- mCherry:)mini 4
BsrGl—
ORI
Ligation
BamHII\Fsel
Ascl
f1 origin
.
A Amp (R)
Ascl\
nosT #5420 MCS
pSK Ascl eGFP(-Stop):miniSOG " pSK Ascl eGFP::miniSOG
miniSOG y /
.~
ORI s = 5 8 9
R ~ o2 2 8 N
MCS ¢ g & & o =
eGFP (-Stop) 8 o8 3 =z
'l 3 E S E E
| Fsel < &£ &8 & &

Alal0 Linker Ascl

Abb. 4-2 Schematische Darstellung zur Generierung von pSK Ascl eGFP:miniSOG und MCS.
Details zur Umklonierung von pSK Ascl mCherry:miniSOG zu pSK Ascl eGFP:miniSOG kénnen dem Text

entnommen werden.

4.1.9. Generierung der Vektor-Plasmide fiir die RCAR Lokalisation

Fir die Lokalisation aller 14 RCARs in planta wurden 2-3 kbp der jeweiligen putativen
Promotorregion vor dem Startcodon sowie die nachfolgende genomische DNA aus A.
thaliana (Col-0) (siehe Putative Promotorregionen und gDNA der RCARs )mit
entsprechenden Primern amplifiziert (siehe Anhang, Tab. 15). AnschlieRend erfolgte die
Klonierung in den Reportergen-Vektor pSK Ascl eGFP:miniSOG mit Hilfe spezifischer
Restriktionsenzyme, die in der Primer-Sequenz bereits enthalten waren. Nach erfolgreicher
Sequenzierung wurde die pRCAR::RCAR:eGFP:miniSOG Fusionscassette Uber die Ascl
Restriktionsschnittstelle in das bindre Vektorsystem pGreen Ascl BAR (#5238, Tab. 19) bzw.
pBl Ascl BAR (#690) kloniert, mit A. tumefaciens stabil in Arabidopsis transformiert und auf

Homozygotie selektiert
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4.2. Physiologische Methoden

4.2.1. Oberflachensterilisation von Arabidopsis Samen

Fiir die sterile Anzucht von Arabidopsis wurden zunédchst die Samen in ein Reaktionsgefald

uberfuhrt und mit 80% (v/v) EtOH und 0,1% (v/v) Trition X-100 fir 30 min bei RT

geschittelt. AnschlieBend erfolgte die Sterilisation der Samen mit 3 % NaOCI-Losung fiir

3 min. Als nachstes wurden die Samen finf Mal mit autoklaviertem ddH,O unter der

Sterilbank gewaschen und gleichmaRig auf MS-Agarplatten ausgebracht.

MS-Medium [pro Liter] (Murashige and Skoog 1962)

Mikrosalze fir MS (400 x)
Makrosalze fir MS (10 x)
Saccharose

MES

Agar

pH = 5,8 (KOH)

autoklavieren

400 x Mikrosalze fiir MS
Eisen-1I-Sulfat Heptahydrat
Na,EDTA Dihydrat
Kaliumjodid
Magnesium-II-Sulfat H,0
Borsdure

Zinksulfat Heptahydrat
Natrium-Molybdat Dihydrat
Kupfersulfat Pentahydrat

[/ 1]
11,12
14,89
0,3
4,0
1,2
0,8
0,1
0,01

Kobalt-1l-Chlorid Hexahydrat 0,01

2,5 ml
100 ml
10g
lg
9g

10 x Makrosalze fir MS
Ammoniumnitrat

Kaliumnitrat
Kaliumhydrogenphosphat
Calciumchlorid Dihydrat
Magnesiumsulfat Heptahydrat

[/ 1]
16,5
19
1,7
4,4
3,7

Die MS Mikrosalze wurden als Aliquotes bei -20 °C gelagert. Die MS Makrosalze wurden nach

dem Autoklavieren bei RT gelagert.
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Zum autoklavierten und auf 50 °C abgekihlten MS-Medium wurde Abscisinsdure (0,1 bis
30 uM), Antibiotika (25 mg/ ml Kanamycin) oder Glufosinat-Ammoniumsalz (10 mg/ ml)

hinzugegeben. Die bendtigten MS-Platten wurden unmittelbar vor Gebrauch hergestellt.

ABA-Stocklosung: 5 mM 2-cis-4-trans-(+) Abscisinsdure (London Bio Technology, China,

http://www.lomonbio.com) in 10 mM MES in Wasser (pH = 7,0).

4.2.2. Keimungsversuche

Die Untersuchung des Keimungsverhaltens der Arabidopsis Samen erfolgte auf MS-
Agarplatten mit verschiedenen Konzentrationen an ABA (0 bis 5 uM). Arabidopsis Samen,
von gleichem Alter, wurden sterilisiert und einzeln auf die entsprechenden MS-Platten
ausgebraucht. Zur Brechung der Samenruhe erfolgte die Stratifizierung fir 48 h bei 4 °C.
AnschlieBend wurden die Platten mit den Samen waagerecht in den Zellkulturraum gestellt
und unter Dauerlicht (60 uExm'zxs'l) und konstanten 22 °C zum Keimen gebracht. Die
Keimung wurde nach 3 Tagen im Zellkulturraum ausgewertet. Die Keimung wurde als
erfolgreich gewertet, wenn der Durchbruch der Radicula durch die Samenschale sichtbar

war. Pro Arabidopsis Linie und ABA-Konzentration wurden 3 x 30 Samen analysiert.

4.2.3. Wurzelversuche

Das Wurzelwachstum von Arabidopsis Keimlingen wurde auf MS-Platten mit verschiedenen
ABA-Konzentrationen (0 bis 30 uM) analysiert. Fiir diese Untersuchung wurden 4 Tage alte,
vertikal gekeimte Arabidopsis Keimlinge mit einer Federstahlpinzette auf ABA-haltige MS-
Platten umgesetzt und erneut fiur 3 Tage vertikal im Zellkulturraum inkubiert. Zu
Versuchsbeginn wurde die aktuelle Position der Wurzelspitze (mit einem wasserfesten Stift
oder einer Nadel) auf der Platte markiert. Nach Beendigung der Inkubationszeit wurden die
MS-Platten mit den Keimlingen eingescannt (HP Scanjet G4050) und mit Hilfe der Software
Image) 1.48v (Wayne Rasband National Institutes of Health, USA, http://imagej,nih.gov/ij)
und MS Excel 2010 ausgewertet. Pro Arabidopsis Linie und ABA-Konzentration wurde fir

jeweils 30 Keimlinge das Wurzelwachstum untersucht.
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4.2.4. Stomata-Versuche

Fiir die Analyse der Spaltoffnung wurden Blatter von 2 bis 3 Wochen alten Arabidopsis
Pflanzen verwendet. Die Blatter wurden separat in einer mit 1,5 ml Inkubationsmedium
gefillte 12-Well-Platte transferiert und fir 2,5 h mit Belichtung von WeiRlicht (150 umol x m”
2 x s) bei RT vorinkubiert, um das Offnen der Stomata anzuregen. Das WeiRlicht wurde mit
einem Wasserbad gefiltert, damit eine Erwdarmung der Proben bzw. des Inkubationsmediums
zu verhindert wurde. Nach der Vorinkubation von 2,5 h wurden die Blattproben in neue 12-
Well-Platten mit Inkubationsmedium transferiert, welche mit verschiedenen ABA-
Konzentrationen (0 bis 5 uM) versetzt waren. Es erfolgte eine erneute Inkubation fiir 2 h
unter den gleichen Bedingungen wie bereits angegeben (Gonugunta et al. 2008; Kolla et al.
2007). Nach Beendigung der Inkubation wurden die Blattere vorsichtig mit Papiertiichern
trocken getupft. Anschliefend wurde die Epidermis der Blattunterseite mit Hilfe zweier Tesa-
Filmstreifen abgezogen und auf einen Objekttrdger geklebt. Die Stomata wurden mittels
einer mit dem Lichtmikroskop verbundenen Kamera fotografiert. Die Messung von Lange
und Breite der Spaltoffnung erfolgte mit der Software Image) 1.48V. Die Auswertung und
grafische Darstellung der Stomata Apertur (Verhaltnis: Breite zu Léange) erfolgte mit Hilfe von
MS Excel 2010. Fir den Spaltdéffnungsversuch wurden pro Arabidopsis Linie und ABA-

Konzentration 2 x 20 Stoma analysiert.

Inkubationsmedium

MES 10 mM
pH = 6,15 (KOH)
Kaliumchlorid 50 mM

Inkubationsmedium wird steril-filtriert und bei -20°C gelagert.

4.2.5. Floral Dip von Arabidopsis thaliana

Die stabile Transformation von A. thaliana Pflanzen erfolgte mit Hilfe des A. tumefaciens
vermittelten Transfers nach der Floral Dip Methode (Clough and Bent 1998; Zhang et al.
2006). Als bindarer Ausgangsvektor wurden pGreen (Hellens et al. 2000) oder pBI121
(Jefferson 1987) fiir die Klonierung der Konstrukte verwendet. Fiir die Transformation

wurden, in einer 3 ml Ubernachtkultur mit selektivem Medium (25 pg/ml Gentamycin,
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50 pg/ml Kanamycin, 25 ug/ml Rifampicin), Agrobacterium Zellen mit dem gewiinschten
Konstrukt aus einer einzelnen Kolonie bei 30 °C angezogen. Mit der frischen Vorkultur wurde
eine 200 ml Hauptkultur (ohne Selektion) angeimpft und fiir 24 h bei 30 °C inkubiert. Die
Agrobacterium Zellen wurden danach bei 3000 g und 4 °C fur 10 min geerntet und in 300 ml
Infiltrationsmedium resuspendiert. Der Floral Dip wurde mit 3 Wochen alte Arabidopsis
Pflanzen durchgefiihrt, die zu mehreren in einem Topf wuchsen und bei die Infloreszenz
bereits vorhanden war. Hierflir wurden die Infloreszenzen kopfiiber fiir mehrere Sekunden
in die Agrobacterium Zellsuspension getaucht, ggf. wurden einzelne Infloreszenzen mit der
Zellsuspension separat benetzt. Um die Transformationseffizienz zu erhéhen wurde dieser
Vorgang nach 5 Tagen wiederholt. Die infiltrierten Pflanzen wurden anschlieRend fiir ca. 6
Wochen, bis zur vollstandigen Samenreife, kultiviert. Die Samen (T0) wurden mit Hilfe von
Kanamycin (20 pg/ml) im MS Medium (pBI121) bzw. mittels BASTA/ Glufosinat-Ammonium
(10 ug/ml) auf Erde/ im MS Medium nach positiven Transgenen selektiert. Die

Transformationseffizienz betrug i.d.R. zwischen 0,1 und 1 %.

Infiltrationsmedium

Saccharose (7 % Endkonzentration) 70 g/ |

MES 0,5g/1
pH = 5,8 (KOH)
Silwet L-77 500 pl/ |1

4.2.6. Tabakinfiltration

Fir die Agroinfiltration wurde der A. tumefaciens Stamm GV3101 verwendet. Als bindre
Ausgangsvektoren fiir die Konstrukte wurden auch hier pGreen (Hellens et al. 2000) bzw.
pBI121 (Jefferson 1987) verwendet. Zunachst wurden die Agrobacterium Zellen lber einen
Zeitraum von 24 h in 20 ml LB mit Selektion (25 pg/ ul Gentamycin, 50 pg/ ul Kanamycin,
50 pg/ ul Rifampicin) bei 28 °C und 200 rpm angezogen. Die Zellen wurden bei 4500 rpm fir
10 min geerntet, im Tabakinfiltrationmedium resuspendiert und auf eine ODgyo von 0,5 bis
0,6 eingestellt. Vor der Infiltration inkubierte die Agrobacterium Kultur fir 3 h bei RT und
70 rpm (Wydro et al. 2006). Fir die Tabakinfiltration wurden junge Blatter von 5 bis 7

Wochen alte N. benthamiana Pflanzen verwendet. Die Blattunterseite wurde mit einem 1:1
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Mix aus dem bindren Ausgangsvektor, welches das entsprechende Konstrukt beinhaltet,
sowie dem bindren Vektor, welcher den viralen Suppressor p19 (unter konstitutiv aktivem
Promotor) beinhaltet, mit einer 2 ml Spritze, ohne Nadel, infiltriert. Der Suppressor p19
sorgt flir eine hoher transiente Proteinexpression in Blattern von N. benthamiana (Voinnet
et al. 2003). Das p35S::p19-Plasmid wurde von der Arbeitsgruppe von Herr Prof. Dr.
Glawischnig (Technische Universitat Minchen) zur Verfligung gestellt. Die infiltrierten
Tabakblatter wurden nach 3 Tagen (Liu et al. 2010) mit Hilfe der konfokalen Laser Scanning

Mikroskopie analysiert.

Tabakinfiltrationsmedium
Magnesiumchlorid 10 mM
MES 10 mM
pH =5,7 (KOH)

Acetosyringon 150 uM

4.2.7. lsolierung von Arabidopsis Protoplasten

Die Praparation und Transfektion von Arabidopsis Mesophyll Protoplasten erfolgte nach
modifizierten Protokollen (Abel and Theologis 1994; Yoo et al. 2007). Far die
Protoplastierung wurden 2 bis 3 Wochen alte A. thaliana Pflanzen verwendet. Von diesen
Pflanzen wurden 2 bis 3 g Blattmaterial vorsichtig abgeschnitten und mit 16 ml Enzymldsung
in einer Petrischale vollstandig benetzt. Das Blattmaterial wurde im Inkubator Gber einen
Zeitraum fir 4 h bei 25 °C und 50 rpm verdaut. Die Protoplastensuspension wurde mit Hilfe
eines Nylon-Netz (150 um Maschenweite) gefiltert, um unverdautes Pflanzenmaterial
abzutrennen. Die Petrischale wurde mit 10ml W5 Lésung gespilt und zur
Protoplastensuspension hinzugefiigt. Anschlieend folgte eine Zentrifugation fiir 2 min und
60 g. Der Uberstand wurde abgenommen und das Pellet wieder in 10 ml W5 Lodsung
resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation wurden die Protoplasten in einem geeigneten
Volumen in MaMg-Lésung aufgenommen. Zur Uberpriifung der Vitalitit der Protoplasten
und um ihre Zellzahl zu bestimmen wurden die Zellen mit Fluoresceindiacetat angefarbt.
50 ul Protoplasten wurden mit 0,5 pl Fluoreszein Diacetat (FDA) versetzt. Mit Hilfe einer

Thomakammer (Zdhlkammer) wurde die Anzahl fluoreszierender Protoplasten pro
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Volumeneinheit mit einem Zeiss Axioskop und HBO 50 und einem FITC Filtersatz (480 nm
Anregungs-, 505 nm Sperr- und 535 nm Emissionsfilter) bestimmt (Widholm 1972; Huang et
al. 1986). Die Protoplastensuspension wurde anschlieBend mit MaMg-Losung auf 0,5 -

1 x 10° Protoplasten pro ml eingestellt und fiir mind. 30 min bei 4 °C inkubiert.

Die Herstellung der Enzymldsung sowie die fir die Dialyse bendtigten Schlauche erfolgte
nach Standardprotokollen (Sambrook and Russell 2001). Die Dialyseschlauche wurden bis
zum Gebrauch bei 4 °C aufbewahrt. Eine Stammldsung mit 2 % Cellulase, 0,5 % Macerozym,
AEBSF und 10 mM MES (pH =5,6) wurde zweimal fir jeweils 40 min gegen 10 mM MES
(pH = 5,6) dialysiert. AnschlieRend wurde Mannitol und CaCl, zugesetzt. Unter Kontrolle des
pH-Wertes (5,6) wurde BSA hinzugefligt und die fertige Lésung durch einen 0,22 um Filter

sterilfiltriert. Die Enzyml&sung wurde in 50 ml Aliquotes bei -20 °C gelagert.

EnzymlGsung

Cellulase ,Onozuka” R - 10 (Yakult, Tokyo, Japan) 1% (w/ V)

Macerozym R — 10 (Yakult, Tokyo, Japan) 0,25 % (w/ v)
AEBSF 2,5nM
Mannitol 400 mM
CaCl, 8 mM

MES 5mM

BSA 0,6 % (w/ v)

pH = 5,6 (KOH)

MaMg-Lésung W5 —Losung

Mannitol 400 mM NaCl 154 mM
MgCl, 15 mM CaCl, 125 mM
MES 5mM KCl 5mM
pH = 5,7 (KOH) MES 2 mM

pH = 5,7 (KOH)
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FDA-LGsung

1 mg/ mlin Aceton

4.2.8. Transfektion von Protoplasten

In einem 2 ml Reaktionsgefal® wurden die zu transfizierende DNA vorgelegt:

pRD29B::LUC Reporter Plasmid 5ug
35S::GUS Reporter Plasmid 3ug
Effektor Plasmid/ leerer Vektor DNA X Ug
Mannitol (0,8 M) 25 ul
ad mQ H,0 auf > 50 ul

Zu der in den 2 ml Reaktionsgefdllen vorgelegter DNA wurden jeweils 100 pl der
Protoplastensuspension sowie 130 ul PEG hinzugegeben. Das PEG fordert dabei die
Loslichkeit der DNA. Mit anschlieBender Zugabe von 1 ml W5-Lésung wurde die Transfektion
abgestoppt. Die Reaktionsgefdlle mit dem Protoplastenansatz wurden erneut mehrmals
invertiert und fiir 2 min bei 250 g abzentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und
das Protoplasten-Pellet in 250 pl WIMK aufgenommen. Jeder Protoplastenansatz wurde
anschlieflend in jeweils zwei 120 ul Aligoutes aufgeteilt und mit oder ohne ABA versetzt. Die
Inkubation der Protoplastenansatze erfolgte in 96-Well Platten bei konstanten 25°C im

Inkubator flir 18 h bei Licht.

PEG WIMK

PEG 4000 40 % (w/ v) Mannitol 500 mM
Mannitol 200 mM KCl 20 mM
CaCl, 100 mM MES 4 mM

pH = 5,7 (KOH)

ABA-Stocklésung
ABA 5mM
MES 10 mM
(pH = 7,0 bis 7,5)
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Aus dieser Stocklosung wurden immer frische ABA-Verdiinnungen mit WIMK hergestellt. Die

Endkonzentration von ABA betrug zwischen 0,5 uM bis 300 uM in den Protoplastenproben.

4.2.9. Messung der B-D-Glucuronidase-Aktivitat in Protoplasten

Das 35S::GUS Reporter Plasmid wurde zur Bestimmung der Transformationseffizienz und zur
Normalisierung der LUC Aktivitat fur jeden Protoplastenansatz verwendet. Hierflr wurde die
Aktivitat der B-Glucuronidase fluorimetrisch bestimmt, durch die Umsetzung des Substrats
4-Methylumbelliferyl-B-D-Glucuronid (MUG). Methylumbelliferon kann fluorimetrisch bei
365 nm Anregung und 460 nm Emission quantifiziert werden. Die GUS- Messung wurde in
schwarzen Mikrotiterplatten durchgefiihrt. Hierflir wurden jeweils 50 pl Protoplastenansatz
mit 100 ul einer 1,5 x MUG- Puffer versetzt und tber einen Zeitraum von 10 min bei 37 °Cim
BioTek Synergy 2 Plate Reader gemessen. Die GUS-Aktivitdt wurde dabei Gber die Zunahme
der relativen Fluoreszenz pro Zeiteinheit als RFU/ sec (relativ fluorescence units) bestimmt,

welche direkt proportional zur Enzymaktivitat ist.

1,5 x MUG-Puffer

Na,HPO,4/ NaH,PO4 pH =7,0 50 mM
Na,EDTA 10 mM
Triton X100 0,1%
DTT 1mM
4-Methylumbelliferyl-b-D-Glucuronid 0,5 mM

4.2.10. Messung der Luciferase-Aktivitdt in Protoplasten

Das zweite Reporter Plasmid (RD29B::LUC) enthélt das Promotorelement von RD29B, ein
ABA abhangiges Gen, das wiederum das Luciferase Gen im Plasmid kontrolliert. Wird die
ABA Signalkaskade in den Protoplasten aktiviert, kommt es zeitgleich zur starken Expression
des Luciferase Genes, welche wiederum gemessen werden kann. Fir die Messung der
Luciferase-Aktivitdt wurden 50 ul Protoplasten in eine weille 96-Well-Mikrotiterplatte
vorgelegt und im Luminometer gemessen. Im Luminometer wurde zu jeder

Protoplastenprobe separat 100l LAR Substrat  hinzugefligt, welches die
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Lumineszenzreaktion startete. Das durch das LAR Substrat emittierte Licht wurde Gber einen
Zeitraum von jeweils 20 sec gemessen und als (Counts per second) ausgegeben. Die relative

Aktivitat von LUC zu GUS gibt die Aktivierung der ABA-abhangigen Antwort wieder.

LAR (Luciferase Assay Reagent)

Tricin (NaOH pH = 7,8) 20 mM
MgSO, 2,7 mM
EDTA 0,5 mM
DTT 33,3 mM
ATP 0,53 mM
MgCO; 1mM
Coenzyme A 250 uM
Luciferin 500 uM

Das LAR Substrat wurde sterilfiltriert und in 50 ml Aliquotes bei -20 °C gelagert.

4.3. Molekularbiologische Methoden

Die hier beschriebenen Methoden der Herstellung und Transformation kompetenter Zellen,
Restriktionsverdau, Dephosphorylierung, Ligation, PCR und Agarosegelelektrophorese
wurden, sofern nicht anders angegeben, nach den Standardprotokollen nach Sambrook et al.

(Sambrook and Russell 2001) durchgefiihrt.

4.3.1. Herstellung kompetenter E. coli bzw. A. tumefaciens Zellen
Chemisch kompetente E. coli Zellen

Zur Herstellung chemisch kompetenter E. coli Zellen wurde eine 250 ml Hauptkultur
(Medium A) bei 18 °C und 200 rpm bis zu einer ODggo von 0,6 angezogen. Die Zellen wurden
fiir 10 min auf Eis abgekihlt und anschlieBend bei 4 °C, flir 15 min bei 2500 g geerntet. Das
Pellet wurde mit 80 ml eisgekiihltem TB-Medium resuspendiert, mit 0,7 ml DMSO versetzt

und fiir 10 min auf Eis inkubiert. Die chemisch kompetenten E. coli Zellen wurden in
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Aliquotes zu 200 ul aufgeteilt, in flissigem Stickstoff gefroren und bis zur Verwendung bei -

80 °C gelagert.

Medium A TB-Medium

Pepton 20g/ | PIPES (pH = 6,4) 10 mM
Hefeextrakt 5g/l MnCl, 55 mM
NaCl 10 mM CaCl, 15 mM
KCl 2,5mM KCl 250 nM
MgCl, 10 mM

MgSQO, 10 mM

Elektrokompetente A. tumefaciens Zellen

Eine 500 ml Hauptkultur mit Selektion im LB-Medium wurde mit einer Vorkultur auf eine
ODggo = 0,1 angeimpft. Es folgte eine Inkubation der Zellen bei 30 °C und 200 rpm bis eine
ODggo von 0,5 bis 1,0 erreicht wurde. Die A. tumefaciens Kultur wurde auf Eis abgekihlt und
bei 5000 rpm und 4 °C fir 10 min geerntet. Anschliefend wurden die Zellen mit 500 ml
eisgekihltem mQH,0 gewaschen und erneut bei 5000 rpm und 4 °C fiir 10 min zentrifugiert.
Nachdem dieser Wasch- und Zentrifugationsschritt noch einmal wiederholt wurde, wurden
die Pellets in jeweils 20 ml 10 % (v/ v) sterilem Glycerin resuspendiert und erneut fir 10 min
und bei 4 °C und 5000 rpm zentrifugiert. AnschlieBend wurden die Zellen in insgesamt 9 ml
10 % (v/ v) Glycerin (steril) resuspendiert, als 100 pl Aliquote in fliissigem N, Schockgefroren

und bei - 80 °C gelagert.

4.3.2. Transformation kompetenter E. coli bzw. A. tumefaciens Zellen
Hitzeschock-Transformation von E. coli

Chemisch kompetente E. coli Zellen wurden auf Eis aufgetaut und mit 50 bis 200 ng DNA
bzw. 2 bis 5 pl Ligationsansatz versetzt und kurz durchmischt. Es folgte eine Inkubation flr
mind. 30 min auf Eis mit anschlieRendem Hitzeschock fir 60 sec. bei 42 °C. Die Zellen
wurden fir 1 bis 3 min auf Eis abgekihlt, mit 1 ml LB-Medium versetzt und inkubierten fur
1 h unter leichtem Schitteln bei 37 °C. Die E. coli Zellen wurden bei 6000 rpm fir 5 min

geerntet und auf selektiven LB-Agar ausplattiert. Das Wachstum transformierter Zellen

137



Material & Methoden

erfolgte Uber Nacht bei 37 °C. Gewachsene Zellen wurden anschlielend mittels Kolonie PCR

und Kontrollverdau liberprift.

Transformation von elektrokompetenten A. tumefaciens

Die elektrokompetenten A. tumefaciens Zellen wurden vorsichtig auf Eis aufgetaut. Zu den
kompetenten Zellen wurde 10 bis 50 ng DNA zugegeben und gemischt. Nach dem Vorkihlen
der sterilen Kiivette wurden die kompetenten A. tumefaciens Zellen samt DNA in die Klvette
gegeben. Bei einem Kivettenelektrodenabstand von 0,2cm wurden nachfolgende
Elektroporationsparameter eingestellt: V=2500V, C=25uF, R=700Q, t=mind. 4 sec.
Nach dem Elektroimplus wurden 800 pl LB-Medium zum Ansatz hinzugegeben, gut
durchmischt und in ein 1,5 ml Reaktionsgefal} Gberfiihrt. Es folgte eine Inkubation fiir 2 h bei
30 °C und 200 rpm. Die Zellen wurden anschlieBend bei 6000 rpm fiir 5 min geerntet und auf
LB-Agarplatten mit Selektion ausgebracht. Das Wachstum der transformierten A.
tumefaciens Zellen erfolgte fiir 2 Tage bei 30 °C. Die Transformanten wurden anschliefend

mittels Kolonie PCR und Kontrollverdau Gberpruift.

4.3.3. Plasmid-Prdparation
Plasmid Mini Praparation

Die Plasmid-Praparation erfolgte Uber Sdulen gemdfl den Herstellerangaben des Kits
,Plasmid DNA purification” der Firma Macherey-Nagel. Die Konzentrationsbestimmung der

aufgereinigten Plasmid DNA erfolgte mittels eines NanoDrops.

Plasmid Midi/ Maxi Praparation

Um groBere Mengen an aufgereinigter Plasmid-DNA zu erhalten wurde das JETSTAR
Midiprep bzw. Maxiprep Kit der Firma Genomed (Lohne, Deutschland) verwendet. Die
Plasmid Midi/ Maxi Prdparation erfolgte gemaR den Herstellerangaben. Die aufgereinigte
DNA wurde in einem geeigneten Volumen von mQH,0 aufgenommen. Zur

Konzentrationsbestimmung wurde das NanoDrop verwendet.
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4.3.4. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Amplifizierung von DNA-Fragmenten, welche fiir die Klonierung bendtigt wurden,

erfolgte mit einer proofreading Polymerase (Phusion High Fidelity, Thermo Fisher bzw. Pfu

DNA Polymerase, Promega). Zur Uberpriifung von Transformanten wurde die GoTaq

Polymerase (Promega) oder die Phusion High Fidelity (Thermo Fisher), fiir DNA-Fragmente

< 2 kb, verwendet. Die Uberpriifung transgener Pflanzen erfolgte mit Hilfe des KAPA3G Plant

Kits (Promega), welches das direkte Arbeiten mit kleinerem Pflanzenmaterial als Probe bzw.

Template erlaubt. Die Zusammensetzung der durchgefihrten PCRs ist den anschliefRenden

Tabellen (Tab. 6 und Tab. 7) zu entnehmen.

Tab. 6 Allgemeiner Ansatz fiir Klonierungs- und Kolonie PCR

20 pl Ansatz Endkonzentration
5 x Phusion HF Puffer 4 pul 1x
10 x Pfu DNA Polymerase Puffer 2 ul 1x
5 x Gruner oder Weil3er GoTaq© Puffer |4 ul 1x
10 mM dNTPs 0,4 ul 200 uM
Template X ul 1-20 ng
Phusion DNA Polymerase 0,2 ul 0,02 U/ ul
Pfu DNA Polymerase Variabel 1,25 U/ ul
GoTaqg DNA Polymerase 0,1 ul 1,25 U/ pl
20 uM fw Primer 0,5 ul 0,5 uM
20 uM rev Primer 0,5 ul 0,5 uM
MnCl, (wenn bendtigt) Variabel <10 mM
DMSO (wenn bendétigt) Variabel 2-3%
mQ H,0 ad > 20ul
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Tab. 7 Alilgemeiner PCR — Ansatz zur Uberpriifung transgener Pflanzen

20 pl Ansatz Endkonzentration
2 x KAPA Plant PCR Puffer (enthalt MgCl,
10 1x
und dNTPs)
20 uM fw Primer 0,3 ul 0,3 uM
20 uM rev Primer 0,3 ul 0,3 uM
KAPA3G Plant DNA Polymerase 0,18 ul 0,45 U/ 20 ul
Probenmaterial oder 1-
Template variabel
5 ng aufgereinigte DNA
100 x KAPA Plant PCR Enhancer 0,1 pl 0-1x
mQ H,0 ad > 20ul

Die Klonierungs- und Kolonie PCRs wurden unter den folgenden Bedingungen durchgefiihrt.

Tab. 8 Thermocycler Einstellung fiir PCR mit Phusion DNA Polymerase

Vorgang Temperatur | Zeit Zyklen Anzahl
Initialdenaturierung 98 °C 30 sec 1
Denaturierung 98 °C 5-10 sec
Primer-Annealing X°C 10-30 sec 23-35%*
Elongation 72 °C 15-30 sec/ kb
finale Elongation 72 °C 5-10 min 1

4°C oo

* 25 Zyklen fiir Klonierung bzw. 35 Zyklen zur Uberpriifung von Transformanten
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Tab. 9 Thermocycler Einstellung fiir PCR mit Pfu bzw. GoTaq© DNA Polymerase

Vorgang Temperatur | Zeit Zyklen Anzahl
Initialdenaturierung 95 °C 1-2 min 1
Denaturierung 95 °C 30-60 sec
Primer-Annealing X°C 30-60 sec* 25-35**
Elongation 72°C 1-2 min/ kb*
finale Elongation 72 °C 5-10 min 1

4°C oo

* abhangig von verwendeter DNA Polymerase

** 25 Zyklen fiir Klonierung bzw. 35 Zyklen zur Uberpriifung von Transformanten

Tab. 10 Thermocycler Einstellung fiir PCR mit KAPA3G Plant DNA Polymerase

Vorgang Temperatur | Zeit Zyklen Anzahl
Initialdenaturierung 95 °C 3-10 min 1
Denaturierung 95 °C 20 sec
Primer-Annealing X°C 15 sec 40
Elongation 72°C 30 sec/ kb
finale Elongation 72 °C 30 sec/ kb 1

4°C oo

4.3.5. Agarose-Gelelektrophorese

Die Uberpriifung der isolierten RNA sowie Plasmid -DNA und Auftrennung von Restriktions-
bzw. Klonierungsprodukten, wurde mit Hilfe der Agarose-Gelelektrophorese durchgefiihrt.
Die Auftrennung der Fragmente erfolgte nach ihrer MolekilgréBe bei einer
Agarosekonzentration von 0,8 bis 1 % (w/ v) in 1 x TAE Puffer. Als GroRenstandards wurden
handelsiibliche Marker verwendet. Zur Visualisierung der RNA- bzw. DNA-Fragmente unter
UV-Licht wurde der auf ca. 60 °C abgekihlten Agarose 0,1 pg/ ml EtBr zugefligt. Nachdem
das Agarosegel auspolymerisiert war, wurden die DNA bzw. RNA Proben mit 6 x bzw. 2 x
Ladepuffer versetzt (1 x Endkonzentration) und auf das Gel aufgetragen. Die Auftrennung

der Fragmente erfolgte in 1 x TAE Laufpuffer bei 200 V und 400 mA fiir ca. 24 min.
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50 x TAE Puffer EtBr-Stammldsung
Trisbase 2 mM EtBr 10 mg/ ml
Eisessig 5,71 % (v/ v)

EDTA (pH = 8,0) 50 mM

6 x Ladepuffer (DNA/ RNA)

Glycerin 50 % (v/ v)
Orange G 0,25 % (w/ v)
EDTA (pH = 8,0) 1 mM

4.3.6. Standardmethoden der Klonierung
DNA Aufreinigung

Die Aufreinigung von PCR Produkte sowie DNA-Fragmente welche aus einem Agarosegel
unter UV Licht ausgeschnitten wurden, erfolgte gemall den Herstellerangaben des Kits

,NucleoSpin® and PCR Clean-up” von Machery-Nagel.

Verdau von DNA-Fragmenten und Plasmid-DNA

Fir den Verdau von Klonierungs-DNA und Plasmid-DNA wurden Restriktionsendonukleasen
der Firmen Thermo Fisher Scientific (St. Leon-Rot) und NEB (New England Biolabs, Ipswich,
USA) verwendet. Ein Ansatz setzte sich aus 0,5 bis 1pug zu verdauender DNA, 10x
Restriktionspuffer und 0,5 bis 1 U Restriktionsendonukleasen zusammen. Der Verdau
erfolgte bei 37 °C fir 1 h, wenn nicht anders erforderlich. Die verdauten DNA-Fragmente
wurden anschlieBend mit Hilfe eines Agarosegels aufgetrennt und analysiert. DNA-
Fragmente die fir eine weitere Klonierung benétigt wurden, wurden unter UV Licht
ausgeschnitten und dem Kit ,NucleoSpin® and PCR Clean-up“ von Machery-Nagel (Diiren)

aufgereinigt.
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Dephosphorylierung geschnittener Vektor-DNA

Linearisierte Vektor-DNA wurde nach dem Verdau anschliefend dephosphoryliert, um die
Religation des Vektors zu minimieren. Die Dephosphorylierung erfolgte nach dem Protokoll
von NEB (New England Biolaps, Ipswich, USA). Zum Vektor-Verdauansatz (1 bis 5 pug DNA)
wurde 1/ 10 des Volumens an 10 x Antarctic Phosphatase Reaktionspuffer und 1 pl Antarctic
Phosphatase (5 Units) hinzugegeben und gemischt. Inkubation fiir 15 min bei 37 °C um die
Phosphatgruppe am 5‘Ende oder von den Blunt-Ends abzuspalten (60 min fiir 3‘ Ende).
Hitzeinaktivierung fir 5 min bei 65 °C und anschlieBende Aufreinigung der Vektorfragmente

mit dem NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Kit von Machery-Nagel (Diiren).

Ligation

Fir die Ligation klonierter DNA-Fragmente wurde das pGEM-T Vektor System von Promega
(Mannheim) verwendet. Der pGEM-T Vektor ist ein erwerbbarer, bereits linearisierter Vektor
mit einem Thymidin an beiden 3-Enden. Fir die Ligation mit dem pGEM-T Vektor war es
notwendig eine anschlieBRende Polyadenylierung nach der Klonierung des Inserts
durchzufiihren. Fir diese Ligation wurde ein Verhaltnis 3:1 von DNA-Fragment zu pGEM-T
Vektor verwendet, aullerdem der vom Hersteller bereitgestellte 2 x Rapid Ligase Puffer
sowie 1 ul der Promega T4 DNA Ligase (3 U/ ul) in einem Gesamtvolumen von 10 pl. Der
Ligationsansatz wurde fir 1 bis 2h bei RT inkubiert und anschlieBRend in chemisch

kompetente E. coli transformiert.

Nach Verdau und Aufreinigung von Inserts und Vektoren wurde fir die Ligation ein
Verhaltnis von 5:1 an DNA-Fragment zum linearisierten Vektor angesetzt. Die Ligation
erfolgte in einem 10 pl Gesamtansatz mit 0,3 pl T4-DNA-Ligase (Thermo Fisher Scientifc, St.
Leon-Roth) und 1 x Ligasepuffer. Es folgte eine Inkubation UN bei 4 °C mit anschlieBender

Transformation in chemisch kompetente E. coli Zellen.

4.3.7. Zielgerichtete Mutagenese (SDM)

Die zielgerichtete Mutagenese, kurz SDM, ist eine Methode um Mutationen gezielt in einen
bereits klonierten Vektor einzubringen. Dieser Austausch, Einbringen oder Léschen einzelner

Nukleotide fiihrt zur Anderung der Aminosiuresequenz des Inserts, wodurch wiederum die
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Funktionalitdt des Proteins untersucht werden kann. Es wurden Primer generiert die mit
mind. 12 Nukleotiden an der Sequenz des Inserts binden und die gewiinschte Mutation
beinhalteten. In einer PCR wurde mit verschiedenen Annealing-Temperaturen, den
generierten Primern und der Phusion Polymerase Einzelstrangkopien des mutierten
Plasmidvektors amplifiziert (Tab. 11 und Tab. 12). 5 ul eines jeden PCR-Ansatzes wurde mit
Hilfe eines Agarosegels aufgetrennt, um das beste PCR Produkt zu ermitteln, welches
anschlieBend mit 1l Dpnl Uber Nacht bei 37°C verdaut wurde. Dpnl ist ein
Restriktionsenzym, welches nur methylierte DNA schneiden kann. Der neu amplifizierte und
mutierte Plasmidvektor war, im Gegensatz zum eingesetzten Template, nicht methyliert und
konnte somit nicht von Dpnl verdaut werden. Die neu amplifizierten Einzelstrdnge des
mutierten Plasmidvektors konnten sich an homologe Bereiche aneinanderlagern. Der Dpnl-
Verdauansatz wurde nach Protokoll in chemisch kompetente E.coli Zellen (Xllblue)
transformiert. Diese E. coli Zellen sind i. d. L. Einzelstrangbriche in Plasmidvektoren zu
reparieren, wodurch aus den homolog aneinandergelagerten Einzelstrangen wieder ein
funktionsfahiger (mutierter) Plasmidvektor entstehen konnte. Um sicherzustellen dass die
gewlinschte Mutation vorhanden war, wurde die Plasmid-DNA mit Hilfe einer DNA-

Sequenzierung durch die Firma GATC Biotech (Konstanz) Uberpriift.

Tab. 11 Allgemeiner PCR - Ansatz fiir SDM

20 pl Ansatz Endkonzentration
2 x Phusion HF Puffer 4 ul 1x
100 puM fw Primer 0,1 pl 0,5 uM
100 uM rev Primer 0,1 pl 0,5 uM
Phusion Polymerase 0,1 ul 0,01 U/ ul
Template 100 ng 100 ng
10 mM dNTPs 2 ul 1mM
25 mM MgCl, 0,5 ul 625 uM
DMSO 0,5 pl 2,50 %
mQ H,0 ad > 20ul
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Tab. 12 Thermocycler Einstellung fiir SDM PCR

Zyklen
Vorgang Temperatur Zeit

Anzahl
Initialdenaturierung 98 °C 2 min 1
Denaturierung 98 °C 20 sec
Primer-Annealing 50-70 °C (Gradient) |20 sec 18
Elongation 72 °C 20 sec/ kb
finale Elongation 72 °C 5 min 1

4°C oo

4.3.8. DNA-Sequenzierung

Zur Uberpriifung amplifizierter Fragmente, wurde die aus positiv getesteten Transformanten
auf gereinigte Plasmid-DNA durch die Firma GATC Biotech, Konstanz, sequenziert (Plasmid-
DNA 80 bis 100 ng/ ul, Primerkonzentration 5 uM). Die Auswertung erfolgte Uber das
Alignment-Tool der Software GENtle (GENtle V 1.9.4, Autor Magnus Manske, Universitat zu
Ko6ln).

4.3.9. RNA-Isolation aus Pflanzenmaterial

Die Isolation der Gesamt-RNA aus 12 Tage alten Arabidopsis thaliana Keimlingen erfolgte mit
dem innuPREP Plant RNA Kit der Firma Analytik Jena AG (Jena). Hierfiir wurden 10 bis 20 mg
Pflanzenmaterial geerntet und in flissigem N, schockgefroren und mit einem gekihlten
Glasstab zu feinem Pulver gemdrsert. Die anschlieBende Isolierung der RNA erfolgte nach
den Herstellerangaben. Nach der Aufreinigung wurde die Gesamt-RNA mit 30 bis 40 pl
RNase-freiem Wasser eluiert. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte mit dem NanoDrop.
Zusatzlich wurden pro Probe 0,5 bis 1 ug Gesamt-RNA, mit 2 x Loading Dye versetzt, auf ein

Agarosegel aufgetragen um eine mogliche Degradierung der RNA auszuschlieRen.
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4.3.10. cDNA-Synthese

Die Synthese der cDNA erfolgte mit Hilfe des RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit von
Thermo Scientific. 0,5 bis 1 ug RNA wurden zunachst mit 1 ul DNase (1 U/ ul) und 1 pl 10 x
Reaktionspuffer in einem Gesamtansatz von 10 pl fir 15 bis 30 min bei 37 °C inkubiert, um
moglich Kontamination mit genomischer DNA zu eliminieren. AnschlieRend wurde die DNase
durch Zugabe von 1pul EDTA (25mM) und einer Inkubation fir 10 min bei 65 °C
hitzeinaktiviert. Flir die eigentliche cDNA-Synthese wurde dem Ansatz der DNase-
Behandlung 1 ul Oligo (dT) Nukleotide (100 uM) hinzugegeben. Es folgte eine Inkubation
zuerst fir 5 min bei 70 °C und anschlieRend auf Eis fir mind. 1 min. Zu diesem Ansatz
wurden 4 pl 5 x RT Puffer, 1 ul RiboLock RNase Inhibitor (20 U/ ul) sowie 2 ul dNTP Mix
(10 mM) hinzugefiigt. Es folgte eine Inkubation fir 5 min bei 37 °C bevor 1 ul RevertAid M-
MulLV Reverse Transkriptase (200 U/ ul) hinzugefiigt wurden und erneut bei 42 °C fiir 60 min
inkubierte. Die cDNA-Synthese wird durch Hitzeinaktivierung bei 70 °C fiir 5 min gestoppt.
Die synthetisierte cDNA kann anschlieBend zur Analyse der Genexpression verwendet
werden oder fiir eine Woche bei -20 °C gelagert werden oder bei -80 °C fiir einen ldngeren

Zeitraum.

4.3.11. Quantitative Real-Time PCR (gReal-Time PCR)

Die quantitative Real-Time PCR wurde mit dem GoTag® gPCR Master Mix (Promega)
durchgefiihrt, welches BRYT Green® beinhaltet. Die qReal-Time PCR wurde nach den
Herstellerangaben von Promega durchgefiihrt und erfolgte mit Hilfe des Real-Time Thermal
Cycler der Firma BioRAD (Tab. 13 und Tab. 14). Als Referenzgen wurde Ubiquitin10

verwendet.
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Tab. 13 Allgemeiner PCR — Ansatz fiir gReal-Time PCR

10 pl Ansatz Endkonzentration
2x GoTaqg gPCR Master Mix 5ul 1x
10 uM fw Primer 0,25 ul 0,25 um
10 uM rev Primer 0,25 ul 0,25 uM
cDNA 1:20 verdinnt 2 ul 1:200
Nukleasefreies Wasser 2,5 ul
Tab. 14 Thermocycler Einstellung fiir qReal-Time PCR
Vorgang Temperatur Zeit Zyklen Anzahl
Initialdenaturierung 95 °C 3min 1
Denaturierung 95 °C 10 sec
Primer-Annealing 60 °C 10 sec
45
Plate Read
Elongation 72 °C 20sec
Denaturierung 95 °C 10 sec

Alle Proben wurden als Triplikate analysiert und anschlieRend mit der BioRAD CFX Manager

3.1 Software ausgewertet. Die Ermittlung der Ct-Werte erfolgte Uber die verwendete

Software. Der ACt Wert konnte mit folgender Gleichung ermittelt werden:

ACt = CtKandidatengen - CtReferenzgen

(1)

Aus den ermittelten ACt-Werten konnte mit der folgenden Formel die relative

Transkripthaufigkeit (AACt) ermittelt werden:

AACt = ACtl{andidatengen - ACtl{ontrolle

(2)
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Die relative Verdanderung der Transkriptmenge der analysierten Probe im Vergleich zur

Kontrolle (Col-0) ergab sich aus folgender Berechnung:
Fold Change = 2724t
(3)

Um die relative Transkriptmenge der analysierten Proben im Vergleich zum Referenzgen

darstellen zu kénnen, wurde folgende Berechnung angewendet:

Fold Change = 25¢t

(4)

4.3.12. Transformation von Hefezellen

Die Transformation von S. cerevisiae Zellen erfolgte abgeandert nach der LiAc Methode von
Gietz und Woods (Gietz and Woods 2002). Eine einzelne Hefekolonie wurde zum Animpfen
einer 5ml Vorkultur mit SD Minimalmedium und entsprechender Selektion von
Aminosauren verwendet. Das Wachstum der Vorkultur erfolgte Gber Nacht bei 30 °C und
200 rpm. Die 50 ml Hauptkultur wurde am nachsten Tag auf eine ODggg von 0,3 in SD
Minimalmedium (mit Selektion) angeimpft. Nach Erreichen einer ODgy von 0,6 bis 0,8
wurden die Hefezellen bei 1500 x g fiir 5 min bei RT geerntet. Das Pellet wurde mit 25 ml
sterilem mQH,O gewaschen und erneut bei 1500 x g fiir 5 min zentrifugiert. Die Zellen
wurden in 1 ml 100 mM LiAc aufgenommen, in ein 1,5 ml Reaktionsgefal® Gberfiihrt und fur
30 sec bei 12.000 x g abzentrifugiert. Die Hefezellen wurden anschliefend in 500 pl 100 mM
LiAc aufgenommen (100 pl/ 10 ml Hauptkultur) und zu je 50 ul Aliquote aufgeteilt. Die
Aliquoten wurden fiir 15 sec bei 12.000 x g abzentrifugiert und der Uberstand abgenommen.
Die Carrier DNA wurde fiir 5min bei 95°C gekocht und auf Eis gestellt. Fir eine
Hefetransformation wurden folgende Komponenten der Reihe nach zum Zellpellet hinzu

pipettiert:

240 ul PEG 4000 (50 % w/v), steril
36 pl 1 M LiAc, steril

50 ul Carrier DNA (2 mg/ ml)

2 ul DNA (100 ng bis 1 pg)
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32 pl mQ H,0, steril

4.3.13. Yeast-two-Hybrid (Y2H) Interaktionsanalyse

Fiir die Y2H Analyse wurde der S. cerevisiae Stamm AH109 verwendet. Dieser Hefestamm

wurde optimiert fur Protein-Protein Interaktionsstudien (James et al. 1996).

Eine Einzelkolonie wurde in 2 ml selektivem SD Medium bei 30 °C und 200 rpm Uiber Nacht
angezogen. Eine 4 ml Kultur wurde auf eine ODggo von 0,3 mit der Vorkultur angeimpft. Nach
Erreichen der ODgyo von 0,5-0,8 wurde das Verdiinnungsvolumen kalkuliert, um die Zellzahl
der AH109 Hefen auf eine ODgg von 1 =2 x 10’ Zellen/ ml zu bestimmen. Entsprechend der
Zelldichte wurde fiir jede Probe eine Verdiinnungsreihe von 1000, 100 und 10 Zellen pro
Hefe-Spot in einer 96 Wellplatte vorgelegt. Mit einer Mehrkanalpipette wurde anschliefend
10 ul einer jeden Verdliinnung auf selektive SD Platten ausgebracht. -L/ -W selektive Platten
dienten als Positivkontrolle fiir die Erfolgreiche Doppeltransformation der AD (Aktivator
Domaéne) und BD (Bindedomane) Plasmide. -L/ -W/ -H selektive Platten (+/- ABA) dienten
zur Analyse potentieller Protein-Protein Interaktionen. Die Auswertung der Y2H Analyse

erfolgte nach 5 Tagen Inkubation bei 30 °C.

4.4. Proteinbiochemische Methoden

4.4.1. Proteinexpression

Die Proteinexpression erfolgte mit einer 400 ml Hauptkultur (TB-Medium), welche mit einer
50ml UN Vorkultur (LB-Medium) angeimpft wurde. Das LB-Medium wurde mit
entsprechendem Antibiotikum (Tab. 4) versetzt. Die Hauptkultur wurde fiir 1,5 h bei 37°C
und 200 rpm angezogen. Nach Erreichen einer ODgyo von 1-1,4 wurde die Hauptkultur auf Eis
abgekihlt und mit IPTG in einer Endkonzentration von 1mM induziert. Die

Proteinexpression erfolgte bei 18°C fiir ca. 18 h.

Die Hauptkultur wurde bei 17.000 x g, 4°C fir 45 min abzentrifugiert. Die geernteten Zellen
wurden in ein 50 ml Falcon Uberfihrt, mit 35 ml Lysepuffer versetzt und anschlieffend mit

Ultraschal aufgeschlossen oder bei -80°C gelagert.
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IPTG Stammlésung Lysepuffer
1 M IPTG in mQH,0 100 mM Tris/ HCIpH =7,9
sterilfiltriert 100 mM Nadl

Lagerung bei -20°C

4.4.2. Proteinextraktion

Die geernteten Zellen wurden mit Hilfe von Ultraschal (3 bis 4 x Sonode, 1 min, 100 %, 9
Cycles) bei 4 °C aufgeschlossen. Die Proteinextraktion wurde anschlieend fir 45 min bei
4 °C und max. Geschwindigkeit abzentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen, filtriert

(0,45 pum) und mit Imidazol (Endkonzentration 20 mM) versetzt.

4.4.3. Proteinaufreinigung und Dialyse

Fir die Aufreinigung der Proteine wurde eine Peristaltikpumpe verwendet. Zunachst wurden
die Schlduche mit Waschpuffer geflutet (10 ml, 2,4 ml/ min), um die Luft vollstéandig zu
entfernen. Nach der Equibrilierung der His-Trap Saulen (GE Healthcare Bio-Science, Upsala
Schweden) mit 5 ml Waschpuffer (0,4 ml/ min) erfolgte die Beladung der Saulen mit der
Proteinlosung (0,4 ml/ min) sowie das Waschen der S&ulen mit 10 ml Waschpuffer
(0,4 ml/ min). Die Proteine wurden mit einem geeigneten Volumen von Elutionspuffer
eluiert (0,4 ml/ min). Die Dialyse erfolgt in Schldauchen (16 mm MWCO 12 — 14 kDa) gegen
Lysepuffer mit 1 mM DTT Uber Nacht bei 4 °C und anschlieRend noch einmal fir 4-5h bei
4 °C, jeweils unter leichtem Riihren. Die Proteine wurden aliquotiert, mit 10 % Glycerin

(Endkonzentration) versetzt und bei -20 °C gelagert.

Waschpuffer Elutionspuffer

100 mM Tris/ HCIpH =7,9 100 mM Tris/ HCIpH =7,9
100 mM NadCl 100 mM NadCl

20 mM Imidazol 250 mM Imidazol
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4.4.4. Saulenregeneration

Um die Saulen wiederverwenden zu kénnen, wurden diese nach der Proteinaufreinigung

regeneriert.

5 -10 x [Sdulenvolumen] 0,1 M EDTA

5x 100 mM Tris/ HCl pH =7,9
100 mM NaCl
500 mM Imidazol
5 mM GdmCl

5x mQ H,0

3x 100 mM NiSO,4

10 x mQ H,0

4.45. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS)

Die Auftrennung der Proteine erfolgte elektrophoretisch nach dem Molekulargewicht. Fir
die Proteinauftrennung wurde ein 15 %-iges Trenngel und ein 4 %-iges Sammelgel
verwendet. Die Proteinproben wurden mit 6 x SDS Ladepuffer bei 95°C fir 10 min
denaturiert und anschlieBend auf das Gel aufgetragen. Als GroRenstandard wurde der
PageRuler Plus Protein Ladder (Thermo Scientific) verwendet. Zur Bestimmung der
Proteinkonzentration wurden zusétzlich definierte Mengen eine BSA-Standards mit auf das
Gel aufgetragen (Ramagli and Rodriguez 1985). Die Proteinauftrennung erfolgte in einer

Elektrophoresekammer (Mini-Protean Il, BioRAD) bei 120-200 V fiir 55 bis 60 min.
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15 % Trenngel 4 % Sammelgel
Acrylamidlosung 5,0 ml 390 ul
mQ H,0 2,3 ml 2,3 ml
Trenngelpuffer 2,5ml -
Sammelgelpuffer - 255 pl
10 % SDS 100 pl 30 pl
TEMED 5ul 3ul
APS 50 ul 15 pl
Gesamtvolume 10 ml 3ml

Lésungen

Acrylamidlésung: 30 % (w/ v) Acrylamid/ 0,8 % Bisacrylamid
Trenngelpuffer: 2 M Tris/ HCl (pH = 8,8)

Sammelgelpuffer: 1,5 M Tris/ HCI (pH = 6,8)

TEMED: unverdinnt

APS: 10 % Ammoniumperoxodisulfat (w/ v)

1 x SDS Laufpuffer
25 mM Tris Base
192 mM Glycerin
0,1 % SDS (w/ v)

4.4.6. Coomassie-Farbung

Nach der Auftrennung der Proteine wurde das SDS-Gel in die Coomassie-Farbelosung
gegeben, fiir 1 min bei 900 W in der Mikrowelle gekocht und inkubierte fiir 15 min bei RT
unter kontinuierlichem Schitteln (Kurien and Scofield 1998). AnschlieRend wurde die
Farbeldsung entfernt, kurz mit VE Wasser gewaschen und mit Entfarbelosung fir 1 min bei
900 W erneut in der Mikrowelle aufgekocht. Das Entfarben des Gels erfolgte wahrend des
Schittelns bei RT, ein zuséatzliches Papiertuch sorgte fiir die Aufnahme des Farbstoffes.
Nachdem die Proteinproben sichtbar geworden sind, konnte das SDS-Gel in mQH,0

gelagert werden.
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Farbelosung Entfarbel6sung

25 % Isopropanol (v/ v) 10 % Essigsaure (v/ v)
10 % Essigsaure (v/ v)

0,05 % Coomassie Brilliant Blue R-250 (w/ v)

4.4.7. Phosphatase-Aktivitatstest

Die Aktivitat der PP2Cs und deren Regulation durch die RCARs wurde durch die Messung des
freigesetzten fluoreszierenden 4-Methylumbelliferon bestimmt (Meinhard and Grill 2001).
Hierbei wird das Substrat, 4-Methylumbelliferonphosphat (MUP), durch die Phosphatase
dephosphoryliert und die Menge des freigesetzten Produktes kann in einem Plate Reader
(Synergy 2, Biotek) gemessen werden. Dabei wurde das 4-Methylumbelliferon bei 360 nm
angeregt und das emittierte Licht wurde bei 450 nm gemessen. Die Intensitat des Signals ist
proportional zur Stoffmenge des entstehenden Fluorophors. Diese Reaktion wurde lber
einen Zeitraum von insgesamt 20 min gemessen. Die Intensitdt wurde in RFU (Relative
Fluorescence Units) angegeben und wurde gegen die Zeit aufgetragen. Die daraus
resultierende Steigung der Gerade entspricht der Phosphataseaktivitit und wurde in

mRFU/ min angegeben.

Fir die Durchfihrung des Phosphatase-Aktivitatstest wurde zundchst die Enzymldsung
angesetzt und inkubierte fiir 10 min bei 35 °C unter schiitteln, damit RCAR und PP2C einen
Komplex formen konnten. AnschlieBend wurden die Proben mit verschiedenen ABA -
Konzentrationen versetzt und inkubierten erneut fir 10 min unter den gleichen
Bedingungen. Damit die Enzymlésung und die Substratlosung gleiche Bedingungen hatten,
wurde die Substratlésung auch fiir 10 min bei 35 °C unter schitteln inkubiert. AnschlieBend
wurden beiden Losungen (jeweils 40 ul) in eine 96-Wellplatte pipettiert und im auf 30 °C
vorgeheizten Plate Reader fiir 20 min gemessen. Jede Probe wurde als 4-fach Ansatz

gemessen.
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8 x Puffer Enzymlosung (Phosphatase-Test)

1 M Tris/ HCI (pH =7,9) 1ml 8 x Puffer 25 ul

5 M Nacl 0,2 ml 20 mM MnCl, 3ul

1MDTT 50 pl Phosphatase X Ug
RCAR X Ug
ABA Stockl6sung 20 ul
ad mQ H,0 >200 pl

Substratlésung

1 M Tris/ HCI (pH = 7,9) 100 pl
0,1 M MUP 50 pl
5 M NaCl 20 pl
20 mM MnCl, 15 pl
mQ H,0 815 pl

4.5. Mikroskopie Methoden

4.5.1. Konfokale Laser Scanning Mikroskopie

Die konfokale Laser Scanning Mikroskopie wurde mit Hilfe einer Olympus F1000 Einrichtung
inklusive einer seitenverkehrten Objektivhalterung (1X81) und der FluoView Software (FV10-
ASW Version 04.00.02.09) durchgefiihrt. AuBerdem wurde ein 20x Objektiv bzw. ein 40x
Wasserimmersionsobjektiv (Olympus) verwendet. Das GFP-Signal wurde bei 488 nm
angeregt und bei 502-536 nm detektiert, wohingegen die Eigenfluoreszenz von Chlorophyll
mit 561 nm angeregt und bei 570-675nm detektiert wurde. Um schwache
Fluoreszenzsignale, der endogenen RCARs, detektieren zu kdnnen, wurde zusatzlich ein hoch
sensitiver Detektor mit zwei Gallium-Arsenid-Phosphid-Elemente inklusive dem Filter ,FV12-

MHBY“ (Olympus) eingesetzt.

Die Bearbeitung der Bilder erfolgte mit Hilfe der FluoView Software (FV10-ASW Version
04.00.03.09) und Microsoft Office Picture Manager 2010 (© 2010 Microsoft Corporation).
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5. Anhang

5.1. Verwendete Oligonukleotid Primer

Tab. 15 Verwendete Oligonukleotid Primer

# Name Locus Sequenz

386 |At4g17870-Eco-f At4g17870 |gagtcGAATTCATGCCTTCGGAGTTAACACCAGAAG
387 |At4gl17870-Bam-r At4g17870 |gactcGGATCCTCACGTCACCTGAGAACCACTTCC
388 | At5g05440-EcoRI-f | At5g05440 |gagtcGAATTCATGAGGTCACCGGTGCAACTCC

389 |At5g05440-Bam-r At5g05440 |gactcGGATCCTTATTGCCGGTTGGTACTTCGAGC
394 | At5g46790-Bam-f At5g46790 |gagtcGGATCCATGGCGAATTCAGAGTCCTCCTCC
395 |At5g46790-BamnSr | At5g46790 | GactcGGATCCCCTAACCTGAGAAGAGTTGTTGTTG
411 |RCAR10 nS-tg-Sallr |At2g38310 | GATCGTCGACCACAGAGACATCTTCTTCTTGCTCTC
434 | RCAR1-BamH1 f At1g01360 |gatcggatccatgatggacggcgttgaagg

435 | RCAR1- Hindlll b At1g01360 | GATCAAGCTTTCACTGAGTAATGTCCTGAGAAGCC
452 | At2g40330_ecoRlI At2g40330 |gatcgaattcAtgccaacgtcgatacagtttcagag

453 | At2g40330_BamHI | At2g40330 |GATCGGATCCTTACGAGAATTTAGAAGTGTTCTCGGCG
468 | RCAR5 BamH1r At5g45860 | GATCGGATCCTTACAACTTTAGATGAGCCACCCTCTCCG
496 | At5g45860_Sphl_f |At5g45860 |GACTGCATGCTAATGGAAACTTCTCAAAAATATCATACGTGC
591 | RCAR40T_Pstrev At4g27920 |tatactgcagtatcttcttctccatagattc

595 | RCAR60T_Pstrev At5g45870 |tatactgcagagtgagctccatcatcttctc

599 | RCAR70T_Pstrev At4g18620 |tatactgcagcttcatcattttctttgtgagce

603 | RCAR130T_Pstrev At1g73000 |tatactgcagggtcggagaagccgtggaaatg

717 | At5g53160 At5g53160 |atg gaa gct aac ggg att gag

718 | At5g53160 At5g53160 |ctatagtct cgg ggt gaa gag

1051 | RCAR4 EcoRlI fw At4g27920 | ATAGAATTCATGAACGGTGACGAAACAAA

1052 | RCARG6 EcoRlI fw At5g45870 | GCGGAATTCATGAAAACATCTCAAGAACAGCA
1053 | RCAR7 EcoRlI fw At4g18620 | CGCGAATTCATGGAAAGTTCTAAGCAAA

1054 | RCAR10 EcoRlI fw At2g38310 | ATAGAATTCATGCTTGCCGTTCACCGTCC

1055 | RCAR13 Sall fw At1g73000 | CGCGTCGACATGAATCTTGCTCCAATCCA

1056 | RCAR14 EcoRlI fw At2g26040 | ATAGAATTCATGAGCTCATCCCCGGCCGT

1057 | RCAR14 BamHl rev | At2g26040 | GCGGGATCCTTCATCATCATGCATAGGTGCAGATG
1058 | RCAR2 BamHI fw At4g01026 | GCGGGATCCATGGAGATGATCGGAGGAGA

1059 | RCAR2 Sall rev At4g01026 | GCGGTCGACTCAAAGGTTGGTTTCTGTATGATT
1099 | endoR2_Xmal rev At4g01026 |ATAcccgggTAATATAGATACTACCTAGCTCTGTT
1099 | endoR3_BamHlrev |At5g53160 |ATAggatccGACTCTCGATTCTGTCGTGTC

155




Anhang

1100 | endoR5_BamHlrev |At5g45860 |ATAggatccCAACTTTAGATGAGCCACCCT

1256 | PromR1_Sacll fw At1g01360 | ATAccgcggGTGTTTTCAGACCTTTAGATTTCG
1257 | PromR1_BamHI rev |At1g01360 |ATAggatccAACTTTTTACTTTTGTACCTAAACTC
1258 | PromR2_Sacll fw At4g01026 | ATAccgcggTGGACCCATGTATCTATATCC

1259 | PromR2_Smal rev At4g01026 | ATAcccgggAAG AAA ATC AAC GAA GAC ACC
1260 | PromR3_Sacll fw At5g53160 |ataCCGCGGctgagagtcgggttgcaaat

1261 | PromR3_BamHIrev |At5g53160 |GCGggatccCTTTTTTTCTCTCTCCTTTTTATAATAT
1262 | PromR4_Sacll fw At4g27920 | ATAccgcggACATTCAGAGTAAGAAAGTCTCCA
1263 | PromR4_BamHIl rev | At4g27920 |ATAggatccCGTTATCTTAAATAGCAGCAATTTAA
1264 | PromR5_Sacll fw At5g45860 | ATAccgcggGTGCCGGAAGGAAATACTGA

1265 | PromR5_BamHIrev |At5g45860 |ataGGATCCttgtgtattgctgtttttttgacg

1266 | PromR6_Sacll fw At5g45870 | ATAccgcggTCCCTTTTCTTTTCCCCTAATTTAGTT
1267 | PromR6_BamHIrev | At5g45870 | ATAggatccACGTGTTTGTTTGGTGTTTCACAA
1268 | PromR7_Sacll fw At4g18620 | GCGcegcggCTAGTATACTATATGTTATTCATGAG
1269 | PromR7_BamHI rev | At4g18620 |GCGggatccTTTCTGTTTTGTTTTTCTAATGGGTTTG
1270 | PromR8_Sacll fw At5g05440 | ATAccgcggGAAGGAACTCATTTTCGTTGGTTCTG
1271 | PromR8_BamHIrev |At5g05440 |GCGggatccGGTTGTCAAGTTGGTTTTGTTTGAG
1272 | PromR9_Sacll fw At2g40330 | ATAccgcggCCAATGAATTGGTGGGTATTGCAC
1273 | PromR9_BamHIrev |At2g40330 | GCGggatccATACAGAACTATATAAGGACAGAGTG
1274 | PromR10_Sacll fw At2g38310 | ATAccgcggGCTTCTCGTCACCACTCCTT

1275 | PromR10_Smal rev | At2g38310 |ATAcccgggGAGAGAGATAGAGTTTTTAATGCAG
1276 | PromR11_Sacll fw At4g17870 |ataCCGCGGtgcatgactcacacaaatcaaa

1277 | PromR11_BamHI rev | At4g17870 | ATAggatccTCTCTTTATTTAGCGTTGAAATCTCT
1278 | PromR12_Sacll fw At5g46790 | ATAccgcggTGACAACCATAAACTATGTTTTAGC
1279 | PromR12_BamHI rev | At5g46790 | GCGggatccAGTTGAAAATTTGAAGGAAGAAG
1280 | PromR13_Sacll fw At1g73000 | ATAccgcggGGCGCCTTTTTCTTGCTAGT

1281 | PromR13_Smalrev | At1g73000 |ATAcccgggGACTAATATTTGGAGTTGGGCTGCAC
1282 | PromR14_Sacll fw At2g26040 |ataCCGCGGggctcatggectctctacaa

1283 | PromR14 rev_BamHI | At2g26040 |ataGGATCCggtgatgaatcagtcacacgag

1337 | CherrySOG_Ascl fw ATAggcgcgccGCTAGCGCTACCGGACTCAG
1338 | CherrySOG_Ascl rev g8cgcgccTTAGCCGTCCAGCTGCAC

1458 | endoR1_BamHlrev |At1g01360 |ATAggatccCTGAGTAATGTCCTGAGAAGCCAAT
1465 | endoR6_BamHl rev | At5g45870 | ATAggatccAGTGAGCTCCATCATCTTCTCC

1466 | endoR7_BamHlrev |At4g18620 |ATAggatccCTTCATCATTTTCTTTGTGAGCTT
1481 | endoR8 BamHlrev |At5g05440 |ATAggatccTTGCCGGTTGGTACTTCG
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1482 | endoR9_Pstl fw At2g40330 | ATActgcagCCAATGAATTGGTGGGTATTG
1483 | endoR9_BamHIlrev |At2g40330 |ATAggatccCGAGAATTTAGAAGTGTTCTC
1484 | endoR10_Smal rev | At2g38310 |ATAcccgggCAGAGACATCTTCTTCTTGCTCTC
1485 | endoR11_BamHl rev | At4g17870 | ATAggatccCGTCACCTGAGAACCACTTC
1486 | endoR12_BamHl rev | At5g46790 | ATAggatccCCTAACCTGAGAAGAGTTGTTGTT
1487 | endoR13_Smalrev | At1g73000 |ATAcccgggGGTCGGAGAAGCCGTGGA
1488 | endoR14_BamHl rev | At2g26040 | ATAggatccTTCATCATCATGCATAGGTGCAG
1489 | endoR4_BamHl rev |At4g27920 | ATAggatccTATCTTCTTCTCCATAGATTCTGCTTG
1861 | Oligo Ascl-Fsel fw CGCGCCattGGCCGG

1862 | Oligo Ascl-Fsel rev CCaatGGCGCGCCGG

1866 | RT RCAR1 fw At1g01360 | AGTTCAGCCGAGAGAGATTAGATG

1867 | RT RCARL1 rev At1g01360 | CGATGATCACCACCTATAATGCTA

1868 | RT RCAR2 fw At4g01026 | GAAGACAGTGGTTGTGGAGAGTTA

1869 | RT RCAR2 rev At4g01026 | CCAACGATAGTATCAGCAAACAAC

1870 | RT RCARS3 fw At5g53160 |TAGTTCCTTCCGGCACATCC

1871 | RT RCARS3 rev At5g53160 | TGGCGGTAACCATAGGCTTG

1872 | RT RCAR4 fw At4g27920 | GACCACAGGCTCAAGAACTACC

1873 | RT RCAR4 rev At4g27920 | CACATCAACGATGTAAGACTCCAC

1874 | RT RCARS fw At5g45860 | GCCACGTCATCAGTTTCAGC

1875 | RT RCARS rev At5g45860 | AGTCCTCCTCCGACTCATGC

1876 | RT RCAR6 fw At5g45870 | TACGATGCAATCTTCAATCTCTTG

1877 | RT RCARS6 rev At5g45870 | TCACAGAGACATCTTCTTCTTGCT

1878 | RT RCAR7 fw At4g18620 | GAACATAGGCTGACGAATTACAAA

1879 | RT RCAR7 rev At4g18620 | TATCAACGACGTAAGATTCCAAAA

1880 | RT RCARS fw At5g05440 | GGTTTAGTATAACCGGTGGTGAAC

1881 | RT RCARS rev At5g05440 | TCTCAAATCTATGAACCGTCGTAA

1882 | RT RCARS9 fw At2g40330 | CAACGAGTTCGTCGTCTTGG

1883 | RT RCARS9 rev At2g40330 | CGACCGTATCCACAAACATCC

1884 | RT RCAR10 fw At2g38310 |TTACACGGTGGTTCTTGAATCTTA

1885 | RT RCAR10 rev At2g38310 | TCCACAAACATTTTAGTGTCTTCC

1886 | RT RCAR11 fw At4g17870 | ACTTCACAGGCTACAACACCAA

1887 | RT RCAR11 rev At4g17870 |TCGTTAGTTAGTCACATTCTTTTCTTT

1888 | RT RCAR12 fw At5g46790 | AAATTTTAACAATAACAGCAACA

1889 | RT RCAR12 rev At5g46790 | GCATCACTTAAAATGAAACTTTTTG

1890 | RT RCAR13 fw At1g73000 |ATActgcagATGGAAAGTTCTAAGCAAAAACGA
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1891 | RT RCAR13 rev At1g73000 |ATAggatccTTACTTCATCATTTTCTTTGTGAGC
1892 | RT RCAR14 fw At2g26040 |gtgctgcaaggcgattaagt

1893 | RT RCAR14 rev At2g26040 |cgatggtgtagtcctcgttg

2447 | R1 D156E fw At1g01360 |gcgcAGGTAACACAAAGGAGGAGACT

2448 | R1 D156E rev At1g01360 |gcgcAAAGTAGCAAGTCTCCTCCTTT

2449 | R1 Y160F fw At1g01360 |gcgcAGGATGAGACTTGCTTCTTTGT

2450 | R1 Y160F rev At1g01360 |gcgcAGTGCTTCAACAAAGAAGCAAG

2451 | R4 E150D fw At4g27920 |gcgcAGGTAACACAAAGGATGAGACA

2452 | R4 E150D rev At4g27920 |gcgcGAAGAAGCATGTCTCATCCTTT

2453 | R4 F154Y fw At4g27920 |gcgcAGGAGGAGACATGCTACTTCGT

2454 | R4 F154Y rev At4g27920 |gcgcAAAGCCTCCACGAAGTAGCATG

2455 | R1 K171N fw At1g01360 |gcgcCAGATGTAATCTCAATTCA

2456 | R1 K171N rev At1g01360 |gcgcAACATCTGCTAGTGAATTG

2457 | R4 N165K fw At4g27920 |gcgcTCAATGCAATCTCAAGTCT

2458 | R4 N165K rev At4g27920 |gcgcAACATCTGCTAAAGACTTG

2459 | R4 E150 F154 fw At4g27920 |gcgcAGGTAACACAAAGGATGAG

2460 | R4 E150 F154 rev At4g27920 |gcgcGAAGTAGCATGTCTCATCC

2461 |R1 D156 Y160 fw At1g01360 |gcgcAGGTAACACAAAGGAGGAGACTTGCTTCTTT
2462 | R1 D156 Y160 rev At1g01360 |gcgcAAAGAAGCAAGTCTCCTCCTTTGTGTTACCT
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5.2. Verwendete Plasmide

Tab. 16 Verwendete Plasmide fiir transiente Analyse in Protoplasten

# Organismus | Stamm Plasmid Resistenz
883 EC DH5a | pSK 35S Q GUS Amp
1191 EC DH5a | pSKAscI355S1GFP327ter Amp
3041 EC DH5a | pSK pRD29B::LUC new Amp
4063 EC DH5a | pSK Ascl 35S PP2CA Amp
4064 EC DH5a | pSK Ascl 35S HAI3 Amp
4065 EC DH5a | pSK 35S empty MCS Ter Amp
4072 EC DH5a | pSK Ascl 35S RCARS Amp
4073 EC DH5a | pSK Ascl 35S RCARS Amp
4074 EC DH5a |pSK Ascl 35S RCAR12 Amp
4075 EC DH5a | pSK Ascl 35S HAI1 Amp
4076 EC DH5a | pSK Ascl 35S HAI2 Amp
4095 EC DH5a |pSK Ascl 35S ABI1 Amp
4096 EC DH5a | pSK Ascl 35S ABI2 Amp
4097 EC DH5a | pSK Ascl 35S RCAR1 Amp
4098 EC DH5a | pSK Ascl 35S RCAR3 Amp
4099 EC DH5a |pSK Ascl 35S RCAR11 Amp
4388 EC DH5a | pSK35S RCAR2 Amp
4389 EC DH5a | pSK35S RCAR4 Amp
4390 EC DH5a | pSK35S RCAR6 Amp
4391 EC DH5a | pSK35S RCAR7 Amp
4392 EC DH5a | pSK35S RCAR9 Amp
4393 EC DH5a | pSK35S RCAR10 Amp
4394 EC DH5a | pSK35S RCAR13 Amp
4395 EC XL1blue | pSK35S RCAR14 Amp
4530 EC DH5a | pSK Ascl 35S HAB1 Amp
4531 EC DH5a | pSK Ascl 35S HAB2 Amp
4654 EC DH5a | pSK Ascl 35S AHG1 genom Amp

pSK Ascl ProRCAR1::RCAR1
>465 EC XLiblue | o Gep:minisoG Amp
pSK Ascl ProRCAR8::RCARS8
5567 EC XL1blue e GEP-MIniSOG Amp
SK Ascl ProRCAR12::RCAR12
5568 EC XL1blue I:eGFP:miniSOG Amp
7218 EC XL1 blue | pSK35S::RCAR1 D156E Amp
7219 EC XL1 blue | pSK35S::RCAR1 Y160F Amp
7220 EC XL1 blue | pSK35S::RCAR1 K171N Amp
7221 EC XL1 blue | pSK35S::RCAR1 D156E Y160F Amp
7222 EC XL1 blue | pSK35S::RCAR1 D156E K171N Amp
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7223 EC XL1 blue | pSK35S::RCAR1 Y160F K171N Amp
7224 EC XL1 blue | pSK35S::RCAR1 D156E Y160F K171N Amp
7225 EC XL1 blue | pSK35S::RCAR4 E150D Amp
7226 EC XL1 blue | pSK35S::RCAR4 F154Y Amp
7227 EC XL1 blue | pSK35S::RCAR4 N165K Amp
7228 EC XL1 blue | pSK35S::RCAR4 E150D F154Y Amp
7229 EC XL1 blue | pSK35S::RCAR4 E150D N165K Amp
7230 EC XL1 blue | pSK35S::RCAR4 F154Y N165K Amp
7231 EC XL1 blue | pSK35S::RCAR4 E150D F154Y N165K Amp
Tab. 17 Verwendete Plasmide fiir Hefe Trafo
# Organismus | Stamm Plasmid Resistenz
1864 EC DH5a | pGAD424 empty Amp
2165 EC DH5a | pBridge ABR9 (RCAR1) Amp
3844 EC XL1 blue | pBridge RCAR4 Amp
4880 EC DH5a |pGAD AHG1 Amp
5379 EC XL1 Blue | pBridge RCAR1 K171N Amp
5888 EC XL1blue |pBridge RCAR1 D156E Amp
6650 EC XL1blue | pBridge RCAR1 Y160F Amp
6760 EC XL1blue |pBridge RCAR1 D156E Y160F Amp
6761 EC XL1blue |pBridge RCAR1 D156E K171N Amp
6762 EC XL1blue |pBridge RCAR1 Y160F K171N Amp
6763 EC XL1blue | pBridge RCAR3 K169N Amp
6764 EC XL1blue | pBridge RCAR3 Y158F Amp
6765 EC XL1blue |pBridge RCAR4 E150D Amp
6766 EC XL1blue | pBridge RCAR4 F154Y Amp
6795 EC xl1blue |pBridge RCAR1 D156E Y160F K171N Amp
6796 EC xl1blue |pBridge RCAR4 N165K Amp
6797 EC xl1blue |pBridge RCAR4 E150D F154Y Amp
6798 EC xl1blue |pBridge RCAR4 E150D N165K Amp
6799 EC xl1blue |pBridge RCAR4 F154Y N165K Amp
6800 EC xl1blue |pBridge RCAR4 E150D F154Y N165K Amp
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Tab. 18 Verwendete Plasmide fiir Phosphataseaktivitdts-Assay

# Organismus Stamm Plasmid Resistenz
7232 EC Rosetta pLYS | pET21a(+)::RCAR1 D156E Amp
7233 EC Rosetta pLYS |pET21a(+)::RCAR1 Y160F Amp
7234 EC Rosetta pLYS |pET21a(+)::RCAR1 K171N Amp
7235 EC Rosetta pLYS |pET21a(+)::RCAR1 D156E Y160F Amp
7236 EC Rosetta pLYS | pET21a(+)::RCAR1 D156E K171N Amp
7237 EC Rosetta pLYS | pET21a(+)::RCAR1 Y160F K171N Amp
7238 EC Rosetta pLYS |pET21a(+)::RCAR1 D156E Y160F K171N Amp
7239 EC Rosetta pLYS | pET21a(+)::RCAR4 E150D Amp
7240 EC Rosetta pLYS | pET21a(+)::RCAR4 F154Y Amp
7241 EC Rosetta pLYS | pET21a(+)::RCAR4 N165K Amp
7242 EC Rosetta pLYS | pET21a(+)::RCAR4 E150D F154Y Amp
7243 EC Rosetta pLYS | pET21a(+)::RCAR4 E150D N165K Amp
7244 EC Rosetta pLYS | pET21a(+)::RCAR4 F154Y N165K Amp
7245 EC Rosetta pLYS | pET21a(+)::RCAR4 E150D F154Y N165K Amp
7246 EC Rosetta pLYS | pET21a(+)::RCAR1 Amp
7247 EC Rosetta pLYS |pET21a(+)::RCAR4 Amp
7250 EC Rosetta pLYS |pET21a(+)::AHG1 Amp

Tab. 19 Verwendete Plasmide fiir stabile Transformation in A. thaliana bzw. Infiltration in N. benthamiana

# Organismus| Stamm Plasmid Resistenz
690 EC DH5a pBIlAscIBar Kann
4550 AT GV3101 |pBI121 35S RCAR6 kan-rif
4551 AT GV3101 |pBI121 35S RCAR7 kan-rif
4553 AT GV3101 |pBI121 35S RCAR10 kan-rif
4888 AT GV3101 |pBI121 35S RCAR1 Kan+Rif
4889 AT GV3101 |pBI121 35S RCAR4 Kan+Rif
4915 AT GV3101 |pGreen Ascl BAR 35S RCAR2 Kan+Rif+Tet
4916 AT GV3101 |pBI121 35S RCAR3 Kan+Rif
4917 AT GV3101 |pBI121 35S RCARS Kan+Rif
4918 AT GV3101 |pBI121 35S RCAR8 Kan+Rif
4919 AT GV3101 |pBI121 35S RCAR9 Kan+Rif
4920 AT GV3101 |pBI121 35S RCAR11 Kan+Rif
4921 AT GV3101 |pBI121 35S RCAR12 Kan+Rif
4932 AT GV3101 |pGreen Ascl BAR 35S RCAR13 Kan+Rif+Tet
4933 AT GV3101 |pBI121 35S RCAR14 Kan+Rif
5238 EC Xllblue |pGreen pG0229 Ascl BASTA Kan
5476 AT GV3101 |pBGreen Ascl BAR Kan + Rif +
pSOUP ProRCAR1::RCAR1:eGFP:miniSOG Tetra
5477 AT GV3101 | pBI Ascl Bar ProRCAR7::RCAR7:eGFP:miniSOG Rif Kan
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5478 AT GV3101 |pBGreen Ascl BAR Rif Kan
pSOUP ProRCAR10::RCAR10:eGFP:miniSOG Tetra
5570 AT GV3101 | pBI Asci BAR ProRCAR11::RCAR11:eGFP:miniSOG Rif Kan
— AT GV3101 |pGreen Ascl BAR Rif Kan
pSOUP | ProRCAR14::RCAR14:eGFP:miniSOG Tetra
5608 AT GV3101 | - een Ascl Bar ProRCAR2::RCAR2:eGFP:minisoG | I Kan
pSOUP Tetra
5609 AT GV3101 |pGreen Ascl BAR Rif Kan
pSOUP ProRCAR3::RCAR3:eGFP:miniSOG Tetra
5610 AT GV3101 | o enn Ascl Bar ProRCARA::RCARA:eGFP:minis0G | i Kan
pSOUP Tetra
5611 AT GV3101 | pBI Ascl Bar ProRCAR5::RCAR5:eGFP:miniSOG Rif Kan
5612 AT GV3101 | - een Ascl Bar ProRCARG::RCARG:eGFP:minisOG | 1 Kan
pSOUP Tetra
5613 AT GV3101 | o enn Ascl Bar ProRCARS::RCARS:eGFP:minis0G | I Kan
pSOUP Tetra
5614 AT GV3101 | - een Ascl Bar ProRCAR9::RCARQ:eGFP:minisOG | o Kan
pSOUP Tetra
5615 AT GV3101 |pGreen Ascl Bar Rif Kan
pSOUP ProRCAR12::RCAR12:eGFP:miniSOG Tetra
5616 AT GV3101 |pGreen Ascl Bar Rif Kan
pSOUP ProRCAR13::RCAR13:eGFP:miniSOG Tetra
6645 AT GV3101 |pBI121 35S::eGFP Rif, Kan
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5.3. Putative Promotorregionen und gDNA der RCARs

Nukleotidsequenzen der 2-3 kb Promotorregion vor dem Start-Codon mit anschliefender
gDNA aller 14 RCARs aus Arabidopsis Col-0. Schwarz markiert ist die Promotorregion, rot die
5’UTR, blau der Start bzw. Stopp der Translation und orange die gDNA. Die hier dargestellten

Sequenzen wurden von www.arabidopsis.org bezogen.

ProRCAR1::RCAR1

gtgttttcagacctttagatttcgcaaagcccaccagaaacaatggttgcaaatactttcttctttctcagtictagtaaactataagcec
gaagctgtttttgcttgtattcgtttgcccatattgtgatggtctttaaagattgggecttcetttggttcatctaaatttgaagctttttcctt
ttgttaagtttgttgaaacagtcaaagttagattaaaccaggacaaatgaatgaaacgataaattcataactttttactgccagcatt
atcagaagaatgtcgttaatgttgtctttttttctttcacttccgtctgttttttttgtggtattggttaattcgaaaagattcggaacctat
tggccggcaaaaaagttatccaaatgaacaaaaagaagaattacacgtgtcaagttcacgagaaacgacataatacgtgaacatg
daaatgacagacaataaaccaatgaaaatatgacacgtatattggtttcctattatttaaccgtatttagctcattgtcgetgtcacta
aaaaggctccttgtttttatcttgaagcagttaataatttacgccaaagtcgtcttttgegtttaagttcgecatgectagetagtgecaa
aggtgatcctatccgataagctttgttttgggtaaatttttatctgataaggttactgtaattatcgtcaattaccgcetcttttaagtacta
tattatcacttaacattttttaaaaaatatgattgcagaaaatgttatatataaactaaatccctattttatcataacgtcaatttcagac
aattaatgagatatgtaagcataaaccatattcatattgaacaagaaaacctccggttacaattatatgtgttgtttaaaatggttaca
aaatcggaagattgttcgttatgaaaaccttaaaccataattaatacatatgttagaagataattagataagtaatcatttaactaga
tttatctaaaaagtgattatgttgttittgtttgagaaaaccaagtaaaggtgagtcttttctcctttgggaaaaacaaaagtagaattc
daaaaagaaagaaatagaattcactaattatatagtaatccattaatattactggttagaaagcgtaattagecggeggtggttatca
aaagtgacttccaccatatgtttcgaaagcttgagtttcacgaagaagatggaggaggggcaactttagactagtggagatgaatcg
aatgatgatttattgtagattctttgtggtatctcatctttccttcgtatgaggtgtgattcacaacaaatacaatttaacaaaaactagt
ttgtctacattcggtatgatataattaaggactttgtctcaaacagattaaagttctigtttcatgattttagattgtggatgcecttgtacc
aatcttcttgtagaaatgccttctcctcctagaagagaaattacaccttacgtgtcgtacatgactacatggaacagtcactttgcaga
taggatatggtgttagacatttagcttgatacaattaattaatgtttaacaacaaggtttaaaggcaacgagagctatatctaataag
atgtggtctaagacatatgagacctgatacatggagaatcactcatttataaatttctggtatattaacgacattttgtgtctaaaaaa
ttagctattataatgaatatggtctaaaattgaatttaaattaacaaaactatctataaagtttgaaacgatcttacctaatcaaaaca
aataattatctaagcaatctgttttgttttgttcggattatataggtccccaaaacgtcatacaataaaacttgcttaaatatttigttttt
ttgttacattaaaaaattagtatcttgttgtgtttttgtttggtttgaaaagctgaaaatgtgtgaaggagaagaaggaagctataaaa
aagagtttaggtacaaaagtaaaaagttattatgtcggtgggticattaaaagaaaccaaaaaacataaacaagtaattttgttttg
gcataacgaagcatcttcttcttcttecttgtatttattatccatttccagagattctceccttgtgagataacaacgaagaacgaaagag

agagagagagagagaga
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ProRCAR2::RCAR2

tggacccatgtatctatatcctgtaacatctggtttgcttaatgtgtacatatatgtgaacatagtgtagttcggtatagtaccttcttta
accaattgaatgaaccgatcatattctaatccggatgccaaataaactaaagattgttgtaaatgaaagacttgggacttgactcget
acatcactgattacgcgtaaatgtctacagagagtttactaagttgaaagaaaactacttcctaacatacagagacatcgecattaat
ggccttaacttaagagtcaaaaaaacatttgatgggectacccttaattaaaagceccaattcgatattcgaatcgaacccaccggect
aactaaactgttcagtgtccccaaatctttttgcaacttctttcttcttcatattettctcaccgtgaaggegtegtcaccgecgatgttat
tatctccggcegatgttttctgatcatcactgcetttactcttactgegaggttggttattttcaaatcttcttetetecgttctttetttcgaag
tcagaaactttgccgecattttcagtaaaagggttgattctacattccctagaatcatctaataactagggttttcattaggttacgtatt
ggttaaaattagttgaaatcatgtttcttatttctcttttcgaactaaatttggtaatcagatctctagagtgtatgatttgtcataacatc
taatcgaaattagaatccgtatatgtttcattcagagaataaatcctgacttgttaatttgatatagaATGTCAGATTCTGATG
AAGCTAAAACGTCGGAGGAAGAATCTCAACTTGCTGAGCAAGAAACAGAGACTCAAGAAGGTGAAA
TGACTAAAAACTTAAAGAAAAGAGATCTTGATGCAGTAGAAGATGAAGATTCGAATAACGAAAGCT
CCAGATTAGAGAAACTAGAGAAGAAGATAAAAAAAGAAACAGCGAGGAAGCTTGAAACTGACTTTG
TGCTAACAGGGGAAGAGGATGATGATGCATTGCCCTTAGCCTGTTCCATTTGCCAAAACCCATTCTTG
GATCCTGTTGTCACCAACTGCAACCATTACTTCTGCGACAAGTGTGCTCTAAAGgtaatcttttecttacaac
aagtttcgtaatttctgaaaacacactcaaaacagattttccttgttattttttttcataatgcagCATCACACTGAGAACGATA
CTTGTTTTGTGTGTAACGAGCCAACTCTAGGGCTTTTCGACACAGCCGTGGAGATCAAGGAAAGAAT
AGAGGAAGAACGTGAGAAAGCCAGAGgtttgttaaaaacgcaaaactctctgttttgacaccaaaaacctactcttaca
aaactcgctcggtgatgtctctttgtagCCATGGTAAAGGAAGTGACAGCAATGTTAGAAAAGGCATCGACAAT
GGCGGATGACGCCAAGGGCGTAGCGCAAAAGGTTGTAAAAATGGTGGAGGAGATTGAAACAATGG
TGGAAAAAGTGGCGGCTATGGCCACAAAGGCGGGAGAAACGGCGACAATGGCGGCAGATATGGTG
AAAGAAGCTGAGGAGACGATGGAAACAGCTAAAGCTAATATGTCCAAAGCCTTTGTGGTAATGAAG
TCGGTGAATTGGAACGTGTAAatcgggtcaaaacagagttttattgtgatctcatgctgacatcagctacaatctttatctaa
taagatagattctcacaagattcttttatctatctactttttagagaagatgagatcatacttcggagatagataggtgtcgtaaaaatt
gggaagcttacttggcaggagaagagagatatacacacgtgcttaaagtcaacagctaatccaaaaaggtagacgacaaaccagt
taaactaagacacgtaatctatcttaaagatttgtcggttcatcgtaaatccgttggtggattaatatatgteggtgtcttcgttgatttt
cttagcctaaccaaccaaacataaataaaaatcgaagctttactttgtttgcetictattatatccacttccaacaagattcctcaaaag

gaaagaagagaaagaagataagagatatctggttggtcggag
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ProRCAR3::RCAR3

caaccagcaagcaaacaagagcatatacataaagttatttattagcagagagcttcctatttgctcagagagtcatcagtcttacatg
ccaatgatgtcaggcactgagagtcgggttgcaaatggaaggcaaactcaacaccttccttgaccacactcaaaatctccgatatac
attcctgagagcccacctgcaagctccaageccaatcttaaaaagaaactatgggtatccaattttttttttttgtgtactttaatcttga
ggtagtagtattttcgagaatactttagcacgttacaaagttagcaacgaattttctttttctagatatgacttataagagccaaacctt
tttatgttatagaaatctttgtcactttgagatacttttattcaggatttaataaagagtgttggataaagcacgtgggaccttttgetct

ctcgagattggctcttcgagtcaggaaaagttaagactgtgaagcaaaccctatatatgatactgtatacaatatattttttggataaa
ggattgtgtaaattaaatgatcaaactatatacttactattctggccttagtggttataagatactaatattatactgtaaatgatcaaa
acaagatactattgtcagaatgcgaaaaaataaagcgaagtccaacttaatagtttacgaacttttacttcatattatgagtcgaatg
agagtgaatactggaattggtgatgatgcagaaaaccggattagacgaaacaaagagaacataatacaaatcattggtatggaac
tgacaaaacgtacgaaacaatcgatgttaaatggttagaataaaatttggatgataaccataataactgcagtgcatgtataatcat

taaattttagctatttttaatacttggaataatagatgtttactatttttatcatatacctaaagaagttcttgtaatttgtacttagtacct
gatttgtcgttctaatcctaaaaaaagatttggtcctttgtagtttgcttcaaaggecccgaatctgeattgatcatggtetggeteggg

ggtgttaagcacacttttaactagtgattatatgtctaattgggacatcaatatacctccatgcacctagtaatgtgaccatccgtataa
tatgtgtactatctcttcttcagctaaaggttaacgagcataatctggttaagecctatgtttggtttgcattataacaatctctctgaaa
ttttgtagtattttcatcaatttaaattagtatattttcgacaatttgaattgttctttgagtctgatcacagtcaagtacacgaactatat
gctgatctgatcgaattcattctactatatacacacacatacacaaacattttacagtacaccactaatactataatcccaataacaa

gaaaacctaaaatataagtacacattaacaaaagaaaacagtttgcaagttattaagtggtttttggattiggtttatagtttttagat

ttttgcattaattatatatatatatatatatatatatatatatatatatatatatatatatatttgaaactaaatatgaaaaagttatagce

gttaaaaagtgaaaaaccaatgaaacatagattttagatttcctttaaaaatctagattccttatttttataaggaaaaccatttctecc
aatcttaattggctataaagtagatttttggaaaaaacttaagccataaacaatttcaaaaaatctataaccatttcaaaatctttaat
ccttttttttttttgtcaaaacaagtcttttatccaaatgaaaaagcacccaagaaaaaaaaaaaaaaaactatccaataattgagtc
agctctcataggcttaaacaatactttaaggatcaacattaaataattaccacacttgaggggtaaaactaaaaacggtaaataaaa
Ccacagaaaaacgacaacgaggggcaaaatcgaaaataaagagaaaatagtgggataatagaagaaagcatccaatgagagtag
tgaaatcagagaaagacctttactcctttagtccaataccatccaatcaatctttttctttttttttataaaaatctctcactgagtcttttt
atttaaatattataaaaaggagagagaaaaaaagttigttggaggattcgtctctctctctctctctttctetttctcteatcettettctta
tctcectccaaagacggegactgtataatctatcatttcttcacagtaacgctttcatcggaagatctcgecggaaaaaaacttctctct
gagatcagatctcttacgattctcagctcaatcttatcttttcctttgttgtgetgcettttcactctettctgegegacgaatttggecttgtt
ttttgtttgtttgtcgtatccgacgcggaggtattgagaaaccgtggcttaagacggaggaagaag
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ProRCAR4::RCAR4

AGAAGAAGCCATTCCTCACCACACAAGGGGACCACGCCATCATGCATCAGCAGCAATCCAAACTTTA
AACACATTCAGAgtaagaaagtctccatgcagttctictactccgtttcttactattattttttggatctgacatttctgggttgtatt
atgtgtagCATGTGCCAGAAGAACCCAAATCGTTTTCTTCTTTCAGGGAACGACTTCACCACTTGCAGgC
aagaattctctgatgtttgaacgagattggaatgttcaggttttattttttgatattatcggetgtaacatgtgtatgtttaatgtaacag
AGGACAGAAATGGATCGGGTCTGCTTTGGGCGATCTGGAATTCATGGATGGGGTCTTTTTGCAAGA
AGAAATATCCAAGAAGGAGAAATGgtatgtcagcagacccatttgtgatattgtgtttggtctatttgggatgaggggagt
gtttattgtcgagaggtgctatigtatttcagGTTCTTGAATACAGAGGGGAACAGGTGAGAGGTAGCATTGCAG
ACTTGAGAGAAGCACGTTATCGCAGAGTAGGAAAGGATTGCTATgtgagttgaaaaagtttccattttatcttca
caaattgtctcttctctctctatctctcttaaccaaaagaaggatttatgttgcagCTTTTCAAGATCAGTGAAGAAGTAGT
GGTTGATGCTACAGATAAAGGGAATATAGCTCGGCTCATCAATCATTCGgtaagctgcttggecatggacttttt
acgtacaagaaatttgacagactgttaaagcctaaatcaaaatacgtggtgtgtagTGTACACCAAACTGCTATGCGAGG
ATTATGAGTGTAGGAGATGAGGAAAGCAGGATTGTCCTGATAGCCAAGGCCAATGTAGCTGTGGGA
GAGGAGTTAACgtacacaacgcatttctatatataccattcttcaatctaaagctgattgattgtcatagtttaagaaatgtigtg
tggtgttttggcagGTATGATTACTTATTTGATCCAGACGAGGCAGAGGAACTCAAGGTGCCATGCTTATG
TAAAGCCCCTAACTGCAGGAAATTCATGAATTAGaatagaaaggtatagatcctctaagtttacttcacaggcetacaa
caccaagaagaaaaggccaaagcaagattgtctctttttgctccaaaaacaatagatttataggtagagagaaaagcetaagtgatc
caagtctgatctcttctgectctctgtatagacaaactcgtttgtgtcaccattatcctcaaaagaattcaatttcattcattttgttcattt
caacgagacttgagcagaaaacttgggataattccaactgttgtgaccgttttaccctataaccatcggtttactacggttataccgeg
aaggtgatgagtcaattcaattgggaattgattttectttcgegecggtttatgaategtgetttcgtcaagtgecatgtcagacgaatt
gtagtttgctgctgataaaagatctcgtaatggttttcttaaaacacttttaagegtttttgacggeccaattgatgegaatatggattg
actcttatctatacttcagatatgttcaaagccacacaaggtaaattgcataacggataacaattcccataagaaaaaatgtttcggt
gtcaaactgtatatgagcaattctgaaacattctaaagattttgtggttatgtgttaaacttaaagcatttgatagagagatatttttca
dagaaataggaaaaaataatgttacaatcctccacattaatgtttacaatccgtccatctgtacttgacatgtcggatcataatccaa
gataatgggaatacagatataagttaaaaatgaattcactcatagaaacttggaaggctatattcgtcaatataaaagagcatectt
taaatagctgcacactggtacagtggttctactattgagtgaaaaaaaaaaaaaactaaaggcacgaataatttttgtctaatcaaa
attatttaaattgctgctatttaagataacg
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ProRCAR5::RCAR5

GTGCCGGAAGGAAATACTGAGGAAGAAACTACGTTGTTTGCTGATACTATCGTTGGGTGTAATCTTA
GGTCATTGGCTAAGTTATCGGAGAAGATGATGGAGCTCACTTAAagttgtaaaagtcgtgggattgtaataata
gtattagtttttagaatttaaaagtaaaactcttacatttttacgaggttttggatatatagcaactagcaaaatatgcttattcaactg
ggaataatataggtataattatgtatttatatgtcttgtgaaattaaaaataattgtttaagtttctttcttaaatgtcattattctgtttgc
Ccaaaagtatatacaattttagtttgagtccatttctaaactctectttgtaaatgtattgatataagccaaattttgaaatcattcaagt
taaaaagttaaaatcatttttttttcttttgattaaaactcttgttgttgtaacaggaattgacttgtgagtactaacgtgtccagecgaaa
tagctttctaaagcagactctgatcgttcagtgtcttataccttctcagttgaaacttgatgccaaagagcegtcttttagcatgtgcaag
tgaagaaattaaacatagttcgcttataaaataaaaagtatattttatgattcatttttttctigcacaaaaaaaaaatacaaaaagtt
gaaatacaatggtaattaatgtaattaacccttcgtctccaacagcttctttttaaagaggaaaaatagtttaaattctgttatattigg
ctgtagctcaattgttcaacttctacttatttttacactttttctcacaagaaactaattacatactagtagaatgaagagccatttcaaa
ctatttttacttgaaggtaatatttaaaaaacattttgctaatatgttggtaaacaattaaaaaaaaaaataacctcacttatacatatt
tacttaagattttcttaaacaaaattaggattgttcgattatcctacttacatatgctaaaatacggecttgaatctigatagattgeatg
caaaagtcttaccgaaattattttcatctctaatcatattgatcgactgaactcgtaaacgttttattctgtttaactttattttattgtgtg
tctatttttatttttgatcagattaaaatataagagttigaaaatgtgagattgcgattacgatcgaaggttcaattatttggtecttttc
aaattgttaacaaaagaaaaagggaccctataaaagttaaacagaaatacaatttggttaagcttatcggtttccggttcaattatct
ttaccttctgaaggagtaagtgatgctattttgggcttcaaatggatctttaatctgtaggcetcattgggectgttctcaacttggegttt
aaagatatgtccttccctctctcatetgttettgtttgttttttttttgtttgttttttttcatttagtcaagtttttatcaacaaaaacaatgtc
tataaatgtgtggtaaataagtgtggttcgtatgaacgaaatcgaaaacgtggatctattacatgccactagtttttccacaatccatg
tcataaccctccaaatttaaccgaaatacattcttcattacaatgacgttacaaaacaaatgtgcattctaaagtttacaatttatttaa
atatattttacggacaaatatgtagccatatgcctatatattgtcaccatatgctacacatcctacactgattaatcagtctttcttttaa
agcatttttttggttttatgtgcatattacaatgtattcttttaaaatatatatacactttaaacttctttttatcatcttatgttatacaaat
Caacaaagtttttcttacttgatattacattcatattttgcagaaaacaccaaaaaatgacaactcatatttttttttagtcggcattgtt
cttagatatttctcgtataaatactcgaacactaatgcatggaagcttcaaaaaggtttgaagatactgtcacacaaaacaacggtcg
ataaaaggacaatttcgtcaaaaaaacagcaatacacaa
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Anhang

ProRCAR6::RCAR6

tcecttttettttccectaatttagtttaaataactatttttggtgtgggceagtttccgttaaagagaagtaacacacttgttacaagaga
gaggtaacaaagacagtagcttttaccatttttgttaaatcATGAAGTCTACTACCTTGTTCATGGTTTCTTGTGTTCT
CATATTTTGTGTTCTTAGTCACGTGAGAGgtacgtaatgtacactattgttctttcgatttagattagtatcctcggtttaa
aagacaaaaaaaaacttactgcattatcaatttttatatattaaataatcattttatttacaattttgacattatttttgttgtgtgtatgt
atgattgataaaaataaaaaacgaatagAGGTGAAATCGGTGGAGACTAAGGCCAAGAGAGTGAAGAAGGT
GTGCGAAAAGGCACAAGTATTCGAACAAAATTGTGGGTGGGACGGAAACAAAACTTGCATAAGAG
GCTTTAATAAAATCAAAGAATACCCTTTTCATTGCGAGTGTGGCATTTATGATGCACCCAATAGCAGA
CGTATTTGCAAATGTAAATTTCCATATTCTCCTTGCTAAattttcatgtagtttttttttaaatgttaaaaaaaatttcat
gtagttccagaaccatagtttatctatctagaaattaataaattaaatgttatttaaggtttaactaaccagtaagatgaacccttttac
ttccttecatgttattgtgaaacatgtctgaaggagttaatctccaacgecatgaattaatcattceccggttactccatttctaaaactct
ttataaatatgtattgatataagccaaattatatgtcgtacgatcttgtagtctttatcatacatttcagaaaaaatataactatagatt
aaaacctagctagccggaatagtttttaatctataacattcgatttaatttaactattcaaacttcctcttcetttctttacattatctcteat
aagaactcaatagtagattgcaattaaaagtcttgctgaaaccaacttaatttcttatattgactaaactcgtaaatgtctccttgatta
atttttcgataattttttttttcttttgactaaagaaacaaaatcgtcagagattttagaatgtgagattgtgattgtgattttggetctttt
tgctagtctatatccgtgaatttaaatttggagatggaaaaagaaaagttatattaacagaaatcacattttggtttaatttttatateg
gttttggttcgattatcggctaccctgaaggttaaaaactaatgtaaaagagtgatgctagtttgggcttaaaatggatctataaatttt
aggctcatctggectctttctgagettgecattttggattaagtctaagttctaatctctaacttctcatctetgttcttatttgtttecttte
ctttttgtctactttcttttcttttaacatctgtcaactatttggttcttataatacactataaatgtgtgattaataagtgtgattcgtgtaa
accaacgtggaaccattatttgccactatttttaacacagtccatgtcatataacccgccaaccacaaccgcaaattgttccttacagt
attttgtatacaatttgctatgctacactgtttgatacttactcaggecgttaaagtattttggtatttatgtgcatgtataaaatatcaca
atggacttaaactaaatattttattccaaagttaaatgtcatatagaatatataaataaattttcgttgttacttgttatgecgttcagaat
ttcataattttagtatttctttcagtcggecttgttctaaagatatttctcatcetttttgtcgacctatagatttttctcatatataaatacta
aaaaaaacttgccactacgtaaaatatttgaagacaacaaccacaactgtcggtaggaaaacaaaattgtgaaacaccaaacaaa

SIATG

ProRCAR7::RCAR7

ctagtatactatatgttattcatgagtttggaagtatcggtttgttacaaatcggaagttttgatctatcatatctactgtagttgctaatt
aactcggcttacttgegeecgtcteattttctttgagtgtaaaaatttgttgatcatcaataaataattttactgatagagataaaaaaa
aataaaaaatttgacgtattcttttctgttagaccggataaatagacattcaatcaaaggttttttttttattaacctacaaggtagtga
actccatttgttagaacaacttccattaccttcgaactttttttattcttaataacacagaaagttgtgatacggttgcaaaacaatttat
caatggtgccgataagattgttcagagggtggcaatgggceattggtttcacttgettaccataaagaaagcaagtttgagaaatacc
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Anhang

aaaattgcgattctgtttttgattgtgacttgtgagccccaacaatatatgtatatatttcagettgagctcaattcccatatatgcetaca
actctaagacgcaatttatgaaaatttggattttaaatagtcatcatgtccatgtttctcgagatggatatctaagagaagaataattt

gaattttataagtttattaagtcatatttttaatacttaaatccaaatataatttgttccatgtattttatttttattcttataatacacttat
ggaaatctattctattttacttcatatctttacccatttttaatttgcaatttacctttataatccacttataaatatatataaaaaaatcta
ttacattttatctcatgtctttacagattacacattggaattgagttttttttttcatctaaaacttttgttatttatataaccatggaggtg

acacaatgccggcecgttaaacatgatcttagtctaggaaggctaaacataaaaccaaagccaagaaaaggactaacaaacggact
ggatagtttgaaacccaaaaccaaaacagaatggattttgtgctgtgtggggtgaagcataaatgtataaatggaaaatatcatcat
taaagtttgggcttatacgggccttatttctaataggcaatagactgatggaacattgaatatgectaccctggatatgtagaacttge
atggctctcggattggatacgtagaacattacacttatgaaggaaaaaagattggattctttttttttctggtcggcaaccaattaaga
gaaacactgttatgtttgtaaacaagtgtgtgtttcgctaaattccattgtgtgcttttccggtttaaatgacatctgtatttacctegtgg
gcaatgacacatctatctatatttagctccaaaacattgctgcagcaaatttccaaaatagaccgactagattttaatataatattggt
aatttttatcagttggtaagatatttaattcttcgtgaaaagatactcgtatatctctctttctgtttaaatggttgatatagtcaaaaga

aaaaccttcaaagagggtttgttaaaaccatattccctatcactcttgtcagaatacccttcacagatggttttgttaatctttttgataa
aaccaagttccagaatatgcaagccttttatcaaaaagcaaaagaaagtttctaaatatgccaacaagattgtgtaatttttcactat

acaaggcagtcaatacttgtgtacaagtttatattgtaaaatgttttttggttagtatatagtaagaagaattcgaatcgaactctaaa

gtttaatattacatgaagaattcgtaaataaattaaacaatataaaacactataaaaatattttagtcggtggcttgecttcatttatat
gtacgtagattcgttcgatatgctttaaaacaagtgaatacgaaaattctaaagtaagacacgaaaatacacgtcgataaaagaca

aacccattagaaaaacaaaacagaaa
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Anhang

ProRCARS8::RCAR8

GAAGGAACTCATTTTCGTTGGTTCTGCTCTTCTAAGTGAAGAGGGCTTACAAGCTTGGAAAGgtgatgg
ccatgtgtttagattgttggtgcatctatgtactttccatagatcttcctttgcaatcatttagtggtgaacctgatatgttgttatttcctg
cagCAAGTTTCCAACAGAGTAATATCATGTCTGACCGGAACCATACAACGGAACATTCCACATATCGT

TTTACATTTCTATTGACCTTGACCTTTATGTTTTAATTTGTCAAGAAGTCTACTGCATTTCTATTCTCTCC
TATCTCATTCCTCTTTATTTACTTGCTTTCACATGGTAAGGAATTGTGAATATATGGTCTCAGCCTCTCA
TGTTAGACATTTCTTCTATGATTCTCATTTTTTCTAttgtgaataattttttttccagacaactcttttaaaagagacttac
cattggactatgaaaaatctttcaaaaaaatcagaagctctcatcttacaaattcaaaagatttatacttaaaaaatggtgagatccc
attaggaggctctcaccattggagatggtcttatgagttccgtgaagctctctegttattcttacagggeatgatttcgtataatattttt

aaaaaaacaaacgattgggccttgaatttttaattagaaagttaaacaaaatctaaaaacccacatgtggtctctigttttttttggtg
tgatggtcgaatatttctaaaaacccacaagatttattaactagtcttacaaattacgattacattttttttttacgttttatctcattgac
agggtataatttataccgtataaatattattttcttgagatcagtcttttcaaaaaatgtagtgggattactgaatgcattcctctataat
taattacgacaattatcatagttggtttagaaaaaaatagtaaaattgcacgtttgcatgcctatacaattcgagtgtacatgaaactt
gatgtagagtaccatacccatgtcgcaaaatattattatttattgaaaaaattacaaagtcgcgatgcaacaacctttgtactatatga
tgagaatataatataaaaatgggcaacaagaacaaaagaaaatagagaaaaaaaggaaaggataatcttccacctaaacaagtc
Ccaaagaagattgcaagttgcaacatccacttgcttcgtccggegtaagcetctttgataaggtctctcaccgtecteccgactttctetetc
catacatacaccacatttacatacgccatttacacatatatgacaaacccatcaacatctgtgcatgcacgtgtgctcatgcatgtatg
tagtttttacttcgccatgatgaccatgtctatcttaaaatttaccacaatcaatcaatcatgegegttacagtcgtgtgatattcaaaa

attgtacatgttatttctcataactatcactttagtagattaagatcagaatgtgcatataataagtaaattttaacaataacagcaac

atattttactataactaatgatttatttaaaaaaaaaagataaaactaattctgaaatttcagttttttctatgaacaatttattaacagt
attcatatgtagataaaccttgtagattctataatataaaatttatcaagatggaaatgagggatctatagaatacaattaattttggt
gatatatattcaagataatgaaggaggcgtctgaggaaagaaatcatgggggcataagatggtacaatgtatcatacatggtcaca
cacatctatatgatacaaatgcgtctatatacacaactgtttctatatacatacaaacacaaagccttcacatccccagctatctctat

ccatctatcttcaaatatatatttttaaaaacacacaatgttcatatcttattgttattgttataaaataaaagatgatcatactttttaa

atttctcaaacaaaaccaacttgacaaccgacagcgaacaagatcaaaaagctagctctcttettttctcatcaaacttatttctctct

cgatcgcaatatatacgattccataaattctcccaaaaacaaattaagagatagaggagagatc
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Anhang

ProRCAR9::RCAR9

ccaatgaattggtgggtattgcacctccacaagttccctttgacaatgtgtectcttctccgcaagaatgagatgcaactattttggac
aatttctccttttaattactttttgatcgataatcttctcttaatatcacgttgtaatctgattcattcaaatatctatcgaaatttaagett
atctttgattttttcgatacttatttttgaaattttaagtgcattttgtttataatcatagttggggatttaataattttaggtggaataata
ttttatgcatattggagatttatttctcgagaaatattcacaaacaaacaaacaaccggcttttgcacaaaaataataatgacatgga
gtcgagttgtttatactaatgtttgtcactatctcaccattggaatttaaatcttggatatataatacatgttttgacaaaaaaaaaagt
tggcacaaattatgttgttgtaacaaaatacgtctgatgcattgatttgagattgactctttgaacccaaaaatgtatcaccgtaatatt
aatacattttccacatcaacttgtaatctatttgtgttcagtaatatattggtgagtgattatgtcacctaacccgaaagcttataagat
gagcaatctttatatcgaggatggtgcaaaaaatagcaaattgtaactttttgtccttcttattctataaaatgtcagatataattagta
ctgcaaattgctcgcettattcgtattaatcttaacaactagggctacttgggaatatgtatagttgttggaaaaactaatgcattagata
accctttattatttttcccaattgtgttttgttattatgcccaccactcaaatccaagagtccaatatattcatatgatttgaatatacgttt
gtggaagaaaacacacccaagaaatattgtccaattcgtaaatttccctgactttacgttggttacttttagcaaactgcttagtttgat
tttcttctaattcgtcttattaatattctgttcttttctttgttgaaaaggaatttgattaatactttttttagtatcgtcgaaaggctcaagt
tgattacaagatgaggaaagattattatgatggacccatgacatgatatcttcaccaacttggaacattgaaagtcctatggagttat
ttttgaaatttttaccttagtcagaaggttccaacaaaattaaaaatccaccaaaaacgcatccaagaatagtaccaactgaaaata
gatcggcaatcacaaagacaaaggtcggtcctcccaaccaatttgtttcaagaattttttcaaacctatgcataaattaagtatagcetc
ttaaccaatatatatagcttaaccaactcgacacatagtgatcatgttcttataatctttaataacgttttagagttagctatatatata
gcctcgagacagtagaagattgaaatatctatgcaaaacctcaaagataatgttcaatgtttttatattctgaatattgatataategg
tgagatagagatgagttcagaatttttttctcggtatcttaaatgatattgatttcattttctcaactttcattcaagagtgtttitggttaa
aacataaaaacgtccattctaattatagtaatgcttgtgtggttacgacaacatgctcattcattgtaataaactggtgaaatatatag
caccattgacaaatagacagcctcagtaacaaagcaaggaaaaacaaaattaaaatttaataaccggttatattaaatatcgagaa
ccagtccgtagaatttcatgggaaaccgggcecggtccttgatataaagaaagagagagacgtttcttaactgaagcagtacacaaa
ctccaaacaaatcccaagtggacaaccgaagaacccacacaaactaactctctttcctaatccacatacttgeatttttatatataaa
cactctgtccttatatagttctgtatattacatgtaaatatctctcattaatacaacctcacgaagaaaaccatttgttticttagagaga
gccaagaatattaaaagagatatagagaaaagatttgctttaata
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Anhang

ProRCAR10::RCAR10

GCTTCTCGTCACCACTCCTTTCTTCTTTACACTTAATTTCCATCTTCCTTCTGCTTCTACACGTCCACATgC
aattttgcaccgagaatcctaatttgtgtccttcattttaaaggtttaaaaagcatgtttataaaaacatggaactggatggttigtgag
atatgccatcaaattagacaaaagggtccattaagcctgtgaaaaaaaaagaaaaaaaaaactaagagacgatcataagagtta

ggtgtgacctgacaagattcttgtacacccgaacccgacttgtgaactgtgaagtcaacctctaattaacagttattttttattcctaca
aatacggatccaacattattctcaattagttgaagtaatgtctgtctatttgcacattttcaaacccataatcaaacaaaagttacatat
cctgacccgctgaccatattatacactcatctgtgtatatctcaaatctcacttgcaggtaattctctctagtacttttatgtagatatat

agatattagtagaatgttagcaagaaaagatgtaaaacatatatatcaactatattagaacccgtcctttgtgcgagtttttgattttt

atgataattttaagttaacaaaaactgaattaattttgctttatatattaagatgtgtgtgaagctcaatacacaatattaatctattctt
atcaaaaaaatttatattcaaaatttacagcaattataaagaactaatagcattgtattatgacttatcattaagatggggtttgtgtc

catgtccggagttgttaaaggtttgaaaacccagagttatgaatgtaaagaaacaagacagaatgcttgaaaacagagcatcaagt
aaatgttttgtgtttatattattatgcagctaaaatggaaccggtgacggcattccaacttggecaatggatgtctagactcgetatatt
cttcaaggcagacgacacattcttccccaacctcgaaattgaattcctcgacggcaacaaaaatatatcttcgaacgttttgttgtgte
tgatcagccaactccacatctttaggtaaactctaatatcctagagaataatagaaatctataatactagttacaatgtagaagaaga
gacaacctataacgaagctagatactatagccaacgtaaccaaaccaaacaacaaaagtatgttgtgatagaccagtttttctttcc

aaaatacggcccaattaaaagtttggttctaaaaacaatttgggecttagtttgtatagtttaaaatgtgtttcttagtgaggattggtt
tttcatgccecttttgtttgtgtgctectttttttgtatattgaagatcatatcaaagcaaaagcaatacaatacttttcattcaaaaagttc
ctccttctgcettgttcatcaaatctctcaggtaattaaatatatggttgtaccacttttagttttgtggtattcggetctgatgttgaatact
tcaaatatctagatttgcatctgatgcaattgaaaaccttttttttttttgcaattgaaaactcatatatatagtatggctagatatatgce
aattgaaaactcatatatctagccatactatgaaataacaattgaagaacttctaagttgaaagaattctcactttgtatgttttgatg

aatttgatcttacattccaatcgttccaaatatcgaaactcttaaagcgtattcaatcaaacgaatctcgtcctagatataccttggtca
tttcaagaagaagagaaaaaagttatggtcaagaaactaaaagtctaaacccatattataattctagtgttgatatacgagaattat

atattggtcacttgcccaattaaaaatatcgtgtatagaaaacagtcaagtcaacaactatagcaaggggcaaaaccgtaatttcac
aacaagcaacttgctcggttttttcgttatcaccactcacatgaactctgcattaaaaactctatctctctcaaatcgaaaggceacagce
ccaacttttcgcaagtcgctgtaaagtttgatttgettctttttatatacacacatacttctcctccatacactttectcttcaatectcagt
tttttttctaagccctaataccatctcaaagaagagatcaagatttgaaatcaagaagacaccattactcagatcaac
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Anhang

ProRCAR11::RCAR11

tgcatgactcacacaaatcaaaataaaacgtaatatatatagttattatacatgttttccaaacgttatttttaacattttagtttaaat
gtattagtatttagtatatacgcattgatttagatactaatggagatactattacattttaatattaatattttaccttttattttttttgtta
ataaaaaataaaactgcatactaatatatttttataacatgaaacagcatagaatttttttaattaaaattcatcaatgggtctcccaa
gaaatgggcaaagcattgggctcctacacatggcaaacaattccaaaaaggagataaaaacaaaaaatgaagcecttcaccaaatg
ggaggatcagatcttgttgaagaccactagcaatgattcgaagcaataataccagcaaatacatgacctacggcegttgeggcagtg
gcactgaaccggaaccatcgacggaagtattcggttcacatctccgcetccctttccgacgacccaccatacccgcaacaagtctcac
acaatgtttaagctcaatttccgacaaaattgttagtatacatatacttatagaccaagtggattggatatcgttagttagtcacattct
tttctttatgattaagccaaacgcaagcttgactaaactaatcattctctacttttactaaacacagcettgegetccageccccacccat
ttgttgagttcaaactcgaaatctttcttgtcttccctacataatgtatatatcatgtaaatttgttaccaattctttgattctttcagtaat
caacaagtgcttataaactcaataacaaggtgtttgcgtaataaatatattaaaaataattttactacttttaacttcaaaattaaaat
ggcatccttatgaagggctcttecttgtcaaacttgttcatgectttttcttatcaatctgttctcggageattttctctgegagttttctett
tgaagtctcttccctaccaccttgctaaaagattectctccacttgtttgttcctagtaaatcttgtactgtataataaggtctctctegga
tgtcctcttccaccgtttctectcccaaaattttctccctacaacttttttttaagaacaagtgtgaatcaagtccaaaaaagttgatcttt
atatcatctttttaaaaactcctcttaaaatgttatttatttaatgtttattaaatataatatatttctcttttttatttttttaattttatttttg
aataacaggaggttctggaccgaagtccgtaatccctctagacccgaaaccacataatgtaatattagtttcgtctcaagegtcacte
gaactggcgacctctaaggttcgectaaaatctttaccaattgagctaacgacacttaatttatttttttaataatcacaactcectttge
atatatatttatttttagttataaaaaaatctttttattttattgttaaagaaaaataattttattgttgcaaattgtagatttgtcaaaga
ttcattagatttgtcactaaatataatacccaaccaaaatgatatctaaaagaattaatgaaacgtgagtatatttgttttcaacgact
aaagaaacatataaacaaaacttataaaaatatgaaattgtttttgataatttcaaatgacaaaataaaaaactacaaacaattttc
atctctaagatttcatttttttcaccaaataaaacctacgaatatgagttcttaaacaataaaataaaatcaccacactctttaaaaaa
aaagaaacttatacgaaaataagacttattctcttgaataagtaacaaatccaatagtttataacagaaactccaggtcatctttcttt
aaatataaacagattccattttttgcattatacacccttccactctcacgtatatatatttcttactttacccttactatttaatataattcc
atgtttacccttcatcttccctctaaaatccaacacagagagatttcaacgctaaataaagagagagagagtctaaaagcetcgtegtc
gtcttcaatggtgaatctcaaaccaattggataaataaaacaaaacaaaaaaaacttcacaaaaaaaaaaaaaagatccaaatta

SEIATG
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Anhang

ProRCAR12::RCAR12

tgacaaccataaactatgttttagcatatatatgctcttgaaaaaagacaaaagaaatatatgctctgcttatcgaaactccaaagcea
atgtagccaaaatctactatataatgataaaaaaaaaatctgttgttatactaaattttaggctggactattaaagcaaccactctcc

daaaaaatgcaaatgtgtggatgtagagatatgtatcactcactgtatattccactactctttttttttttaatcaatgtacattccatta

taacatggtgagtggattcttgaaaatattatatttgaaaattctttcaagccttttagaataaaaaaattcgcaatgatcagaatcaa
tattattccaccaaatggactttttgatacttttattatctctataatgctaaagaatatatatagcaatctatctattcataaatatatta
attattttctaactttaactttaggaaaatttaatcataccagtttgagagcactattgtccttttcatttaaaattttgaaaaaattaatt
tagcgtaatgataaaattttatagaaaaatcgtttaggtatagtgtttagcaatataattttacactctggatatttaactaaatcattg
ttataatcatcaaatttgatatacaagtgcaatgtgcaagtatatacttgacataaaaattaaatgtctacaagacgccaaaaaaaa

cagctggagactactttttatgatttataacttgtacctaccgtatctcttggattctacttcttacgtacccaattatatctttgtaacaa
aaaataaactatttactgtaatgattttttatatttttttttggacaaaagtataatgatttataggctgtgaatggtgaccaaaaccgc

acttaaaaccgtatcgcaacagtgctgattttcattactatttgaaccgcaccgeactttttgegtaccgcaaaacgcagtcaccattc
acagccataatattaaaaataattttaatagaaaaaacaaaagtcaaggtgataagagaaaaaagtaatttgcccatttcggtige

agataaataaacatggccaaaactagtaagtatatgacacggaggcttcatgctcagttgctcacatttaattatcacttgataaaaa
ttctctagtacaagtaaaatgttttaatctttacaagtatattttttttatgtaactgaaaattgttttaatctttacaattatttagtttcg

agagaaattgggagttatagattaagataagtaatataggtataggcttataatagcttcacgaacaaaggctaatggctaaccttt

aaatgcattcgaataaataatgattctatatttgagcatctaatcaaaatttctacggttgccaacaaaaaaataattcaactcccgta
aataattttttattttataatttaattgcatttctattacgagttgaccaatttcatttgtaatatatttaccaaagtgatgattaatataa

aatagtaggaattcatgaagaatatgataaaatgagttattctaattttaactatatagtttaactcgttcaagatatttttaattagta
tcatatatatataattttaactatatagtttatacatttcaatcagaatatagatggatgaataatatgataagtctaactaaactgtgt
gttattgttcattaaattaaatcagatttttcgaattcagcaaaataattccatctattataatgaacggatatatattttttttgtagtat
tattttagaatctacaaaaatattacgtaaatttgtaatagttactaattttgatgtacgtgtctacaaatatagtaattatcaactaaa

agtagaaagattcagtgcctaatgacatttatgtgatagccattaaaaaaaactcaagtctattaaattccaaatatacccttcttctc
tttcttcttccttcaaattttcaacttctctctttcaagtttcaacaaacaatatca
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Anhang

ProRCAR13::RCAR13

ggcgcectttttcttgetagtttgcataagaacagcectttctcttttcacaattatgcaaaagtaatcataatttctacccattctccacag
accattacattttgcttcttaattttcacaaagatacttgagaactcaggcctgtagcatcatggtgattctaaacgacaacttaaaga
ggcaaacatggaactatgaatgtgtatatatcttagattaataatgcacactgcaagctgattaactgcaactccaactatctatctac
tacttacttcatttaactgataacttacCAACTTAAGATATACAGGATCTGATGTCCTTAGTTGGAGACGTGGTT
TCACAGCAAGTAACCAAGCAGGAAAGCCTCCCAAATCCCATTctgtcatggagatgggaacatgtatcagaactt
tttccgttgtataagcaaatcttccacataatgtggtaaaaaacattggtatcaactcaataagaatcacaacaacacagacCTCC
ACAGATATAAGGTCCAGCACGTAGCATAACCAGAAAATCTAGTTTCTCACACAGCTTGAGAAAGGAG
ACAAGATCACCAATACCCTCAAAAACCATCTTCCCAGGCTTTGGTTCATGCAGATTCCAAGGAACGTA
TACTTGAATAGTATTCAAGCCTAAAGCATTGGCTCTTAAAAGCCGATCCTCCCAGTACctgcatccataatct
ggcattaattcatcaaatcatatatattataaacataacataatgatggttaacagcagaaaatattgaagatttcttacttagcaatc
atatggattacttgttataaagacacatgtacCTCTGGAAGAACACGAAAGTAATGCAAATCACCACCAATGATC
TGAAAACGATTCCCATCTTTCCAGAAATTGTCATCCTTGATATAAAACTTGCGAGATATCATctgcatctc
ttaaaactgaaagtttagaacgtttacattgatttcggttccaactaaaacgaagcaattagtagaaagcactgaagtatgaatcatg
cttacCTTCTCGTCCTGAGGTATAGCAGAAGGTAGAGACTGAGGAGTATATGACAGTGAAGGGAGAA
GAGCGAAGACAGGAACATAGATTCCGACAACTACAAGAACCAGGAGCAACATGGAAGCCAATTGAT
GTCTTCTTTGTCTTCCCGTTGATGGCCAGCTTGTCATCGCCAT cgtccctcttctgcaatagtacgcttggecaaatt
gcgcactttttagecggttttagcaaaattcaactcctaaaccgggagacatcggttccggtgaactaatgecgggtttgeatactgta
tcatagaaacctgacggatacaatcaccacatcagagacagactgcaacaagaagaagttgaagtataccaatcaatttcctaact
tgatgttccttaacaagcccagatttgaaaaggacaagctaccaaaaactatcaaattggtttaagaagctatcgctatcgtaccgge
aaattcaagcccccatggecggaaaagtaaacggcetcggatttgacgacaacatcactacttegttatcacgtgcacatcacgtgttg
attagagtatggactaaagtcaacaaaataaaatttacatattgtgtgtagtgtattggacatgggctcaactcaaagttacactaat
cttgatttgtttttictttgtaatacacgcaacttgcatacaaaccaatgcccatacgaaagtctaaatcagaaacaactcttcttccac
catatacacccttaataggggcgttgatctttcttctacgtcttgcatatcatattcaatttaacaaatttagtttagattccattttgatg
cttcattttcgtattgtttatccaaaaagttgatctataggtagcetictgaaggatccaatgagtcatacaataatgagatttgatgtca
cgttcacacttgtacacccaattttctaaaaagccaaatgacaaaggcattttcgtgcageccaactccaaatattagtcataacaca
ttatatatctatatatatacgtatgtcaagagaattagtcctagtttcgtacacaattttcttctcaaaattaaagtacacccaaaacc
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Anhang

ProRCAR14::RCAR14

ggctcatggcctctctacaaataaaaccttaaaggctaaaacaactaatatttgataaaataatgttctaattaaatagttattctaat
tattatttgctacatttgtatcaaagtagataatttcagattataatttttttttaatatataccaaaactttaaacatcaattactaaaac
tttaattaatcacttaccaaaacaatttatgtatacaaccactttaaaacatcacttacattgaaagagagttctacaatattgtttgea
tttgctctaattcgttacgtaagatttgacttagataattaatcacctcgttaacgacaaatggcatagtctcattaaataattgtagaa
ccaacttatttaaagcactattcaactaataaaaagacctatggcagaaagaattactccttattgaataacttaactattattgcatt

aaatgaataaaatatcaaataaaacgagacaataactgtttctaaatatatcactaattatgaaatagagagagtagtgtatgtttta
agattttgtaaaaatactaatctgactactttttgtaatcaacaagcttttatcttagttaagagcaatgttatatagcttcacctctatc

accagtcggattctaagcattgtatagcttcttcatattttgtttaagaaacataaacttatcgaactggaattgeccctcgataagttt

cttttttagaaaataagcaactttcctatgattatatcatctcttctccatagaattcttgttagctaccgaaaaatgattaaatcactcc
ttattaccaaaacatattacattggatctataacttgtaattgataaattctattaaatttcaaagaaacaaggatctttaagacataa

gaaaaacaattgtaaagaaataaaaataaacgataataagtttatatcataaatttatttattttacattgaaatgaaaaccatgaa

ataaaataaatttctctgaaatattacttattatggaaggagaagatattttagttcacattttatatttgggtactgtatcaaagttata
cccgaatcgggtttggcteggetegttgttcaagaaccataaccgtaaatgaagacaaaatagttttatggatagttaaattaggtge
tttctaaaaatgatcaagcatcgaacatctattatggtaagacctaattattaaatacatgtgcaatacagtgttaccgtcccactaaa
tcaaggaataatacagagaattttgttaactacaagacaaaataacccagctctgaccaccacctttctttctttttttctttcgagacc
caaaagagtggtgaccggatatttatttaatattttgtcatttccccacagttttatttaaatttataaaataaaatattggagtaggtc

catcaatttagttattggattttgggaggtggttggaccaagtcttaatgtgtagtgactgttcattgaaaacataattatatgccaatg
ttaacattatgtattaactgatttaaagtttactaaaaccacctttacaataaataaaatttcacttctagaaataaagattgttttcac

cttataggttaaagatattgagttcaatttacgccaatgtataaatcctctacataaataagaagatggaaactctttgacaaaatgg

gcttataaataagaaatgatctagtttttgtattccctcttgtttaatatttttacccacaaattaagaaagcataaaatattcatttaat

tgttctctttacataaaaaaacattattaattaaactgaattcaactaatataaaaaatgattgtaaaatataattggtataaaaatgc
atttaatttgtataaaaaattgaaagcatcacttaaaatgaaactttttgtttttgctaaaacatcacttaaaatgatacgggaagagt
ataagttagaacaagagttaatatatggacaataaacaaacagaaagggataaatccgtccaaagaacaacacccatagatttgt

agtaatatataaaaaaacactcatagctcccaaaaaaagaactgtcttttattctcatctctttcacaaaccccccaacctccaacaa

gaagacctctctttcataaaaccctcacacgtgtgactgattcatcacc
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5.4.

Protein-Alignment fiir RCARs und PP2Cs Gruppe A

5.4.1. RCAR Aminosauresequenz-Alignment

RCAR1
RCAR2
RCAR3
RCAR4
RCARS
RCAR10
RCAR9
RCARS
RCARG6
RCAR7
RCAR11
RCAR12
RCAR13
RCAR14

RCAR1
RCAR2
RCAR3
RCAR4
RCARS
RCAR10
RCAR9
RCARS
RCARG6
RCAR7
RCAR11
RCAR12
RCAR13
RCAR14

RCAR1
RCAR2
RCAR3
RCAR4
RCARS
RCAR10
RCAR9
RCARS
RCARG6
RCAR7
RCAR11
RCAR12
RCAR13
RCAR14

RCAR1
RCAR2
RCAR3
RCAR4
RCARS8
RCAR10
RCAR9
RCARS
RCARG6
RCAR7
RCAR11
RCAR12

------------ MMDGVEGGTAMYGGLETV--=-=—-=-——————————————QYVRTHHQH
---------- MEMIGGDDTDTEMYGALVTA-—---=-====-——-—-——-—-0QSLRLRHLH
----------- MEANGIEN---LTNPNQER-------------——-—————-EFIRRHHKH

MANSESSSSPVNEEENSQRISTLHHQTMPSDLTQDEFTQ-——-—-———-— LSQSIAEFHTY
——————— MNLAPIHDPSSSSTTTTSSSTPYGLTKDEFST--—--—---—-LDSIIRTHHTF
—————————————————————— MSSSPAVKGLTDEEQKT-----—--—--LEPVIKTYHQF

LCRENQCTSALVKHIKAPLHLVWSLVRREDQPOKYKPEFVSRCTVIG-DPEIG-——-—-—- SL
HCRENQCTSVLVKYIQAPVHLVWSLVRREDQPOKYKPFISRCTVNG-DPEIG-—-—-——— CL
ELVDNQCSSTLVKHINAPVHIVWSLVRREFDOPOKYKPFISRCVVKG-NMEIG-—-—-——-— vV
ELVESQCSSTLVKHIKAPLHLVWSIVRRFDEPQKYKPFISRCVVQGKKLEVG—-————— SV
DVGPDQCCSSVVOMIHAPPESVWALVRREDNPKVYKNFIRQCRIVQGDGLH-—---— VGDL
EVGPNQCCSAVIQEISAPISTVWSVVRREDNPOAYKHFLKSCSVIGGDGDN-———-— VGSL
VVGPSQCEFSVVVQDVEAPVSTVWSILSRFEHPOQAYKHEFVKSCHVVIGDGRE-—-——-— VGSV
SQKYHTCGSTLVQTIDAPLSLVWSILRREDNPQAYKQFVKTCNLSSGDGG-————— EGSV
SQEQHVCGSTVVQTINAPLPLVWSILRREDNPKTFKHEVKTCKLRSGDGG-————— EGSV
S-KQKRCRSSVVETIEAPLPLVWSILRSFDKPQAYQREVKSCTMRSGGGGGKGGEGKGSV
QLDPGSCSSLHAQRIHAPPELVWSIVRREDKPQTYKHEFIKSCSVEQNFEM—-—-—-—-— RVGCT
QOLGNGRCSSLLAQRIHAPPETVWSVVRREDRPOQIYKHEFIKSCNVSEDFEM—-—-—-—-— RVGCT
PRSPNTCTSLIAHRVDAPAHAIWREVRDFANPNKYKHEFIKSCTIRVNGNGIKE-IKVGTI
EPDPTTCTSLITQRIHAPASVVWPLIRREFDNPERYKHFVKRCRL-ISGDG----— DVGSV
* L k% I R T
REVNVKSGLPATTSTERLELLDDEEHILGIKIIGGDHRLKNYSSILTVHPEITIEG-—-—-—--
REVNVKSGLPATTSTERLEQLDDEEHILGINIIGGDHRLKNYSSILTVHPEMIDG-—-——-
REVDVKSGLPATRSTERLELLDDNEHILSIRIVGGDHRLKNYSSIISLHPETIEG-—-—--—
REVDLKSGLPATKSTEVLEILDDNEHILGIRIVGGDHRLKNYSSTISLHSETIDG-—-——-—
REVMVVSGLPAVSSTERLEILDEERHVISEFSVVGGDHRLKNYRSVTTLHASDDEG—-————
ROVHVVSGLPAASSTERLDILDDERHVISFSVVGGDHRLSNYRSVTTLHPSPISG——-—-—--
REVRVVSGLPAAFSLERLEIMDDDRHVISFSVVGGDHRLMNYKSVTTVHESEEDSDG-—--
REVTVVSGLPAEFSRERLDELDDESHVMMISIIGGDHRLVNYRSKTMAFVAADT -—————
REVTVVSDLPASFSLERLDELDDESHVMVISIIGGDHRLVNYQSKTTVEVAAE-—-—————
RDVTLVSGEFPADFSTERLEELDDESHVMVVSIIGGNHRLVNYKSKTKVVASPEDM-———-—
RDVIVISGLPANTSTERLDILDDERRVTGFSIIGGEHRLTNYKSVTTVHRFEKEN-—-—-—--
RDVNVISGLPANTSRERLDLLDDDRRVTGEFSITGGEHRLRNYKSVTTVHRFEKEEEEE--
REVSVVSGLPASTSVEILEVLDEEKRILSFRVLGGEHRLNNYRSVTSVNEFVVLEKDKKK
REVTVISGLPASTSTERLEFVDDDHRVLSFRVVGGEHRLKNYKSVTSVNEFLNQDSGK——
* * H *. .« k) *x  x * :*oo . H ** Xk k kK K
RAGTMVIESFVVDVPQGNTKDETCYFVEALIRCNLKSLADVSERLASQDITQ ————————
RSGTMVMESEFVVDVPQGNTKDDTCYFVESLIKCNLKSLACVSERLAAQDITNSIATECNA
RIGTLVIESFVVDVPEGNTKDETCYFVEALIKCNLKSLADISERLAVQDTTESRV-——-—
KTGTLAIESFVVDVPEGNTKEETCFEFVEALIQCNLNSLADVTERLQAES-MEKKI-—-—--—
-—-TVVVESYIVDVPPGNTEEETLSFVDTIVRCNLOSLARSTNRQ---—-==—————————
-——-TVVVESYVVDVPPGNTKEETCDFVDVIVRCNLOSLAKIAENTAAESKKKMSL--—-—-—
KKRTRVVESYVVDVPAGNDKEETCSFADTIVRCNLOSLAKLAENTSKFS-——-=-——=————-
EEKTVVVESYVVDVPEGNSEEETTSFADTIVGENLKSLAKLSERVAHLKL----—-—————
EEKTVVVESYVVDVPEGNTEEETTLFADTIVGCNLRSLAKLSEKMMELT -—--—-——————
AKKTVVVESYVVDVPEGTSEEDTIFEVDNIIRYNLTSLAKLTKKMMK---—--=-———————
RIWTVVLESYVVDMPEGNSEDDTRMFADTVVKLNLOKLATVAEAMARNSGDGSGSQVT -—
RIWTVVLESYVVDVPEGNSEEDTRLFADTVIRLNLOKLASITEAMNRNNNNNNSSQVR--

27
29
25
20
51
45
54

23
50
43
28

80
82
78
74
106
100
109
57
57
62
78
105
102
82

166

133
163
162
140

187
197
188

191
221

177




Anhang

RCAR13 RVYSVVLESYIVDIPQGNTEEDTRMEVDTVVKSNLONLAVISTASPT-————-—-—-—————— 209
RCAR14 -VYTVVLESYTVDIPEGNTEEDTKMFVDTVVKLNLOKLGVAATSAPMHDDE--=-———-——— 190

ekk e Khk ok Xk o . ok * . .. * % *

RCAR1  ——————————————
RCAR2 SNGYREKNHTETNL 211
RCAR3 W —————
RCAR4  —————————— ————
RCAR8  ——————————————
RCAR1IQ  ——————————————
RCAR9  ——————————————
RCARS5 W ————— o ————
RCAR6  —————————— ————
RCAR7  ——————————————
RCAR11  ——————————————
RCAR12  ——————————————
RCAR13  ——————————————
RCAR14  ——————————————

Abb. 5-1 Alignment aller 14 RCAR.
Dargestellt ist das komplette Alignment der Primarstruktur aller 14 RCARs. Gelb hervorgehoben sind jene
Aminosauren, wo sich RCAR1-3 von den RCARs 4-14 unterscheiden.

5.4.2. PP2C Gruppe A Aminosdauresequenz-Alignment

HAB1 MEEMTPAVAMTLSLAANTMCES—--SPVEITQLKNVTDAADLLSDSENQSFCNGGTECTM
HAB2 MEETSPAVALTLGLA-NTMCDSGISSTFDISELENVTDAADMLCNQKRQRY SNGVVDCIM
ABT1 MEEVSPATAGPFRPFSETQ-—-—=-——-———————————— MDFTGIRLGKGYCNNQYSNQD
ABI2 MDEVSPAVAVPFRPFTDPH-—-—-——————————————— AGLR------ GYCNGES----
AHG1 MTEIYRTISTG--—-—-— RG-—-—-—- DDVSPTKC—-—-——--—-— RERRRRRI--—-—-—
PP2CA MAGICCGVVGE-~-—=---— TEPA---APVDSTSRASLRRR--——-—=-—=--—-— LD----—--
HAT1 MAETICYENETM-—-—-—-— MIET---TATVVKKATTTTRRRERSSSQAARRRRM-——-———-
HAT2 MADICYEDETS——-—---— ACES—--RPLWSSR-—=-————-————————— KWRI-—--—--
HAI3 MAEICYEVVTD--—=-—-— ACPS—--SVYESTP-—-————-————————— AHSR--—-—--
*
HAB1 EDVSELEEVGEQDLLKTLSD--TRSGSSNVFDEDDVLSVVEDNSAVISEGLLVVDAGSEL
HAB2 GSVSEEKTLSEVRSLSS--—----- DFSVTVQESEEDEPLVSDATIISEGLIVVDARSET
ABT1 SE------ NG--DLMVSLPE--TSSCSVSGSHGSESRK-———=—=——-————————————
ABI2 ~  —m—m—m—m—— - RVTLPE--S-SCSGDGAMKDSSFE-—-—-—=——-————————————
AHGL —————————- EMRRQAAVFG---EPSSS————-—-—————————————— RNRDRT-—-—
PP2CA —————————- LLPSIKIVADSAVAPPLE-—-—-—-——-———————————— NCRKRQ----
HAT1 ~ ——m—m—m— o EIRRFKFVSG-EQEPVEV-—-—-—————————————— DGDLQRRR--—-
HAT2 ~ ——m—mmm— o GVQRFRMSPS-EMNPTASTTEEEDKS———————-———-— EGTYNKRN----
HAI3 ~  —————————- RRPREQTV-——--—-—-—-—- MHEDWE-—-—-—-—=—=— K--NCKRS----
HAB1 SLSNTAMEIDNGRVLATAIIVGESSIEQVPTAEVLIAGVNQDT ----NTSEVV----IRL
HAB2 SLPDT-VETDNGRVLATAIILNETTIEQVPTAEVLIASLNHDVNMEVATSEVV----IRL
ABT1 ~  —m—mmmm—m—— - VLISRI--NSPNLNMKESAAADIVVVDISAGDEINGSDI-—-—-—- T
ABI2 ~  —mmmmmmmmmmmm—m—o I--NTRQ-DSLTSSSSAMAGVDISAGDEINGSDEFDPRSMNQ
AHGL  —-—-- DME—-—-- VYSSFD----VPLRKQ-ARRSEIGGLPADIGGFLAPPAAS-————-—
PP2CA  —-—-- KRE--—-— TVVLSTLPGNLDLDSN-VRSENK-—-——-—=--—-— KARSAVT-—-—-—-
HAT1 ~ ——-—- RRE———=——-——————————————— STVAASTSTVFYETAKEVVV-—=-—-—
HAT2  ——-—- KQE--—-— EYDFMNCASSSPSQSS-PEEESVSLEDSDVSISDGNSSVN-—--—=-—-
HAI3 ~  -—-—- KQE—-—-- ALA--TRYSSI------ PRSSRED-—----— FS-——-——————————
HAB1 PDENSNHLVKGRSVYELDCIPLWGTVSIQGNRSEMEDAFAVSPHFLKLPIKMLMGDHEGM
HAB2 PEENPNVARGSRSVYELECIPLWGTISICGGRSEMEDAVRALPHFLKIPIKMLMGDHEGM
ABT1 SEKKMISRTESRSLFEFKSVPLYGFTSICGRRPEMEDAVSTIPRFLQSSSGSMLDGR- -~
ABI2 SEKKVLSRTESRSLFEFKCVPLYGVTSICGRRPEMEDSVSTIPRFLQVSSSSLLDGR-VT
AHG1 SCOK--SEAPVWKGEETEDEPLYGIVSVMGRSRKMEDSVTVKPNLCKPEVN-—-————-—
PP2CA NSN----- SVTEAESFFSDVPKIGTTSVCGRRRDMEDAVSIHPSFLQRNS--——-——-—-
HAT1 LCES--LSSTVVALPDPEAYPKYGVASVCGRRREMEDAVAVHPFFSRHQTE-—-————-—
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HAI2
HAI3

HAB1
HAB2
ABI1
ABI2
AHG1
PP2CA
HAT1
HAI2
HAI3

HAB1
HAB2
ABI1
ABI2
AHG1
PP2CA
HAT1
HAI2
HAI3

HAB1
HAB2
ABI1
ABI2
AHG1
PP2CA
HAT1
HAI2
HAI3

HAB1
HAB2
ABI1
ABI2
AHG1
PP2CA
HAT1
HAI2
HAI3

HAB1
HAB2
ABI1
ABI2
AHG1
PP2CA
HAT1
HAI2
HAI3

* * *- * *** *

SPSLTHLTGHFFGVYDGHGGHKVADYCRDRLHFALAEEIERIKDELCKRNTGEGRQVQWD
SPSLPYLTSHEFFGVYDGHGGAQVADYCHDRIHSALAEEIERIKEELCRRNTGEGRQVQWE
--FDPQSAAHFFGVYDGHGGSQVANYCRERMHLALAEETIAKEKPMLCDG---DTWLEKWK
NGEFNPHLSAHFFGVYDGHGGSQVANYCRERMHLALTEE IVKEKPEFCDG---DTWQEKWK
—-———-RORPVHFFAVYDGHGGSQVSTLCSTTMHTFVKEELEQNLEEEEEGSENDVVERKWR

—————— ENHHFYGVFDGHGCSHVAEKCRERLHDIVKKEVEV--MA-------—-—-—-SDEWT
--—-YSSTGFHYCGVYDGHGCSHVAMKCRERLHELVREEFE----A----—-————— DADWE
-—-—FSRTRWHYFGVYDGHGCSHVAARCKERLHELVQEEALSD--K---—-—-————— KEEWK
—-——-SEFPQHYFGVYDGHGCSHVAARCRERLHKLVQEELSSDMED--=—-——-———— EEEWK
*o * * Kk k) o*o * :* H :* .*
KVFTSCFLTVDGEIEGKIGRAVVGSSDK ———————— VL-===——- EAVASETVGSTAVVA
KVEFVDCYLKVDDEVKGKINRPVVGSSDR--—-—-——-— MVL-==——-- EAVSPETVGSTAVVA
KALFNSFLRVDSEIES--—-—-——-—-—--———————-————————————— V--APETVGSTSVVA
KALFNSFMRVDSEIET---—--—-—-——-———————————————————— VAHAPETVGSTSVVA
GVMKRSFKRMDEMA-—-—-—-———=————————— TSTCVCGTSVPLCNCDPREAAISGSTAVTA
ETMVKSEFQKMDKEVSQRECNLVVNGATRSMKNSCRCELQSPQC---—-——-— DAVGSTAVVS
KSMARSFTRMDMEVVALN-—-———-—--— AD-GAAKCRCELQRPDC----—-—-- DAVGSTAVVS
KMMERSFTRMDKEVVRWG—————--—-— ETVMSANCRCELQTPDC-—-————-— DAVGSTAVVS
TTMERSFTRMDKEVVSWG—-—-—-————-— DSVVTANCKCDLQTPAC-———-——— DSVGSTAVVS
.* *** *

LVCSSHIVVSNCGDSRAVLFRGKEAMPLSVDHKPDREDEYARIENAGGKVIQWQGARVFG
LVCSSHIIVSNCGDSRAVLLRGKDSMPLSVDHKPDREDEYARIEKAGGKVIQWQGARVSG
VVEFPSHIFVANCGDSRAVLCRGKTALPLSVDHKPDREDEAARIEAAGGKVIQWNGARVEG
VVFPTHIFVANCGDSRAVLCRGKTPLALSVDHKPDRDDEAARIEAAGGKVIRWNGARVEG
VLTHDHITVANTGDSRAVLCRNGMAIPLSNDHKPDRPDERARIEAAGGRVLVVDGARVEG
VVTPEKIIVSNCGDSRAVLCRNGVAIPLSVDHKPDRPDELIRIQQAGGRVIYWDGARVLG
VLTPEKIIVANCGDSRAVLCRNGKAIALSSDHKPDRPDELDRIQAAGGRVIYWDGPRVLG
VITPEKIIVANCGDSRAVLCRNGKAVPLSTDHKPDRPDELDRIQEAGGRVIYWDGARVLG
VITPDKIVVANCGDSRAVLCRNGKPVPLSTDHKPDRPDELDRIEGAGGRVIYWDCPRVLG

* * *x kkkkkikkk X H Xk kkkkkikkk k% ** *** * . *x*x )
VLAMSRSIGDRYLKPYVIPEPEVTFMPRSREDECLILASDGLWDVMNNQEVCEIARRRIL
VLAMSRSIGDQYLEPEFVIPDPEVTFMPRAREDECLILASDGLWDVMSNQEACDFARRRIL
VLAMSRSIGDRYLKPSIIPDPEVTAVKRVKEDDCLILASDGVWDVMTDEEACEMARKRIL
VLAMSRSIGDRYLKPSVIPDPEVTSVRRVKEDDCLILASDGLWDVMTNEEVCDLARKRIL
ILATSRAIGDRYLKPMVAWEPEVTFMRRESGDECLVLASDGLWDVLSSQLACDIARFEFCLR
VLAMSRAIGDNYLKPYVIPDPEVTVTDRTDEDECLILASDGLWDVVPNETACGVARMCLR
VLAMSRAIGDNYLKPYVISRPEVTVTDRANGDDFLILASDGLWDVVSNETACSVVRMCLR
VLAMSRAIGDNYLKPYVTSEPEVTIVTDRTEEDEFLILATDGLWDVVTNEAACTMVRMCLN
VLAMSRAIGDNYLKPYVSCEPEVTITDRRD-DDCLILASDGLWDVVSNETACSVARMCLR

:** **:***.**:* H * Kk kK * *: * ** ** *** . * *

MWHKKNGA--—--—--——————————————————— PPLAERGKGIDPACQAAADYLSMLALQ
AWHKKNGA--—--=--——————————————————— LPLAERGVGEDQACQAAAEYLSKLAIQ
LWHKKNAVAGDAS—————=————————————— LLADERRKEGKDPAAMSAAEYLSKLAIQ
LWHKKNAMAGEAL---—-—-=——=———————————— LPAEKRGEGKDPAAMSAAEYLSKMALQ
EETPSSLDLNRMA--—-—--—-—-————————————— QEDDNDGEQNPSRSVLAATLLTRLALG
GAGAGD-—-—-—==-—-—————— = ———— DSDAAHNACSDAALLLTKLALA
GKVNGQVSS—----SPERE--MTGVGAG-—-—-——-— NVVVGGGDLPDKACEEASLLLTRLALA
RKSGRGRRRGETQTPGRRSEEEGKEEEEKVVGSRKNGKRGEITDKACTEASVLLTKLALA
GGGR--——————"————————————— RODNEDPAISDKACTEASVLLTKLALA

* . * . o Kk o
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Anhang

HAB1 KGSKDNISIIVIDLKAQRKEFKTRT--
HAB2 MGSKDNISIIVIDLKAQRKFKTRS--
ABI1 RGSKDNISVVVVDLKPRRKLKSKPLN
ABI2 KGSKDNISVVVVDLKGIRKEFKSKSLN
AHG1 RQOSSDNISVVVIDLKNSSQ-—-—-—----—
PP2CA RQOSSDNVSVVVVDLRKRRNNQASS--
HAT1 RQSSDNVSVVVVDLRRDT——=————-—
HATIZ2 KHSSDNVSVVVIDLRRRRKRHVA---
HAI3 RNSSDNVSVVVIDLRR--—-————----—

Kk kk ek e ok o kko

Abb. 5-2 Alignment aller 9 PP2Cs der Gruppe A.

Dargestellt ist das komplette Alignment der Primarstruktur aller 9 Gruppe A PP2Cs. Gelb hervorgehoben ist
jenes Threonin, welches in allen PP2C der Gruppe A konserviert ist und fir die Komplexformierung mit den
RCARs als essentiell angesehen wird, mit Ausnahme von AHG1.
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5.5. Physiologische Untersuchungen verschiedener RCAR Linien

5.5.1. Relative Keimung und Wurzelwachstum von RCAR Knockout Linien
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Abb. 5-3 Relative Keimung und Wurzelwachstum verschiedener RCAR Knockout Linien.

(A und B) Inhibierung der Samenkeimung von RCAR Knockoutlinien im Vergleich zu Col-0 WT nach insgesamt 5
Tagen auf MS-Medium in Gegenwart verschiedener ABA Konzentrationen. Die Samen wurden zunéachst fiir 2
Tage bei 4 °C stratifiziert und keimten anschlielend fiir 3 weiter Tage unter Dauerlicht bei 22°C. Die relative
Keimung wurde in Prozent dargestellt und bezieht sich mit dem Wert 100 % auf die absolute Keimung (85-
100 %) der Samen auf MS-Medium ohne ABA. Pro Datenpunkt wurden n=90 (+SD) Samen untersucht. Die
Keimungsversuche wurde fiir jede transgene RCAR Linie insgesamt zwei Mal durchgefiihrt, mit dhnlichen
Ergebnissen. (C und D) Relative Inhibierung des Wurzelwachstums von 9 Tage alten RCAR Knockout Keimlingen
im Vergleich zu Col-0 in Anwesenheit verschiedener ABA-Konzentrationen. Die Samen wurden zunachst fiir 2
Tage bei 4 °C stratifiziert, keimten fiir 4 Tage bei 22 °C und Dauerlicht und wurden anschliefend auf MS Platten
transferiert (pro Linie und ABA Konzentration 10 Keimlinge). Die Auswertung erfolgte nach 3 Tagen erneuter
Inkubation bei 22 °C im Dauerlicht relativ zum absoluten Wurzelwachstum unter Kontrollbedingungen, MS
Platten ohne ABA. Das absolute Wurzelwachstum in 72 h, ohne ABA wurde hierbei auf 100 % gesetzt und
betrug fur die einzelnen Linien bei (C) 14,18 + 1,65 mm (Col-0); 15,22 + 1,56 mm (rcar8x9) und 13,97 + 1,33 mm
(rcar7x10). (D) 16,67 + 0,69 mm (Col-0); 14,75 + 1,04 mm (rcar7x8x9) und 14,99 + 3,56 mm (rcar7x8x10). Jeder
dargestellte  Datenpunkt reprasentiert den  Mittelwert aus n2>=6 Keimlingen (#SD). Der
Wurzelwachstumsversuch wurde fiir jede transgene RCAR Linie insgesamt zwei Mal durchgefiihrt, mit
dhnlichen Ergebnissen.
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5.5.2. Regulierung der Stomata in RCAR7 OE bzw. Knockouts
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Abb. 5-4 Regulierung der Stomata in RCAR7 OE- bzw. Knockoutlinien.

Relative Stomata Offnung von (A) RCAR7 Uberexpressions- (OE R7) bzw. (B) Knockoutlinien fiir RCAR7 und
RCAR9 im Vergleich zum Col-0 WT in Gegenwart verschiedener ABA Konzentrationen. Analysiert wurden
Blatter von 2-3 Wochen alten Arabidopsis Pflanzen in 3 Wiederholungen. Die Blatter inkubierten zunachst fir
2,5h in Inkubationsmedium mit WeiRlichtbelichtung, um die Stomata Offnung anzuregen. AnschlieRend
erfolgte eine erneute Inkubation der Bldtter im Inkubationsmedium mit verschiedener ABA Konzentrationen
fir 2 h und WeiBlichtbelichtung. Nach dem Abfotografieren der Stomata unter einem Lichtmikroskop erfolgte
die in silico Auswertung der Stomata Apertur. Die GrofRe der Spaltéffnungen wurde dabei als Verhaltnis von
Breite zu Lange ausgemessen. Unter Kontrollbedingungen bezieht sich dieses Verhaltnis auf 100 %. Pro Linie
und ABA Konzentration wurden n=20 Spalt6ffnungen analysiert. Dargestellt wurde der jeweilige Mittelwert
(#SD), *** P< 0,001, ** P< 0,01 und * P<0,05, ,.“ P<0,1 und ,, “ P <1 geben den signifikanten Unterschied
zur Wildtyp Kontrolle an (Zweistichproben t-Test mit unterschiedlicher Varianz).
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Relative Keimung aller OE RCAR Linien
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Abb. 5-5 Relative Keimung aller genierten OE RCAR Linien

Inhibierung der Samenkeimung von Linien, in denen verschiedene RCARs Uberexprimiert werden, im Vergleich
zu Col-0 WT nach insgesamt 5 Tagen auf MS-Medium in Gegenwart verschiedener ABA Konzentrationen. Die
Samen wurden zunachst fir 2 Tage bei 4 °C stratifiziert und keimten anschliefend fiir 3 weiter Tage unter
Dauerlicht bei 22°C. (A) Relative Keimung der OE RCAR1 Linien (,,R1“), absolute Keimung lag bei 90-100 % mit
Ausnahme von OE R1-1 (28%) und OE R1-2 (45%, anderes Experimente als in Abb. 2-17 dargestellt). (B) Relative
Keimung der OE RCAR2 Linien (,,R2“), absolute Keimung lag bei 94-100 %, mit Ausnahme von OE R2-1 (79%)
und OE R2-3 (75 %). (C) Relative Keimung der OE RCAR3 Linien (,,R3“), absolute Keimung lag bei 92-99 %, mit
Ausnahme von OE R3-4 (61 %) und OE R3-5 (46 %). (D) Relative Keimung der OE RCAR4 Linien (,,R4“), absolute
Keimung lag bei 70-92 %, mit Ausnahme von OE R4-1 (24 %). (E) Relative Keimung der OE RCARS Linien (,,R5“),
absolute Keimung lag bei 74-98 %, mit Ausnahme von OE R5-2 und OE R5-10 (57 %). (F) Relative Keimung der
OE RCARTY Linien (,,R7“), absolute Keimung lag ca. 95 %, mit Ausnahme von OE R7-5 (74 %) und OE R7-8 (46 %).
(G) Relative Keimung der OE RCARS Linien (,,R8“), absolute Keimung lag bei 88-99 %. (H) Relative Keimung der
OE RCAR9 Linien (,,R9“), absolute Keimung lag bei ca. 92 %, mit Ausnahme von OE R9-5 (9 %), OE R9-6 (18 %)
und OE R9-10 (24 %). (1) Relative Keimung fiir OE RCAR10 Linien (,,R10“), absolute Keimung lag bei 89-97 %. (J)
Relative Keimung der OE RCAR11 Linien (,R11“), absolute Keimung lag bei 80-99 %, mit Ausnahme von OE R11-
3 und OE R11-4 (ca. 75 %). (K) Relative Keimung der OE RCAR12 Linien (,,R12“), absolute Keimung lag bei 88-
99 %, mit Ausnahme von OE R12-3 (79 %). (L) Relative Keimung der OE RCAR13 Linien (,R13“), absolute
Keimung lag bei 97-100 %. (M) Relative Keimung der OE RCAR14 Linien (,R14“), absolute Keimung lag bei 90-
100 %, mit Ausnahme von OE R14-1 (57 %). (N) Relative Keimung der OE RCAR6 Linien (,,R6“), absolute
Keimung lag bei 93-100 %, mit Ausnahme von OE R6-2 (46 %) und OE R6-4 (77 %). Die relative Keimung wurde
in Prozent dargestellt und bezieht sich mit dem Wert 100 % auf die absolute Keimung der Samen auf MS-
Medium ohne ABA. Pro Datenpunkt wurden n=90 (+SD).

184



Anhang

>

o

relatives Wurzelwachstum [%]

relatives Wurzelwachstum [%]

relatives Wurzelwachstum [%]

relatives Wurzelwachstum [%]
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Abb. 5-6 Relatives Wurzelwachstum aller generierter OE RCAR Linien.

Relative Inhibierung des Wurzelwachstums von 9 Tage alten RCAR (iberexprimierenden Keimlingen (R) im
Vergleich zu Col-0 in Anwesenheit verschiedener ABA-Konzentrationen. Die Samen wurden zunéchst fir 2 Tage
bei 4 °C stratifiziert, keimten fur 4 Tage bei 22 °C und Dauerlicht und wurden anschlieRend auf MS Platten
transferiert (pro Linie und ABA Konzentration 30 Keimlinge). Die Keimlinge von OE RCAR4-1 und OE RCAR9-4
wurden auf Grund ihres verzogerten Wachstums erst nach 7 bzw. 5 Tagen auf MS Platten transferiert. Die
Auswertung erfolgte nach 3 Tagen erneuter Inkubation bei 22 °C im Dauerlicht relativ zum absoluten
Wurzelwachstum unter Kontrollbedingungen, MS Platten ohne ABA. Das absolute Wurzelwachstum in 72 h,
ohne ABA wurde hierbei auf 100 % gesetzt und betrug fiir die einzelnen Linien: (A) 15,88 + 1,78 mm (Col-0);
17,99 £ 1,65 mm (R1-1); 17,83 + 1,23 mm (R1-2); 16,19 + 1,12 mm (R1-8); 16,52 £ 1,04 mm (R1-9) und 16,69 *
1,37 mm (R1-10). (B) 15,48 £ 1,75 mm (Col-0); 14,3 + 1,48 mm (R2-2); 13,76 £ 1,23 mm (R2-4); 15,73 £ 1,69 mm
(R2-5); 15,86 £ 1,97 mm (R2-7 und 16,28 + 1,1 mm (R2-8). (C) 19,72 + 1,26 mm (R3-1); 17,89 £+ 1,89 mm (R3-2);
19,86 + 1,26 mm (R3-4); 20,12 + 1,77 mm (R3-5) und 17,98 * 0,83 mm (R3-7). Fir (D) 16,55 + 2,33 mm (R4-2).
Fir (E) 15,73 + 0,98 mm (Col-0); 18,32 + 1,47 mm (R5-1); 18,36 * 0,95 mm (R5-2); 19,06 = 1,76 mm (R5-4);
17,82 + 1,22 mm (R5-5); 18,58n+ 1,27 mm (5-9) und 16,43 + 1,36 mm (R5-10). Fur (F) 18,32 + 1,29 mm (Col-0);
18,61 + 2,82 mm (R6-2); 19,38 + 1,31 mm (R6-3); 19,26 + 1,65 (R6-4); 15,95 + 1,11 mm (R6-5) und 16,05 +
1,38 mm (R6-7). Fiur (G) 17,22 + 1,81 mm (Col-0) und 18,74 + 1,81 mm (R9-4). Fur (H) 19,91 £ 1,72 mm (Col-0);
21,19 £ 2,11 mm (R10-3); 22,59 + 2,64 mm (R10-4) und 20,52 + 2,67 mm (R10-10). Fir (1) 16,9 + 1,63 mm (Col-
0); 16,7 £ 2,87 mm (R11-2); 19,72 + 1,65 mm (R11-3); 18,27 + 1,99 mm (R11-4); 19,29 £ 1,59 mm (R11-6) und
16,79 + 1,34 mm (R11-8). Fir (J) 18,73 + 1,47 mm (Col-0); 18,52 + 1,97 mm (R12-1); 17,86 + 1,61 mm (R12-3);
17,75 + 1,14 mm (R12-5) und 17,65 + 1,73 mm (R12-7). Fiir (K) 17,81 % 2,13 mm (Col-0); 19,14 + 2,25 mm (13-
2), 18,48 + 1,96 mm (R13-3); 19,95 + 1,78 mm (R13-6); 19,86 + 1,36 mm (R13-7); 17,71 + 1,58 mm (R13-4) und
19,23 + 1,62 mm (R13-5). Fur (L) 18,99 + 1,34 mm (Col-0); 21,35 + 2,03 mm (R14-1); 19,96 + 2,08 mm (R14-2)
und 18,65 + 1,47 mm (R14-3) und 16,91 + 2,05 mm (R14-15). Fiir (M) 18,33 + 1,24 mm (Col-0); 19,34 + 1,52 mm
(R7-4); 19,45 + 1,63 mm (R7-5); 19,33 = 1,24 mm (R7-7) und 19,49 + 1,52 mm (R7-8). Fiir (N) 17,08 + 2,09 mm
(Col-0); 19,52 + 1,63 mm (R8-3); 16,53 + 3 mm (R8-5) und 15,29 + 1,66 mm (R8-12). Jeder dargestellte
Datenpunkt reprasentiert den Mittelwert aus n > 15 Keimlingen (+SD).
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