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Zusammenfassung

ABSCISIC ACID-HYPERSENSITIVE RESPONSE 11 (AHR11) ist ein Protein mit noch unbe-
kannter Funktion in Arabidopsis thaliana (A. thaliana). Eine Lasion im Gen AHR11 in der Mu-
tante ahrll fuhrte jedoch zu einer Hypersensitivitdt gegenuber dem Phytohormon Abscisin-
saure (ABA). In einem Yeast two-hybrid (Y2H)-Screen wurde JASMONATE-ASSOCIATED
MYC2-LIKE (JAM) 2 als potentieller Interaktionspartner von AHR11 bestimmt. JAM2 z&hlt zu
den basic helix-loop-helix (bHLH)-Transkriptionsfaktoren und ist als negativer Regulator im
Jasmonat-Signalweg bekannt. Im Gegensatz zu den nahe verwandten bHLHs JAM1 und
MYELOCYTOMATOSIS-RELATED 2 (MYC2) — fur die ein positiver regulatorischer Einfluss
auf den ABA-Signalweg gezeigt wurde — war fir JAM2 noch keine entsprechende Funktion
bekannt. Als weitere Interaktionspartner von AHR11 wurden im Y2H-Screen TOPLESS (TPL)
und TOPLESS RELATED (TPR) 2 gefunden. TPL/TPRs sind als generelle Repressoren be-
kannt, die zumeist Uber ethylene-responsive element binding factor-associated amphiphilic re-
pression (EAR)-Motive an Transkriptionsfaktoren oder Proteine, die mit Transkriptionsfaktoren
interagieren, binden. Die Bindung fUhrt dabei zur Unterdrtickung der Zielgen-Expression. Eine
solche Funktion der TPL/TPRs wurde im ABA-Signalweg bereits gezeigt. Das flhrte zu der
Vermutung, dass JAM2 zusammen mit AHR11 und TPL bzw. TPR2 einen Komplex bildet, der

einen regulatorischen Einfluss auf den ABA-Signalweg nimmt.

In dieser Studie konnte sowohl mit einem ABA-Reportersystem in Protoplasten als auch an
Keimlingen einer ABA-Reporterlinie gezeigt werden, dass JAM2 einen positiven Einfluss auf
den ABA-Signalweg hat. Der JAM2-Effekt ist jedoch abhangig von ABA und Kernkomponenten
des ABA-Signalwegs. Eine direkte Interaktion zu den REGULATORY COMPONENT OF ABA
RECEPTORSs (RCARs) oder den ABSCISIC ACID RESPONSIVE ELEMENT-BINDING FAC-
TORs (ABFs) konnte nicht gezeigt werden. Die Uberexpression von JAM2 sorgte aber fir den
Anstieg der Expression einiger Kernkomponenten des ABA-Signalwegs wie RCAR13, AB-
SCISIC ACID-HYPERSENSITIVE GERMINATION (AHG) 1 und ABSCISIC ACID-INSENSI-
TIVE (ABI) 5. JAM2 nimmt dabei keine gleichwertige Position zu den ABFs im ABA-Signalweg
ein, sondern fordert deren Aktivitat. Die homologen bHLHs JAM1, JAM3 und MYC2 konnten
JAM2 in seiner Funktion im ABA-Signalweg nicht ersetzen. Des Weiteren konnte auch keine
Interaktion dieser Homologen zu AHR11 gezeigt werden. In Y2H-Interaktionsstudien stellte
sich heraus, dass fur die Interaktion von JAM2 und AHR11 der N- und C-Terminus (1-274 aa
und 296-590 aa) von JAM2 und der C-Terminus (555-1168 aa) von AHR11 entscheidend
sind. Um die Interaktion von JAM2 und AHR11 in Pflanzenzellen Gberprifen zu kénnen, wurde

ein Protoplasten-basiertes Zwei-Hybrid-System (P2H) etabliert. Wahrend bekannte
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Interaktionen, wie die Dimerbildung von JAM2, im P2H bestatigt werden konnten, gelang es

damit nicht, in Protoplasten eine Interaktion von JAM2 und AHR11 nachzuweisen.

In weiterfihrenden Y2H-Studien stellte sich heraus, dass AHR11 neben TPL und TPR2 auch
mit den homologen Proteinen TPR1, TPR3 und TPR4 in Interaktion treten kann. Die Interaktion
der TPL/TPRs mit AHR11 erfolgt — bis auf TPR2 — ausschlief3lich tGber deren N-terminale lis-
sencephaly homology (LisH)-Doméne. TPR2 interagierte auch tber den C-Terminus, der Tryp-
tophan-Asparaginsaure (WD)-Wiederholungen enthélt. Auf der anderen Seite erfolgt die Inter-
aktion von AHR11 mit den TPL/TPRs Uber verschiedene Bereiche. So konnte ein partielles
EAR-Motiv mit der Sequenz 2*WDLN?*2 in der konservierten Region von AHR11 als Bereich
fur die Interaktion mit TPL und TPR4 bestimmt werden. Eine Interaktion zwischen AHR11 und
den TPL/TPRs konnte im P2H nicht verifiziert werden.

Um einen moglichen Einfluss von AHR11 und den TPL/TPRs auf die JAM2-vermittelte Akti-
vierung des ABA-Signalwegs zu bestimmen, wurde JAM2 zusammen mit AHR11 oder einem
der TPL/TPRs und dem ABA-Reportersystem in Protoplasten transient exprimiert. Wahrend
die TPL/TPRs die JAM2-vermittelte ABA-Antwort leicht forderten, hatte AHR11 keinen Ein-
fluss. Ein positiver Einfluss von JAM2 konnte zudem auf die ABA-vermittelte Inhibierung der
Keimung und des Wurzelwachstums bestimmt werden. AHR11 zeigte jedoch keinen nennens-
werten Einfluss auf diese physiologischen Prozesse. Ebenso verhielt es sich bei der Expres-
sionsanalyse von ABA-regulierten Genen in Uberexpressions- und Knockout-Linien von JAM2
bzw. AHR11. Wahrend JAM2 die Expression von RESPONSIVE TO DEHYDRATION 29B
(RD29B) induzierte und die von CYTOCHROME P450 FAMILY 707 SUBFAMILY A PO-
LYPEPTIDE (CYP707A) 1 reprimierte, hatte AHR11 keinen Einfluss auf die Expression dieser
Gene. Die Ausbhildung eines Komplexes zwischen JAM2, AHR11 und den TPL/TPRs flr die
Regulation der ABA-Antwort wird nach den hier vorliegenden Ergebnissen als eher unwahr-
scheinlich eingeschéatzt. Fir JAM2 wird angenommen, dass es im Zusammenspiel mit weite-
ren Proteinen sowohl direkt als auch indirekt die Expression von Genen reguliert, die wiederum
fur Proteine mit einer Funktion im ABA-Signalweg kodieren. Die direkte Regulation erfolgt tiber
die Bindung der basischen Region des bHLH-Motivs von JAM2 an eine G-Box im Promotor
eines Gens. Fir die indirekte Regulation spielen vermutlich Protein-Protein-Interaktionen eine
Rolle, an denen JAM2 beteiligt ist.
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Summary

ABSCISIC ACID-HYPERSENSITIVE RESPONSE 11 (AHR11) is a protein with unknown func-
tion in Arabidopsis thaliana (A. thaliana). However, a lesion in the AHR11 gene in the mutant
ahrll resulted in a hypersensitive response to the phytohormone abscisic acid (ABA). In a
yeast two-hybrid (Y2H) screen, JASMONATE-ASSOCIATED MYC2-LIKE (JAM) 2 was identi-
fied as a potential interaction candidate of AHR11. JAM2 is a basic helix-loop-helix (bHLH)
transcription factor and is known to be a negative regulator in the jasmonate signaling pathway.
For the close relatives JAM1 and MYELOCYTOMATOSIS-RELATED 2 (MYC2) a positive reg-
ulatory influence on ABA signaling was shown whereas for JAM2 in contrast no such function
has been reported. Further interaction partners of AHR11 uncovered in the Y2H screen were
TOPLESS (TPL) and TOPLESS RELATED (TPR) 2. TPL/TPRs are known as general re-
pressors that bind to transcription factors or proteins that interact with transcription factors,
mostly via ethylene-responsive element binding factor-associated amphiphilic repression
(EAR) motifs. The binding leads to the suppression of target gene expression. Such a function
of the TPL/TPRs has already been demonstrated in the ABA signaling pathway. This led to the
assumption that JAM2 and AHR11 together with TPL or TPR2 form a complex that exerts a

regulatory influence on the ABA signaling pathway.

In this study it could be shown that JAM2 has a positive influence on the ABA signaling pathway
both with an ABA reporter system in protoplasts and with seedlings of an ABA reporter line.
However, this JAM2 effect is dependent on ABA and core components of the ABA signaling
pathway. A direct interaction with REGULATORY COMPONENT OF ABA RECEPTORs
(RCARS) or ABSCISIC ACID RESPONSIVE ELEMENT-BINDING FACTORSs (ABFs) could not
be shown. The overexpression of JAM2, however, caused an increase in the expression of
some of the core components of the ABA signaling pathway like RCAR13, ABSCISIC ACID-
HYPERSENSITIVE GERMINATION (AHG) 1 and ABSCISIC ACID-INSEN-SITIVE (ABI) 5.
JAM2 does not occupy a position equivalent to the ABFs in the ABA signaling pathway, but
rather promotes their activity. The homologues JAM1, JAM3, and MYC2 were unable to sub-
stitute JAM2 for its function in the ABA signaling pathway. Furthermore, no interaction of the
homologues with AHR11 could be shown. In Y2H interaction studies, the N- and C-terminus
(1-274 aa and 296-590 aa) of JAM2 and the C-terminus (555-1168 aa) of AHR11 were found
to be required for the interaction between JAM2 and AHR11. In order to verify the interaction
between JAM2 and AHR11 in plant cells, a protoplast-based two-hybrid system (P2H) was
established. With this P2H, protein-protein interactions such as JAM2 dimer formation could

be demonstrated, however, an interaction between JAM2 and AHR11 could not be confirmed.
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Further Y2H studies revealed that AHR11 does not only interact with TPL and TPR2 but also
with the homologous proteins TPR1, TPR3, and TPR4. Except for TPR2 the interaction of the
TPL/TPRs with AHR11 occurs exclusively through their N-terminal lissencephaly homo-logy
(LisH) domain. TPR2 also interacted via the C-terminus containing tryptophan-aspatrtic acid
(WD) repeats. On the other hand, different regions of the AHR11 protein are involved in inter-
action with the TPL/TPRs. For instance, a partial EAR motif with the sequence 2**WDLN?*? in
the conserved region of AHR11 was found to be required for an interaction between AHR11
and TPL or TPR4. An interaction between AHR11 and TPL/TPRs could not be confirmed in
the P2H.

To assess the potential impact of AHR11 and TPL/TPRs on JAM2-mediated activation of the
ABA signaling pathway, JAM2 was expressed transiently in protoplasts together with the ABA
reporter system and AHR11 or one of the TPL/TPRs. While the TPL/TPRs slightly promoted
the JAM2-mediated ABA response, AHR11 had no effect. A positive influence of JAM2 on
ABA-mediated inhibition of germination and root growth could be shown. However, AHR11 did
not show any significant impact on these physiological processes. No effect of AHR11 was
also observed on expression of ABA-regulated genes in overexpression and knockout lines of
JAM2 and AHR11, respectively. While JAM2 induced the expression of RESPONSIVE TO
DEHYDRATION 29B (RD29B) and inhibited expression of CYTOCHROME P450 FAMILY 707
SUBFAMILY A POLYPEPTIDE (CYP707A) 1, AHR11 had no influence on the expression of
these genes. According to the current results, the formation of a complex between JAM2,
AHR11 and the TPL/TPRs to regulate ABA responses is considered rather unlikely. In coop-
eration with other proteins, JAM2 is thought to both directly and indirectly regulate the expres-
sion of genes that code for proteins with a function in the ABA signaling pathway. Direct regu-
lation occures via binding of the basic region of the bHLH motif of JAM2 to a G box in the
promoter of a gene. An indirect regulation presumably requires protein-protein interactions
which involve JAM2.
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1. Einleitung

1.1. Pflanzenhormone

Pflanzenhormone sind niedermolekulare Verbindungen, die ihren Ursprung im sekundaren
Metabolismus haben und in der Entwicklung sowie in der Reaktion auf Umweltreize eine we-
sentliche Rolle einnehmen (lten et al. 1999; Wang und Irving 2011). Eine Einteilung der Pflan-
zenhormone kann tiber den chemischen Ursprung oder aufgrund der Funktion vorgenommen
werden (Abbildung 1).

Isoprenoid-
derviat
Abscisinsaure
Cytokinin
Gibberellin
Strigolactone

Brassinosteroide

Abbildung 1: Klassifizierung von Pflanzenhormonen nach chemischen Ursprung und Einfluss
auf das pflanzliche Wachstum.

Anhand des chemischen Ursprungs kénnen Pflanzenhormone in drei Gruppen unterteilt wer-
den. Die erste Gruppe leitet sich von mehrfach ungesattigten Fettsauren ab, zu denen Jas-
monsaure (JA) gehort (Schaller und Stintzi 2009), die zweite Gruppe von Aminosauren — Au-
xine von Tryptophan (Zhao 2010), Ethylen von Methionin (Wang et al. 2002) und Salizylséure
von Phenylalanin (Chen et al. 2009) — und die dritte Gruppe von Isoprenoiden, zu denen ABA,
Brassinosteroide, Cytokinine, Gibberelline und Strigolactone zahlen (Pulido et al. 2012). Be-
zogen auf die Funktion unterscheidet man zwischen wachstumsférdernden und wachstums-
hemmenden Hormonen (Iten et al. 1999; Saint Germain et al. 2013; Waldie et al. 2014; Sun
et al. 2016), die wahrend des gesamten Lebenszyklus einer Pflanze in Interaktion stehen. Das
bedeutet, dass Mitglieder einer oder beider Gruppen gleichzeitig an einem Reaktionsweg be-
teiligt sein kénnen und synergistisch oder antagonistisch auf diesen Reaktionsweg einwirken
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(Jaillais und Chory 2010; Wang und Irving 2011). Antagonistische Effekte sind zum Beispiel
zwischen Gibberellin und ABA wahrend Entwicklungsprozessen wie der Dormanz, der Kei-
mung, dem Wurzelwachstum, der Blute und des Blattwachstums beschrieben. Weitere Anta-
gonistische Effekte treten wahrend der Reaktion auf Kélte-, Hitze- und Salzstress auf (Sun und
Gubler 2004; Liu und Hou 2018). Synergistische Effekte haben Brassinosteroide und Auxine
auf die Hypocotyl-Elongation (Nemhauser et al. 2004; Jaillais und Chory 2010). Fir ABA und
JA wurden zum einen synergistische Effekte auf den Schluss der Stomata beschrieben als
auch synergistische sowie antagonistische auf die Abwehr von Pathogenen (Adie et al. 2007,
Bodenhausen und Reymond 2007; Munemasa et al. 2007; Kazan und Manners 2008). Auf
das wachstumshemmende Hormon ABA sowie einer Verbindung zum JA-Signalweg soll im

Folgenden néher eingegangen werden.

1.1.1 Historie und Funktion der Abscisinsaure

Abscisinsaure ((S)-5-(1-Hydroxy-2,6,6-trimethyl-4-oxo-cyclohex-2-en-1-yl)-3-methyl-cis,trans-
penta-2,4-diensaure; Abbildung 2) ist eine schwache Saure (pKs 4,8) und zahlt zu den Sesqui-
terpenen (Cornforth et al. 1965a; Ohkuma et al. 1965; Finkelstein und Rock 2002). ABA kann
nicht nur in Pflanzen vorgefunden werden sondern auch in Pilzen, in Bakterien und in den
Metazoa (Wasilewska et al. 2008; Hartung 2010). Erste Isolationen von ABA erfolgten aus
Giersch, Birke, Ahorn, Baumwolle und weiteren Pflanzen unter den damaligen Bezeichnungen
»B-Inhibitor®, ,Dormin“ oder ,Abscisin II“ (Bennet-Clark et al. 1953; Eagles und Wareing 1963;
Ohkuma et al. 1963; Robinson et al. 1963; Eagles und Wareing 1964; Lane und Bailey 1964).
Erst spater stellte sich heraus, dass es sich bei allen drei Wachstumsinhibitoren um dieselbe
Substanz handelt (Cornforth et al. 1965b; Milborrow 1967). Der heutige Name Iasst sich auf
die damals zugeschriebene Funktion als Abzissions-beschleunigende Substanz zuriickfiihren
(Ohkuma et al. 1963). Cracker und Abeles (1969) klarten aber spater auf, dass ABA die Ab-
zission fordert, indem sie die Ethylenproduktion beschleunigt und die Aktivitat von Cellulasen
erhoht.

Abbildung 2: Strukturformel der Abscisinséaure.

ABA ist sowohl an der Regulation von Entwicklungsprozessen beteiligt als auch an der Reak-

tion auf Umweltreize. Der Einfluss bezieht sich dabei auf die Reifung und die Dormanz des
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Samens (Khan 1968; Karssen et al. 1983; Holdsworth et al. 1999), die Dormanz von Knospen
(El-Antably et al. 1967; Zheng et al. 2018), Zellteilung und -elongation (Zeevaart und Creelman
1988; Himmelbach et al. 1998), die Induktion der Bliite (Evans 1966; Shu et al. 2018), den
Schluss der Stomata (Jones und Mansfield 1970; Kim et al. 2010), die Initiation und das
Wachstum von Blattern, die Wasserhomoostase und damit verbunden Wurzelwachstum,
Xylembildung sowie Suberisierung (Yoshida et al. 2019). Zu den Umweltreizen zahlen Tro-
ckenheit (Zhu 2002; Christmann et al. 2006), Salinitat (Zeevaart und Creelman 1988; Barrero
et al. 2006), Kalte (Shinozaki und Yamaguchi-Shinozaki 2000; Gusta et al. 2005), Verwundung
(Delessert et al. 2004; Savatin et al. 2014) und Ultraviolett (UV)-Strahlung (Cutler et al. 2010;
Finkelstein 2013). In den folgenden Abschnitten soll ndher auf die Biosynthese und den Abbau

sowie die Signaltransduktion von ABA eingegangen werden.

1.1.2 ABA-Biosynthese und -Katabolismus

Die Synthese von ABA erfolgt vorrangig im Leitgewebe und das Hormon kann zu den Zielorten
sowohl Uber das Phloem als auch Uber das Xylem transportiert werden. Es konnte aber auch
gezeigt werden, dass eine lokale Produktion von ABA in den Blattern durch niedrige Wasser-
potentiale im Bereich der Wurzel ausgeldst werden kann (Christmann et al. 2005; Christmann
et al. 2007; Finkelstein 2013). Die Synthese innerhalb der Zelle beginnt mit dem 2C-Methyl-D-
Erythritol-4-Phosphat-Weg in den Plastiden. Dabei werden Isoprene hergestellt, die dann tber
mehrere Kondensationsreaktionen zu Carotinoiden zusammengesetzt werden (Abbildung 3).
Katalysiert wird die Reaktion durch Geranylgeranyldiphosphat-Synthase und Phytoen-Syn-
thase (Ruiz-Sola und Rodriguez-Concepcién 2012; Finkelstein 2013). Phytoen, das erste Ca-
rotinoid in der Reihe, wird wiederum Uber vier Dehydrierungsreaktionen zu Lycopen umge-
wandelt. Lycopen wird entweder zu a- oder zu B-Carotin zyklisiert, aber nur p-Carotin wird fir
die weitere Synthese von ABA bendtigt. Durch die B-Carotin-Hydroxylase wird im weiteren
Verlauf Zeaxanthin katalysiert. Zeaxanthin wiederum wird mithilfe der Zeaxanthin-Expoxidase
zu Violaxanthin umgesetzt. In den Mutanten abscisic acid-deficient (aba) 1 ist dieser Umsatz
blockiert, wodurch sich Zeaxanthin anreichert und die ABA-Synthese gestort ist. Die Synthese
kommt jedoch nicht vollkommen zum Erliegen, was wiederum auf einen alternativen Synthese-
Weg hindeutet (Rock und Zeevaart 1991; Barrero et al. 2005; Finkelstein 2013). Die letzten
Schritte der Carotinoid-Synthese umfassen die Bildung von 9-cis-Violaxanthin und 9’-cis-Neo-
xanthin. Beide werden durch die 9-cis-Epoxycarotinoid-Dioxygenase gespalten, wodurch Xan-
thoxin entsteht, das ins Cytoplasma entlassen wird. Aus Xanthoxin wird dann im Cytoplasma
in mehreren Oxidationsschritten ABA synthetisiert. In einem ersten Schritt wird durch die
Short-Chain-Dehydrogenase/Reductase Abscisinaldehyd gebildet. In der Mutante aba2-1 ist

dieser Schritt blockiert, weshalb nur noch etwa 9 % der Ublichen Menge an ABA Uber
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Nebenwege produziert wird (Gonzalez-Guzman et al. 2002; Finkelstein 2013; Tischer et al.
2017). Der letzte Schritt der Synthese wird durch die Abscisinaldehyd-Oxidase katalysiert, die
dazu einen Molybdéan-Cofaktor benétigt. Fur die Biosynthese des Molybdan-Cofaktors ist eine
Molybdan-Cofaktor-Sulfurase notwendig, deren Locus in aba3 mutiert ist (Xiong et al. 2001;
Finkelstein 2013). Fur ABA gibt es zwei Stereoisomere, 2-cis, 4-trans ABA bzw. S-(+)-ABA
und 2-trans, 4-trans ABA bzw. trans-ABA. Letztere Form entsteht durch UV-Licht-Exposition
und ist inaktiv (Cutler et al. 2010). Die enantiomeren Formen R-(-)-ABA und (-)- trans-ABA
kommen nicht in Pflanzen vor.

Phytoen <+— Geranylgeranyldiphosphat

Plastid RN N
/ s _‘t/ <—f\=\;n. H,:’l%""-.i = ]0 o ~gfioH
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Abbildung 3: Biosynthese der Abscisinsaure. Die Biosynthese von Abscisinsaure erfolgt in den Plas-
tiden und im Cytoplasma. Die wichtigsten Zwischenprodukte sind dargestellt. ABA1, ABA2 und ABA3
sind Gene, die in ABA-Mangel-Mutanten betroffen sind. Die Abbildung wurde erstellt in Anlehnung an
Finkelstein (2013).

Die Inaktivierung von ABA kann lber zwei Wege erfolgen (Abbildung 4). Der erste Weg um-
fasst die Hydroxylierung durch Monooxygenasen des Typs P-450. Die dafiir notwendigen En-
zyme werden durch die vier Mitglieder der Familie CYP707A kodiert. Durch die Hydroxylierung
entsteht zum gréten Anteil 8 -Hydroxy-ABA und zu einem geringeren auch 9"-Hydroxy-ABA.
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Die Intermediate werden zu Dihydrophaseinsdure bzw. Neophaseinsdure isomerisiert
(Kushiro et al. 2004; Saito et al. 2004; Okamoto et al. 2011; Finkelstein 2013). 7" -Hydroxy-
ABA wird auch gebildet, die dafir notwendigen Enzyme wurden jedoch noch nicht beschrie-
ben. Der zweite Weg umfasst die Veresterung zu ABA-Glucoseester (ABA-GE), wodurch ABA
gespeichert oder transportiert werden kann. Arabidopsis enthélt dazu acht Glycosyltransfera-
sen (Lim et al. 2005). Die Speicherung von ABA-GE erfolgt in der Vakuole oder im Apoplast
(Finkelstein 2013).

7 -Hydroxy-ABA ABA ABA-GE
H.-‘C,_'. CH, (|:H3 HiC, cH, CHs
OH OH OH
o CHy OAOH 0/ CH, o%\o

OH

8’-Hydroxy-ABA / \ 9°-Hydroxy-ABA O om

HO—  CH, CHsy

AN
“OH

7 CHy OAOH

o

Dihydrophaseinséure\q

Abbildung 4: Katabolismus der Abscisinsaure. ABA kann durch Glycosylierung oder Hydroxylierung
inaktiviert werden. Dabei entsteht im ersten Fall ABA-Glucoseester und im zweiten Fall 7°-, 8- bzw. 9-
Hydroxy-ABA. 8 -Hydroxy-ABA und 9"-Hydroxy-ABA werden Uber weitere Reaktionen noch zu Dihyd-
rophaseinséure bzw. Neophaseinsiure umgesetzt. Die Abbildung wurde in Anlehnung an Okamoto et
al. (2011) erstellt.

1.1.3 ABA-Signaltransduktion

Fur die Regulation von physiologischen Prozessen muss ABA entweder in die Zelle gelangen
oder aus internen Speichern freigesetzt werden (Abbildung 5). Im Apoplast liegt ABA zumeist
nicht geladen vor und kann leicht die Plasmamembran durchdringen. Wird in Folge von Um-
weltreizen der pH-Wert aber alkalischer, dann geht mehr ABA in die geladene Form tber und
die Diffusion wird verringert (Boursiac et al. 2013; Finkelstein 2013). Eine zweite Moglichkeit,
die Plasmamembran zu tberwinden, ergibt sich durch Transporter. In die Plasmamembran
sind ADENOSINE TRIPHOSPHATE-BINDING CASSETTE (ABC)- und NI-TRATE TRANS-
PORTER 1/PEPTIDE TRANSPORTER (NTR1/PTR)-Transporter eingelagert, die den Im- und
Export von ABA ermdglichen (Kang et al. 2010; Kuromori et al. 2010; Kuromori et al. 2011,
Kanno et al. 2012; Kang et al. 2015). Die Freisetzung aus internen Speichern erfolgt Gber 3-

Glucosidasen. Diese spalten den Glucoserest von der Speicherform ABA-GE ab und setzen
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ABA frei. Dies geschieht im Endoplasmatischen Reticulum (ER) und in der Vakuole (Lee et al.
2006; Xu et al. 2012).

Apoplast

ﬂytosol

GE
!
GE

ABC

\

- ABC -p@

<+ NTR1/PTR =

<+

®

ABA-GE
ER ABIA'GE 1 Vakuole
ABA

Nucleus

Zielgene

/

Anionen

Abbildung 5: ABA-Signalweg in der Zelle. ABA wird Uber Transporter in die Zelle aufgenommmen
und abgegeben. Wie ABA-GE aus dem Apoplast wieder in die Zelle kommt, ist noch nicht genau be-
kannt. ABA kann direkt an ein RCAR binden, von ABA-GE muss erst im ER oder in der Vakuole — wo
es auch gespeichert werden kann — durch B-Glucosidasen der Glucoserest abgespalten werden. Der
ABA-RCAR-Komplex bildet mit einer PP2C den ternaren Komplex. Dadurch werden die SUCROSE-
NONFERMENTING KINASE 1-RELATED PROTEIN KINASES 2 (SnRK2s) nicht mehr von den PP2Cs
dephosphoryliert und kénnen lonenkanéle in der Plasmamembran und Transkriptionsfaktoren im Kern
regulieren. Durch die Depolarisation der Membran werden K+*-Effluxkanéle, wie GUARD CELL OUT-
WARD RECTIFYING K* CHANNEL (GORK), aktiviert und entlassen K* in den Apoplasten. Die Abbil-
dung wurde in Anlehnung an Raghavendra et al. (2010), Roelfsema et al. (2012) und Ma et al. (2018)
erstellt.
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Das in der Zelle vorhandene ABA muss durch einen Rezeptor gebunden werden (Abbildung
5). Dies erfolgt tUber die ABA-Rezeptoren, die als PYRABACTIN RESISTANCE 1 (PYR1),
PYR1-LIKE (PYL) bzw. RCARs bezeichnet werden — hier im Folgenden nur noch als RCARs
benannt — und in drei Unterfamilien eingeteilt werden (Ma et al. 2009; Park et al. 2009). Von
den insgesamt 14 beschriebenen RCARs kdnnen alle ABA binden (Fuijii et al. 2009; Fuchs et
al. 2014), wobei Mitglieder der Unterfamilie 1 die groRte Affinitat zu ABA zeigten (Ma et al.
2009; Miyazono et al. 2009; Santiago et al. 2009; Yin et al. 2009; Szostkiewicz et al. 2010).
Die Bindung erfolgt Gber eine offene Bindetasche, die durch zwei B-Faltblatter verschlossen
wird, wenn ABA gebunden ist (Melcher et al. 2009; Yin et al. 2009). Durch das SchlieR3en der
Bindetasche verandert sich die Konformation der RCARs, wodurch eine Interaktion mit den
Co-Rezeptoren, den PROTEIN PHOSPHATASE TYPE 2Cs (PP2Cs) der Gruppe A, ermog-
licht wird. Die PP2Cs der Gruppe A enthalten neun Mitglieder und sind Mg?*- und Mn?*-abhéan-
gige Serin/Threonin-Proteinphosphatasen (Xue et al. 2008; Shi 2009; Fuchs et al. 2013). In
Abwesenheit von ABA dephosphorylieren sie die ShnRK2s, wodurch diese inhibiert sind und
der ABA-Signalweg inaktiv ist. Durch die Interaktion der PP2Cs mit den RCARs wird die Phos-
phataseaktivitat blockiert. Die SnRK2s kénnen dadurch in einen aktiven Zustand tbergehen
und nachfolgende Komponenten des Signalwegs regulieren (Umezawa et al. 2009; Fuijii et al.
2009; Fuchs et al. 2013). SnRK2s sind Serin/Threonin-Proteinkinasen und umfassen zehn
Mitglieder (Hardie 1999; Kulik et al. 2011). Der aktive Zustand der SnRK2s wird durch Phos-
phorylierung im Aktivierungs-Loop erlangt (Belin et al. 2006; Boudsocq et al. 2007; Vlad et al.
2010; Xie et al. 2012). In den Schlie3zellen wird durch SnRK2.6/SRK2E/OPEN STOMATA 1
(OST1) der K*-Influxkanal (KAT1) inhibiert und der Anionen-Kanal (SLOW ANIONEN CHAN-
NEL-ASSOCIATED 1, SLAC1) aktiviert (Mustilli et al. 2002; Yoshida et al. 2002; Geiger et al.
2009; Lee et al. 2009; Sato et al. 2009). Neben SnRK2.6 nehmen auch Ca?* und CALCIUM-
DEPENDENT PROTEIN KINASE 23 (CPK23), die Ca?*-abhangig ist, einen vergleichbaren
Einfluss auf die lonenkanéle (Siegel et al. 2009; Geiger et al. 2010; Raghavendra et al. 2010;
Hedrich und Geiger 2017). SLACL1 entlasst durch die Aktivierung Anionen, wie zum Beispiel
Chlorid und Nitrat, das zur Depolarisierung der Membran fuhrt (Negi et al. 2008; Vahisalu et
al. 2008; Geiger et al. 2009). Durch die Depolarisation werden auch K*-Effluxkandle — zum
Beispiel GORK — aktiviert, die K* in den Apoplast entlassen (Ache et al. 2000; Becker et al.
2003; Hosy et al. 2003). Der Verlust an lonen sorgt fir einen Wasserausstrom, der Turgor
sinkt und das Stoma wird geschlossen (Roelfsema et al. 2012). Im Zellkern werden die
ABFs/ABSCISIC ACID RESPONSIVE ELEMENT-BINDING PROTEINs (AREBs), die zur
Gruppe der basic-leucin zipper (bZIP)-Transkriptionsfaktoren zahlen und zu denen auch ABI5
gehdrt, durch die ShnRK2s phosphoryliert, worauf sie als Dimer an das abscisic acid responsive
element (ABRE) in Promotoren ABA-regulierter Gene binden kdnnen (Finkelstein et al. 2005;
Fujii et al. 2007; Fujita et al. 2009; Nakashima et al. 2009; Yoshida et al. 2010; Fuijita et al.
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2011). Weitere transkriptionelle Regulatoren binden an die ABFs direkt — wie der B3-Doméne-
Transkriptionsfaktor ABI3 an ABI5 — oder binden an das coupling element (CE) — wie der APE-
TALA2/ETHYLENE RESPONSE FACTOR (AP2/ERF)-Transkriptionsfaktor ABI4 (Nakamura
et al. 2001; Raghavendra et al. 2010; Reeves et al. 2011; Skubacz et al. 2016). Aus der Be-
schreibung des ABA-Signalwegs wird deutlich, welch entscheidenden Einfluss Transkriptions-
faktoren auf die Umsetzung eines hormonellen Stimulus haben. Im nachsten Abschnitt soll

deshalb eine Ubersicht tiber Transkriptionsfaktoren in A. thaliana gegeben werden.

1.2.  Transkriptionsfaktoren in Arabidopsis thaliana

Transkriptionsfaktoren werden als Proteine definiert, die an spezifische Desoxyribonuklein-
saure (DNA)-Sequenzen (cis-Elemente) in einem Promotor binden und dadurch aktivierend
oder reprimierend auf die Transkription eines Gens wirken (Riechmann et al. 2000; Riechmann
2002; Riafo-Pachén et al. 2007). Demzufolge bestehen Transkriptionsfaktoren zumeist aus
einer DNA-Bindedoméne (BD) und einer Aktivierungs- oder Repressordoméne (AD bzw. RD;
Riechmann 2002; Mitsuda und Ohme-Takagi 2009). Prinzipiell kann zwischen zwei Typen von
Transkriptionsfaktoren unterschieden werden. Zum einen zwischen den generellen Transkrip-
tionsfaktoren, die zusammen mit der Ribonukleinsaure (RNA)-Polymerase den basalen Tran-
skriptionsapparat formen, und zum anderen den spezifischen Transkriptionsfaktoren, die up-
oder downstream des basalen Transkriptionsapparats an die DNA binden und die Initiation der
Transkription beeinflussen (Riafio-Pachén et al. 2007). Letztere kdnnen direkt mit dem basalen
Transkriptionsapparat interagieren oder indirekt tber Cofaktoren (Riechmann 2002). Sie wer-
den bendtigt, um die Transkription von Genen zu regulieren, indem ihre eigene Expression
zum Beispiel nur in einem bestimmten Gewebe, einem speziellen Zelltyp, temporar oder durch

einen Stimulus erfolgt (Riechmann 2002).

Das Genom von Arabidopsis enthélt mehr als 27000 Protein-kodierende Gene (Cheng et al.
2017), von denen laut den Datenbanken Arabidopsis Gene Regulatory Information Server
(AGRIS) und Rikagaku Kenkyujo Arabidopsis Transcription Factor Database (RARTF) etwa
7 % fur Transkriptionsfaktoren kodieren (Davuluri et al. 2003; Guo et al. 2005; lida et al. 2005;
Palaniswamy et al. 2006; Mitsuda und Ohme-Takagi 2009; Yilmaz et al. 2011). Anhand der
BD kdnnen Transkriptionsfaktoren in Familien eingeteilt werden. Der Vergleich der beiden Da-
tenbanken ergibt in Summe 62 verschiedene Transkriptionsfaktor-Familien, von denen 40 Fa-
milien in beiden Datenbanken vorkommen (Davuluri et al. 2003; lida et al. 2005; Palaniswamy
et al. 2006; Yilmaz et al. 2011). Ein Teil der Transkriptionsfaktoren kann aufgrund zu geringer
Sequenz-Ubereinstimmung zu anderen Transkriptionsfaktoren oder bisher nicht beschriebe-

ner Doméanen nicht in Familien eingeordnet werden. Ein Unterschied in der Anzahl an
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Transkriptionsfaktor-Familien ergibt sich erstens aus der unterschiedlichen Definition von
Transkriptionsfaktoren und zweitens aus der variierenden Einteilung in Trans-kriptionsfaktor-
Familien und Transkriptionsfaktor-Unterfamilien (Guo et al. 2005; Mitsuda und Ohme-Takagi
2009). Ein Beispiel zu erstens sind die AUXIN/INDOLE-3-ACETIC ACID (Aux/IAA)-Proteine,
die von RARTF jedoch nicht von AGRIS als Transkriptionsfaktoren gezahlt werden, obwohl
sie keine DNA-Bindedomane besitzen, aber mit den AUXIN RESPONSE FACTOR (ARF)-
Transkriptionsfaktoren interagieren (Guilfoyle et al. 1998; Riechmann et al. 2000; Mitsuda und
Ohme-Takagi 2009). Zu zweitens kann die GOLDEN2 (G2)/TYPE-B PHOSPHOACCEPTING
RESPONSE REGULATOR (ARR-B)/PI STARVA-TION RESPONSE 1 (PSR1)- Familie — kurz
GARP-Familie — von RARTF angefuhrt werden, die bei AGRIS in die zwei Familien G2-like
und ARR-B unterteilt wird.

Waéhrend ein Teil der fur Arabidopsis beschriebenen Transkriptionsfaktor-Familien auch in den
drei eukaryotischen Modellorganismen Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans und
Saccharomyces cerevisiae (z.B. bzIP, MINI CHROMOSOME MAINTENANCE
1/AGAMOUS/DEFICIENS/ SERUM RESPONSE FACTOR (MADS), bHLH, CYS2-HIS2 ZINC
FINGER (C2H2 (Zn)) vorkommt, ist etwa die Halfte der beschriebenen Transkriptionsfaktor-
Familien spezifisch fur Arabidopsis (z.B. ARF, NO APICAL MERISTEM/ARABIDOPSIS
TRANSCRIPTION ACTIVATION FACTOR/CUP-SHAPED COTYLEDON (NAC), Tryp-
tophan/Arginin/Lysin/Tyrosin (WRKY)). Zu den drei grof3ten Familien in Arabidopsis zahlen
MYELOBLASTOSIS DOMAIN PROTEIN (MYB, 12,4 %), AP2/ERF (9,3 %) und bHLH (9 %)
(Riechmann et al. 2000). Auf die zuletzt genannte Familie soll im Folgenden genauer einge-

gangen werden.

1.2.1 bHLH-Transkriptionsfaktoren

bHLH-Transkriptionsfaktoren wirken als transkriptionelle Regulatoren wahrend der Entwick-
lung, in Stresssituationen und in verschiedenen Hormon-Signalwegen. Sie sind zum Beispiel
beteiligt an der Zelldifferenzierung, der Trichom-Entwicklung, der Eisen-Homdostase, der Ant-
hocyan-Biosynthese, dem Phytochrom-Signalweg sowie den ABA- und JA-Signalwegen
(Payne et al. 2000; Schiefelbein 2003; Duek und Fankhauser 2005; Niu et al. 2011; Liang und
Yang 2015; Tian et al. 2015; Wang et al. 2015b; Liang et al. 2017). bHLH-Transkriptionsfakto-
ren sind gekennzeichnet durch eine basic region (BR), nach der zwei amphipatische a-Helices
folgen, die durch einen flexiblen Loop voneinander getrennt werden. Erste Beschreibungen
dieses Motivs wurden an Faktoren, die den humanen Immunoglobulin-Enhancer binden, sowie
DAUGHTERLESS und weiteren Proteinen aus Drosophila vorgenommen (Murre et al. 1989).

Im Genom von A. thaliana wurden bisher 162 Gene vorgefunden, die fur einen bHLH-
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Transkriptionsfaktor kodieren (Bailey et al. 2003). Diese wurden von Heim et. (2003) durch
phylogenetische Analysen in 12 Unterfamilien gegliedert. Die Einordnung in Unterfamilien er-
folgte aufgrund einer ahnlichen Anzahl an Introns in konservierten Positionen, der prognosti-
Zierten Proteinlange und der Position des bHLH-Motivs innerhalb des Proteins. Die weitere
Einteilung in Gruppen wurde nach der Ahnlichkeit der Aminosauresequenzen auf3erhalb der
DNA-Bindedomane vorgenommen (Heim et al. 2003). Dies fihrt in Summe zu 24 Unterfami-
lien und Gruppen (Heim et al. 2003). Toledo-Oritz et al. (2003) teilten die bHLH-Transkripti-

onsfaktoren ebenfalls Gber phylogenetische Analysen in 21 Unterfamilien ein.

Das bHLH-Motiv (Abbildung 6) umfasst in etwa 60 Aminosauren. Uber die ersten 17 Amino-
sauren erstreckt sich in Arabidopsis die BR, die im Mittel sechs basische Aminoséuren enthalt.
Die BR in Arabidopsis ist somit vier Aminosauren langer als Ublich. Dies liegt an der gréf3eren
Distanz der ersten beiden basischen Aminosauren im Vergleich zum konservierten E®3
(Atchley et al. 1999; Toledo-Ortiz et al. 2003). Der sich dadurch ergebende Unterschied in der
Zahlweise der Aminosauren im bHLH-Motiv fuhrt zu differierenden Angaben in der Literatur,
was einen Vergleich erschwert. Daher wird im Folgenden nur noch die auf Toledo-Oritz et al.
(2003) bezogene Zéahlweise angewendet und Informationen aus der Literatur an diese Zahl-
weise angepasst. Die beiden Helices bestehen meist aus etwa 15 Aminosduren und enthalten
Uberwiegend hydrophobe Aminosauren (Atchley et al. 1999; Toledo-Ortiz et al. 2003). Der
Loop variiert in der Lange zwischen 6—14 Aminosauren und weist keine vergleichbare Konser-
vierung in der Zusammensetzung der Aminosauresequenz zu den anderen Strukturen auf
(Heim et al. 2003; Toledo-Ortiz et al. 2003). Dies fiihrt auch zu einer Diskrepanz in den Anga-
ben Uber die Zugehorigkeit von Aminoséuren zum Loop oder zu den Helices. Wéahrend Toledo-
Oritz et al. (2003) Aminosauren 37—41 noch zum Loop z&hlt, ordnet Heim et al. (2003) diese

bereits der zweiten Helix zu.

Die bHLH-Domane erflllt zwei Funktionen. Eine Funktion ist die DNA-Bindung, die vorwiegend
Uber die BR zustande kommt. Die zweite Funktion ist die Dimerisierung mit anderen bHLHSs,
fur die die HLH-Doméne sorgt (Murre et al. 1989; Ferré-D"Amaré et al. 1993; Ellenberger et
al. 1994; Ferré-D"Amaré et al. 1994; Massari und Murre 2000). Auf beide Elemente der bHLH-

Domaéne soll im Folgenden genauer eingegangen werden.
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Abbildung 6: Das bHLH-Motiv in Arabidopsis. Die am haufigsten (1.) und zweithaufigsten (2.) vor-
kommenden Aminosauren im bHLH-Motiv von Arabidopsis sind aufgeflihrt und beziehen sich auf die
Angaben von Heim et al. (2003) und Toledo-Oritz et al. (2003). In der Sequenz sind Punkte (.) angeben,
wenn von keiner der beiden Quellen eine eindeutige Zuordnung fir die jeweilige Position getroffen
wurde. Eine Ausnahme bildet der Punkt an Position 27 in der Sequenz der zweithaufigsten Aminoséu-
ren, weil Leucin (L) in allen bHLHs vorzufinden ist und es dadurch keine zweitrangige Aminoséure an
dieser Position gibt. Aminoséuren, die sowohl bei Heim et al. (2003) als auch bei Toledo-Oritz et al.
(2003) zu 50 % in den Alignments vorkommen, sind unterstrichen. Die Zahlen oberhalb der Sequenz
geben die Position innerhalb des bHLH-Motivs an. Die Zahlweise und die Zuordnung der Abschnitte
beziehen sich auf Toledo-Oritz et al. (2003).

bHLH-Transkriptionsfaktoren kénnen anhand ihrer DNA-Bindefahigkeit und weiteren Eigen-
schaften in sechs Gruppen (A-F) eingeteilt werden (Dang et al. 1992; Atchley und Fitch 1997,
Ledent und Vervoort 2001). Alle Gruppen — bis auf Gruppe D — sind in der Lage DNA zu bin-
den. Mitglieder aus der Gruppe D — meist einfach als HLH bezeichnet — enthalten keine oder
nur wenige basische Aminoséauren und weisen zudem ein h&ufiges Vorkommen von Prolin (P)
an Position 8 und 13 auf (Atchley und Fitch 1997). In Arabidopsis konnen etwa 18 % der
bHLHs zu dieser Gruppe gezéhlt werden. Die finf weiteren Gruppen sind nach E-Box binden-
den (A und B) und nicht E-Box-bindenden bHLHSs (C, E und F) eingeteilt. bHLHs der Gruppe C
enthalten eine PERIOD CIRCADIAN PROTEIN/ARYL HYDROCARBON RECEPTOR NU-
CLEAR TRANSLOCATOR PROTEIN/SINGLE-MINDED PROTEIN (PAS)-Domaéne, die Pro-
tein-Protein-Interaktion erméglicht, und binden an NACGTG oder NGCGTG. Gruppe E werden
bHLHs zugeordnet, die eine Tryptophan/Arginin/Prolin/Tryptophan (WRPW)-Sequenz enthal-
ten und an eine N-Box (CACGGC oder CACGAC) hinden, und Gruppe F enthalt bHLHs mit
einer COLLIER/OLFACTORY 1/EARLY B-CELL FACTOR (COE)-Doméne, die an TCCCNN-
GGGA binden kénnen (Travis et al. 1993; Fisher und Caudy 1998; Ledent und Vervoort 2001,
Treiber et al. 2010). bHLHSs, die Ahnlichkeit zu Mitgliedern der Gruppe C, E oder F zeigen,
wurden in Arabidopsis bisher nicht gefunden (Ledent und Vervoort 2001; Toledo-Ortiz et al.
2003). Gruppe A und B vereint ein Glutamat (E) an Position 13 und ein R an Position 16 (Ab-
bildung 7). Beide Aminoséauren sind notwendig fur die Bindung der E-Box (CANNTG). Gruppe
A kann aufgrund eines bestimmten Aminosaure-Musters an Position 9, 12 und 17 an die Se-
guenz CAGCTG, die auch als nicht-G-Box bezeichnet wird, binden. An Position 12 steht ein R
und an 9 bzw. 17 eine weitere beliebige Aminosaure. Des Weiteren sind meist an Position 23
nur kleine aliphatische Aminoséauren (Alanin (A), Glycin (G)) vorzufinden (Dang et al. 1992;
Atchley und Fitch 1997; Atchley et al. 1999). Zur Gruppe A zahlen in etwa 11 % der E-Box-
bindenden bzw. 40 % der DNA-bindenden bHLHs in Arabidopsis (Toledo-Ortiz et al. 2003).
Gruppe B hat ein 9-12-17-Muster mit einer basischen Aminoséure (Histidin (H) oder Lysin (K))
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an Position 9 und einem R an Position 17. Die Aminosaure an Position 12 kann variieren.
Dieses Muster ermoglicht Gruppe B an die palindromische G-Box (CACGTG) zu binden (Dang
et al. 1992; Atchley und Fitch 1997; Atchley et al. 1999). Zur Gruppe B zdhlen mit 89 % die
meisten der DNA-bindenden bHLHs aus Arabidopsis. Neben den Gruppen A und B gibt es in
Arabidopsis noch eine Gruppe an bHLH-Transkriptionsfaktoren, die aufgrund der Zusammen-
setzung der BR an DNA binden misste, aber nicht die fir eine E-Box-Bindung essentiellen
Aminoséauren vorweisen kann. Die Anzahl der nicht-E-Box-bindenen bHLHs betragt etwa 7 %
(Toledo-Ortiz et al. 2003).

basic region

9 12 13 16 17

GruppeA: x R E R x
GruppeB: H, x E R R

Abbildung 7: Unterscheidung zwischen Gruppe A und B bHLHs anhand der BR. E*® und R¢ der
BR beider Gruppen sind fur die Bindung einer E-Box notwendig. Durch Position 9, 12 und 13 fallt die
Unterscheidung in der Bindung einer nicht-G-Box (CAGCTG, Gruppe A) und einer G-Box (CACGTG,
Gruppe B).

Anhand der Aminosauren in der BR kdnnen den vorherigen Ausfiihrungen zu Folge relativ
genaue Aussagen Uber potentielle Zielsequenzen eines bHLH-Transkriptionsfaktors getroffen
werden. Fir die Dimerisierung kdnnen solche Aussagen mithilfe der Aminosauresequenz der
HLH-Domane bisher noch nicht formuliert werden. Die Dimerisierung von bHLH-Transkripti-
onsfaktoren ist fur die Austibung der Funktion als Transkriptionsfaktor entscheidend, da von
einem Monomer immer nur eine Halbseite (CAN) der E-Box (CANNTG) gebunden werden
kann und erst als Dimer ein funktionaler Komplex entsteht (Ellenberger et al. 1994; Shimizu et
al. 1997). Erstaunlich ist, dass L?" der ersten Helix in allen bHLH-Transkriptionsfaktoren in
Arabidopsis vorzufinden ist (vgl. Abbildung 6). Ein weiteres hochkonserviertes L — zu etwa 93—
94 % je nach Studie — in pflanzlichen bHLH-Transkriptions-faktoren lasst sich an Position 56
in der zweiten Helix vorfinden (Heim et al. 2003; Toledo-Ortiz et al. 2003). Fir beide Leucine
konnte gezeigt werden, dass sie eine wichtige Funktion in der Dimerisierung einnehmen (Car-
retero-Paulet et al. 2010). Neben diesen beiden Leucinen spielen auch weitere hydrophobe
Aminoséauren, wie Isoleucin und Valin, in der HLH-Domane eine Rolle in der Stabilisierung des
Dimers (Ferré-D"Amaré et al. 1993; Ciarapica et al. 2003; Heim et al. 2003; Pires und Dolan
2010). Auf eine Gruppe an bHLHSs, die in der Lage sind Homodimere auszubilden und unter-

einander auch Heterodimere bilden, soll im folgenden Abschnitt eingegangen werden.
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1.2.2 Die Gruppe der JASMONATE-ASSOCIATED MYC2-LIKE-Transkriptionsfaktoren

Auf der Suche nach JA-responsiven Genen wurde der Transkriptionsfaktor bHLHO17 gefun-
den, der 30 % Ahnlichkeit zu MYC2 auf Ebene der Aminosauresequenz zeigte. Aufgrund der
Ahnlichkeit zu MYC2 wurde dieser als JASMONATE-ASSOCIATED MYC2-LIKE 1 (JAM1) be-
zeichnet (Sasaki-Sekimoto et al. 2013). Aus Vergleichen der Aminosauresequenz von bHLH-
Transkriptionsfaktoren in Arabidopsis ging hervor, dass JAM1 drei nahe Verwandte besitzt —
bHLHO003, bHLHO013 und bHLHO014 — die alle zur Gruppe d der Unterfamilie Ill (Abbildung 8)
der bHLH-Transkriptionsfaktoren gehoéren (Heim et al. 2003) — nicht zu verwechseln mit den
zuvor aufgefuhrten Gruppen zur DNA-Bindespezifitat. Die Gruppe llld wiederum zeigt grof3e
Gemeinsamkeiten zur Gruppe llle, zu der MYC2, MYC3, MYC4 und MYC5 gehoren. Dies ist
auch der Publikation von Toledo-Oritz et al. (2003) zu enthehmen, mit dem Unterschied, dass
die Transkriptionsfaktoren der Gruppe llid und llle hier als Unterfamilie 8 zusammengefasst
werden. Da bHLHO003 und bHLHO013 die groRte Ahnlichkeit mit 43 % bzw. 47 % zu JAM1 auf-
wiesen, wurden diese als JAM3 und JAM2 benannt (Sasaki-Sekimoto et al. 2013). Die kodie-
rende Sequenz der bHLH-Transkriptionsfaktoren JAM1, JAM2 und JAM3 befindet sich auf
dem zweiten, ersten bzw. vierten Chromosom des Arabidopsis-Genoms (Theologis et al. 2000;
Heim et al. 2003; Yamada et al. 2003).

9 — [UAMA
33
L JAM2
29 lnd
JAM3
bHLH014
MYC3
-~ MYC2
21 llle
3g L—— | MYC4

MYC5

Abbildung 8: Phylogenetischer Baum der bHLHs der Gruppe llid und llle. Mitglieder der Gruppe
llld und llle sind blau bzw. rot hinterlegt. Die Bezeichung der Gruppen bezieht sich auf die Einordnung
der bHLHs von Heim et al. (2003). Der Baum wurde mit der Neighbor-Joining-Methode in MEGA-X
erstellt (Saitou und Nei 1987; Kumar et al. 2018). Dabei kam die Poisson-Correction-Methode mit paar-
weiser Deletion und der Bootstrap-Test mit 1000 Replikaten zur Anwendung (Zuckerkandl und Pauling
1965; Felsenstein 1985). Der Prozentsatz, zu dem die Replikatbdume fir die zugehdrigen bHLHs im
Bootstrap-Test wiedergefunden wurden, wird neben den Zweigen angezeigt.

Die drei JAMs werden in verschiedenen Geweben exprimiert (Tominaga-Wada et al. 2011;
Song et al. 2013; Fonseca et al. 2014), besonders in den Stomata (Abbildung 9). Innerhalb
der Zelle sind sie im Zellkern lokalisiert, wobei JAM2 und JAM3 auch im Cytoplasma vorzufin-

den sind (Song et al. 2013; Fonseca et al. 2014). Die Behandlung mit Jasmonat (JA) fuhrt nicht
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zu einer Anderung der Lokalisation (Fonseca et al. 2014), jedoch kann durch Methyl-Jasmonat
(Me-JA) die Expressionsrate von MYC2 und JAM1 gleichermalRen erhéht werden (vgl. Abbil-
dung 9; Sasaki-Sekimoto et al. 2013; Fonseca et al. 2014). Aufgrund der Sequenz-Ahnlichkeit
zu MYC2 wurde vermutet, dass die JAMs mit MYC2 dimerisieren konnen. Jedoch konnte eine
Interaktion mit MYC2 nicht gezeigt werden (Nakata et al. 2013; Nakata und Ohme-Takagi
2013). Die JAMs sind aber in der Lage Homodimere und untereinander Heterodimere auszu-
bilden (Nakata und Ohme-Takagi 2013; Fonseca et al. 2014; Sasaki-Sekimoto et al. 2014;
Huang et al. 2018).

a) b)
% % % § § Kontrolle 10 uM Me-JA
S|S (S| s r 05| 1 3 /05] 1 3
Samen (trocken) 2,6 |(yam1 _
Samen (gequollen) JAM?2
Kotyledonen JAM3
Keimwurzel 0 |mye2 _
Rosette
Wurzel - LOGZ- -
SchlieRzelle - -2,6 * ° )

Abbildung 9: Expression der JAMs und MYC2. Die Expressionsdaten in verschiedenen Geweben
(a) und unter Me-JA-Einfluss (b) wurden dem Arabidopsis eFP Browser entnommen (Nakabayashi et
al. 2005; Winter et al. 2007; Bassel et al. 2008; Yang et al. 2008). Die Expression jedes Gens wurde
relativ zum eigenen Kontrollwert dokumentiert. Das Alter des trockenen Samens betragt zwei Monate
nach der Ernte. Die Quellung erfolgte Giber 24 h. Die Kotyledonen und die Keimwurzel besal3en ein Alter
von 7 d. Die Rosette und die Wurzel waren zum Zeitpunkt der Messung 14 d bzw. 17 d alt. Die Expres-
sion in der Schliel3zelle wurde in der finf Wochen alten Pflanze bestimmt. Die Zahlen in (b) geben die
Zeit (h) ab Beginn der Hormon-Exposition an. Fir die Messung wurden 7 d alte Keimlinge verwendet.

MYC2 interagiert mit JASMONATE ZINC-FINGER PROTEIN EXPRESSED IN INFLO-
RESCENCE MERISTEM (ZIM)-DOMAIN (JAZ)-Proteinen, Repressoren des JA-Signalwegs
(Chini et al. 2007; Thines et al. 2007; Melotto et al. 2008; Chini et al. 2009). Aus einem Ver-
gleich der Aminosauresequenzen der JAMs mit Mitgliedern der Gruppe llle der bHLH-Tran-
skriptionsfaktoren ging hervor, dass diese alle eine JAZ-Interaktionsdoméne (JID) enthalten
(Fernandez-Calvo et al. 2011). Interaktionsstudien zwischen JAMs und JAZ1-12 in Hefe bzw.
in planta ergaben, dass JAM1 mit allen zwolf JAZ-Proteinen interagieren kann, JAM2 mit allen
auller JAZ7 und JAM3 mit allen aul3er JAZ7 sowie JAZ12 (Song et al. 2013; Fonseca et al.
2014; Sasaki-Sekimoto et al. 2014). Weitere Analysen zeigten, dass die N-terminale JID-Do-
mane von JAM2 essentiell ist firr die Interaktion mit JAZ-Proteinen (Song et al. 2013). Uber
JAZ8 und JAZ11 konnte im Gegenzug gezeigt werden, dass die Jasmonat-assoziierte (JAS)-

Domane der JAZ-Proteine fur die Interaktion mit den JAMs wichtig ist (Song et al. 2013).
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Aufgrund der Ahnlichkeit zu MYC2 und der Interaktion mit JAZ-Proteinen wurde angenommen,
dass die JAMs eine Rolle im Jasmonat-Signalweg spielen. Transfer (T)-DNA-Insertionslinien
fur jedes einzelne JAM zeigten aber keinen Einfluss auf JA-regulierte Prozesse, wie Frucht-
barkeit, JA-inhibiertes Wurzelwachstum oder JA-induzierte Anthocyan-Akkumulation (Sasaki-
Sekimoto et al. 2013; Song et al. 2013). Erst Doppel-Mutanten bzw. Triple-Mutanten zeigten
beispielsweise einen Unterschied in der Anthocyan-Akkumulation oder im Wurzelwachstum
im Vergleich zum Wildtyp (Sasaki-Sekimoto et al. 2013; Song et al. 2013). Des Weiteren
konnte auch eine Veranderung der Me-JA-induzierten Expression von Anthocyan-Biosyn-
these-Genen, wie DIHYDROFLAVONOL 4-REDUCTASE (DFR), LEUCOANTHOCYANIDIN
DIOXYGENASE (LDOX) oder URIDINDIPHOSPHAT-GLUCOSE:FLAVO-NOID 3-O-GLUCO-
SYLTRANSFERASE (UF3GT), JA-Stoffwechsel-Genen, wie ALLENE OXIDE SYNTHASE
(AOS), CYP94B3, JASMONIC ACID CARBOXYL METHYLTRANSFERASE (JMT) und SUL-
FOTRANSFERASE 2A (ST2A), und Genen der pflanzlichen Abwehr, wie ARABIDOPSIS NAC
DOMAIN CONTAINING PROTEIN 19 (ANACO019), ERF1 und VEGETATIVE STORAGE PRO-
TEIN (VSP) 2, dokumentiert werden (Sasaki-Sekimoto et al. 2013; Song et al. 2013). Da die
JAMs erst in Kombination einen negativen Einfluss auf JA-regulierte Prozesse zeigten, wurde
fur die JAMs eine redundante Funktion angenommen, die sich antagonistisch zu der von
MYC2 verhalt (Sasaki-Sekimoto et al. 2013; Song et al. 2013; Fonseca et al. 2014).

Fur den JA-Signalweg wird den Ergebnissen nach folgendes Szenario angenommen: In Ab-
wesenheit von JA interagieren JAZs mit MYC2 und JAMs (Abbildung 10). JAZs verhindern die
Bindung von Transkriptionsfaktoren an die DNA oder rekrutieren CO-Repressoren, wie TPL
oder TPRs, die die Aktivierung der Transkription unterdrticken. Die Bindung der Co-Repres-
soren erfolgt entweder direkt an die JAZ-Proteine oder ber NOVEL INTERACTOR OF JAZ
(NINJA), das als Linker fungiert (Pauwels et al. 2010; Pauwels und Goossens 2011; Chini et
al. 2016). Durch Umweltreize oder Entwicklungsprozesse wird die bioaktive Form (+)-7-iso-
Jasmonoyl-L-isoleucin (JA-lle) gebildet, die durch CORONATINE INSENSI-TIVE 1 (COI1) des
S-PHASE KINASE-ASSOCIATED PROTEIN/CULLIN/F-BOX PROTEIN (SCF)c°-Komplexes
gebunden wird. SCFc°" geht daraufhin eine Interaktion mit den JAZs ein. Die JAZs werden
durch den SCFc°-Komplex ubiquitiniert und anschlieRend durch das 26S-Proteasom abge-
baut. MYC2 wird dadurch aus der Reprimierung entlassen und die Transkription wird eingelei-
tet (Chini et al. 2007; Thines et al. 2007; Fonseca et al. 2009; Yan et al. 2009; Sheard et al.
2010; Wasternack und Hause 2013; Chini et al. 2016; Durand et al. 2016; Goossens et al.
2016; Goossens et al. 2017). Wie auch MYC2 binden JAMs vorzugsweise an eine G-Box
(Fonseca et al. 2014). Es ist daher mdglich, dass die JAMs mit MYC2 um ein und dieselbe

Bindestelle im Promotor von JA-regulierten Genen konkurrieren (Goossens et al. 2017). Im
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Gegensatz zu MYC2 enthalten die JAMs aber keine kanonische Aktivierungsdoméane und wirk-
ten in Aktivierungsassays reprimierend auf die Expression (Nakata et al. 2013; Nakata und
Ohme-Takagi 2013; Song et al. 2013; Goossens et al. 2017). Es wird daher angenommen,
dass die JAMs nicht die RNA-Polymerase rekrutieren kénnen, um die Transkription einzulei-
ten, und dadurch die Expression von Zielgenen des JA-Signalwegs unterdriicken (Fonseca et
al. 2014; Goossens et al. 2017).
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Abbildung 10: Funktion von JAMs und MYC2 im JA-Signalweg. In Abwesenheit von JA-Ille intera-
giert TPL Uber EAR-Motive (orange) mit JAZs und verhindert dadurch die Expression von MYC2-Ziel-
genen. Des Weiteren verhindern JAZs uber die Interaktion mit JAMs deren reprimierende Wirkung auf
die Expression. Die Interaktion zwischen JAZ und MYC2 bzw. JAMs erfolgt Uber die JID-Doméane (grun)
bzw. JAS-Doméne (pink). In Anwesenheit von JA-lle werden die JAZs abgebaut, wodurch MYC2 und
die JAMs ihre positive bzw. negative Funktion im JA-Signalweg ausiiben kénnen. Die Abbildung ist den
Darstellungen von Goossens et al. (2017) nachempfunden.
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1.2.3 Die Funktion von JAM1 und MYC2 im ABA-Signalweg

Erste Beschreibungen Uber die Funktion von MYC2 und JAM1 gehen aber nicht auf den JA-
Signhalweg zurtick, sondern auf den ABA-Signalweg. MYC2 wurde zuvor als BINDING PRO-
TEIN OF THE DEHYDRATION-RESPONSIVE 22 PROMOTER 1 (RD22BP1) benannt und
JAM1 als ABSCISIC ACID-INDUCIBLE BHLH-TYPE TRANSCRIPTION FACTOR (AIB) be-
zeichnet. Wie die Namen bereits andeuten, wurde MYC2 auf der Suche nach Proteinen, die
den Promotor von RESPONSIVE TO DEHYDRATION 22 (RD22) binden, gefunden und JAM1
aufgrund der Induktion der Expression durch ABA (Abe et al. 1997; Li et al. 2007). Fir MYC2
konnte gezeigt werden, dass es an die Sequenz CACATG im Promotor von RD22 bindet (Abe
et al. 1997). Die Expressionsmuster von MYC2 und JAM1 unter ABA oder abiotischem Stress
sind ahnlich (Abbildung 11). Beide werden durch Dehydrierung, Osmotika — wie Polyethyl-
englycol (PEG) oder Mannit — oder Salz induziert, jedoch nicht durch Kéalte und Hitze (Abe et
al. 1997; Hoth 2002; Li et al. 2007). Die nahe verwandten JAM2 und JAM3 hingegen weisen
wie schon unter Me-JA kein vergleichbares Expressionsmuster zu JAM1 und MYC2 auf.

a) b)
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Abbildung 11: Expressionsrate der JAMs sowie MYC2 unter abiotischem Stress oder ABA. Die
Expressionsdaten unter abiotischem Stress (a) oder ABA-Einfluss (b) wurden dem Arabidopsis eFP
Browser entnommen (Kilian et al. 2007; Winter et al. 2007). Die Expression jedes Gens wurde relativ
zum eigenen Kontrollwert dokumentiert. Fur die Bestimmung der Expressionsrate unter abiotischem
Stress wurden 18 d alte Pflanzen verwendet. Die Messung erfolgte Gber 24 h mit jeweils bis zu neun
Messpunkten. Hier wurde ein reprasentativer Messzeitpunkt fir Spross bzw. Wurzel dargestellt: Kalte
(kontinuierlich 4° C) 24 h, Hitze (3 h 38 °C, dann 25 °C) 3 h, Trockenheit (15 min Luftstrom mit ca. 10 %
Verlust an Frischgewicht) 0,5 h, Osmotisch (300 mM Mannit) 1 h, Salz (150 mM NacCl) 6 h. Die Zahlen

in (b) geben die Zeit (h) ab Beginn der Hormon-Exposition an. Fir die Messung wurden 7 d alte Keim-
linge verwendet.
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MYC2 und JAM1 werden aber nicht nur durch ABA induziert, sondern wirken auch als trans-
kriptionelle Aktivatoren auf den ABA-Signalweg und haben einen Einfluss auf ABA-regulierte
Prozesse. So konnte gezeigt werden, dass Knockdown-Linien von JAM1 weniger sensitiv auf
die inhibierende Wirkung von ABA im primaren Wurzelwachstum reagierten. Uberexpressi-
onslinien von JAM1 wiesen hingegen ein gegensétzliches Verhalten auf. Des Weiteren konnte
auch eine verstarkte Toleranz gegenlber Trockenstress in transgenen Linien von JAM1 be-
stimmt werden (Li et al. 2007). Die Uberexpression von MYC2 filhrte zu einer verringerten
Keimungsrate in Verbindung mit ABA, wahrend die Funktionsverlustmutante sich als insensitiv
gegenltber ABA im Keimungsverhalten erwies. Ebenso konnten in Verbindung mit MYC2 die
Expression ABA-induzierbarer Zielgene, wie RD22 und ALCOHOL DE-HYDROGENASE 1
(ADH1), ausgeltst werden (Abe et al. 2003; Anderson et al. 2004). Aleman et al. (2016) konnte
zudem zeigen, dass MYC2 mit RCARS9 interagieren kann und die Interaktion in Anwesenheit
von ABA sogar verstarkt wird.

1.3. Zielsetzung der Arbeit

Von Huang (2014) wurde aus einer A. thaliana-Mutantenpopulation die ABA-hypersensitive
Mutante ahr11 isoliert. Mittels map-based cloning und next generation sequencing konnte die
Hypersensitivitat der Mutante auf eine Lasion im Gen AHR11 (AT5G13590), dessen Funktion
bis dahin unbekannt war, zurtickgefiihrt werden. Um die Funktion von AHR11 im ABA-Signal-
weg einzuordnen, wurde zunachst ein Y2H-Screen zur Suche nach potentiellen Interaktions-
partnern durchgefiihrt (Huang 2014). Dabei wurden JAM2 (AT1G01260), TPL (AT1G15750)
und TPR2 (AT3G16830) als potentielle Interaktionspartner gefunden. Fir TPL wurde eine In-
teraktion mit den ABSCISIC ACID INSENSITIVE 5 BINDING PROTEIN (AFPs) gezeigt, die
eine Rolle im ABA-Signalweg spielen (Garcia et al. 2008; Pauwels et al. 2010; Causier et al.
2012a). Fur JAM2 selber war noch keine Verbindung zum ABA-Signalweg bekannt, jedoch fur
die JAM2-verwandten Proteine JAM1 und MYC2 (Abe et al. 1997; Li et al. 2007).

In dieser Arbeit sollte die Interaktion zwischen AHR11, JAM2, TPL und TPR2 uber physikali-
sche und funktionelle Interaktionsstudien verifiziert werden. Des Weiteren sollte auch eine
maogliche Interaktion von AHR11 mit JAM2- bzw. TPL-verwandten Proteinen tUberprift werden
und Interaktionsdomé&nen zwischen den Proteinen bestimmt werden. Zur physikalischen Inter-
aktionsbestimmung sollte zudem ein dem Y2H &ahnliches Zwei-Hybrid-System in Proto-plas-
ten, das Protoplasten-Zwei-Hybrid-System (P2H), etabliert werden. Funktionelle Interaktions-
studien fir AHR11, JAM2 und TPL/TPRs sollten mit einem ABA-Reportersystem in Mesophyll-
Protoplasten durchgefiihrt werden. Des Weiteren sollte auch mit einer ABA-Reporterlinie der
Einfluss von AHR11 und JAM2 auf den ABA-Signalweg getestet werden. Da fur JAM2 keine
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T-DNA-Insertionslinie in der coding sequence (CDS) erhaltlich war, sollte tber CRISPR/Cas9-

Mutagenese zunachst eine Knockout-Linie fir JAM2 erzeugt werden.

Fur das Phytohormon ABA ist eine regulatorische Funktion bei Wachstumsprozessen — wie
Keimung und Wurzelelongation — bekannt (Zeevaart und Creelman 1988; Hilhorst und Kars-
sen 1992; Himmelbach et al. 1998; Cutler et al. 2010). Es sollte untersucht werden, ob AHR11
und JAM2 in Verbindung mit ABA diese Wachstumsprozesse beeinflussen. Abschlieend
sollte versucht werden, ein Modell zur Position und Rolle von JAM2 im ABA-Signalweg aufzu-

stellen.
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2. Ergebnisse

2.1. Interaktion zwischen AHR11 und Kandidatenproteinen im Yeast two-hybrid

In der vorangegangenen Dissertation von Huang (2014) wurden Uber einen Y2H-Screen
JAM2, TPL und TPR2 als potentielle Interaktionspartner von AHR11 bestimmt. JAM2 zahlt zur
Familie der bHLH-Transkriptionsfaktoren und kann an eine G-Box (CACGTG) im Promotor
eines Gens binden (Fonseca et al. 2014). TPL/TPRs sind Co-Repressoren die direkt oder in-
direkt mit DNA-bindenden Transkriptionsfaktoren interagieren und so die Expression von Ziel-
genen unterdriicken (Causier et al. 2012a). Huang (2014) stellte anhand ihrer Ergebnisse ein
Modell zur Wirkweise des JAM2-AHR11-TPL/TPR-Komplexes auf, das vergleichbar mit den
Modellen fur die Auxin- und Jasmonat-regulierte Transkription ist (Abbildung 12).

TPL/TPRs

AHR11

JAM2

—1 G-Box/G-ABRE

Zielgene

Abbildung 12: Hypothetisches Modell zur Genregulation Uber den JAM2-AHR11-TPL/TPR-Kom-
plex. Der bHLH-Transkriptionsfaktor JAM2 bindet tber die BR (gelb) an eine G-Box (CACGTG) oder
an ein G-Box-artiges ABA-responsive element (G-ABRE, CACGTGGC) und reguliert die Trans-kription
von Zielgenen. AHR11 nimmt die Position eines Adapters ein und interagiert sowohl mit JAM2 Uber
einen C-terminalen Sequenzabschnitt (Aminosauren 552—-804, griin) als auch mit TPL/TPR2 Uber ein
oder beide EAR-Motive (EAR1, 298 NLSL?12; EAR2, 314L.SLGL3!8; orange). Durch die Co-Repressoren
TPL/TPR2 wird die Transkription von JAM2-regulierten Genen verhindert. Modell von Huang (2014,
modifiziert).

In diesen beiden Modellen kommt es in Folge eines hormonellen Stimulus (Indol-3-essigsaure
bzw. (+)-7-iso-Jasmonoyl-L-isoleucin) zu einem Abbau der Repressor-Proteine (Aux/IAA bzw.
JAZ), die als Adapter zwischen dem Transkriptionsfaktor (ARFs bzw. MYC2) und den Co-
Repressoren TPL/TPRs fungieren. Die Transkriptionsfaktoren werden daraufhin freigesetzt
und die Transkription von Zielgenen wird aktiviert (Pauwels et al. 2010). In dem Modell von
Huang (2014) rekrutiert AHR11 TPL/TPR-Proteine, die an AHR11 tUber EAR-Motive binden

kénnen, woraufhin die Transkription von JAM2-regulierten Genen unterdriickt wird.
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In dieser Arbeit sollte das von Huang (2014) aufgestellte Modell Uberprift werden. Des Weite-
ren sollte untersucht werden, ob AHR11 auch eine Interaktion zu JAM2- bzw. TPL/TPR2-ver-
wandten Proteinen zeigt. Zu den nachsten Verwandten von JAM2 zahlen JAM1, JAM3 und
entfernter auch MYC2, das namensgebend fiir die Gruppe der JAM-Transkriptionsfaktoren war
(Sasaki-Sekimoto et al. 2013). Zur Familie der TOPLESS und TOPLESS-verwandten Protei-
nen gehdren neben TPL und TPR2 auch TPR1, TPR3 und TPR4 (Long et al. 2006). Die Inter-
aktion zwischen AHR11 und den Kandidatenproteinen wurde zunachst in einem von Huang
(2014) unabhangigen Y2H getestet. Daftr wurde die CDS von AHR11 mit der CDS der Akti-
vierungsdomane (AD; kodiert im pGAD424) und die CDS der Kandidatenproteine mit der CDS
der DNA-Bindedomaéne (BD; kodiert im pBRIDGE) von GALACTOSE METABOLISM 4 (GAL4)
fusioniert (Bartel et al. 1993; Tirode et al. 1997). Die entstandenen Konstrukte wurden sequen-
ziert und in den Hefestamm AH109 transformiert (James et al. 1996). Der Erfolg der Dop-
peltransformation wurde auf Medium ohne Leucin und Tryptophan (-L/-W) getestet. Kommt es
zu einer Interaktion zwischen den beiden Fusionsproteinen, dann wird das Reportergen fur
Histidin abgelesen und es ist auch ein Wachstum auf Histidin-freiem Medium (-L/-W/-H) mdg-
lich (Gietz et al. 1997). Ein Wachstum auf Histidin-freiem Medium kann auch durch die Auto-
aktivitat eines Fusionsproteins hervorgerufen werden. Um eine mogliche Autoaktivitat auszu-
schlie3en, wurden als Kontrolle alle Konstrukte, die fir ein Fusionsprotein mit der DNA-Binde-
domane kodieren, mit dem Konstrukt, das nur fur die Aktivierungsdomane ohne Fusions-

partner kodiert, transformiert und umgekehrt.

Der Test auf Autoaktivitat zeigte, dass sich bis auf BD-MYC2 keines der Fusionsproteine au-
toaktiv verhielt (Abbildung 13). Eine Aussage Uber eine mdgliche Interaktion zwischen BD-
MYC2 und AD-AHR11 kann somit nicht getroffen werden. Die von Huang (2014) gezeigte
Interaktion von AHR11 zu den Kandidatenproteinen JAM2, TPL und TPR2 konnte bestéatigt
werden. Eine Interaktion zu den JAM2-verwandten Proteinen JAM1 und JAM3 konnte im Ge-
gensatz zu den TPL/TPR2-verwandten Proteinen TPR1, TPR3 und TPR4 nicht gezeigt wer-
den. Im Folgenden wurde analysiert, welche Sequenzabschnitte fiir die Interaktion zwischen
AHR11 und JAM2 bzw. TPL/TPRs notwendig sind.
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Abbildung 13: Y2H-Interaktionsanalyse zwischen AHR11 und Kandidatenproteinen. a) Y2H-Inter-
aktionsanalyse zwischen AHR11 und JAM2-verwandten Proteinen. AHR11 wurde fur die Interaktions-
analyse mit der GAL4-Aktivierungsdoméne (AD) und die Kandidatenproteine mit der GAL4-DNA-Binde-
doméne (BD) fusioniert. Eine Hefeeinzelkolonie wurde in 100 pl ddH20 resuspendiert und 1:10 bzw.
1:100 verdiinnt. Die Verdinnungsreihe wurde auf SD-Medium ohne Leucin und Tryptophan (-L/-W,
Wachstumskontrolle) und SD-Medium zusatzlich ohne Histidin (-L/-W/-H, Interaktionstest) aufgetropft
und fur 3 d bei 30 °C inkubiert. b) Y2H-Interaktionsanalyse zwischen AHR11 und TPL/TPR2-verwand-
ten Proteinen. Der Versuch erfolgte wie unter a) beschrieben.

2.1.1 Ander Interaktion zwischen AHR11 und TPL/TPRs beteiligte Domé&nen

TPL/TPR-Proteine bilden eine Unterklasse der Groucho/Tup1-Co-Repressoren und bestehen
aus einer N-terminalen LisH-Domane gefolgt von einer C-terminal to LisH (CTLH)-Doméane
sowie zentralen als auch C-terminal lokalisierten WD-Wiederholungen (Abbildung 14, a). Die
LisH-Domane dient als Dimerisierungsmotiv und die CTLH-Domane als Protein-Protein-Inter-

aktionsdoméne (Liu und Karmarkar 2008).
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Abbildung 14: Y2H-Interaktionsanalyse zwischen AHR11 und TPL/TPR-Varianten. a) Schemati-
sche Darstellung der TPL/TPRs. Die TPL/TPRs besitzen eine LisH-Doméane (Aminosauren 4-36, hell-
blau), eine CTLH-Doméane (Aminosauren 34-92, griin) und zentrale sowie C-terminale WD-Wiederho-
lungen (gelb), die Angaben stammen von UniProt (The UniProt Consortium 2018). b) Y2H von AD-
AHR11 mit BD-TPL/TPR-Varianten. Die Anzucht und das Spotting erfolgten wie zuvor beschrieben.
Dem selektiven Medium (-L/-W/-H) wurde zuséatzlich 3-Amino-1,2,4-triazol (3-AT, Endkonzentration
5 mM) zugesetzt.
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Die Interaktion zwischen TPL und Proteinen mit EAR-Motiven erfolgt Uber die LisH-Domane
(Kieffer et al. 2006) oder die CTLH-Domane (Szemenyei et al. 2008; Krogan et al. 2012; Wang
et al. 2013a). Es ist daher anzunehmen, dass die Interaktion der TPRs zu Proteinen mit EAR-
Motiven Uber die gleichen Doménen erfolgt. Um die Interaktionsdoméne der TPL/TPRs fir die
Interaktion mit AHR11 zu bestimmen, wurden die Proteine in vier Fragmente zerlegt (verglei-
che Kieffer et al. 2006) und mit der GAL4-BD fusioniert. Das erste Fragment (Aminosauren 1—
288) enthalt die LisH- und CTLH-Doméne, das zweite Fragment (Aminosauren 37-288) die
CTLH, das dritte Fragment (Aminosauren 37-1131 von TPL/TPR2, Aminoséuren 37-1119 von
TPR1, Aminosauren 37-1108 von TPR3 und Aminosauren 37-1137 von TPR4) die CTLH-
Doméne und die WD-Wiederholungen und das vierte Fragment (Aminosauren 289-1131 von
TPL/TPR2, Aminosauren 289—1119 von TPR1, Aminosauren 289-1108 von TPR3 und Ami-
nosauren 289-1137 von TPR4) nur die WD-Wiederholungen. Eine Interaktion im Y2H war fur
alle TPL/TPRs bis auf TPR2 nur mit dem ersten Fragment méglich (Abbildung 14, b). Ein Ver-
lust der LisH-Doméane fuhrte somit im Gegensatz zu den anderen Doméanen zu einem Ausblei-
ben der Interaktion der TPL/TPRs mit AHR11. Im Fall von TPR2 war neben der Interaktion
Uber das erste Fragment auch eine Interaktion mit dem dritten und vierten Fragment zu AHR11
moglich. Fur die Interaktion zwischen TPR2 und AHR11 sind demzufolge neben der LisH-
Doméne auch die zentralen und C-terminalen WD-Wiederholungen entscheidend.

Huang (2014) zeigte im Y2H-Screen die Interaktion eines AHR11-Fragments (Aminosauren
1-554) mit TPL und TPR2. Sie vermutete daraufhin, dass fiir die Interaktion zwischen AHR11
und den TPL/TPRs eines oder beide der N-terminalen EAR-Motive (EAR1, Aminosauren 208—
212; EAR2, Aminosauren 314-318) von AHR11 essentiell sind (Abbildung 15, a). Um diese
Vermutung zu Uberprifen, wurden die EAR-Motive von AHR11 mittels site directed mutagen-
sis (SDM) deletiert und die Interaktion im Y2H getestet. Die Wachstumskontrolle (-L/-W) ist im
Anhang (Abbildung 74) dargestellt. TPL, TPR2 und TPR4 interagierten mit AHR11 unabhangig
davon, ob eine oder beide EAR-Motive deletiert wurden. TPR1 und TPR3 zeigten bereits nach
der Deletion eines EAR-Motivs keine Interaktion mehr mit AHR11 (Abbildung 15, b). Die EAR-
Motive scheinen somit nicht fir die Interaktion zwischen AHR11 und TPL, TPR2 bzw. TPR4
notwendig zu sein, jedoch fur die Interaktion mit TPR1 und TPR3. Um den mdglichen Interak-
tionsbereich zwischen AHR11 und TPL, TPR2 bzw. TPR4 einzuschranken sowie den Interak-
tionsbereich zwischen AHR11 und TPR1 und TPR3 zu bestatigen, wurden von AHR11 ver-

schiedene Fragmente erzeugt.
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Abbildung 15: Y2H-Interaktionsanalyse zwischen TPL/TPRs und AHR11-Varianten mit deletier-
ten EAR-Motiven. a) Schematische Darstellung des Proteins AHR11. Huang (2014) kartierte drei nu-
clear localisation signals (NLS1, Aminosauren 18—29; PYNLS2, Aminosauren 194-199; NLS3, Amino-
sauren 793-799; blau), zwei EAR-Motive (EAR1, Aminosduren 208-212; EAR2, Aminosduren 314—
318; orange) und eine potentielle DNA-Bindedoméane (DNA_pol_viral_N, Aminosauren 840-994; lila).
Zwischen den beiden EAR-Motiven befindet sich die konservierte Region (CR, Aminosauren 235-249;
rot), ein Sequenzabschnitt in AHR11 und den bisher bekannten sieben Orthologen in Dikotylen. b) Y2H
von BD-TPL/TPRs mit AD-Varianten von AHR11, in denen ein oder beide EAR-Motive deletiert wurden,
auf selektivem Medium (-L/-W/-H, 1 mM 3-AT). Die Anzucht und das Spotting erfolgten wie zuvor be-
schrieben. Die Wachstumskontrolle (-L/-W) ist im Anhang (Abbildung 74) dargestellt.

Fur die Einschrankung des Interaktionsbereichs wurden von AHR11 dreizehn verschiedene
Fragmente erzeugt, die sich zum Teil an den fir den Y2H-Screen von Huang (2014) verwen-
deten Fragmenten orientieren (Fragment 1-247 aa, 1-554 aa) und mit der GAL4-AD fusioniert
wurden (Abbildung 16, a). Das AHR11-Fragment 1-247 aa entspricht dem Rumpfprotein in
der Mutante ahrl1, das von Huang (2014) kartiert wurde und fir den hypersensitiven Phanotyp
der Mutante verantwortlich gemacht wird. Das Rumpfprotein ahrll enthalt anstelle eines W48
ein Stopcodon. Das AHR11-Fragment 1-673 aa entspricht einer Splice-Variante von AHR11.
Die Wachstumskontrollen (-L/-W) des Y2H (Abbildung 16) ist im Anhang (Abbildung 75) dar-
gestellt.
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a)

b)

Abbildung 16: Y2H-Interaktionsanalyse zwischen TPL/TPRs und AHR11-Fragmenten. a) Schema-
tische Darstellung des Proteins AHR11 und der Aminosaureabschnitte, die fur die Fragmentierung des
Proteins AHR11 gewahlt wurden. b) Y2H von BD-TPL/TPRs mit AD-AHR11-Fragmenten auf selektivem
Medium (-L/-W/-H). Die Anzucht und das Spotting erfolgten wie zuvor beschrieben. Die Wachstums-
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kontrolle (-L/-W) ist im Anhang (Abbildung 75) dargestellt.
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TPR1 und TPR3 interagierten entgegen den Erwartungen mit keinem Fragment von AHR11
(Abbildung 16, b). TPL, TPR2 und TPR4 interagierten nur mit den Fragmenten 1-673 aa, 213—
680 aa, 213—-1000 aa und 213-1168 aa. Eine weitere N-terminale Verkirzung von AHR11 bis
zur Aminosaure 247 fuhrte zu keiner Interaktion. C-terminal kann AHR11 bis auf Amino-
saure 673 verkurzt werden, ohne dass die Interaktion verloren geht. Eine Interaktion von TPL
bzw. TPR2 mit dem AHR11-Fragment 1-554 aa konnte nicht bestatigt werden. Fir die Inter-
aktion zwischen AHR11 und TPL, TPR2 bzw. TPR4 scheint also der Bereich zwischen Ami-
nosauren 213-673 entscheidend zu sein, auch wenn das Ausbleiben der Interak-tion mit dem
Fragment 213-804 aa dagegenspricht. Um eine mdgliche Interaktionsdoméane zu bestimmen,
wurde in dem genannten Bereich nach potentiellen Repressordomanen gesucht, an die
TPL/TPRs binden kdnnten.

In den Aminosauresequenzen der Interaktoren der TPL/TPRs sind neben EAR-Motiven (defi-
niert als (L/FDLN(L/F)xP, darin enthalten LxLxL, DLNxP, DLNxxP und FDLNI) auch die Re-
pressordomanen (R/K)LFGV und TLxLF zu finden (Ohta et al. 2001; Matsui et al. 2008; Ikeda
et al. 2009; Ikeda und Ohme-Takagi 2009; Kagale et al. 2010; Causier et al. 2012a). Es konnte
gezeigt werden, dass neben dem klassischen LxLxL-Motiv auch andere Repres-sordoméanen
(DLNxxP, R/IKLFGV) fur die Interaktion mit TPL verantwortlich sein kbnnen (Szemenyei et al.
2008; Causier et al. 2012a). In der Aminosauresequenz (Abschnitt 213—-673 aa) von AHR11
ist eine partielle Repressordoméne in der CR (?*°*DLNTTM?%%) und zwei weitere zwischen der
konservierten Region und dem EAR2 (RD1, *®°TLMQF3*4; RD2, 3*°*DNHVNP3) enthalten (Ab-
bildung 17, a). Die konservierte Region und die zwei weiteren partiellen Repressordomanen
in AHR11 wurden mittels SDM deletiert und anschlieend auf Interaktion mit den TPL/TPRs
im Y2H getestet. Die Wachstumskontrolle (-L/-W) ist im Anhang (Abbildung 76) dargestellt.

Die Deletion der RD1 fuhrte zu keinem Interaktionsverlust von AHR11 zu einem der TPL/TPRs
und die Deletion der RD2 fiihrte im Fall von TPR1 und TPR3 zum Interaktionsverlust (Abbil-
dung 17, b). Die Entfernung der konservierten Region fihrte fiir alle TPL/TPRs bis auf TPR2
zu einem Ausbleiben der Interaktion. Fir TPR1 und TPR3 scheinen somit neben den EAR-
Motiven auch die CR und die RD2 von AHRL11 fir eine Interaktion im Y2H entscheidend zu
sein, wahrend flr die Interaktion mit TPL und TPR4 nur die CR verantwortlich ist. Im Folgenden
wurden von der partiellen Repressordomane in der CR einzelne Aminosauren tiber SDM aus-
getauscht, um das Interaktionsmotiv zwischen AHR11 und TPL, TPR1, TPR3 bzw. TPR4 ab-
zugrenzen. Es stellte sich heraus, dass die Sequenz Z°WDLN?*? fiir die Interaktion zwischen
AHR11 und TPL/TPR4 entscheidend ist und die umliegenden Aminosauren ohne Interaktions-
verlust verandert werden kénnen (Abbildung 17, c). TPR1 und TPR3 interagierten mit keiner

Variante. Da fast jede Veranderung im Protein AHR11 zu einem Interaktionsverlust mit TPR1
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und TPR3 gefuhrt hat, liegt die Vermutung nahe, dass es sich in diesen Fallen um keine echte

Interaktion mit AHR11 handelt.
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Abbildung 17: Y2H-Interaktionsanalyse zwischen AHR11-RD-Varianten und TPL/TPRs. a) Sche-
matische Darstellung des Proteins AHR11 sowie der Position der konservierten Region (CR, rot), die
eine partielle Repressordoméane (?*°DLNTTM?24%) enthalt, und der zwei weiteren partiellen Repressordo-
manen RD1 ((%°TLMQF3%4) und RD2 (3*DNHVNP319). b) Y2H von BD-TPL, BD-TPR2 und BD-TPR4 mit
AD-AHR11-RD-Varianten auf selektivem Medium (-L/-W/-H, 1 mM 3-AT). ¢) Y2H von BD-TPL und BD-
TPR4 mit AD-AHR11-Varianten, in denen einzelne Aminosauren der partiellen RD (?*°DLN?#2) und um-
liegende Aminosauren ausgetauscht wurden, auf selektivem Medium (-L/-W/-H, 1 mM 3-AT). Die An-
zucht und das Spotting erfolgten wie zuvor beschrieben. Die Wachstumskontrolle (-L/-W) ist im Anhang

(Abbildung 76) dargestellt.
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Wahrend fir TPL und TPR4 die Interaktionsdomé&ne von AHR11 bestimmt wurde, konnte fir
TPR2 keine Zuordnung mit den bisherigen Fragmenten — bis auf die Einschrankung des Be-
reichs 213-673 aa — getroffen werden. Es stellt sich die Frage, ob fir die Interaktion von TPR2
zu AHR11 nicht nur eine Domane essentiell ist. Um dies zu Uberpriufen, wurden sowohl eines
oder beide EAR-Motive als auch die konservierte Region Uber SDM deletiert. Die erzeugten
AD-AHR11-dEAR-dCR-Varianten wurden im Y2H auf Interaktion mit TPR2 getestet. Die
Wachstumskontrolle (-L/-W) ist im Anhang (Abbildung 77) dargestellt. Es zeigte sich, dass
bereits die Deletion eines EAR-Motivs und der konservierten Region zu einem Verlust der
Interaktion von AHR11 mit TPR2 fuhrt (Abbildung 18). TPR2 bendétigt demzufolge fir die In-
teraktion mit AHR11 sowohl die EAR-Mative als auch die konservierte Region. Es ist aber auch
maoglich, dass der eigentliche Interaktionsbereich aufgrund der Deletionen nicht mehr fir TPR2
zuganglich ist.

BD-LV BD-TPR2

£ 4
& :
Ry

dEAR1_dCR

dEAR2_dCR

AD-AHR11

dEAR1/2_dCR

Abbildung 18: Y2H-Interaktionsanalyse zwischen TPR2 und AHR11-Varianten mit Deletion der
CR sowie eines oder beider EAR-Motive. Y2H von BD-TPR2 und AD-AHR11-Varianten (Deletion der
CR sowie eines oder beider EAR-Motive) auf selektivem Medium (-L/-W/-H, 1 mM 3-AT). Die Anzucht
und das Spotting erfolgten wie zuvor beschrieben. Die Wachstumskontrolle (-L/-W) ist im Anhang (Ab-
bildung 77) dargestellt.

2.1.2 An der Interaktion zwischen AHR11 und JAM2 beteiligte Domé&nen

Das Protein JAM2 umfasst 590 Aminosauren und enthalt neben der bHLH-Doméane (Abbil-
dung 19, a) ein NLS, eine Glutamin-reiche Region (QRR) und eine JID (Heim et al. 2003;
Fernandez-Calvo et al. 2011; Song et al. 2013; Sasaki-Sekimoto et al. 2014; The UniProt Con-
sortium 2018). Die bHLH-Domane ist wahrscheinlich fur die DNA-Bindung und die Dimerisie-
rung mit anderen bHLH-Proteinen notwendig, wéhrend das NLS vermutlich fiir den Transport
in den Kern benétigt wird. Uber die JID erfolgt die Interaktion von JAM2 mit JAZ1-6 und JAZ8—
11 (Song et al. 2013). Die Funktion der QRR wurde bisher nicht beschrieben. Fir die Bestim-
mung des Interaktionsbereichs von JAM2 mit AHR11 wurden sieben Fragmente von JAM2
erzeugt, die N- oder C-terminal verkirzt wurden, und Uber SDM eine Variante mit deletierter
QRR. Die Wachstumskontrolle (-L/-W) des Y2H (Abbildung 19) ist im Anhang (Abbildung 78)
dargestellt. Keines der Fragmente — bis auf die Variante mit der deletierten QRR von JAM2 —
interagierte mit AHR11 (Abbildung 19, b). Fir die Interaktion zwischen AHR11 und JAM2 ist
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die QRR somit nicht entscheidend, aber sowohl der N-Terminus als auch der C-Terminus von

JAM2 missen vorhanden sein.
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Abbildung 19: Y2H-Interaktionsanalyse zwischen AHR11 und JAM2-Fragmenten. a) Schema-ti-
sche Darstellung des Proteins JAM2. JAM2 besteht aus einer JID (Aminosduren 76-138, grun;
Fernandez-Calvo et al. 2011; Song et al. 2013), einer QRR (Aminosauren 275-295, rot; The UniProt
Consortium 2018), einem NLS (Aminosauren 406-424, blau; Sasaki-Sekimoto et al. 2014) und der
bHLH-Doméane (Aminosauren 429-478, gelb; The UniProt Consortium 2018). b) Y2H von AD-AHR11
und BD-JAM2-Fragmenten und einer BD-JAM2-Variante mit deletierter QRR auf selektivem Medium
(-L/-W/-H). Die Anzucht und das Spotting erfolgten wie zuvor beschrieben. Die Wachstumskontrolle
(-L/-W) ist im Anhang (Abbildung 78) dargestellit.

Huang (2014) zeigte eine Interaktion zwischen JAM2 und einem Fragment von AHR11 (Ami-
nosauren 552—-804). Um den Interaktionsbereich von AHR11 mit JAM2 weiter einzuschréanken,
wurde ein Y2H mit zehn verschiedenen Fragmenten von AHR11 durchgefiihrt (Abbildung
20, a). Die verwendeten Fragmente orientierten sich zum Teil an denen von Huang (2014) im
Y2H-Screen verwendeten (Fragment 1-247 aa, 1-554 aa, 805-1168 aa). Die Wachstums-
kontrolle (-L/-W) ist im Anhang (Abbildung 79) dargestellt. Die Interaktion zwischen dem Frag-
ment 552—-804 und JAM2 konnte mit dem hier verwendeten Fragment (555-804 aa) nicht re-
produziert werden (Abbildung 20, b). Eine Interaktion von JAM2 konnte nur mit dem Fragment
555-1168 aa gezeigt werden. Eine N- oder C-terminale Verkirzung des Fragments flihrte zu
einem Verlust der Interaktion. Der Interaktionsbereich zwischen AHR11 und JAM2 konnte so-

mit nicht weiter eingeschrénkt werden.
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Abbildung 20: Y2H-Interaktionsanalyse von JAM2 mit AHR11-Fragmenten. a) Schematische Dar-
stellung des Proteins AHR11 und der ausgewahlten Aminoséauren fur die Erzeugung der Fragmente. b)
Y2H zwischen BD-JAM2 und AD-AHR11-Fragmenten auf selektivem Medium (-L/-W/-H). Die Anzucht
und das Spotting erfolgten wie zuvor beschrieben. Die Wachstumskontrolle (-L/-W) ist im Anhang (Ab-
bildung 79) dargestellt.

2.2 Interaktionsanalyse zwischen AHR11 und JAM2 bzw. TPL in einem P2H

Die im Y2H vorgefundenen Interaktionen zwischen AHR11 und JAM2 bzw. TPL sollten tGber
eine unabhéangige Interaktionsanalyse Uberprift werden. Dazu wurde am Lehrstuhl ein dem
Y2H ahnliches Zwei-Hybrid-System in Protoplasten etabliert (Abbildung 21, a). Fir einen P2H
wird die CDS der zu testenden Proteine entweder mit der CDS der GAL4-DNA-Bindedoméane
(GAL4BD, N-terminal) aus S. cerevisiae oder der CDS der Aktivierungsdo-méane des
VIRION PROTEIN 16 (VP16, C-terminal) aus Herpes simplex fusioniert (Giniger et al. 1985;
Triezenberg et al. 1988). Die erzeugten Konstrukte werden zusammen mit einem Reporter und
einem internen Standard in Protoplasten transfiziert. Als interner Standard wurde eine Fusion
aus dem konstitutiv aktiven 35S-Promotor vom Blumenkohimosaikvirus und der CDS der f3-
Glucuronidase aus Escherichia coli (E. coli) gewahlt (Odell et al. 1985; Jefferson et al. 1987,
Benfey und Chua 1990). Der interne Standard dient als Kontrolle auf Transfektion sowie zur
Normalisierung der Reporteraktivitdt. Der Reporter besteht aus der GAL4 upstream activating

sequence (GAL4_UAS), uUber einen Minimalpromotor aus dem Blumenkohlmosaikvirus
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fusioniert mit der CDS der Luciferase (LUC) aus Photinus pyralis (Luehrsen et al. 1992). Die
GAL4BD-Fusion kann an die GAL4_UAS binden (Giniger et al. 1985; Bram et al. 1986). Kommt
es zu einer Interaktion zwischen den Fusionspartnern der GAL4BD und der VP16, dann treten
die VP16-Domaéane und die GAL4BD in rdumliche Nahe und die Transkription des Reporter-
gens wird eingeleitet (Sadowski et al. 1988; Chang et al. 1999). Die Interaktionsstarke kann in

Folge anhand der Reporteraktivitat ausgewertet werden.
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Abbildung 21: Analyse der Interaktion zwischen JAMs im P2H. a) Schematische Darstellung des
P2H (Details siehe Text). b-d) P2H mit JAM1, JAM2 und JAM3. Columbia (Col-0)-Protoplasten
(105/200 pl) von zwei bis drei Wochen alten Blattern wurden mit 3 pg p35S:GUS, 4 ug
pGAL4_UAS:LUC, 3 ug Effektor-VP16 (p35S::JAM-VP16; p35S::MCS-VP16, LV-VP16) und 3 ug
GAL4BD-Effektor (p35S::GAL4BD-JAM; p35S::GAL4BD-MCS, GAL4BD-LV) transformiert und fir
16 + 1 h bei 25 °C inkubiert. Die Luciferaseaktivitat wurde als counts per second (CPS) gemessen und
auf die B-Glucuronidaseaktivitat, gemessen als relative fluorescence units (RFU, d. h. Anderung der
gemessenen Fluoreszenz pro Sekunde), bezogen. Der Messwert mit 3 ug GAL4BD-LV und LV-VP16
(1,1 kCPS/RFU) wurde auf eins gesetzt und die anderen Messwerte darauf bezogen. Die Messungen
erfolgten in Triplikaten — dargestellt ist der Mittelwert mit Standardabweichung (X + s) — und wurden
mindestens einmal unabhangig wiederholt. Die Voraussetzungen einer statistischen Auswertung wur-
den nicht erfullt.

Um die Funktionalitat des Systems zu testen, wurde zunéchst ein P2H fir bereits beschrie-

bene Interaktionen mit JAM2 bzw. TPL durchgefiihrt. Aus der Literatur geht hervor, dass JAM1

36



Ergebnisse

sowie JAM2 im Y2H, im Pull-Down sowie im TAP tagging Assay Homodimere formen und
JAM3 mit JAM1 bzw. JAM2 Heterodimere bilden kann. Eine Homodimerisierung von JAM3
konnte nur im Y2H und im TAP tagging Assay gezeigt werden und eine Heterodimerisierung
von JAM1 mit JAM2 konnte nur im Y2H und im Pull-Down nachgewiesen werden (Nakata und
Ohme-Takagi 2013; Fonseca et al. 2014; Sasaki-Sekimoto et al. 2014; Huang et al. 2018). Die
Homodimerisierung von JAM2 und die Ausbildung von Heterodimeren von JAM2 mit JAM1
bzw. JAM3 konnte im P2H bestatigt werden (Abbildung 21, b-d). JAM2-VP16 zeigte eine 125-
fache Induktion der Reporteraktivitat in Verbindung mit GAL4BD-JAM2, eine 18-fache Induk-
tion der Reporteraktivitat in Verbindung mit GAL4BD-JAM3 und eine 16-fache in Verbindung
mit GAL4BD-JAM1. Die Reporteraktivitdt mit der Kontrolle GAL4BD-LV war 7-fach. GAL4BD-
JAM2 flhrte in Verbindung mit JAM3-VP16 zu einer 14-fachen Induktion der Reporteraktivitat.
Die Reporteraktivitat mit der Kontrolle GAL4BD-LV lag bei eins. Eine Homodimerisierung von
JAML1 (0,8-fach) bzw. von JAM3 (1,3-fach) konnte nicht gezeigt werden. Eine Heterodimerisie-
rung von JAM1 mit JAM3 konnte nur gezeigt werden, wenn JAM1 mit der GAL4BD fusioniert
war und JAM3 mit der VP16. In diesem Fall wurde eine 2-fache Reporteraktivitat erzielt. Wurde
JAM1 aber mit der VP16 fusioniert, dann konnte keine Reporteraktivitat ausgeldst werden. Die
in der Literatur beschriebene Hetero-dimerisierung der JAMs und die Homodimerisierung von
JAM2 koénnen somit auch im P2H gezeigt werden. Jedoch scheint die VP16-Domé&ne einen
Einfluss auf die Interaktion mit JAM1 zu nehmen.

Fur TPL wurde die Interaktion zu NINJA im Y2H und bimolecular fluorescence complementa-
tion (BiFC)-Test beschrieben (Pauwels et al. 2010). Diese Interaktion wurde nun ebenfalls im
P2H getestet und konnte nicht bestatigt werden. NINJA-VP16 fihrte mit GAL4BD-TPL im Ver-
gleich zu GAL4BD-LV nur zu einer 1,7-fachen Induktion der Reporteraktivitat. Ein Wechsel der
Fusionsdoménen (TPL-VP16 und GAL4BD-NINJA) fuhrte zu ahnlichen Ergebnissen (Abbil-
dung 22). Fir einen Mammalian two-hybrid zwischen NINJA aus A. thaliana und TPL aus O-
ryza sativa wurde Gleiches beschrieben. Nur eine C-terminale Verkiirzung von OsTPL auf ein
Fragment von 209 aa, das nur noch die LisH und die CTLH-Domane enthalt, fiihrte zu einer
Interaktion (Ke et al. 2015). Der P2H wurde daraufhin mit einer C-terminal verkirzten Variante
von TPL-VP16 (N-TPL-VP16, 1-288 aa) wiederholt und fuhrte mit GAL4BD-NINJA zu einer
18-fachen Induktion der Reporteraktivitat im Vergleich zur Kontrolle GAL4BD-LV. Die Interak-
tion zwischen NINJA und TPL kann im P2H somit nur Uber eine verkirzte Variante von TPL

gezeigt werden.
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Abbildung 22: Analyse der Interaktion zwischen NINJA und TPL im P2H. Col-0-Protoplasten
(105100 pl) von zwei bis drei Wochen alten Blattern wurden mit 3 ug p35S::GUS, 4ug
pGAL4_UAS::LUC, 3 g Effektor-VP16 (p35S:: TPL-VP16; p35S::N-TPL-VP16, 1-288 aa von TPL;
p35S::NINJA-VP16; p35S::MCS-VP16, LV-VP16) und 3 pg GAL4BD-Effektor (p35S::GAL4BD-TPL;
p35S::GAL4BD-NINJA; p35S::GAL4ABD-MCS, GAL4BD-LV ) transformiert und fir 16 + 1 h bei 25 °C
inkubiert. Die Luciferaseaktivitdt wurde als CPS gemessen und auf die B-Glucuronidaseaktivitat, ge-
messen als RFU, bezogen. Der Messwert mit 3 ug GAL4BD-LV und LV-VP16 (a, 3,5 kKCPS/RFU; b,
3,1 KCPS/RFU) wurde auf eins gesetzt und die anderen Messwerte darauf bezogen. Die Messungen
erfolgten in Triplikaten und wurden mindestens zweimal unabhéngig wiederholt. Dargestellt ist der Mit-
telwert mit Standardabweichung (X + s) aus biologischen Replikaten. Die statistische Auswertung er-
folgte mit dem Zweistichproben-t-Test und fuhrte zu keinem signifikanten Ergebnis (p > 0,05).

Da fir JAM2 und TPL bereits beschriebene Interaktionen im P2H erfolgreich gezeigt werden
konnten, wurde der P2H auch fir die im Y2H gezeigten Interaktionen von AHR11 mit JAM2
bzw. TPL angewendet. AHR11-VP16 flihrte mit GAL4ABD-TPL zu einer 6,7-fachen Reporterin-
duktion und mit GAL4BD-JAM2 zu einer 2-fachen Induktion der Reporteraktivitat (Abbildung
23, a). Jedoch zeigte AHR11-VP16 bereits mit GAL4BD-LV eine 3,5-fache Induktion des Re-
porters, sodass fur AHR11-VP16 keine Interaktion zu GAL4BD-TPL und -JAM2 im P2H ge-
zeigt werden konnte. Ein Wechsel der Fusionsdomane zwischen AHR11 und JAM2 bzw. TPL
sowie ein P2H mit der verklrzten Variante von TPL flhrte auch nicht zu einer Induktion der
Reporteraktivitat (Abbildung 23, b). Die Interaktion zwischen AHR11 und JAM2 bzw. TPL

konnte im P2H somit nicht bestatigt werden.
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Abbildung 23: Analyse der Interaktion zwischen AHR11 und JAM2 bzw. TPL im P2H. Col-0-Pro-
toplasten (10%/100 pl) von zwei bis drei Wochen alten Blattern wurden mit 3 pg p35S::GUS, 4 ug
pGAL4_UAS::LUC, 3 ug Effektor-VP16 (p35S::TPL-VP16; p35S::N-TPL-VP16; p35S::AHR11-VP16;
p35S::.JAM2-VP16; p35S::MCS-VP16, LV-VP16) und 3 pg GAL4BD-Effektor (p35S::GAL4BD-TPL;
p35S::GAL4BD-AHR11; p35S::GAL4BD-JAM2; p35S::GAL4BD-MCS, GAL4BD-LV) transformiert und
fir 16 £ 1 h bei 25 °C inkubiert. Die Luciferaseaktivitat wurde als CPS gemessen und auf die B-Glucuro-
nidaseaktivitat, gemessen als RFU, bezogen. Der Messwert mit 3 ug GAL4BD-LV und LV-VP16 (a,
1 kCPS/RFU; b, 3,1 KCPS/RFU) wurde auf eins gesetzt und die anderen Messwerte darauf bezogen.
Die Messungen erfolgten in Triplikaten (X = s) und wurden mindestens einmal unabhangig wiederholt.
Die Voraussetzungen einer statistischen Auswertung fir a) wurden nicht erflllt. In b) ist der Mittelwert
mit Standardabweichung (X £ s) aus biologischen Replikaten dargestellt. Die statistische Auswertung in
b) erfolgte mit dem Zweistichproben-t-Test und fuhrte zu keinem signifikanten Ergebnis (p > 0,05).

2.3 Einfluss von AHR11, TPL/TPRs und MYC2/JAMs auf den ABA-Signalweg in

Protoplasten

Fir die Untersuchung des Einflusses von JAM2, AHR11 und TPL/TPRs auf den ABA-Signal-
weg wurde das am Lehrstuhl etablierte ABA-Reportersystem in Mesophyll-Protoplasten von
Arabidopsis gewéhlt (Sheen 2001; Yoo et al. 2007). Das ABA-Reportersystem setzt sich aus
zwei grundlegenden Komponenten zusammen: einem ABA-induzierbaren Promotor gekoppelt
mit einem Reportergen und einem internen Standard als Kontrolle auf Transfektion sowie zur
Normalisierung der ABA-induzierten Reporteraktivitat. Als ABA-induzierbarer Promotor wurde
der Promotor des Gens RD29B gewahlt, der mit der CDS der Luciferase aus Photinus pyralis
fusioniert wurde (Luehrsen et al. 1992; Yamaguchi-Shinozaki und Shinozaki 1993a). Der in-
terne Standard besteht wie im P2H aus dem konstitutiv aktiven 35S-Promotor vom Blumen-
kohimosaikvirus und der CDS der B-Glucuronidase aus E. coli (Odell et al. 1985; Jefferson et
al. 1987; Benfey und Chua 1990). Um den Einfluss eines Effektors auf den ABA-Signalweg zu
ermitteln, wurde die CDS des Effektors mit dem 35S-Promotor fusioniert und zusammen mit
dem ABA-Reportersystem in Mesophyll-Protoplasten transfiziert. Die anschliel3ende Inkuba-

tion der Mesophyll-Protoplasten erfolgte mit oder ohne ABA-Zugabe.
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2.3.1 Charakterisierung von AHR11

Um einen reprimierenden Einfluss von AHR11 auf den ABA-Signalweg zu untersuchen, wurde
die CDS von AHR11 mit dem 35S-Promotor fusioniert und zusammen mit den ABA-Reporter-
system in Col-0-Protoplasten transfiziert. Als Negativkontrolle wurde der fir die Klonierung

verwendete Vektor (Leervektor, LV) parallel eingesetzt.
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Abbildung 24: Induktion der ABA-abhangigen Genexpression durch AHR11 in Col-0-Protoplas-
ten. Protoplasten (105/100 pl) von zwei bis drei Wochen alten Arabidopsis-Blattern wurden mit 3 pg
p35S::GUS, 4 ug pRD29B::LUC und 3 ug (c) oder steigenden Mengen (a, b) an Effektor (p35S::AHR11;
p35S::MCS, LV) transfiziert. Die Protoplasten wurden ohne Zugabe von ABA (a), mit 3 uM (b) oder
steigenden Konzentrationen an ABA (c) versetzt und fur 16 £ 1 h bei 25 °C inkubiert. Die Luciferaseak-
tivitdt wurde als CPS gemessen und auf die B-Glucuronidaseaktivitt, gemessen als RFU, bezogen. Der
Messwert ohne ABA und 3 pg LV (c, 14,1 kCPS/RFU) bzw. ohne ABA und ohne Effektor (a und b,
2,5 kCPS/RFU) wurde auf eins gesetzt und die anderen Messwerte darauf bezogen. Die Messungen
erfolgten in Triplikaten (X £ s) und wurden in Bezug auf AHR11 zweimal unabhangig wiederholt. Die
Voraussetzungen einer statistischen Auswertung wurden fir a) und b) nicht erfullt. In c) ist der Mittelwert
mit Standardabweichung (X £ s) aus drei biologischen Replikaten dargestellt. Die statistische Auswer-
tung erfolgte mit dem Zweistichproben-t-Test und fuhrte zu keinem signifikanten Ergebnis (p > 0,05).

Es wurde sowohl untersucht, ob die Menge an AHR11 einen Einfluss auf die ABA-abhangige
Reporteraktivitat hat, als auch, ob die Zugabe von ABA einen Einfluss auf die von AHR11
ausgeldste ABA-abhangige Reporteraktivitat hat. Die durch AHR11 ausgeléste Reporterakti-
vitat war vergleichbar mit der durch den LV (Abbildung 24). Eine Erhdéhung der eingesetzten
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Menge an AHR11 fuhrte zu keiner Reprimierung der Reporteraktivitdt. Ebenso hatte die Vari-
ation der exogenen ABA keinen Einfluss auf die durch AHR11-abhéngige Reporteraktivitat.

Dies ist vergleichbar mit den Ergebnissen, die Huang (2014) in Col-0-Protoplasten erzielte.

AHR11 zeigte in Col-0-Protoplasten keinen reprimierenden Effekt auf den ABA-Signalweg. Um
auszuschlieRen, dass eine Uberexpression von AHR11 auf den ABA-Signalweg in Col-0-Pro-
toplasten keinen Einfluss hat, weil die intern vorhandene Menge an AHR11 bereits genigt, um
eine Reprimierung des Signalwegs auszulésen und sich dadurch eine konstitutive Expression
von AHR11 nicht weiter auswirkt, wurde der Versuch in der Mutante ahrll und der T-DNA-
Knockout-Linie d476 wiederholt. Die Linie ahrll wurde Uber eine Mutagenese mit Ethylme-
thansulfonat (EMS) erzeugt und tragt anstelle eines W2*8 ein Stopcodon, wodurch anstelle des
Volllangenproteins AHR11 nur noch ein Rumpfprotein erzeugt wird, das fir die hypersensitive
Reaktion der Linie auf ABA verantwortlich gemacht wird (Huang 2014). Die T-DNA-Knockout-
Linie d476 (GK-476H03) wurde vom Arabidopsis Biological Resource Center (ABRC) bezogen
und tragt im zweiten Exon des Gens AHR11 eine T-DNA-Insertion (Abbildung 25, a).

Auch in den Protoplasten der Linien ahrl1 und d476 verhielt sich AHR11 vergleichbar zum LV.
Die Erh6éhung der eingesetzten Menge an Effektor-DNA von AHR11 fiihrte weder in ahrll-
noch in d476-Protoplasten zu einer Reduktion der ABA-abh&ngigen Reporteraktivitat (Abbil-
dung 25, b-e). Auch in Gegenwart von exogener ABA liel3 sich keine AHR11-abhangige Re-
duktion der Reporteraktivitat beobachten. Huang (2014) setzte in ahrl1- bzw. d476-Protoplas-
ten 10 ug Effektor-DNA von AHR11 bzw. LV ein, um den Einfluss von AHR11 zu bestimmen.
Zusatzlich behandelte sie die Protoplasten mit 10 uM ABA. Sie stellte dabei in Anwesenheit
von AHR11 eine Reduktion der Reporteraktivitat um 47—68 % in ahr11-Protoplasten und eine
um 66 % in d476-Protoplasten fest. Diese Ergebnisse sind mit den hier erzielten Ergebnissen
— unter Einsatz von 10 pg Effektor-DNA von AHR11 bzw. LV und 3 uM ABA - vergleichbar.
Auch hier konnte eine Reduktion um 68 % und 56 % in ahrll- bzw. d476-Protoplasten in An-
wesenheit von AHR11 im Vergleich zum LV erzielt werden. Erst unter Betrachtung der Titration
der Effektor-DNA wird offensichtlich, dass 10 pg LV in Anwesenheit von 3 uM exogener ABA
im Vergleich zur Kontrolle (Protoplasten ohne Effektor-DNA und mit 3 uM ABA behandelt) zu
einer zweifachen Steigerung der Reporteraktivitat fuhrt und dadurch der reprimierende Effekt
von AHR11 in ahrll- bzw. d476-Protoplasten, der von Huang (2014) ermittelt wurde, zu erkla-

ren ist.
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Abbildung 25: Induktion der AHR11-abhéangigen Genexpression in AHR11-Mutanten-Protoplas-
ten. a) Schematische Darstellung von AHR11 (At5g13590). Die weilRen Boxen, die schwarzen Boxen
und die Linie stehen fir die untranslatierte Region, Exons bzw. Introns. Die Insertionsstelle der T-DNA
in der Knockout-Linie d476 und die EMS-induzierte Mutation (W248 zu Stopcodon) in ahrl1 sind gekenn-
zeichnet. Der MalR3stab entspricht 500 Basenpaare (bp). Abbildung modifiziert nach Huang (2014). b-e)
Fur die Protoplasten wurden die Linie ahrl1 (b, ¢) und die T-DNA-Insertionslinie d476 (d, e) verwendet.
Die Transfektion erfolgte wie zuvor beschrieben. Es wurden steigende Mengen an Effektor
(p35S::AHR11; p35S::MCS, LV ) eingesetzt und die Protoplasten wurden ohne ABA (b, d) oder mit 3 uM
ABA (c, e) inkubiert. Der Messwert ohne ABA und ohne Effektor (b und c: 6,2 KCPS/RFU; d und e:
10,8 kCPS/RFU) wurde auf eins gesetzt und die anderen Messwerte darauf bezogen. Die Messungen
erfolgten in Triplikaten (X + s). Die Voraussetzungen einer statistischen Auswertung wurden nicht erfullt.

Huang (2014) zeigte, dass ahrll1-Protoplasten und Col-0-Protoplasten ohne die Zugabe von
ABA eine éahnliche ABA-abhangige Reporteraktivitdat (Col-0: 10 kCPS/RFU; ahrll:
12,6 kCPS/RFU) aufweisen. Erst durch die Zugabe von ABA verhielten sich ahrl1-Protoplas-
ten im Vergleich zu Col-0-Protoplasten hypersensitiv und wiesen mit 10 uM exogener ABA
eine bis zu sechsfach hohere ABA-abhangige Reporteraktivitat auf. Dieses Ergebnis konnte
nicht bestatigt werden. Im Gegensatz zu den von Huang (2014) ermittelten Ergebnissen ver-
hielten sich die AHR11-Mutanten-Protoplasten von ahrll und d476 hier schon ohne die Zu-
gabe von ABA hypersensitiv im Vergleich zu Col-0-Protoplasten und wiesen eine 2,8-fach ho-

here ABA-abhangige Reporteraktivitat auf (Abbildung 26). In der Titration hingegen verhielten
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sich die AHR11-Mutanten-Protoplasten eher insensitivim Vergleich zu Col-0-Protoplasten und
wiesen mit 10 uM exogener ABA eine um 45 % fir d476 bzw. 67 % fur ahrll geringere ABA-

abhangige Reporteraktivitat auf.
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Abbildung 26: Induktion der ABA-abhangigen Genexpression in Col-0 und AHR11-Mutanten. Fir
die Protoplasten wurden Col-0 und die AHR11-Mutanten ahrll und d476 verwendet. Die Transfektion
erfolgte wie zuvor beschrieben, aber ohne die Zugabe von Effektor-DNA. a) ABA-abhéangige Reporter-
aktivitat in Col-0-, ahrll- und d476-Protoplasten ohne Zugabe von ABA. Der Messwert fur Col-0 ohne
exogene ABA (20,1 kCPS/RFU) wurde auf eins gesetzt und die anderen Messwerte darauf bezogen. b)
Titration von ABA mit Col-0-, ahrl1l- und d476-Protoplasten. Die Messwerte ohne exogene ABA (Col-O0:
20,1 KCPS/RFU; ahrll: 57,3 KCPS/RFU; d476: 55,5 kCPS/RFU) wurden auf eins gesetzt und die an-
deren Messwerte darauf bezogen. Die Messungen erfolgten in Triplikaten und wurden zweimal unab-
hangig wiederholt. Dargestellt ist der Mittelwert mit Standardabweichung (X £ s) aus drei biologischen
Replikaten. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Zweistichproben-t-Test und fuhrte zu keinem
signifikanten Ergebnis (p > 0,05).

2.3.2 Charakterisierung von TPL/TPRs

Ein moglicher Einfluss der TPL/TPRs auf den ABA-Signalweg wurde lber das ABA-Reporter-
system getestet. Dazu wurde die CDS der TPL/TPRs mit dem 35S-Promotor fusioniert und
zusammen mit dem ABA-Reportersystem in Col-0-Protoplasten transfiziert. Als Negativkon-
trolle diente auch hier der fur die Klonierung verwendete Vektor (LV). Um einen mdglichen
Einfluss von ABA auf die Aktivitdt der TPL/TPRs zu untersuchen, wurden die Protoplasten
ohne und mit 3 uM exogener ABA inkubiert. Ohne exogene ABA l6sten TPR1, TPR2 und TPR3
eine 1,1- bis 1,6-fache bzw. TPL und TPR4 eine 0,8- bis 0,9-fache Reporteraktivitat im Ver-
gleich zum LV aus (Abbildung 27, a). Durch die Zugabe von ABA blieb der Einfluss von TPR1,
TPR2 und TPR3 (1,1- bis 1,7-fach) auf die Reporteraktivitat gleich, TPL und TPR4 verringerten
jedoch die Reporteraktivitat weiter auf 0,6- bis 0,7-fach im Vergleich zum LV (Abbildung 27, b).
Die Messungen der Reporteraktivitat von TPR1, TPR2 und zum Teil auch TPR3 unterlagen
grolReren Schwankungen. Ein Einfluss von TPR1, TPR2 und TPR3 auf den ABA-Signalweg
ist somit nur sehr gering oder nicht vorhanden. TPL und TPR4 haben unter Zugabe von ABA

einen reprimierenden Effekt auf den ABA-Signalweg.
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Abbildung 27: Induktion der ABA-abhangigen Genexpression durch TPL/TPRs in Col-0-Protop-
lasten. Protoplasten (105100 pul) von zwei bis drei Wochen alten Arabidopsis-Blattern wurden mit 3 ug
p35S::GUS, 4 ug pRD29B::LUC und 3 pg Effektor (p35S:: TPL/TPR; p35S::MCS, LV) transformiert. Die
Protoplasten wurden ohne Zugabe von ABA (a) bzw. mit 3 uM ABA (b) fiir 16 + 1 h bei 25 °C inkubiert.
Die Luciferaseaktivitat wurde als CPS gemessen und auf die B-Glucuronidaseaktivitat, gemessen als
RFU, bezogen. Der Messwert ohne ABA und 3 ug LV (a, 3,2 KCPS/RFU) wurde auf eins gesetzt und
die anderen Messwerte darauf bezogen. Die Messungen erfolgten in Triplikaten (X £s) und wurden
einmal unabhangig wiederholt. Die Voraussetzungen einer statistischen Auswertung wurden nicht er-
fallt.

2.3.3 Charakterisierung von MYC2/JAMs

MYC2 und JAM1 wurden vor ihrer Beschreibung im Jasmonat-Signalweg zunachst zu den
ABA-Signalelementen gezahlt und als RD22BP1 bzw. AIB bezeichnet. Die Expression beider
Transkriptionsfaktoren ist in der Anwesenheit von ABA hochreguliert und sie wirken als posi-
tive Regulatoren der ABA-Antwort im Wurzelwachstum oder der Samenkeimung (Abe et al.
1997; Hoth 2002; Abe et al. 2003; Li et al. 2007). Ein moglicher Einfluss von MYC2 und JAM1
sowie den homologen JAM2 und JAM3 auf das ABA-Reportersystem in Protoplasten sollte
getestet werden. Dazu wurde die CDS der vier bHLHs mit dem 35S-Promotor fusioniert und
zusammen mit dem ABA-Reportersystem in Col-O-Protoplasten transfiziert. Als Negativkon-
trolle diente der Klonierungsvektor (LV). Die Protoplasten wurden mit 3 UM exogener ABA oder
ohne ABA-Zugabe inkubiert. Ohne Zugabe von ABA losten JAM1, JAM3 und MYC2 eine
50 bis 70 % geringere bzw. JAM2 eine 5,3-fach hohere Reporteraktivitat als der LV aus (Ab-
bildung 28, a). Durch die Zugabe von ABA konnten JAM1, JAM3 und MYC2 ebenfalls nur eine
20 bis 90 % geringere Reporteraktivitat als der LV auslosen. JAM2 hingegen fuhrte in Verbin-
dung mit ABA zu einer 4,7-fach hoheren Reporteraktvitat (Abbildung 28, b). Ein positiver Effekt
von MYC2 und JAM1 konnte mit dem ABA-Reportersystem in Protoplasten somit nicht gezeigt
werden. MYC2, JAM1 und JAM3 verhielten sich auf das ABA-Reportersystem reprimierend.

Jedoch konnte fir JAM2 eine aktivierende Wirkung unter Zugabe von ABA gezeigt werden.
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Abbildung 28: Induktion der ABA-abhéngigen Genexpression durch MYC2 und JAMs in Col-0-
Protoplasten. Protoplasten (105/100 pl) von zwei bis drei Wochen alten Col-0-Blattern wurden mit 3 pg
p35S::GUS, 4 ug pRD29B::LUC und 3 ug Effektor (p35S::MYC2/JAMSs; p35S::MCS, LV) transformiert.
Die Protoplasten wurden ohne Zugabe von ABA (a) bzw. mit 3 uM ABA (b) fiir 16 + 1 h bei 25 °C inku-
biert. Die Luciferaseaktivitat wurde als CPS gemessen und auf die B-Glucuronidaseaktivitat, gemessen
als RFU, bezogen. Der Messwert ohne ABA und 3 ug LV (a, 2,7 kKCPS/RFU) wurde auf eins gesetzt
und die anderen Messwerte darauf bezogen. Die Messungen erfolgten in Triplikaten und wurden zwei-
mal unabhangig wiederholt. Dargestellt ist der Mittelwert mit Standardabweichung (X £ s) aus drei bio-
logischen Replikaten. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Zweistichproben-t-Test und flhrte
zu keinem signifikanten Ergebnis (p > 0,05).

Um den Einfluss von JAM2 auf das ABA-Reportersystem weiter zu charakterisieren wurde
JAM2 zum einen in Protoplasten von Col-0 sowie der ABA-defizienten Mutante aba2-1 titriert
und zum anderen mit steigenden Konzentrationen exogener ABA in aba2-1-Protoplasten in-
kubiert. Die ABA-defiziente Mutante aba2-1 enthalt nur noch 9 % der endogenen ABA im Ver-
gleich zu Col-0 (Tischer et al. 2017) und eignet sich deshalb besonders, um den Einfluss von
ABA auf die durch JAM2 ausgeltste ABA-Antwort zu untersuchen. Die Titration von JAM2 in
Col-0-Protoplasten zeigte, dass 0,1 ug Effektor-DNA eine etwa zweifache Induktion des ABA-
abhangigen Reporters — im Vergleich zur gleichen Menge LV — ausldst und, dass durch die
weitere Erhéhung der Effektor-DNA auf 10 pg die Reporteraktivitat bis zu 3,9-fach ohne exo-
gene ABA und bis zu 7,1-fach mit exogener ABA ansteigt (Abbildung 29, a und b). Die Titration
von JAM2 in aba2-1-Protoplasten ohne exogene ABA fihrt zu keiner Induktion der ABA-ab-
hangigen Reporteraktivitat (0,2- bis 1,7-fach im Vergleich zum LV). Erst die Zugabe von 3 pM
ABA kann die durch JAM2 ausgeltste ABA-Antwort retten und fiihrt mit einer 2,5-fachen Re-
porteraktivitat fir 0,1 ug Effektor-DNA von JAM2 im Vergleich zum LV bzw. 6,6-fachen fir
10 pg Effektor-DNA von JAM2 zu einer mit Col-0-Protoplasten vergleichbaren Induktion (Ab-
bildung 29, c und d).
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Abbildung 29: Induktion der ABA-abhangigen Genexpression durch JAM2 in Col-0 und aba2-1-
Protoplasten. Protoplasten (105/100 ul) von zwei bis drei Wochen alten Col-0- (a, b) bzw. aba2-1-Blat-
tern (c, d, ) wurden mit 3 pg p35S::GUS, 4 ug pRD29B::LUC und steigenden Mengen (a, b, c, d) oder
3 ug (e) Effektor (p35S::JAM2; p35S::MCS, LV) transformiert. Die Protoplasten wurden ohne Zugabe
von ABA (a, ¢), mit 3 uM ABA (b, d) bzw. steigenden Konzentrationen an exogener ABA (e) fur 16 + 1 h
bei 25 °C inkubiert. Die Luciferaseaktivitat wurde als CPS gemessen und auf die B-Glucuronidaseakti-
vitét, gemessen als RFU, bezogen. Der Messwert ohne ABA und Effektor (a und b, 1,6 KCPS/RFU; ¢
und d, 0,3 kKCPS/RFU) bzw. ohne ABA und 3 ug LV (e, 5,2 kCPS/RFU) wurde auf eins gesetzt und die
anderen Messwerte darauf bezogen. Die Messungen erfolgten in Triplikaten (X £ s) und wurden in Be-
zug auf JAM2 zweimal unabhéngig wiederholt. Die Voraussetzungen einer statistischen Auswertung
wurden fur c), d) und e) nicht erfillt. In a) und b) ist der Mittelwert mit Standardabweichung (X £ s) aus
drei biologischen Replikaten dargestellt.Die statistische Auswertung (a, b) erfolgte mit dem Zweistich-
proben-t-Test und fuhrte zu einem signifikanten Ergebnis (b, * p < 0,05).
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Die Titration mit steigenden Konzentrationen an ABA und gleichbleibender Menge an JAM2
zeigte, dass bereits 0,1 uM ABA zu einer 5,1-fachen Induktion der JAM2-bedingten ABA-Ant-
wort fuhrt und, dass die Induktion durch eine Erhéhung exogener ABA im Vergleich zum LV
nur auf bis zu 7,8-fach mit 3 uM ABA gesteigert werden kann (Abbildung 29, e). Die ABA-
Antwort in Protoplasten kann somit durch JAM2 dosisabhangig beeinflusst werden, jedoch ist
dieser Effekt abhdngig von ABA.

Neben dem ABA-induzierbaren Reporterkonstrukt mit dem RD29B-Promotor sollte auch ein
Reporterkonstrukt mit dem artifiziellen 8xABRE-Promotor auf die Induktion durch JAM2 getes-
tet werden. Der artifizielle Promotor p8XABRE enthélt achtmal eine Sequenzvariante (TA-
CGTGGC) des ABRE (C/T)ACGTGGC), an das die bZIP-Transkriptionsfaktoren der ABF-Fa-
milie binden und dadurch eine ABA-Antwort auslosen konnen (Choi et al. 2000; Czap 2015).
Die gleiche Sequenzvariante des ABRE ist auch im pRD29B enthalten, jedoch im Gegensatz
zum p8xABRE nur einmal. Die Reporterkonstrukte wurden zusammen mit der Effektor-DNA in
Col-0-Protoplasten transfiziert und mit oder ohne exogene ABA inkubiert. Der Test ergab, dass
JAM2 ohne exogene ABA das Reporterkonstrukt mit pPRD29B 7,5-fach und mit p8xABRE 4,5-
fach induziert (Abbildung 30). Durch die Zugabe von 3 uM ABA konnte die Induktion von
pRD29B::LUC auf 3,1-fach und fur p8XABRE::LUC auf 29,2-fach gesteigert werden. JAM2
kann somit auch neben dem RD29B-Promotor auch den artifiziellen Promotor p8xABRE indu-
zieren. Fur die JAM2-Wirkung auf den pRD29B scheint damit das Vorhandensein von ABRE-

Elementen entscheidend zu sein.
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Abbildung 30: Vergleich der Induktion des RD29B-Promotors und des artifiziellen Promotors
p8xABRE. Protoplasten (10%/100 pl) von zwei bis drei Wochen alten Col-0-Blattern wurden mit 3 pug
p35S::GUS, 3 ug Effektor (p35S::JAM2; p35S::MCS, LV) und 4 pg pRD29B::LUC oder p8xABRE::LUC
transformiert. Die Protoplasten wurden ohne Zugabe von ABA (a) oder mit 3 uM ABA (b) fir 16 + 1 h
bei 25 °C inkubiert. Die Luciferaseaktivitat wurde als CPS gemessen und auf die B-Glucuronidaseakti-
vitat, gemessen als RFU, bezogen. Der Messwert ohne ABA und LV (pRD29B, 9,4 kCPS/RFU;
p8XABRE, 1,8 kCPS/RFU) wurde auf eins gesetzt und die anderen Messwerte darauf bezogen. Die
Messungen erfolgten in Triplikaten und wurden zweimal unabhéngig wiederholt. Dargestellt ist der Mit-
telwert mit Standardabweichung (X + s) aus drei biologischen Replikaten. Die statistische Auswertung
erfolgte mit dem Zweistichproben-t-Test und fuhrte zu keinem signifikanten Ergebnis (p > 0,05).
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2.3.4 Einfluss von AHR11 und TPL/TPRs auf die durch JAM2-induzierte ABA-Antwort

Nach dem hypothetischen Modell zur Genregulation tber den JAM2-AHR11-TPL/TPR-Kom-
plex von Huang (2014) wurde erwartet, dass AHR11 und die TPL/TPRs reprimierend auf die
JAM2-induzierte ABA-Antwort wirken. Um dies zu Uberprifen, wurde JAM2-Effektor-DNA mit
AHR11- bzw. TPL/TPR-Effektor-DNA in Col-0-Protoplasten kotransfiziert und mit oder ohne
exogene ABA inkubiert. Die durch JAM2-induzierte ABA-Antwort stieg mit zunehmender
Menge an LV oder AHR11-Effektor-DNA ohne exogene ABA um 1,1- bis 4,9-fach bzw.
1,7- bis 2,4-fach an (Abbildung 31). Die Zugabe von 3 uM ABA flihrte auch zu einem Anstieg
mit LV oder AHR11-Effektor-DNA um 1,7- bis 3,1-fach bzw. 1,1- bis 2,4-fach. LV und AHR11
haben den Ergebnissen zu Folge einen ahnlichen Einfluss auf die durch JAM2-induzierte ABA-
Antwort. Ein reprimierender Einfluss von AHR11 auf die durch JAM2-induzierte ABA-Reporter-
antwort mit dem ABA-Reportersystem in Protoplasten konnte somit nicht gezeigt werden.
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Abbildung 31: Einfluss von AHR11l auf die JAM2-induzierte ABA-Antwort. Protoplasten
(105/200 pl) von zwei bis drei Wochen alten Col-0-Blattern wurden mit 3 pg p35S::GUS, 4 ug
pRD29B::LUC, 3 ug p35S::JAM2 und steigenden Mengen an Effektor (p35S::AHR11; p35S::MCS, LV)
transformiert. Die Protoplasten wurden ohne Zugabe von ABA (a) bzw. mit 3 uM ABA (b) fir 16 £ 1 h
bei 25 °C inkubiert. Die Luciferaseaktivitat wurde als CPS gemessen und auf die B-Glucuronidaseakti-
vitat, gemessen als RFU, bezogen. Der Messwert ohne ABA und 3 ug JAM2 (a, 4,3 KCPS/RFU) wurde
auf eins gesetzt und die anderen Messwerte darauf bezogen. Die Messungen erfolgten in Triplikaten
(X £ s) und wurden fur AHR11 in Verbindung mit JAM2 zweimal unabhangig wiederholt. Die Vorausset-
zungen einer statistischen Auswertung wurden nicht erftillt.

Die TPL/TPRs fuhrten ohne exogene ABA zu einer Induktion der JAM2-induzierten ABA-Ant-
wort im Vergleich zum LV (Abbildung 32, a). TPR1 fiihrte mit einer 1,8-fachen Steigerung zur
geringsten Erhéhung. TPR3 und TPR4 steigerten die JAM2-induzierte ABA-Antwort um das
3-fache. Die hochste Steigerung konnte mit TPL und TPR2 verzeichnet werden, und zwar um
das 5- bzw. 5,7-fache. Die Zugabe von 3 UM ABA resultierte mit TPR1-TPR4 in einer 2-fach
und mit TPL in einer 3-fach héheren Induktion der JAM2-induzierten ABA-Antwort im Vergleich
zum LV (Abbildung 32, b). Demzufolge konnte fur die TPL/TPRs kein reprimierender Effekt auf
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die JAM2-induzierte ABA-Antwort gezeigt werden. Die TPL/TPRs zeigten hingegen einen for-
dernden Einfluss auf die JAM2-induzierte ABA-Antwort.
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Abbildung 32: Einfluss von TPL/TPRs auf die JAMZ2-induzierte ABA-Antwort. Protoplasten
(105100 pl) von zwei bis drei Wochen alten Col-0-Blattern wurden mit 3 ug p35S::GUS, 4 ug
pRD29B::LUC, 3 ug p35S::JAM2 und 3 pg Effektor (p35S::TPL/TPRs; p35S::MCS, LV) transformiert.
Die Protoplasten wurden ohne Zugabe von ABA (a) bzw. mit 3 uM ABA (b) fiir 16 + 1 h bei 25 °C inku-
biert. Die Luciferaseaktivitat wurde als CPS gemessen und auf die B-Glucuronidaseaktivitat, gemessen
als RFU, bezogen. Der Messwert ohne ABA und 3 ug LV (a, 28,4 kKCPS/RFU) wurde auf eins gesetzt
und die anderen Messwerte darauf bezogen. Die Messungen erfolgten in Triplikaten (X = s) und wurden
einmal unabhangig wiederholt. Die Voraussetzungen einer statistischen Auswertung wurden nicht er-
fallt.

2.4 Einfluss von AHR11 und JAM2 auf den ABA-Signalweg in transgenen Keim-

lingen

Neben der Analyse mit dem ABA-Reportersystem in Mesophyll-Protoplasten kann die Wirkung
von neuartigen Signalkomponenten auf den ABA-Signalweg auch mit einer ABA-Reporterlinie
untersucht werden. Die ABA-Reporterlinie mit dem Hintergrund Col-0 tragt das Reportergen
fur Luciferase aus Photinus pyralis, das unter der Kontrolle des ABA-induzierbaren Promotors
des Homeodomanen Proteins ARABIDOPSIS THALIANA HOMEOBOX PROTEIN (ATHB) 6
(PATHBG6::LUC) steht (Himmelbach et al. 2002; Christmann et al. 2005). Die Wirkung von neu-
artigen Signalkomponenten kann in der ABA-Reporterlinie getestet werden, in dem Uberex-
pressionslinien und Knockout-Linien fur die entsprechende Komponente mit dem Hintergrund
der Reporterlinie erzeugt werden. Die T-DNA-Insertionslinie d476 fur AHR11, die Mutante
ahr1l sowie Uberexpressionslinien fur AHR11 und JAM2 lagen bereits mit dem Hintergrund
der ABA-Reporterlinie vor (Christmann, Lehrstuhl fir Botanik des WZW, unverdffentlicht). For
JAM2 war keine T-DNA-Insertionslinie in der CDS erhadltlich, weshalb tber die clustered regu-
larly interspaced short palindromic repeats (CRISPR)/CRISPR-associated protein 9 (Cas9)-

Methode Knockout-Linien fir JAM2 erzeugt wurden.
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2.4.1 Uberpriifung von AHR11- und JAM2-Uberexpressionslinien und Erzeugung von
JAM2-Knockout-Linien tber CRISPR/Cas9

Die Uberexpressionslinien von AHR11 (AHR110E) und JAM2 (JAM2OE) wurden auf ihre
Uberexpression mittels quantitativer Echtzeit-Polymerasekettenreaktion (QPCR) getestet. Das
in den Linien ektopisch exprimierte AHR11 bzw. JAM2 steht unter der Kontrolle des 35S-Pro-
motors und sollte dadurch konstitutiv exprimiert werden. Fir die Analyse wurden Linien in der
Generation T3 verwendet. Die AHR11O0E und die JAM2OE wiesen eine 9- bis 30-fach bzw.
eine 17- bis 56-fach héhere Expression an AHR11 bzw. JAM2 im Vergleich zum wildtypischen
Gen in der ABA-Reporterlinie pATHBG6::LUC auf (Abbildung 33). Die AHR11O0E und JAM20OE

konnen somit als Uberexpressionslinien bezeichnet werden.
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Abbildung 33: Genexpression von JAM2 und AHR11 in Uberexpressionslinien. Expressionsana-
lyse von ektopisch exprimiertem JAM2 (a) und AHR11 (b) in der ABA-Reporterlinie pATHB6::LUC Uber
gPCR. Fur die Analyse wurden die Referenzgene UBIQUITIN 10 (UBI10), UBIQUITIN CONJUGATING
ENZYME 9 (UBC9) und TYPE 2A PHOSPHATASE-ASSOCIATED PROTEIN 42 INTERACTING PRO-
TEIN OF 41 KILODALTON-LIKE PROTEIN (TIP41L) verwendet. Die Expression des wildtypisch expri-
mierten JAM2 bzw. AHR11 in der ABA-Reporterlinie pATHB6::LUC wurde auf eins gesetzt und die an-
deren Messwerte darauf bezogen. Die dargestellten Werte ergeben sich aus dem Mittelwert dreier bio-
logischer Replikate (X + s). Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Zweistichproben-t-Test und
fuhrte zu keinem signifikanten Ergebnis (p > 0,05).

Der CRISPR/Cas9-Knockout von JAM2 wurde zum einen in die ABA-Reporterlinie eingebracht
und zum anderen in die AHR11-Mutanten-Linien mit ABA-Reporter pATHB6::LUC x d476
(d476) und pATHBG6::LUC x ahr1l (ahrll). Uber die Doppelmutanten jam2_d476 und
jam2_ahrl1 sollte geklart werden, ob die durch Huang (2014) beschriebene Hypersensitivitat
auf ABA in ahrll durch eine fehlende Reprimierung von JAM2 durch AHR11 hervorgerufen
wird. Die Vektoren fur die Generierung von CRISPR/Cas9-Knockouts wurden von Dr. Johan-
nes Stuttmann (Martin-Luther-Universitat, Halle-Wittenberg) zur Verfiigung gestellt und das
Vorgehen orientierte sich an Belhaj et al. (2015). Die CRISPR/Cas9-Knockouts von JAM2
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enthalten nach 26 Nukleotiden die Insertion eines Adenins (Abbildung 34, a). Dies fuhrt in
Folge zu einer Verschiebung des Leserahmens und resultiert in einem Stopcodon nach wei-
teren 9 nt. In den JAM2-Knockouts wird dadurch nur ein 12 aa langes Rumpfprotein von JAM2
gebildet. Aus den jam2-Linien wurde das eingebrachte CRISPR/Cas9-Konstrukt durch Ruck-
kreuzung mit den jeweiligen Ausgangslinien entfernt. Der Erfolg der Auskreuzung wurde mit
Hilfe der Polymerasekettenreaktion (PCR) Uberpruft. Dafiir wurden Primer erzeugt, die in der
kodierenden Sequenz fir die BASTA-Resistenz (PHOSPHINOTHRICIN-ACETYL-TRANS-
FERASE, PAT) des Konstrukts binden. Da nur fur die Kontrolle ein PCR-Produkt erzeugt wer-
den konnte, wird davon ausgegangen, dass in den Knockouts kein CRISPR/Cas9-Konstrukt
mehr enthalten ist (Abbildung 34, b). Der Erhalt der homozygoten jam2-Mutationen in den
rickgekreuzten Linien wurde durch Sequenzierung der JAM2-Sequenz Uberprift. In den
CRISPR/Cas9-Konstrukt-freien jam2-Linien wurden schiel3lich die kodierenden Sequenzen
der JAM2-Homologen JAM1 und JAM3 sequenziert, wodurch bestétigt werden konnte, dass
diese Sequenzen keine Off-Target-Mutation tragen.

a) 1 extra A 38 nt
ATGAATATTGGTCGCCTAGTGTGGAA CGAGGACGATAA
Zielsequenz PAM
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Abbildung 34: CRISPR/Cas9-Knockout-Linie von JAM2. a) Schematische Darstellung der Insertion
in den CRISPR/Cas9-Knockout-Linien von JAM2. Dargestellt sind die ersten 38 nt der CDS von JAM2
mit der daraus resultierenden Aminosauresequenz. Das Startcodon ist unterstrichen. Die Zielsequenz
(rot) fur die single guide RNA (sgRNA) und das protospacer adjacent motif (PAM, griin) sind hervorge-
hoben. Die Wahl der Zielsequenz erfolgte mit dem Online-Programm CHOPCHOP (http://chop-
chop.cbu.uib.no/). Die CRISPR/Cas9-Knockout jam2 enthélt ein eingeschobenes Adenin (A) nach 26 nt,
das zu einer Verschiebung des Leserasters fuihrt und zu einem Stopcodon nach 34 nt. b) Agarose-
Gelelektrophorese mit PCR-Produkten zur Kontrolle auf BASTA-Resistenz. Fir den Nachweis wurde
genomische DNA mit Hilfe der Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB)-Methode aus den
CRISPR/Cas9-Knockout-Linien von JAM2 und einer Kontroll-Pflanze mit BASTA-Resistenz isoliert. Die
PCR wurde mit Primern fur das Gen PAT, das fur die BASTA-Resistenz kodiert, und JAM2 als Positiv-
Kontrolle durchgefuhrt. Die erwarteten Fragmente fiir JAM2 (595 bp) konnten in allen Linien gezeigt
werden und die fiir PAT (490 bp) nur in der Kontroll-Pflanze. Als Langenstandard wurde der GeneRuler
1 kb DNA Ladder von Thermo Fisher Scientific verwendet.
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2.4.2 Invivo Luciferase-lmaging mit ABA-Reporterlinien fir AHR11 und JAM2

Fur das in vivo Luciferase-Imaging wurden funf Tage alte Keimlinge der AHR11- und JAM2-
Uberexpressions- bzw. -Knockoutlinien auf MSg sxzucker-Platten mit und ohne ABA uberfiihrt und
fur 17 £ 1 h inkubiert.
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Abbildung 35: In vivo Luciferase-Imaging von JAM2- und AHR11-Uberexpressions-Keimlingen
bzw. -Knockout-Keimlingen. Finf Tage alte Keimlinge (Stratifikation bei 4 °C fur zwei Tage; Keimung
bei 22 °C und Dauerlicht (60 ymol x m? x s'1)) wurden auf MSo sxzucker-Platten ohne (a, ¢) oder mit 10 pM
ABA (b, d) transferiert und fur 17 £ 1 h unter Dauerlicht bei 22 °C inkubiert. Die Messung der Luciferase-
Aktivitat erfolgte mit einer charge-coupled device (CCD)-Kamera (ORCAIl ERG; Hamamatsu City, Ja-
pan) und wurde mit der Software Simple PCI 6.6.0.0 (Compix, Cranberry Township, PA) ausgewertet.
Die Luciferaseaktivitdt wurde als CCD-relative luminescence unit (CCD-RLU) gemessen. Die darge-
stellten Werte ergeben sich aus dem Mittelwert von sechs biologischen Replikaten (X £ s) mit jeweils
15 Keimlingen. Der Messwert fiir pATHB6::LUC ohne ABA (0,5 kCCD-RLU) wurde auf eins gesetzt und
die anderen Messwerte darauf bezogen. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Mann-Whitney-
U-Test (* p < 0,05; ** p < 0,01).
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Die Messung ergab, dass ohne ABA die Reporteraktivitdt zwischen JAM2OE-Linien geringer
oder vergleichbar (0,5- bis 1,4-fach) zu pATHBG6::LUC war (Abbildung 35, a). jam2 zeigte eine
wesentlich geringere Reporteraktivitat als pATHBG6::LUC, die aber groRen Messschwankun-
gen unterlag. Die Behandlung mit ABA fiihrte in den JAM2OE zu einer ein- bis 1,8-fach héhe-
ren Reporteraktivitat im Vergleich zu pATHB6::LUC und im Fall von JAM20OE-12 und
JAM20E-13 zu einem signifikanten Ergebnis (** p < 0,01; Abbildung 35, b). Die Knockout jam2
verhielt sich in Gegenwart von ABA hingegen wie pATHB6::LUC. Die AHR11OE-Linien wiesen
ohne ABA bereits eine 1,5- bis 4-fach hdohere Reporteraktivitat als pATHB6::LUC auf (Abbil-
dung 35, c¢). ahrll zeigte mit einer 11-fach héheren Reporteraktivitat im Vergleich zu pA-
THB6::LUC ein signifikantes Ergebnis (* p < 0,05). Die Knockout d476 verhielt sich hingegen
wie pATHBG6::LUC. Durch ABA steigerte sich die Reporteraktivitat fur alle AHR11-Linien und
es ergaben sich im Vergleich zu pATHBG6::LUC signifikante Unterschiede (** p < 0,01; Abbil-
dung 35, d).

Da die Messungen vor allem ohne ABA gré3eren Schwankungen unterlagen, wurde die Tran-
skription des Reportergens LUC auch Uber gPCR analysiert. Dabei zeigte sich, dass mit ABA-
Zugabe die Induktion der Expression von LUC mit der Reporteraktivitat von LUC in d476,
AHR110E- und JAM2OE-Linien vergleichbar ist (Abbildung 36). Nur die Induktion in ahrll
bezogen zu pATHBG6::LUC fallt mit 3,6-fach im Vergleich zur Reporteraktivitat geringer aus.
jam2 zeigt zudem eine 0,5-fach geringere Induktion im Vergleich zu pATHB6::LUC. Ohne ABA
zeigt nur ahrll eine 2-fache Induktion der Reporteraktivitat, alle anderen Linien verhalten sich
ahnlich zu pATHBG6::LUC. Die von Huang (2014) fur ahrll in Verbindung mit ABA gezeigte
Hypersensitivitat im in vivo Luciferase-lmaging konnte bestatigt werden. Auch fir die T-DNA-
Knockout-Linie d476 konnte eine hypersensitive Reaktion gezeigt werden. Die laut dem von
Huang (2014) aufgestellten Modell vermutete insensitive Reaktion der AHR11OE-Linien
konnte nicht gezeigt werden. Die AHR11OE-Linien verhielten sich wie ahrl1 und d476 hyper-
sensitiv. Auch die JAM2OE-Linien verhielten sich leicht hypersensitiv, jedoch fiel die Reporter-
aktivitat wesentlich geringer aus, als die der AHR11-Linien. Fir jam2 konnte nur Uber gPCR

eine insensitive Reaktion gezeigt werden.
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Abbildung 36: Expression von LUC in JAM2- und AHR11-Linien. Expressionsanalyse iber qPCR
von LUC in pATHBG6::LUC, JAM2-Uberexpressionslinien, jam2, AHR11-Uberexpressionslinien, ahrll
und d476. Funf Tage alte Keimlinge (Stratifikation bei 4 °C fur drei Tage; Keimung bei 22 °C und Dau-
erlicht (60 pmol x m2 x s1)) wurden auf MSo sxzucker-Platten ohne (a, ¢) oder mit 10 uM ABA (b, d) trans-
feriert und fir 17 £ 1 h unter Dauerlicht bei 22 °C inkubiert. Als Referenzgene fir die qPCR dienten
UBI10, UBC9 und TIP41L. Die Expression von LUC in der ABA-Reporterlinie pATHB6::LUC ohne ABA-
Exposition wurde auf eins gesetzt und die anderen Werte darauf bezogen. Die dargestellten Werte er-
geben sich aus dem Mittelwert dreier biologischer Replikate (X £ s) mit jeweils drei technischen Repli-
katen. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Zweistichproben-t-Test (** p < 0,01; * p < 0,05).

Um zu testen, ob die hypersensitive Reaktion in ahrll von JAM2 abhangig ist, wurden wie
zuvor erwdhnt Doppel-Knockouts von JAM2 und AHR11 (jam2_ahr11 und jam2_d476) gene-
riert. Auch diese Linien wurden im in vivo Luciferase-Imaging getestet. jam2_ahrl1l und
jam2_d476 wiesen ohne ABA eine 1,5-fache bzw. gleiche Reporteraktivitat im Vergleich zu
pPATHBG::LUC auf (Abbildung 37). Die Reporteraktivitat von jam2_d476 und d476 ohne ABA
ist demzufolge vergleichbar. Die Reporteraktivitat von jam2_ahr11 fallt wesentlich geringer als
die von ahrll aus, ist aber auch mit einer geringeren Messschwankung behaftet und verhalt
sich &hnlich zu den Gber gPCR fir ahrll bestimmten Ergebnissen. Mit ABA konnte die Re-
porteraktivitéat im Vergleich zu pATHBG6::LUC fur jam2_ahrll um das 7-fache gesteigert wer-

den und fur jam2_d476 um das 4-fache. Beide Linien weisen damit eine signifikant héhere
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Reporteraktivitat als pATHB6::LUC auf. Die fir jam2_ahrll und jam2_d476 gemessene Re-
porteraktivitat entspricht der fur ahrll und d476 bestimmten. Die Hypersensitivitat in ahrll

und d476 lasst sich somit nicht auf JAM2 zuriickfiihren.
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Abbildung 37: In vivo Luciferase-Imaging in AHR11-JAM2-Knockout-Keimlingen. Die Messung
erfolgte wie zuvor in Abbildung 35 beschrieben. Die dargestellten Werte ergeben sich aus dem Mittel-
wert sechs biologischer Replikate (X £ s) mit jeweils 15 Keimlingen. Der Messwert fir pATHB6::LUC
ohne ABA (0,5 kCCD-RLU) wurde auf eins gesetzt und die anderen Messwerte darauf bezogen. Die
statistische Auswertung erfolgte mit dem Mann-Whitney-U-Test (** p < 0,01).

2.4.3 Genexpression ABA-regulierter Gene in AHR11- und JAM2-Linien

Die Uberexpression von AHR11 oder JAM2 fiihrte in der ABA-Reporterlinie zu einer hypersen-
sitiven Reaktion. Wahrend der JAM2-Knockout zwar keinen Effekt hervorrief, |oste der AHR11-
Knockout ebenfalls eine hypersensitive Reaktion aus. Die AHR11- und JAM2-Linien wurden
daraufhin auch auf eine Veranderung der Expressionsniveaus ABA-regulierter Gene analy-
siert. Dazu wurden fiinf Tage alte Keimlinge wie auch im Luciferase-Imaging auf MSg sxzucker-
Platten ohne und mit 10 uM ABA umgesetzt. Nach einer Inkubation von 17 + 1 h wurden die
Keimlinge fiir die RNA-Extraktion geerntet. Die Analyse erfolgte Giber gPCR. Gemessen wurde
die Veranderung des Expressionsniveaus der ABA-Zielgene RD22, RD29B und CYP707A1,
fur die eine ABA-bedingte Steigerung der Expression gezeigt werden konnte (Yamaguchi-Shi-
nozaki und Shinozaki 1993a, 1993b, 1993c; Saito et al. 2004).

Unter Kontrollbedingungen hatte weder die Uberexpression noch der Knockout von AHR11
einen deutlichen Einfluss auf das Expressionsniveau von RD22, RD29B und CYP707Al im
Vergleich zur Referenz pATHB6::LUC (Abbildung 38, a, ¢ und e). Die AHR11-Uberexpres-si-
onslinien — bis auf AHR110E-6 — wiesen fur RD22 eine 1,1- bis 1,5-fach hohere Expression
auf. AHR11OE-6 zeigte eine um 10 % geringere Expression. In ahrl1 und d476 war RD22 um
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36 % bzw. 18 % geringer exprimiert. Zwar zeigten AHR110E-2 und AHR11O0E-4 eine 3- bzw.
6-fach hdhere Expression von RD29B als die Referenz pATHB6::LUC, jedoch waren die Mess-
werte mit hohen Schwankungen behaftet und die zwei weiteren Uberexpressionslinien
AHR110E-6 und AHR110E-8 zeigten diesen Effekt nicht, sondern nur eine 1,1- bis 1,2-fache
Erhéhung des Expressionshiveaus. Wahrend in der Knockout-Linie ahrll die Expression von
RD29B 1,4-fach hoher war, konnte fir d476 nur eine 44 % geringere Expression gemessen
werden. Fir CYP707A1 verhielt es sich &hnlich zu RD29B. AHR110E-2 und AHR110E-4 wie-
sen eine 1,3- bis 1,8-fach hohere Expression auf und die zwei weiteren Uberexpressionslinien,

ahrll und d476 wiesen ein um 19-50 % geringeres Expressionsniveau auf.

Die ABA-Exposition fuhrte fir RD22, RD29B und CYP707Al in der Referenz pATHB6::LUC
zu der in der Literatur beschriebenen Steigerung des Expressionshiveaus (Yamaguchi-Shino-
zaki und Shinozaki 1993b, 1993c; Saito et al. 2004). Hier stieg das Expressionsniveau fur
RD22, CYP707A1 und RD29B um das 4,5-, 13,7- bzw. 381-fache an (Abbildung 38, b, d und
f). Die Uberexpression von AHR11 in Verbindung mit ABA senkte die Expression von RD22
um 30-55 % — aulRer in AHR11OE-4. AHR110OE-4 wies ein vergleichbares Expressionsniveau
zu pATHBG6::LUC auf. Auch die beiden Knockout-Linien ahrll und d476 fuhrten zu einer 46 %
bzw. 63 % geringeren Expression. Die Unterschiede zu pATHB6::LUC waren jedoch weder flir
die Uberexpressionslinien noch fiir die Knockout-Linien signifikant. RD29B wies in allen
AHR11-Uberexpressionslinien bis auf AHR110E-8 eine 1,3- bis 2,2-fach hohere Expression
auf. In AHR110E-8 war die Expression 5 % geringer als in pATHBG6::LUC. In ahrll und d476
senkte sich das Expressionsniveau von RD29B um 14-31 %. Wahrend CYP707Al in
AHR110E-4 und AHR11OE-6 eine 1,4- bis 1,9-fach h6here Expression aufwies, war das Ex-
pressionsniveau in AHR110OE-2 und AHR11O0E-8 um 3 % bzw. 13 % geringer. Auch die
Knockout-Linien wiesen eine um 15-24 % geringere Expression auf. Der Einfluss von AHR11
auf das Expressionsniveau von RD22, RD29B bzw. CYP707A1 war den Ergebnissen zufolge

auch unter ABA-Exposition nur gering oder gar nicht vorhanden.
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Abbildung 38: Expression von ABA-regulierten Genen in AHR11-Linien. Expressionsanalyse uber
gPCR von RD22 (a, b), RD29B (c, d) und CYP707AL (e, f) in pATHB6::LUC, AHR11-Uberexpressions-
linien sowie ahrll und d476. Funf Tage alte Keimlinge (Stratifikation bei 4 °C fur drei Tage; Keimung
bei 22 °C und Dauerlicht (60 ymol x m? x s'1)) wurden auf MSo sxzucker-Platten ohne (a, ¢ und e) oder mit
10 puM ABA (b, d und f) transferiert und fir 17 = 1 h unter Dauerlicht bei 22 °C inkubiert. Als Referenz-
gene dienten UBI10, UBC9 und TIP41L. Die Expression von RD22, RD29B bzw. CYP707A1 in der ABA-
Reporterlinie pATHB6::LUC ohne ABA-Exposition wurde auf eins gesetzt und die anderen Messwerte
darauf bezogen. Die dargestellten Werte ergeben sich aus dem Mittelwert dreier biologischer Replikate
(X = s) mit jeweils drei technischen Replikaten. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Zweistich-
proben-t-Test und fuhrte zu keinem signifikanten Ergebnis (p > 0,05).
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Auch die Uberexpressions- und Knockout-Linien von JAM2 zeigten wie auch AHR11 unter
Kontrollbedingungen keinen Einfluss auf die Expression von RD22 (Abbildung 39, a). Alle
JAM2-Linien — bis auf JAM20OE-12 und JAM20OE-13 — wiesen eine zu pATHBG6::LUC vergleich-
bare Expression von RD22 auf. JAM20OE-12 und JAM20OE-13 zeigten eine 1,9-fach hdhere
bzw. eine um 32 % geringere Expression von RD22. Fiir RD29B wiesen die JAM2-Uberex-
pressionslinien unter Kontrollbedingungen eine 1,4- bis 6,2-fach hdhere Expression auf, wéah-
rend jam2 ein 82 % niedrigeres Expressionshiveau zeigte (Abbildung 39, c). Die Unterschiede
zu pATHBG::LUC sind aber nicht signifikant (p > 0,05). CYP707A1 wies in den JAM2-Uberex-
pressionslinien unter Kontrollbedingungen eine um 63—70 % signifikant (* p < 0,05) geringere
Expression auf (Abbildung 39, e). Auch in jam2 war die Expression von CYP707A1 um 20 %
geringer, aber nicht signifikant (p > 0,05). JAM2 hat unter Kontrollbedingungen somit keinen
Effekt auf die RD22-Expression. JAM2 scheint sich jedoch auf die Expression von RD29B
positiv auszuwirken, auch wenn die Messungen grof3eren Schwankungen unterliegen. Auf die
Expression von CYP707A1 scheint JAM2, einen reprimierenden Effekt zu haben, auch wenn
der Knockout von JAM2 keinen erheblichen Unterschied zu den Uberexpressionslinien auf-

wies.

Die ABA-Exposition fuihrte fur RD22 in den JAM2-Uberexpressionslinien — bis auf JAM20OE-12
—und jam2 zu einer 12-20 % bzw. 43 % geringeren Expression. In JAM20E-12 wies RD22
eine 1,1-fach hohere Expression auf (Abbildung 39, b). In den JAM2-Uberexpressionslinien
konnte unter ABA-Exposition eine 1,6- bis 3,4-fach héhere Expression an RD29B gemessen
werden, wahrend jam2 ein um 23 % geringeres Expressionshiveau im Vergleich zu pA-
THB6::LUC aufwies (Abbildung 39, d). Aber auch hier ergaben sich wie auch schon unter Kon-
trollbedingungen keine signifikanten Unterschiede aufgrund der Messwertschwankungen. Fir
CYP707A1 wiesen die JAM2-Uberexpressionslinien unter ABA-Exposition eine um 18-50 %
geringere Expression auf und jam2 eine 1,2-fach hdhere (Abbildung 39, f). Ein signifikanter
Unterschied liegt hier aber nur fir JAM20OE-11 im Vergleich zu pATHB6::LUC vor. Ein Einfluss
von JAM2 auf die RD22-Expression kann demzufolge auch nicht unter ABA-Exposition beo-
bachtet werden. Jedoch kann auch hier ein positiver Einfluss von JAM2 auf die Expression
von RD29B und ein negativer auf CYP707A1 bestimmt werden.
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Abbildung 39: Expression von ABA-regulierten Genen in JAM2-Linien. Expressionsanalyse Uber
gPCR von RD22 (a, b), RD29B (c, d) und CYP707AL1 (g, f) in pATHB6::LUC, JAM2-Uberexpressions-
linien sowie jam2. FUnf Tage alte Keimlinge (Stratifikation bei 4 °C fir drei Tage; Keimung bei 22 °C
und Dauerlicht (60 pmol x m= x s'1)) wurden auf MSo sxzucker-Platten ohne (a, ¢ und e) oder mit 10 pM
ABA (b, d und f) transferiert und fir 17 + 1 h unter Dauerlicht bei 22 °C inkubiert. Als Referenzgene
dienten UBI10, UBC9 und TIP41L. Die Expression von RD22, RD29B bzw. CYP707Al in der ABA-
Reporterlinie pATHB6::LUC ohne ABA-Exposition wurde auf eins gesetzt und die anderen Messwerte
darauf bezogen. Die dargestellten Werte ergeben sich aus dem Mittelwert dreier bio-logischer Replikate
(X £ s) mit jeweils drei technischen Replikaten. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Zweistich-

proben-t-Test (* p < 0,05).
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2.5 Physiologische Charakterisierung von AHR11 und JAM2

Das Phytohormon ABA hat eine regulatorische Funktion auf Wachstumsprozesse (Cutler et
al. 2010). Es sorgt fur die Aufrechterhaltung der Dormanz und verhindert ein vorzeitiges Kei-
men (Zeevaart und Creelman 1988; Hilhorst und Karssen 1992). ABA hat im Samen demzu-
folge eine antagonistische Rolle zu Gibberellinsédure, da die Beendigung der Dormanz durch
eine verstarkte ABA-Degradation und eine ansteigende Gibberellinsdure-Biosynthese charak-
terisiert ist und schliel3lich zu einer Gibberellinsaure-bedingten Keimung fihrt (Finch-Savage
und Leubner-Metzger 2006). Neben der inhibierenden Wirkung auf die Keimung reguliert ABA
auch das Wurzelwachstum. Die Modulierung des Wurzelwachstums durch ABA ist konzentra-
tionsabhangig. Wahrend geringe Konzentrationen das Wurzelwachstum férdern (Dietrich et al.
2017; Li et al. 2017), inhibieren hohere Konzentrationen das Wachstum (Zeevaart und Creel-
man 1988; Himmelbach et al. 1998). Die Inhibierung des Wurzelwachstums durch ABA erfolgt
vor allem durch eine Forderung der Ethylenbiosynthese (Luo et al. 2014). Durch ABA-regu-
lierte Reaktionen kénnen neben der einfachen Zugabe von ABA auch durch Osmotika, wie
zum Beispiel Mannit oder Sorbit, ausgeldst werden. Osmotika verringern das Wasserpotential
im Medium. Die Wasseraufnahme der Pflanze wird dadurch erschwert und Bedingungen in
Erde unter Wassermangel konnen simuliert werden (Verslues et al. 2006; Claeys et al. 2014).
Im Folgenden soll untersucht werden, ob AHR11 und JAM2 einen Einfluss auf die ABA-regu-

lierten Wachstumsprozesse wie Keimung und Wurzelwachstum haben.

2.5.1 Keimung

Die Keimung eines Samens beginnt nach Bewley (1997) mit der Wasseraufnahme, der so
genannten Quellung, und ist vollendet, wenn ein Teil des Embryos, meistens die Keimwurzel,
die umgebende Struktur durchdringt. Wenn ein lebensfahiger Samen unter ginstigen Bedin-
gungen jedoch nicht in der Lage ist, die Keimung zu vollenden, dann spricht man laut Bewley
(1997) von Dormanz. Um zu untersuchen, ob JAM2 oder AHR11 einen Einfluss auf die Kei-
mung bzw. Dormanz haben, wurden synchronisierte Samen der JAM2- und AHR11-Linien so-
wie pATHBG6::LUC auf MSg sxzucker-Medium ohne oder mit steigenden Konzentrationen an exo-
gener ABA bzw. Sorbit ausgebracht. Mit dem Osmotikum Sorbit sollte Stress durch Wasser-
mangel simuliert werden. Nach zwei Tagen Stratifikation der gequollenen Samen bei 4 °C und

Inkubation Uber drei Tage bei 22 °C sowie Dauerlicht wurde die Keimungsrate bestimmt.
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Die AHR11-Uberexpressions-Linien, ahrll und d476 wiesen auf MSg sxzucker-Medium eine Kei-
mungsrate von 98,7-100 % auf und zeigten keinen signifikanten Unterschied zur Keimungs-
rate von pATHBG6::LUC (99,4 %, p > 0,05; Abbildung 40, a und b). Huang (2014) beobachtete
funf Wochen nach der Ernte des ahrll-Saatguts nur eine Keimungsrate von 65 %. Eine er-

hohte Dormanz fur ahrll konnte hier nach genanntem Zeitraum nicht bestatigt werden.

Zur Bestimmung der relativen Keimungsrate wurde die bestimmte Keimungsrate aller Linien
auf MSq sxzucker-Medium, die zwischen 96—100 % lag, auf 100 % gesetzt und die Keimungsrate
unter ABA- oder Sorbit-Einfluss darauf bezogen. ahrll wies unter Einfluss von ABA (Abbil-
dung 40, d) eine um bis zu 22 % (1 uM ABA) geringere relative Keimungsrate als pA-
THB6::LUC auf, die aber nur mit 0,3 uM ABA signifikant unterschiedlich (10,3 %, ** p < 0,01)
zur relativen Keimungsrate von pATHB6::LUC war. Die AHR11-Uberexpressionslinien zeigten
hingegen einen gegensatzlichen Effekt (Abbildung 40, f) und keimten in Gegenwart von ABA
im Medium bis zu 15,5 % (1 pM ABA) starker als pATHBG6::LUC, die Unterschiede waren je-
doch nicht signifikant (p > 0,05). Die relative Keimungsrate von d476 und pATHB6::LUC unter
steigenden ABA-Konzentrationen unterschied sich dagegen nicht.

Unter Wassermangel — simuliert durch steigende Sorbitkonzentrationen — wies ahrl1 eine zu
pATHBG6::LUC nahezu vergleichbare relative Keimungsrate auf (Abbildung 40, c). Nur bei ei-
nem Wasserpotential von -0,2 MPa ergab sich ein signifikanter Unterschied (* p < 0,05) zu
PATHBG6::LUC. Auch die AHR11-Uberexpressionslinien und d476 verhielten sich unter Was-
sermangel Uberwiegend vergleichbar (Abbildung 40, e) zu pATHBG6::LUC. Erst bei einem Was-
serpotential von -1,2 MPa war die relative Keimungsrate um 4,4-23 % hoher verglichen mit
pATHBG6::LUC, aber nicht signifikant (p > 0,05).

Huang (2014) stellte fest, dass weder in Gegenwart von ABA noch bei Wassermangel durch
Mannitzugabe ins Medium die Keimungsreaktion der ahrll-Mutante im Vergleich zu
pATHBG6::LUC verandert ist. Dies konnte hier fir Wassermangel — jedoch hervorgerufen durch
Sorbit — bestatigt und um die Ergebnisse der AHR11-Uberexpressionslinien und d476 erweitert
werden. Abweichend konnte hier ein negativer Einfluss von AHR11 auf die ABA-bedingte In-

hibierung der Keimung gezeigt werden, auch wenn dieser nur als gering zu bewerten ist.
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Abbildung 40: Keimung von AHR11-Linien unter Stress durch Wassermangel oder in Gegenwart
von ABA. Die AHR11-Linien und pATHB6::LUC wurden auf MSo,sxzucker-Medium ohne Zusatz (a, b), mit
steigenden Konzentrationen an Sorbit (c, €) — zur Verringerung des Wasserpotentials — oder ABA (d, f)
ausgebracht und fur zwei Tage unter Licht und 4 °C stratifiziert. Nach drei weiteren Tagen Inkubation
bei 22 °C und Dauerlicht (60 pmol x m2x s?1) wurde die Keimungsrate bestimmt. Die relative
Keimungsrate ergibt sich aus dem Verhaltnis zur Keimungsrate (96,3—100 %, a und b) auf MSo sxzucker-
Medium ohne Zugabe von Sorbit oder ABA, die auf 100 % gesetzt wurde. Die dargestellten Messpunkte
ergeben sich aus dem Mittelwert (X + s) von drei biologischen Replikaten mit jeweils drei technischen
Replikaten (n = 50). Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Zweistichproben-t-Test (** p < 0,01;
*p <0,05).
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Die Keimungsrate der JAM2-Uberexpressionslinien und jam2 (98,7—100 % bzw. 100 %) auf
MSo sxzucker-Medium war mit der Keimungsrate von pATHB6::LUC (100 %) vergleichbar (Abbil-
dung 41, a). Nur JAM20OE-11 wies eine um 1,2 % signifikant geringere Keimungsrate
(* p < 0,05) als pATHBG6::LUC auf. Von einer erhéhten Dormanz durch JAM2 ist deshalb nicht

auszugehen.
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Abbildung 41: Keimung von JAM2-Linien unter Stress durch Wassermangel oder in Gegenwart
von ABA. Die JAM2-Linien und pATHBG6::LUC wurden auf MSo,sxzucker-Medium ohne Zusatz (a), mit
steigenden Konzentrationen an Sorbit (c) — zur Verringerung des Wasserpotentials — oder ABA (b)
ausgebracht und fur zwei Tage unter Licht und 4 °C stratifiziert. Nach drei weiteren Tagen Inkubation
bei 22 °C und Dauerlicht (60 pmol x m-2 x s'1) wurde die Keimungsrate bestimmt. Die relative Keimungs-
rate ergibt sich aus dem Verhaltnis zur Keimungsrate (98,7—100 %, a) auf MSosxzucker-Medium ohne
Zugabe von Sorbit oder ABA, die auf 100 % gesetzt wurde. Die dargestellten Messpunkte ergeben sich
aus dem Mittelwert (X £ s) von drei biologischen Replikaten mit jeweils drei technischen Replikaten
(n 2 50). Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Zweistichproben-t-Test (** p < 0,01; * p < 0,05).

Die Keimungsrate auf MSo sxzucker-Medium wurde auch hier fur alle Linien auf 100 % gesetzt
und die auf MSg sxzucker-Medium mit ABA oder Sorbit bestimmte Keimungsrate darauf bezogen
(Abbildung 41, b und c). Die JAM2-Uberexpressionslinien wiesen bei einem Wasserpotential
von -1,2 bis -0,8 MPa oder in Gegenwart von 0,3-30 pM ABA eine geringere relative Kei-

mungsrate auf als pATHBG6::LUC. jam2 hingegen zeigte bei einem Wasserpotential
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von -1,2 bis -1 MPa oder 0,3—-30 uM ABA eine hohere relative Keimungsrate. Die relative Kei-
mungsrate war bei -1 MPa (* p < 0,05 fir JAM20OE-12) und -0,8 MPa (* p < 0,05 fur JAM20OE-
3,-12 und -13; ** p < 0,01 fir JAM20OE-11) bzw. 0,3 uM ABA (* p < 0,05 fuir JAM20OE-11, -12,
-13; **p < 0,01 fir JAM20OE-3) und 1 uM ABA (* p < 0,05 fiir JAM2-Uberexpressionslinien;
** p < 0,01 fur jam2) sogar signifikant unterschiedlich zu pATHB6::LUC. Fiur JAM2 konnte da-
mit kein Einfluss auf die Dormanz gezeigt werden, wohl aber ein positiver Einfluss auf die

durch ABA- bzw. Wassermangel-bedingte Inhibierung der Keimung.

2.5.2 Wurzelwachstum

Um zu testen, ob AHR11 oder JAM2 einen generellen Effekt auf das Wurzelwachstum haben
bzw. ABA oder Wassermangel einen AHR11- bzw. JAM2-bedingten Effekt auf das Wurzel-
wachstum hervorrufen kénnen, wurde ein Wurzelwachstums-Versuch durchgefiihrt. Dazu wur-
den vier Tage alte Keimlinge der AHR11- und JAM2-Linien auf MSg sxzucker-Medium ohne oder
mit steigenden Konzentrationen an ABA bzw. Sorbit umgesetzt und fur weitere drei Tage unter
Dauerlicht bei 22 °C inkubiert. Nach der Inkubation wurde der Wurzelzuwachs ausgemessen.
Auch hier wurde wie schon im Keimungs-Versuch Sorbit zur Simulierung von Wassermangel
verwendet. Da der Reiz des Wassermangels nur tber die Wurzel der Keimlinge wahrgenom-
men werden sollte, wurden das Hypokotyl und die Kotyledonen auf Parafilm aufgelegt.

Das Wurzelwachstum von ahrll wurde bereits von Huang (2014) untersucht. Sie stellte fest,
dass ahrll unter Kontrollbedingungen im Gegensatz zu pATHBG6::LUC eine um 0,6—0,9 mm
langere Wurzel aufweist. Dies konnte hier nicht bestatigt werden. In dem hier gezeigten Ver-
such (Abbildung 42, a) weist ahrll eine um 4,36 mm signifikant (** p < 0,01) kirzere Wurzel
als pATHBG6::LUC auf. Die Exposition gegeniber steigenden Konzentrationen an ABA (Abbil-
dung 42, b) fuhrte fir beide Linien zunachst zu einer Forderung des Wurzelwachstums
(0,3 uM ABA) und dann zu einer vergleichbaren Reduzierung (> 1 uM ABA) des Wurzel-
wachstums, das auch den Beobachtungen von Huang (2014) entspricht. Unter Wassermangel
(Abbildung 42, c) — simuliert durch steigende Sorbit-Konzentrationen — weist ahrll ein um 11—
24 % hoheres Wurzelwachstum als pATHBG6::LUC auf, das bei einem Wasserpotential von -
0,4 MPa sogar signifikant (* p < 0,05) ist. Das Verhalten von ahrll auf Wassermangel ist ge-
gensatzlich zu den Beobachtungen von Huang (2014). Sie stellte ein signifikant hypersensiti-

ves Verhalten von ahrl11 auf Wassermangel fest.
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Abbildung 42: Relatives Wurzelwachstum von ahr11 unter Stress durch Wassermangel oder in
Gegenwart von ABA. Vier Tage alte Keimlinge (Stratifikation bei 4 °C fur zwei Tage; Keimung bei 22 °C
und Dauerlicht (60 pmol x m2 x s1)) von pATHBG6::LUC und ahrl11 wurden auf MSo sxzucker-Medium ohne
(a) oder mit ABA bzw. Sorbit (c, d) oder Mannit (d) umgesetzt und fir weitere drei Tage unter Dauerlicht
bei 22 °C inkubiert. Der Zusatz von Sorbit bzw. Mannit wurde zur Simulation von Wassermangel ver-
wendet. Das Hypocotyl und die Kotyledonen wurden auf Sorbit- oder Mannit-haltigem Medium auf Pa-
rafilm aufgelegt, damit der Reiz des simulierten Wassermangels nur Uber die Wurzel erfolgt. Die Doku-
mentation des Wurzelwachstums erfolgte mit dem HP Scanjet G4050 und das Ausmessen der Wurzel-
lange mit dem Programm ImageJ 1.48v. Die dargestellten Daten ergeben sich aus dem Mittelwert (£ s)
von drei (b, ¢, d) bzw. sechs (a) biologischen Replikaten mit jeweils 17 < n < 23 Wuzeln. Die Wurzel-
lange von pATHBG6::LUC (a, 11,46 £ 2,02 mm) auf MSosxzucker-Medium wurde auf 100 % gesetzt und
die Wurzellange von ahrll darauf bezogen bzw. die Wurzellange beider Linien (b, pATHB6::LUC
11,61 + 0,95 mm, ahrll 7,80 + 1,54 mm; ¢, pATHBG6::LUC 10,29 + 1,92 mm, ahrll 6,25 + 1,82 mm; d,
pATHB6::LUC 12,59 + 1,16 mm, ahrl1 8,12 + 3,14 mm) auf MSo sxzucker-Medium wurde auf 100 % ge-
setzt und die jeweilige Wurzellange auf MSo sxzucker-Medium mit ABA, Sorbit oder Mannit darauf bezo-
gen. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Zweistichproben-t-Test (** p < 0,01; * p < 0,05).
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Im Versuch von Huang (2014) wurde Wassermangel tiber Mannit simuliert. In den letzten Jah-
ren stellte sich aber heraus, dass Mannit von spezifischen Rezeptoren wahrgenommen wer-
den kann, die einen Einfluss auf die Wachstumshemmung haben. Mannit wird oftmals von
Pilzen abgegeben und induziert deshalb neben osmotischem Stress auch biotischen Stress
(Claeys et al. 2014; Trontin et al. 2014). Um auszuschlieRen, dass das unterschiedliche Ver-
halten auf die Simulation des Wassermangels mit Mannit bzw. Sorbit zuriickzufihren ist,
wurde der Versuch fir ein Wasserpotential von -0,4 MPa mit Mannit bzw. Sorbit (Abbildung
42, d) wiederholt. Dabei zeigte sich, dass sowohl Mannit als auch Sorbit zu einem etwa 7-8 %
héheren Wurzelwachstum von ahrll im Vergleich zu pATHBG6::LUC flihrt. Die Ergebnisse von
Huang (2014) konnten somit nur in der Hinsicht bestatigt werden, dass das Wurzelwachstum
von ahrll durch ABA nicht beeinflusst wird. Die Mutante ahrll zeigte hier unter Kontrollbe-
dingungen ein wesentlich geringeres Wurzelwachstum als pATHB6::LUC und Wassermangel

fuhrte zu einer insensitiven Reaktion des Wurzelwachstums von ahr11.

Fur die AHR11-Uberexpressionslinien und d476 wurde noch kein Effekt auf das Wurzelwachs-
tum beschrieben. Die AHR11-Uberexpressionslinien und d476 wiesen unter Kontrollbedingun-
gen (Abbildung 43, a) eine 0,40-1,61 mm bzw. 0,76 mm kurzere Wurzel als pATHB6::LUC
auf. Das Ergebnis war jedoch nicht signifikant (p > 0,05). Unter ABA-Exposition (3 uM ABA;
Abbildung 43, b) reduzierte sich das Wurzelwachstum der AHR11-Uberexpressionlinien um
35-37 % und fir d476 um 23 %. Jedoch waren auch diese Ergebnisse nicht signifikant unter-
schiedlich zur Kontrolle pATHB6::LUC, die selber eine Reduktion des Wurzelwachstums um
39 % aufwies. Ahnliche Resultate wurden unter Wassermangel (Abbildung 43, c) erzielt. Auch
hier zeigten die AHR11-Uberexpressionslinien und d476 keinen signifikanten Unterschied im
Wurzelwachstum zu pATHBG6::LUC. Den hier dargestellten Ergebnissen zu Folge zeigt AHR11
sowohl keinen generellen Einfluss auf das Wurzelwachstum als auch keinen durch ABA oder
Wassermangel hervorgerufenen Effekt. Der in der Mutante ahrll beobachtete generelle Ein-
fluss auf das Wurzelwachstum und das in Verbindung mit Sorbit gezeigte insensitive Wurzel-

wachstum kénnen nicht direkt auf die Funktion von AHR11 zuriickgefiihrt werden.
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Abbildung 43: Relatives Wurzelwachstum von AHR11-Uberexpressionslinien und d476 unter
Stress durch Wassermangel oder in Gegenwart von ABA. Die Bestimmung der relativen Wurzel-
lange erfolgte wie zuvor in Abbildung 42 beschrieben. Fur die Analyse wurden Keimlinge der AHR11-
Uberexpressionslinien, von d476 und pATHB6::LUC auf MSo,sxzucke-Medium ohne (a) oder mit ABA (b)
bzw. Sorbit (c) umgesetzt. Die dargestellten Daten ergeben sich aus dem Mittelwert (+ s) von drei bio-
logischen Replikaten mit jeweils 15 <n <22 Wurzeln. Die Wurzellange von pATHBG6::LUC (a,
11,14 + 3,27 mm) auf MSo,sxzucker-Medium wurde auf 100 % gesetzt und die Wurzellange der AHR11-
Uberexpressionslinien und d476 darauf bezogen bzw. die Wurzellange aller Linien (b und c,
pATHB6::LUC 11,14 + 3,27 mm, AHR11OE-2 10,76 + 4,35 mm, AHR110E-4 9,53 % 3,41 mm,
AHR110E-6 10,64 + 4,72 mm, AHR110OE-8 10,23 + 4,05 mm, d476 10,38 + 4,39 mm) auf MSo sxzucker-
Medium wurde auf 100 % gesetzt und die jeweilige Wurzellange auf MSo sxzucker-Medium mit ABA oder
Sorbit darauf bezogen. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Zweistichproben-t-Test und fihrte
zu keinem signifikanten Ergebnis (p > 0,05).

Nachdem eine physiologische Relevanz von JAM2 auf die Keimung gezeigt wurde, sollte nun
untersucht werden, ob JAM2 auch einen Einfluss auf das Wurzelwachstum hat. Unter Kon-
trollbedingungen (Abbildung 44, a) wiesen die JAM2-Uberexpressionslinien und jam2 ein nicht

signifikant unterschiedliches Wurzelwachstum im Vergleich zu pATHB6::LUC auf.
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Abbildung 44: Relatives Wurzelwachstum von JAM2-Uberexpressionslinien und jam2 unter
Stress durch Wassermangel oder in Gegenwart von ABA. Die Bestimmung der relativen Wurzel-
lange erfolgte wie zuvor in Abbildung 42 beschrieben. Die dargestellten Daten ergeben sich aus dem
Mittelwert (£ s) von drei (b und ¢) bzw. sechs (a) biologischen Replikaten mit jeweils 11 < n < 26 Wuzeln.
Die Wurzellange von pATHB6::LUC (a, 11,46 + 2,02 mm) auf MSo sxzucker-Medium wurde auf 100 % ge-
setzt und die Wurzellange der JAM2-Uberexpressionslinien und jam2 (a) darauf bezogen bzw. die Wur-
zellange der jeweiligen Linien (b, pATHB6::LUC 11,61 % 0,96 mm, JAM2OE-3 12,50 £ 0,70 mm,
JAM20OE-11 10,84 + 0,50 mm, JAM20OE-12 11,47 + 0,76 mm, JAM20OE-13 11,49 + 0,30 mm, jam2
10,04 + 0,59 mm; c, pATHB6::LUC 10,29 +1,92 mm, JAM2OE-3 11,52 +1,63 mm, JAM2OE-11
11,01 + 0,27 mm, JAM20OE-12 10,55 + 0,58 mm, JAM20OE-13 10,12 + 2,20 mm, jam2 9,05 + 0,93 mm)
auf MSo sxzucker-Medium wurde auf 100 % gesetzt und die jeweilige Wurzellange auf MSo sxzucker-Medium
mit ABA (b) oder Sorbit (c) darauf bezogen. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Zweistichpro-
ben-t-Test (** p < 0,01; * p < 0,05).

Unter Exposition gegentiber 0,3 uM ABA (Abbildung 44, b) konnte fiur die JAM2-Uberexpres-
sionslinien, jam2 und pATHBG6::LUC zun&chst ein Anstieg des relativen Wurzelwachstums ver-
zeichnet werden. Das relative Wurzelwachstum der JAM2-Uberexpressionslinien lag aber ins-
gesamt um 3-21 % unterhalb und das von jam2 15 % oberhalb des relativen Wurzelwachs-
tums von pATHBG6::LUC (p > 0,05). Eine Erh6hung der ABA-Konzentration flhrte zu einer Ver-
ringerung des Wurzelwachstums aller Linien. Wobei die JAM2-Uberexpressions-linien ein zum
Teil signifikant geringeres relatives Wurzelwachstum (9-29 %; * p < 0,05 fur JAM20OE-11, -12
und -13 bei 1 uM ABA; * p < 0,05 fur JAM20OE-13 bei 3 pM ABA; * p < 0,05 fur JAM20OE-12
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und ** p < 0,01 JAM20OE-13 bei 10 uM ABA) als pATHBG6::LUC aufwiesen. Das relative Wur-
zelwachstum von jam2 war hingegen vergleichbar zu pATHBG6::LUC. Unter Wassermangel
(Abbildung 44, c) zeigten weder die JAM2-Uberexpressionslinien noch jam2 ein zu pA-
THB6::LUC signifikant unterschiedliches Wurzelwachstum. JAM2 hat den Ergebnissen zu
Folge weder einen generellen Einfluss auf das Wurzelwachstum noch einen Einfluss in Zu-
sammenhang mit Wassermangel, JAM2 erhoht aber womdéglich in geringem Mal3 die Emp-

findlichkeit gegeniiber exogener ABA.

2.6 Funktionelle Einordnung von JAM2 in den ABA-Signalweg

Nachdem JAM2 eine ABA-abhangige Aktivierung des ABA-Reportersystems in Protoplasten
auslosen konnte, einen positiven Einfluss auf die ABA-abhéangige Inhibierung der Keimung
hatte, einen geringen Einfluss auf die ABA-vermittelte Inhibierung des Wurzelwachstums
zeigte und zudem den ABA-abhangigen Reporter in transgenen Keimlingen induzieren konnte,
sollte geklart werden, an welcher Stelle JAM2 im ABA-Signalweg einzuordnen ist. Als Grund-
lage fir die Einordnung diente die von Raghavendra et al. (2010) beschriebene ABA-Signal-

kaskade.

2.6.1 Interaktion zwischen JAM2 und den RCARs

Das oberste Glied in der ABA-Signalkaskade ist der ABA-Rezeptorkomplex, der aus einem
RCAR und einer PP2C der Gruppe A geformt wird (Raghavendra et al. 2010). Da Aleman et
al. (2016) eine Interaktion zwischen dem JAM2-verwandten MYC2 mit der ABA-Rezeptor-kom-
ponente RCAR9 zeigen konnten, stellte sich die Frage, ob JAM2 oder eines der beiden ande-
ren JAMs ebenfalls mit RCARO9 interagieren kann. Daraufhin wurde ein Y2H mit den JAMs und
RCAR9 durchgefihrt. Als Kontrolle wurde die MYC2-RCAR9-Interaktion mitgefuihrt. Die
Wachstumskontrolle (-L/-W) ist im Anhang (Abbildung 80, a) dargestellt. Die Interaktion zwi-
schen MYC2 und RCAR9 konnte bestétigt werden (Abbildung 45, a). Ein erst nach zehn Tagen
auftretendes Wachstum der Hefen auf -L-W-H ohne Zugabe von ABA konnte nicht bestatigt
werden. Eine Interaktion von MYC2 und RCAR9 konnte hier bereits nach drei Tagen Inkuba-
tion gezeigt werden. Unter Zugabe von 10 uM ABA ergab sich lediglich ein stéarkeres Wachs-
tum der Hefen. Zwischen MYC2 und RCARS8 konnte wie schon bei Aleman et al. (2016) keine
Interaktion gezeigt werden. Die Interaktionsanalyse zwischen den JAMs und RCAR9 ergab
sowohl ohne als auch mit Zugabe von ABA keine Interaktion. Auch zu RCARS zeigte keines
der JAMs eine Interaktion. Um zu tberpriifen, ob JAM2 vielleicht zu einem der anderen RCARs

eine Interaktion zeigt, wurde der Y2H mit den zwoélf verbleibenden RCARs wiederholt. Die
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Wachstumskontrolle (-L/-W) ist im Anhang (Abbildung 80, b) dargestellt. JAM2 zeigte aber
auch mit den verbleibenden zwdolf RCARs keine Interaktion (Abbildung 45, b). Die Interaktion
mit einem RCAR scheint somit spezifisch fur MYC2 zu sein. JAM2 kann den Ergebnissen zu
Folge nicht Uber eine direkte Interaktion zu den RCARs in den ABA-Signalweg eingeordnet

werden.

a) AD-JAM1 AD-JAM2 AD-JAM3 AD-MYC2

BD-RACRS
BD-RCAR9
BD-LV

-L-W-H

BD-RACRS
BD-RCAR9
BD-LV

-L-W-H
+ABA

b) -L-W-H -L-W-H, +ABA

AD-LV AD-JAM2 AD-LV AD-JAM2
BD-RACR1

BD-RCAR2
BD-RCAR3
BD-RACR4
BD-RCARS5
BD-RCAR®6
BD-RACR7
BD-RCARS
BD-RCAR9

BD-RCAR10
BD-RCAR11
BD-RCAR12
BD-RCAR13
BD-RCAR14

Abbildung 45: Analyse der Interaktion zwischen MYC2/JAMs und RCARs. a) Y2H-Interaktionsana-
lyse zwischen MYC2/JAMs und RCAR8 bzw. RCAR9. MYC2 bzw. die JAMs wurden fir die Interakti-
onsanalyse mit der AD und die RCARs mit der BD fusioniert. Eine Hefeeinzelkolonie wurde in 100 pl
ddH20 resuspendiert und 1:10 bzw. 1:100 verdunnt. Die Verdiinnungsreihe wurde auf SD-Medium ohne
Leucin und Tryptophan (-L/-W, Wachstumskontrolle, siehe Abbildung 80 im Anhang) sowie auf SD-
Medium zusétzlich ohne Histidin und ABA (-L-W-H, Interaktionstest) bzw. mit 10 uM ABA (-L-W-H,
+ ABA) aufgetropft und fir 3 d bei 30 °C inkubiert. b) Y2H-Interaktionsanalyse zwischen JAM2 und
RCARs. Der Versuch erfolgte wie unter a) beschrieben. Der Y2H (a, b) wurde zweimal unabhangig
wiederholt.
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2.6.2 Einfluss von SnRK2.2, SnRK2.3 und SnRK2.6 auf die JAM2-vermittelte ABA-Ant-

wort

Die Pflanzen-spezifischen Serin/Threonin-Kinasen der SnRK2-Familie lassen sich laut Kulik
et al. (2011) in drei Gruppen unterteilen. Zur ersten Gruppe zahlen Kinasen, die nicht durch
ABA aktiviert werden, zur Zweiten zahlen Kinasen, die nicht oder wenig durch ABA aktiviert
werden, und zur Dritten zahlen Kinasen, die stark durch ABA aktiviert werden. Die dritte
Gruppe umfasst SRK2D/SnRK2.2, SRK2I/SnRK2.3 sowie SRK2E/OST1/SnRK2.6 und wird
Uber die PP2Cs der ABA-Signalkaskade negativ reguliert. Die Aktivierung der Kinase-Funktion
der drei SnRK2s kommt durch eine ABA-vermittelte Inaktivierung der PP2Cs zustande und
fuhrt zu einer Aktivierung der nachfolgenden ABFs (Raghavendra et al. 2010). Um zu testen,
ob die SnRK2s der Gruppe drei einen Einfluss auf die JAM2-vermittelte Aktivierung der ABA-
Antwort haben, wurde das ABA-Reportersystem zusammen mit JAM2 in Protoplasten von
SnRK2-Doppel-Knockouts (snrk2.2/snrk2.3, snrk2.2/snrk2.6, snrk2.3/ snrk2.6) angewendet.
Die Triple-Mutante aus snrk2.2/snrk2.3/snrk2.6 konnte flr Protoplasten-Experimente nicht ver-
wendet werden, da sich zu wenig Saatgut ergab.

Die transiente Expression von JAM2 in snrk2.2/snrk2.3, snrk2.2/snrk2.6 und snrk2.3/snrk2.6
fuhrte ohne exogene Zugabe von ABA zu keiner JAM2-spezifischen Aktivierung der ABA-Ant-
wort (Abbildung 46, a, ¢ und e). Die Induktion durch JAM2 war liberwiegend vergleichbar mit
der des LV. 10 ug Effektor-DNA von JAMZ2 fuhrten schlieRlich in snrk2.2/snrk2.6 und
snrk2.3/snrk2.6 zu einer 51 % bzw. 10 % geringeren Induktion der ABA-Antwort als der LV
und in snrk2.2/snrk2.3 nur zu einer 1,3-fach hoheren Induktion der ABA-Antwort als der LV.
Durch Zugabe von ABA kam es in snrk2.2/snrk2.3 und snrk2.3/snrk2.6 zu einer JAM2-vermit-
telten Aktivierung der ABA-Antwort (Abbildung 46, b und f), die unabhangig von der Menge an
eingesetzter Effektor-DNA immer 2- bis 5-fach hoher als die durch den LV ausgeltste ABA-
Antwort war. In snrk2.2/snrk2.6 konnte durch Zugabe von ABA auch eine JAM2-vermittelte
Aktivierung der ABA-Antwort ausgeldst werden (Abbildung 46, d), jedoch war diese im Ver-
gleich zu ABA-Antwort in snrk2.2/snrk2.3 und snrk2.3/snrk2.6 um 75 % geringer. SnRK2.3
scheint demzufolge keine wesentliche Rolle fur die JAM2-vermittelte Aktivierung der ABA-Ant-
wort zu spielen. Jedoch reicht die alleinige Anwesenheit von ShnRK2.2 oder SnRK2.6 aus, um

eine JAM2-vermittelte Aktivierung der ABA-Antwort auszuldsen.
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Abbildung 46: Induktion der ABA-abhéngigen Genexpression durch JAM2 in snrk2-Protoplas-
ten. Protoplasten (105/100 pl) von zwei bis drei Wochen alten Blattern wurden mit 3 pg p35S::GUS,
4 pg pRD29B::LUC und steigenden Mengen an Effektor (p35S::JAM2; p35S::MCS, LV) transformiert.
Die Protoplasten wurden ohne (a, c, €) oder mit 3 pM ABA (b, d, f) fir 16 + 1 h bei 25 °C inkubiert. Die
Luciferaseaktivitat wurde als CPS gemessen und auf die B-Glucuronidaseaktivitat, gemessen als RFU,
bezogen. Der Messwert ohne ABA und Effektor (a und b, 4,4 kCPS/RFU; c und d 4,2 kKCPS/RFU; e und
f 3,3 KCPS/RFU) wurde auf eins gesetzt und die anderen Messwerte darauf bezogen. Die Messungen
erfolgten in Triplikaten und wurden zweimal unabhangig wiederholt. Dargestellt ist der Mittelwert mit
Standardabweichung (X £ s) aus drei biologischen Replikaten. Die statistische Auswertung erfolgte mit
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dem Zweistichproben-t-Test und fiihrte zu keinem signifikanten Ergebnis (p > 0,05).
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2.6.3 Einfluss der ABFs auf die JAM2-vermittelte ABA-Antwort

Das unterste Glied in der ABA-Signalkaskade bilden die ABFs, die zur Familie der bZIP-Tran-
skriptionsfaktoren gehdren. Sie werden durch die Phosphorylierung der ShnRK2s aktiviert und
leiten die ABA-induzierte Genexpression ein (Raghavendra et al. 2010). Aufgrund der positi-
ven Wirkung von JAM2 auf die ABA-Antwort und die Abhéngigkeit von SnRK2.2 und SnRK2.6,
stellte sich die Frage, ob JAM2 eine gleichwertige Position neben den ABFs einnimmt. Von
den finf ABFs wirken vorwiegend ABF1-ABF4 auf die ABA-induzierte Genexpression (Yos-
hida et al. 2015). Um zu Uberprifen, ob JAM2 eine gleichwertige Position zu den ABFs ein-
nimmt, wurde Effektor-DNA von JAM2 zusammen mit dem ABA-Reporter-system in
abf2/abf3/abf4-Protoplasten eingebracht. Dabei zeigte sich, dass JAMZ2 in den abf2/abf3/abf4-
Protoplasten keine ABA-Antwort auslosen kann (Abbildung 47, a). Mit 10 pg Effektor-DNA von
JAM2 kam es nur zu einer 2-fachen Induktion der Reporteraktivitat. Die Induktion von JAM2
entsprach zudem der durch den LV ausgeltsten Reporteraktivitéat. Auch die Zugabe von exo-
gener ABA fuhrte zu keiner Induktion der JAM2-bedingten ABA-Antwort in abf2/abf3/abf4-Pro-
toplasten. Die Reporteraktivitat ausgeldst durch JAM2 oder den LV mit exogener ABA war
vergleichbar mit der Reporteraktivitit ohne ABA-Zugabe (Abbildung 47, b). Die in den
abf2/abf3/abf4-Protoplasten vorhandenen ABFs ABF1 und ABI5 scheinen fir die JAM2-be-
dingte ABA-Antwort nicht entscheidend zu sein, aber ABF2, ABF3 und ABF4 oder auch nur
eine der drei ABFs. JAM2 nimmt somit keine gleichwertige Position zu den ABFs in der ABA-

Signalkaskade ein.
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Abbildung 47: Induktion der ABA-abh&angigen Genexpression durch JAM2 in abf2/abf3/abf4-Pro-
toplasten. Protoplasten (10%100 pl) von zwei bis drei Wochen alten Blattern wurden mit 3 ug
p35S::GUS, 4 ug pRD29B::LUC und steigenden Mengen an Effektor (p35S::JAM2; p35S::MCS, LV)
transformiert. Die Protoplasten wurden ohne (a) oder mit 3 uM ABA (b) fir 16 + 1 h bei 25 °C inkubiert.
Die Luciferaseaktivitat wurde als CPS gemessen und auf die B-Glucuronidaseaktivitat, gemessen als
RFU, bezogen. Der Messwert ohne ABA und Effektor (a und b, 1,8 kCPS/RFU) wurde auf eins gesetzt
und die anderen Messwerte darauf bezogen. Die Messungen erfolgten in Triplikaten und wurden zwei-
mal unabhéangig wiederholt. Dargestellt ist der Mittelwert mit Standardabweichung (X = s) aus drei bio-
logischen Replikaten. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Zweistichproben-t-Test und fuhrte
zu keinem signifikanten Ergebnis (p > 0,05).
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Um herauszufinden, ob eine oder alle der drei ABFs fir die JAM2-bedingte ABA-Antwort not-
wendig sind, wurde der Versuch in Einzel-Knockouts von ABF2-4 wiederholt. Dabei zeigte sich
auch hier, dass ohne exogene Zugabe von ABA JAM2 in den ABF-Single-Knockouts (Abbil-
dung 48, a, c und e) wie zuvor auch in den SnRK2-Doppel-Knockouts und in der ABF-Triple-
Knockout keine ABA-Antwort auslésen kann. 10 pug der Effektor-DNA von JAM2 flhrten in
abf3-Protoplasten zu keiner héheren Reporteraktivitat als der LV. In abf2- und abf4-Protoplas-
ten l6sten 10 pg der Effektor-DNA von JAM2 zwar eine 2,1- bis 11-fach héhere Reporterakti-
vitat als der LV aus, die Standardabweichung war fiir diesen Messpunkt aber auch relativ hoch.
Durch die Zugabe von ABA konnte in abf2- und abf4-Protoplasten jedoch nicht in abf3-Protop-
lasten eine JAM2-bedingte ABA-Antwort ausgelést werden (Abbildung 48, b, d und f). Mit
10 pug Effektor-DNA von JAM2 wurde in abf2- und abf4-Protoplasten eine 4,6-fach bzw. 6,9-
fach hohere Reporteraktivitat induziert als durch den LV. In abf3-Protoplasten war die durch
JAM2 ausgeldste Reporteraktivitat vergleichbar mit der des LV. Fur die JAM2-bedingte ABA-
Antwort sind somit nicht alle drei ABFs essentiell, sondern nur ABF3.

Aufgrund der Ergebnisse lag die Vermutung nahe, dass JAM2 nicht wie die ABFs direkt einen
Einfluss auf den ABA-Signalweg hat, sondern tber eine Interaktion zu ABF3 eine férdernde
Funktion auf den ABA-Signalweg ausiibt. Die Vermutung wurde Uber Interaktionsstudien im
P2H Uberprift. Dabei wurde nicht nur eine mdgliche Interaktion zu ABF3 Uberprift, sondern
auch zu den vier weiteren ABFs. Der P2H wurde in aba2-1-Protoplasten durchgefihrt, um
gleichzeitig Effekte von geringen endogenen ABA-Gehalten auf eine mdgliche Interaktion un-
tersuchen zu kénnen. Ohne exogene ABA zeigte JAM2 im P2H keine Interaktion mit ABF2,
ABF3 und ABF4 und nur eine geringe Interaktion mit ABF1 und ABI5 (Abbildung 49, a). Die
Reporteraktivitat zwischen JAM2-VP16 und LV-VP16 mit GAL4BD-ABF2, GAL4BD-ABF3 o-
der GAL4BD-ABF4 unterschied sich nur gering (0,9- bis 2,0-fach). Mit GAL4BD-ABF1 und
GAL4BD-ABI5 zeigte JAM2-VP16 eine 2,6- bis 2,7-fach hthere Reporteraktivitat als LV-VP16.
Jedoch sind die Ergebnisse fir JAM2-VP16 und GAL4BD-ABF1 bzw. GAL4BD-ABI5 mit Vor-
sicht zu betrachten, da JAM2-VP16 auch mit GAL4BD-LV eine 2,5-fach hdhere Reporterakti-
vitdt als LV-VP16 mit GAL4BD-LV ausloste. Des Weiteren wiesen die GAL4ABD-ABF-Kon-
strukte mit LV-VP16 eine 1,4- bis 6,9-fach hohere Reporteraktivitat auf als GAL4BD-LV mit
LV-VP16, was auch fir eine Autoaktivitat seitens der ABFs spricht. Mit exogener ABA zeigten
die ABFs eine deutliche Zunahme der Autoaktivitat (Abbildung 49, b). Die Reporteraktivitat war
in der Kombination GAL4BD-ABF und LV-VP16 bei ABA-Zugabe 11- bis 57-fach héher als
ohne ABA-Zugabe. JAM2-VP16 fuhrte im Vergleich zu LV-VP16 mit exogener ABA zu einer
2,2- bis 3,4-fachen Steigerung der Reporteraktivitaét mit den GAL4BD-ABF1-4 und zu einer
3,4-fachen Steigerung mit GAL4BD-LV. Die Induktion der Reporteraktivitat von GAL4BD-ABI5
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mit JAM2-VP16 war 0,9-fach geringer als mit LV-VP16. Eine Interaktion zwischen JAM2 und
den ABFs ist anhand des P2H nur fir ABF1 und ABI5 zu vermuten.
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Abbildung 48: Induktion der ABA-abhangigen Genexpression durch JAM2 in abf-Protoplasten.
Protoplasten (105100 pl) von zwei bis drei Wochen alten Blattern wurden mit 3 pg p35S::GUS, 4 ug
pRD29B::LUC und steigenden Mengen an Effektor (p35S::JAM2; p35S::MCS, LV) transformiert. Die
Protoplasten wurden ohne (a, c, ) oder mit 3 uM ABA (b, d, f) fir 16 £ 1 h bei 25 °C inkubiert. Die
Luciferaseaktivitat wurde als CPS gemessen und auf die B-Glucuronidaseaktivitat, gemessen als RFU,
bezogen. Der Messwert ohne ABA und Effektor (a und b, 1,0 KCPS/RFU; c und d, 1,3 kCPS/RFU; e
und f, 1,7 kKCPS/RFU) wurde auf eins gesetzt und die anderen Messwerte darauf bezogen. Die Mes-
sungen erfolgten in Triplikaten und wurden zweimal unabhéngig wiederholt. Dargestellt ist der Mittelwert
mit Standardabweichung (X £ s) aus drei biologischen Replikaten. Die statistische Auswertung erfolgte
mit dem Zweistichproben-t-Test und fihrte in f) zu signifikanten Ergebnissen (* p < 0,05; ** p < 0,01).
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Um die Ergebnisse des P2H zu tberprufen, wurde zuséatzlich ein Y2H mit JAM2 und den ABFs
durchgefuhrt. Im Y2H zeigte JAM2 keine Interaktion zu den ABFs (Abbildung 49, c). Die Inter-
aktion von JAM2 mit ABF1 und ABI5 aus dem P2H konnte somit nicht bestatigt werden. Auch
die Vermutung, dass JAM2 Uber eine direkte Interaktion mit ABF3 die ABA-Antwort fordert,

konnte weder Uber den P2H noch tber den Y2H unterstiitzt werden.
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Abbildung 49: Analyse einer JAM2-ABF-Interaktion. a-b) P2H mit JAM2 und den ABFs. aba2-1-
Protoplasten (105100 ul) von zwei bis drei Wochen alten Blattern wurden mit 3 pg p35S::GUS, 4 ug
pGAL4_UAS::LUC, 3 ug Effektor-VP16 (p35S::JAM2-VP16; p35S::MCS-VP16, LV-VP16) und 3 g
GAL4BD-Effektor (p35S::GAL4BD-ABF; p35S::GAL4BD-MCS, GAL4BD-LV) transformiert und fir
16 £ 1 h bei 25 °C ohne (a) oder mit 3 uM ABA (b) inkubiert. Die Luciferaseaktivitdt wurde als CPS
gemessen und auf die B-Glucuronidaseaktivitéat, gemessen als RFU, bezogen. Der Messwert mit 3 ug
GAL4BD-LV und LV-VP16 ohne ABA (3,2 kCPS/RFU) wurde auf eins gesetzt und die anderen Mess-
werte darauf bezogen. Die Messungen erfolgten in Triplikaten und wurden mindestens zweimal unab-
hangig wiederholt. Dargestellt ist der Mittelwert mit Standardabweichung (X £ s) aus drei biologischen
Replikaten. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Zweistichproben-t-Test und fihrte in b) zu
einem signifikanten Ergebnis (* p < 0,05). c) Y2H-Interaktionsanalyse zwischen JAM2 und den ABFs.
JAM2 wurde fur die Interaktionsanalyse mit der AD und die ABFs wurden mit der BD fusioniert. Eine
Hefeeinzelkolonie wurde in 100 pl ddHz20 resuspendiert und 1:10 bzw. 1:100 verdinnt. Die Verdun-
nungsreihe wurde auf SD-Medium ohne Leucin und Tryptophan (-L/-W, Wachstumskontrolle) sowie auf
SD-Medium zusétzlich ohne Histidin (-L-W-H, Interaktionstest) aufgetropft und fur 3 d bei 30 °C inku-
biert. Der Y2H wurde zweimal unabhéngig wiederholt.
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Wenn JAM2 die ABA-Antwort Uber eine direkte oder indirekte Interaktion zu den ABFs fordert,
dann sollte die durch JAM2-bedingte ABA-Antwort durch das Einbringen von ABF2, ABF3 oder
ABF4 in abf2/abf3/abf4-Protoplasten wiederhergestellt werden. Dieser Hypothese wurde mit
dem ABA-Reportersystem nachgegangen. Wie schon zuvor wurde Effektor-DNA von JAM2 in
abf2/abf3/abf4-Protoplasten titriert, nur dass zusatzlich in jeden Ansatz 0,3 ug Effektor-DNA
von ABF2, ABF3, ABF4 oder LV zugegeben wurden. Durch die Expression von ABF2, ABF3
und ABF4 ergab sich eine starke Induktion der ABA-Antwort, die durch die Zugabe von ABA
noch gesteigert werden konnte (vgl. die in Abbildung 50 angegebenen kCPS/RFU). Jedoch
konnte durch die Zugabe von ABF2, ABF3 oder ABF4 in abf2/abf3/abf4-Protoplasten keine
JAM2-vermittelte Stimulation der ABA-Antwort erzeugt werden (Abbildung 50). Eine JAM2-
vermittelte ABA-Antwort Uber eine direkte oder indirekte Interaktion mit den ABFs scheint dem-

zufolge eher unwahrscheinlich zu sein.
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Abbildung 50: Versuch zur Wiederherstellung der JAM2-induzierten ABA-Antwort durch Co-Ex-
pression von ABF2, ABF3 oder ABF4 in abf2/abf3/abf4-Protoplasten. Protoplasten (10%/100 pl) von
zwei bis drei Wochen alten abf2/abf3/abf4-Blattern wurden mit 3 pg p35S::GUS, 4 ug pRD29B::LUC,
0,3 ug Effektor (p35S::ABF; p35S::MCS, LV ) und steigenden Mengen an p35S::JAM2 transformiert.
Die Protoplasten wurden ohne (a) oder mit 3 uM ABA (b) fir 16 + 1 h bei 25 °C inkubiert. Die Lucifera-
seaktivitat wurde als CPS gemessen und auf die B-Glucuronidaseaktivitat, gemessen als RFU, bezo-
gen. Der Messwert mit Effektor und ohne p35S::JAM2 (a: 0,7 kKCPS/RFU mit p35S::MCS,
17,7 kCPS/RFU mit p35S::ABF2, 28,0 kKCPS/RFU mit p35S::ABF3, 50,0 kCPS/RFU mit p35S::ABF4; b:
1,1 kCPS/RFU mit p35S::MCS, 268,3 kCPS/RFU mit p35S::ABF2, 723,2 kCPS/RFU mit p35S::ABF3,
856,3 KCPS/RFU mit p35S::ABF4) wurde auf eins gesetzt und die anderen Messwerte darauf bezogen.
Die Messungen erfolgten in Triplikaten und wurden zweimal unabhéngig wiederholt. Dargestellt ist der
Mittelwert mit Standardabweichung (X £ s) aus drei biologischen Replikaten. Die statistische Auswer-
tung erfolgte mit dem Zweistichproben-t-Test und fuhrte zu keinem signifikanten Ergebnis (p > 0,05).

Es stellt sich somit die Frage, ob JAM2 tber die Wirkung als Transkriptionsfaktor eine regula-
torische Funktion auf die ABA-Antwort ausibt, indem JAM2 zum Beispiel positiv auf die Tran-
skription der ABFs einwirkt. Um dies zu Uberprifen, wurde die ABF3-CDS beziehungsweise
die ABF3-CDS unter der Kontrolle des endogenen Promotors (pABF3) zusammen mit JAM2
und dem ABA-Reportersystem in abf2/abf3/abf4-Protoplasten exprimiert. Sowohl ohne als

auch mit exogener ABA konnte eine Wiederherstellung der JAM2-vermittelten Induktion der
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ABA-Antwort beobachtet werden (Abbildung 51). Mit 10 pg Effektor-DNA von JAM2 und 0,3 pug
von pABF3::ABF3 wurde eine 12- bis 17-fache Steigerung der ABA-Antwort im Vergleich zur
Kontrolle ohne JAM2 erzielt. Dies entsprach auch der Steigerung, die zuvor in Col-0-Protop-
lasten bestimmt wurde. Durch Zugabe des LV oder ABF3 kam es nur zu einer 2- bis 5-fachen
Steigerung der ABA-Antwort. JAM2 scheint also positiv auf die Transkription von ABF3 zu

wirken, wodurch die ABA-Antwort gefordert wird.
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Abbildung 51: Versuch zur Wiederherstellung der JAM2-induzierten ABA-Antwort durch Co-Ex-
pression von pABF3::ABF3 in abf2/abf3/abf4-Protoplasten. Protoplasten (105100 pl) von zwei bis
drei Wochen alten abf2/abf3/abf4-Blattern wurden mit 3 pg p35S::GUS, 4 ug pRD29B::LUC, 0,3 ug Ef-
fektor (p35S::ABF3; pABF3::pABF3; p35S::MCS, LV) und steigenden Mengen an p35S::JAM2 transfor-
miert. Die Protoplasten wurden ohne (a) oder mit 3 uM ABA (b) versetzt und fiir 16 £ 1 h bei 25 °C
inkubiert. Die Luciferaseaktivitdt wurde als CPS gemessen und auf die B-Glucuronidaseaktivitat, ge-
messen als RFU, bezogen. Der Messwert mit Effektor und ohne p35S::JAM2 (a: 1,0 KCPS/RFU mit
p35S::MCS, 43,1 kCPS/RFU mit p35S::ABF3, 1,3 kKCPS/RFU mit pABF3::ABF3; b: 3,3 kCPS/RFU mit
p35S::MCS, 754 kCPS/RFU mit p35S::ABF3, 39,2 KCPS/RFU mit pABF3::ABF3) wurde auf eins ge-
setzt und die anderen Messwerte darauf bezogen. Die Messungen erfolgten in Triplikaten (X + s) und
wurden einmal unabhéngig wiederholt. Die Voraussetzungen einer statistischen Auswertung wurden
nicht erfullt.

Da JAM2 anscheinend keinen vergleichbaren Platz zu den ABFs im ABA-Signalweg einnimmt
und eher oberhalb der Signalkette (upstream) als positiver Regulator auf die ABA-Antwort
wirkt, ergab sich die Uberlegung, ob die Anwesenheit von JAM2 zudem positiv auf die Aktivitat
der ABFs (downstream) wirkt. Um dies zu untersuchen, wurde der von Mitsuda und Ohme-
Takagi (2009) beschriebene Transkriptionsfaktor-Aktivierungsassay verwendet. Die CDS der
Transkriptionsfaktoren — hier die ABFs — wurden dazu jeweils mit der CDS der GAL4BD unter
Kontrolle des 35S-Promotors fusioniert und zusammen mit einem Reporter-Konstrukt (Abbil-
dung 52, a), bestehend aus der Fusion der GAL4_UAS mit der CDS der Luciferase aus Pho-
tinus pyralis, in Protoplasten transfiziert. Als Transfektionskontrolle wurde der interne Standard
mitgefihrt. Hier wurde nicht nur untersucht, ob es sich im Fall der ABFs um Aktivatoren oder
Repressoren handelt, sondern auch wie sich andere Faktoren, wie ABA oder JAM2, auf die

Aktivitat der ABFs auswirken.
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Abbildung 52: Aktivierung der ABFs durch ABA und JAM2. a) Schematische Darstellung des Tran-
skriptionsfaktor-Aktivierungsassays (Details siehe Text). b-c) Aktivierungsassay in aba2-1-Proto-plas-
ten. Protoplasten (105/100 pl) von zwei bis drei Wochen alten Blattern wurden mit 3 pug p35S::GUS, 4 ug
pGAL4_UAS::LUC, 3 ng GAL4BD-Effektor (p35S::GAL4BD-ABF; p35S::GAL4BD-MCS, GAL4BD-LV)
und 3 ug Effektor (p35S::JAM2; p35S::MCS, LV) transformiert. Die Protoplasten wurden ohne (a) oder
mit 3 UM ABA (b) flir 16 £ 1 h bei 25 °C inkubiert. Die Luciferaseaktivitat wurde als CPS gemessen und
auf die B-Glucuronidaseaktivitat, gemessen als RFU, bezogen. Der Messwert mit GAL4BD-LV und LV
ohne ABA (a und b, 2,1 kKCPS/RFU ) wurde auf eins gesetzt und die anderen Messwerte darauf bezo-
gen. Die Messungen erfolgten in Triplikaten und wurden mindestens zweimal unabhangig wiederholt.
Dargestellt ist der Mittelwert mit Standardabweichung (X £ s) aus drei biologischen Replikaten. Die sta-
tistische Auswertung erfolgte mit dem Zweistichproben-t-Test und flhrte in c) zu signifikanten Ergebnis-
sen (* p < 0,05; * p < 0,01).

Um einen moglichen Einfluss von ABA besser beriicksichtigen zu kénnen, wurde der Versuch
in Protoplasten der ABA-defizienten Mutante aba2-1 durchgefiihrt. Ohne exogene ABA indu-
Zierten nur GAL4BD-ABF1 und GAL4BD-ABF3 den Reporter 3,3-fach bzw. 7,5-fach (Abbil-
dung 52, b). Die anderen GAL4BD-ABFs ergaben vergleichbare Reporteraktivitaten zur Kon-
trolle GAL4BD-LV. Die Zugabe von JAM2 erhohte die GAL4BD-ABF-bedingte Reporteraktivi-
tat in Abwesenheit exogener ABA nicht. Durch die Zugabe von ABA konnte die Reporterakti-
vitat durch die GAL4BD-ABFs um das 14- bis 56-fache gesteigert werden (Abbildung 52, c).

Eine weitere Steigerung der Reporteraktivitdat um das 2,4- bis 6,3-fache konnte durch JAM2
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erzielt werden. JAM2 hat demzufolge einen positiven Einfluss auf die Aktivitat der ABFs als

Transkriptionsfaktor, die aber von ABA abhangig ist.

In Anbetracht der Tatsache, dass JAM2 im Transkriptionsfaktor-Aktivierungsassay mit den
ABFs eine stimulierende Wirkung zeigte, nach den Ergebnissen des P2H jedoch nicht mit den
ABFs interagiert, stellte sich die Frage, ob die im P2H erhaltenen Ergebnisse eine Folge der
Fusion von JAM2 mit der aktivierend wirkenden VP16-Domaéne sind. Im P2H ist nicht sicher-
gestellt, dass die Reporteraktivitat nur durch eine Interaktion der Kandidatenproteine hervor-
gerufen wird. Es ist mdglich, dass es eine dritte Komponente gibt, die als Linker zwischen den
Kandidatenproteinen wirkt, oder — im besonderen Fall der Interaktionsstudie mit Transkripti-
onsfaktoren — dass sich der VP16-fusionierte Transkriptionsfaktor auf die Expression einer
dritten Komponente auswirkt, die wiederum einen Einfluss auf die Aktivitat des GAL4BD-fusi-
onierten Transkriptionsfaktors hat. Es wurde deshalb vermutet, dass die Fusion mit der VP16-
Domaéne eine potentielle negative regulatorische Funktion von JAM2 als Trans-kriptionsfaktor
maskiert und deshalb keine Aktivierung im P2H zu sehen war.

Dieses Argument wurde mit Hilfe des pGAL4_UAS::LUC-Reporters fir GAL4BD-ABF1 durch
Co-Expression von sowohl JAM2 als auch JAM2-VP16 uberprift. Um einen generellen Ein-
fluss von Fusionsproteinen auf die Aktivitat von JAM2 zu uberprifen, wurde das Experiment
durch Anséatze ergéanzt, in denen JAM2 N- oder C-terminal mit GREEN FLUO-RESCENT PRO-
TEIN (GFP) fusioniert war. Die verschiedenen JAM2-Varianten hatten ohne ABA einen for-
dernden Einfluss auf die GAL4BD-ABF1-bedingte Reporteraktivitat (Abbildung 53). GFP-
JAM2 sorgte mit einer 10,2-fachen Steigerung ohne ABA und 5,3-fachen Steigerung mit ABA
fur die hochste GAL4BD-ABF1-bedingte Reporteraktivitat. Die Ubrigen Varianten fihrten zu
einer schwacheren Steigerung (4- bis 5,3-fach ohne exogene ABA, 3,2- bis 4,4-fach mit exo-
gener ABA). Die VP16-Domaéne oder ein anderes Fusionsprotein beeinflussten demzufolge
nicht die Aktivitdt von JAM2. Eine potentielle negative regulatorische Funktion von JAM2
scheint durch die VP16-Domaéane auch nicht maskiert zu sein. Es konnte mit diesem Versuchs-
ansatz jedoch nicht bestimmt werden, ob die Effekte durch eine Interaktion oder eine JAM2-

vermittelte Regulation einer dritten Komponente hervorgerufen werden.
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Abbildung 53: Einfluss von JAM2 auf die ABF1-vermittelte Genexpression. Aktivierungsassay in
Col-0-Protoplasten. Protoplasten (105/100 ul) von zwei bis drei Wochen alten Blattern wurden mit 3 ug
p35S::GUS, 4 ug pGAL4_UAS::LUC, 3 ug GAL4BD-Effektor (p35S::GAL4BD-ABF1; p35S::GAL4BD-
MCS, GAL4BD-LV) und 3 ug Effektor (p35S::JAM2; p35S::JAM2-VP16; p35S::JAM2-GFP; p35S::GFP-
JAMZ2; p35S::MCS, LV) transformiert. Die Protoplasten wurden ohne (a) oder mit 3 uM ABA (b) versetzt
und fur 16 = 1 h bei 25 °C inkubiert. Die Luciferaseaktivitat wurde als CPS gemessen und auf die 8-
Glucuronidaseaktivitat, gemessen als RFU, bezogen. Der Messwert mit 3 ug GAL4BD-LV und LV ohne
ABA (aund b, 1,0 kKCPS/RFU) wurde auf eins gesetzt und die anderen Messwerte darauf bezogen. Die
Messungen erfolgten in Triplikaten und wurden mindestens zweimal unabhéngig wiederholt. Dargestellt
ist der Mittelwert mit Standardabweichung (X + s) aus drei biologischen Replikaten. Die statistische Aus-
wertung erfolgte mit dem Zweistichproben-t-Test und fihrte in b) zu signifikanten Ergebnissen
(* p <0,05; *p<0,01).

2.6.4 Funktion von JAM2 als Transkriptionsfaktor im ABA-Signalweg

Es konnte gezeigt werden, dass JAM2 ohne die ABFs keine ABA-Antwort auslésen kann und
sich positiv auf die Aktivitat der ABFs auswirkt. JAM2 sollte demzufolge keinen direkten Ein-
fluss auf die Regulation von Zielgenen des ABA-Signalwegs, wie zum Beispiel RD29B, haben.
Aus der Literatur ist bekannt, dass JAM2 uber eine klassische G-Box an Promotoren binden
kann (Fonseca et al. 2014). Eine klassische G-Box ist beispielsweise in dem JA-regulierten
Gen TYROSINE AMINOTRANSFERASE 1 (TAT1; CACGTG, Position 142—-147 upstream des
ATG) enthalten, an die auch die JAM2-verwandten MYC2 und JAM1 binden (Nakata et al.
2013). Im Promotor des ABA-regulierten Gens RD29B, der auch im ABA-Reportersystem Ein-
satz fand und der durch JAM2 induziert wurde, ist nur eine partielle G-Box (AACGTG, Position
323-328 upstream des ATG) enthalten, die sich gleichzeitig mit einem partiellen ABRE-Motiv
(ACGTGGA, Position 321-327 upstream des ATG) uiberschneidet. Uber Promotorbindungs-
studien sollte tGberprift werden, ob die JAM2-bedingte ABA-Antwort durch eine positive Regu-
lation der ABFs hervorgerufen wurde oder ob JAM2 auch an den ABA-regulierten RD29B-
Promotor binden kann. Die Promotorbindungsstudien wurden in Anlehnung zu Nakata et al.
(2013) durchgefuhrt. Dafir wurde Effektor-DNA von JAM2-VP16 oder LV-VP16 zusammen mit

Promotor-Reporter-Fusionen aus pTAT1 bzw. pRD29B sowie der CDS der Luciferase aus
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Photinus pyralis und dem internen Standard in Col-0-Protoplasten transfiziert (Abbildung 54).
JAM2-VP16 fiuhrte in Verbindung mit pTAT1 zu einer 40-fachen Induktion der Reporteraktivitat
im Vergleich zu LV-VP16. Die Mutation der G-Box in pTAT1 zu AGGTCA — wie auch von
Nakata et al. (2013) beschrieben — fiihrte fur JAM2-VP16 zu einer verminderten Aktivierung
der Reporteraktivitdt und zwar um 76 %. JAM2-VP16 in Verbindung mit pRD29B fiihrte nur zu
einer 2,7-fachen Induktion der Reporteraktivitat im Vergleich zu LV-VP16. JAM2 kann somit
Uber die G-Box wie auch MYC2 und JAM1 an den TAT1-Promotor binden. Eine Bindung an
den RD29B-Promotor konnte nicht gezeigt werden, was die Hypothese bestarkt, dass JAM2
oberhalb der ABA-Signalkaskade Einfluss auf die ABA-Antwort nimmt.
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Abbildung 54: Studien zur Bindung von JAM2 an pTAT1 bzw. pRD29B. a) Schematische Darstel-
lung des Promotorbindungs-Assays mit JAM2 (Details siehe Text). b-c) Promotorbindungs-Assay in Col-
0-Protoplasten. Protoplasten (105100 ul) von zwei bis drei Wochen alten Blattern wurden mit 3 ug
p35S::GUS, 4 ug Reporter-Konstrukt (pTAT1::LUC; pTAT1_mGbox::LUC; pRD29B::LUC) sowie 3 ug
Effektor-VP16 (p35S::JAM2-VP16; p35S::MCS-VP16, LV-VP16) transfiziert und fiir 16 + 1 h bei 25 °C
inkubiert. Die Luciferaseaktivitdt wurde als CPS gemessen und auf die B-Glucuronidaseaktivitat, ge-
messen als RFU, bezogen. Der Messwert mit LV-VP16 und Reporter-Konstrukt (12,3 KCPS/RFU mit
pTAT1; 6,7 KCPS/RFU mit pTAT1_mGbox; 1,0 kCPS/RFU mit pRD29B) wurde auf eins gesetzt und die
anderen Messwerte darauf bezogen. Die Messungen erfolgten in Triplikaten und wurden mindestens
zweimal unabhéngig wiederholt. Dargestellt ist der Mittelwert mit Standardabweichung (X £ s) aus drei
biologischen Replikaten. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Zweistichproben-t-Test und
fuhrte zum Teil zu signifikanten Ergebnissen (nicht signifikant (ns) p > 0,05;* p < 0,05).

An dieser Stelle bleibt zu klaren, ob JAM2 wirklich als Transkriptionsfaktor Einfluss auf die
ABA-Antwort nimmt. bHLH-Transkriptionsfaktoren binden an DNA Uber die BR im bHLH-Motiv
(Massari und Murre 2000; Toledo-Ortiz et al. 2003). Um zu klaren, ob JAM2 tiber DNA-Bindung
die ABA-Antwort auslost, wurde die BR deletiert und JAM2_dBR mit dem ABA-Reportersystem
im Promotorbindungs-Assay auf Funktionalitat Gberprift (Abbildung 55). JAM2_dBR-VP16
war im Gegensatz zu JAM2-VP16 nicht mehr in der Lage, den Reporter Uber eine Bindung an

PTAT1 zu induzieren und die Induktion der Reporterantwort verringerte sich um 92 %
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(Abbildung 55, a). Interessanterweise ging auch die Induktion der pTAT1_mGbox-Reporterak-
tivitat um 62 % zuriick. In pTAT1 _mGbox scheinen demzufolge noch alternative Bindestellen
fur JAM2 vorhanden zu sein. Die Deletion der BR wirkt sich auch auf die JAM2-bedingte ABA-
Antwort aus (Abbildung 55, b und ¢). JAM2_dBR kann im Gegensatz zu JAM2 keine Aktivie-
rung der ABA-Antwort auslésen und zeigt vergleichbare oder geringere Induktionen als der
LV. Auch eine Zugabe von ABA fihrte nicht zu einer Steigerung der Reporteraktivitat. Die
DNA-Bindefahigkeit von JAM2 ist den Ergebnissen nach essentiell fir die JAM2-bedingte Ak-
tivierung der ABA-Antwort.
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Abbildung 55: Regulation der ABA-Antwort Uber die DNA-Bindefahigkeit von JAM2. a) Promotor-
bindungs-Assay in Col-0-Protoplasten (vgl. Abbildung 54). Protoplasten (105/100 pl) von zwei bis drei
Wochen alten Blattern wurden fur a) mit 3 ug p35S::GUS, 4 ug Reporter-Konstrukt (pTAT1::LUC;
pTAT1_mGbox::LUC) sowie 3pug Effektor-VP16 (p35S::JAM2-VP16; p35S::.JAM2_dBR-VP16;
p35S::MCS-VP16, LV-VP16) transformiert bzw. fur b) und c¢) mit 3 pg p35S::GUS, 4 pg pRD29B::LUC
und steigenden Mengen an Effektor (p35S::JAM2; p35S::JAM2_dBR; p35S::MCS, LV) transformiert.
Die Inkubation erfolgte fur 16 + 1 h bei 25 °C ohne (a, b) oder mit 3 uM ABA (c). Die Luciferaseaktivitat
wurde als CPS gemessen und auf die B-Glucuronidaseaktivitat, gemessen als RFU, bezogen. Der
Messwert mit LV-VP16 und Reporter-Konstrukt (a: 5,4 kKCPS/RFU mit pTAT1, 2,7 KCPS/RFU mit
pTAT1_mGbox) bzw. der Messwert ohne ABA und Effektor (b und c, 1,6 kKCPS/RFU) wurde auf eins
gesetzt und die anderen Messwerte darauf bezogen. Die Messungen erfolgten in Triplikaten (X + s) und
wurden mindestens einmal unabhéangig wiederholt. Die Voraussetzungen einer statistischen Auswer-
tung wurden fur a) nicht erfillt. Die statistische Auswertung fur b) und c) erfolgte mit dem Zweistichpro-
ben-t-Test und fiihrte in ¢) zu signifikanten Ergebnissen (* p < 0,05).
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Da gezeigt werden konnte, dass JAM2 lber die Wirkung als Transkriptionsfaktor positiven
Einfluss auf den ABA-Signalweg nehmen kann, wurde vermutet, dass JAM2 Komponenten
des ABA-Signalwegs reguliert. Die Promotoren (bis 3000 bp upstream des ATG) der Kern-
komponenten des ABA-Signalwegs wurden daraufhin auf G-Box-Motive analysiert. Auf allen
Ebenen der Kernkomponenten — den ABFs, SnRK2s, RCARs und PP2Cs — konnten G-Box-
Motive im Promotor vorgefunden werden (Tabelle 1). Die meisten der analysierten Promo-
toren enthielten eine (48 %) oder keine (32 %) G-Box, 10 % enthielten zwei G-Boxen und je-
weils 3 % drei, vier bzw. funf G-Boxen. Die Entfernung zum ATG betrug 22—-2843 bp. Um einen
Einfluss von JAM2 auf die Transkription der Kernkomponenten mit G-Box-Motiven im Promo-
tor festzustellen, wurde die Expression dieser Kernkomponenten in Uberexpressions- und

Knockout-Linien von JAM2 mittels gPCR Uberprtift.

Tabelle 1: Promotoranalyse der Kernkomponenten des ABA-Signalwegs auf G-Box-Motive. Fur
die Analyse wurden 3000 bp upstream des ATG der jeweiligen Signalkomponente mit dem Programm
ApE auf G-Box-Motive (CACGTG) durchsucht. Treffer sind mit der Entfernung zum ATG in bp angege-
ben. Keine G-Box im analysierten Promotorbereich ist durch ein ,-“ gekennzeichnet. HAB und HAI
stehen fir HYPERSENSITIVE TO ABSCISIC ACID bzw. HIGHLY ABSCISIC ACID-INDUCED PRO-
TEIN PHOSPHATASE TYPE 2C GENE.

Signalkomponente G-Box n bp upstream des ATG
ABFs ABF1 -
ABF2 -
ABF3 1360, 2843
ABF4 -
ABI5 349, 1154, 1165, 1211, 1687
SnRK2s SnRK2.2 -
SnRK2.3 593
SnRK2.6 -
RCARs RCARL1 1759
RCAR2 272
RCAR3 2055
RCAR4 -
RCAR5 -
RCARG6 1811
RCAR7 -
RCARS 800
RCAR9 -
RCAR10 2240
RCAR11 -
RCAR12 -
RCAR13 546, 557
RCAR14 22
PP2C ABI1 -
ABI2 -
HAB1 1980
HAB2 -
HAI1 321, 1865, 2232, 2301
HAI2 1805
HAI3 -
AHG1 114,170, 2835
AHG3 397, 2083
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Fir die gqPCR-Analyse wurden funf Tage alte Keimlinge auf MSq sxzucker-Platten ohne und mit
10 uM ABA umgesetzt. Nach einer Inkubation von 17 + 1 h wurden die Keimlinge fir die RNA-
Extraktion geerntet. Zunachst wurden die Transkriptionsfaktoren des ABA-Signalwegs ABF3
und ABI5 analysiert (Abbildung 56). Auf die Expression von ABF3 hatte JAM2 unter Kontroll-
bedingungen keinen Einfluss (Abbildung 56, a). Zwar wurde ABF3 in den Uberexpressionsli-
nien und in der Knockout von jam2 46—61 % weniger exprimiert, jedoch schwankten die Mess-
werte der Referenz pATHBG6::LUC erheblich.
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Abbildung 56: Expression von ABF3 und ABI5in JAM2-Linien. Expressionsanalyse tiber gPCR von
ABF3 (a, b) und ABI5 (c, d) in pATHB6::LUC, JAM2-Uberexpressionslinien sowie jam2. Funf Tage alte
Keimlinge wurden auf MSo sxzucker-Platten ohne (a und c) oder mit 10 pM ABA (b und d) transferiert und
fur 17 + 1 h inkubiert. Als Referenzgene fir die gPCR dienten UBI10, UBC9 und TIP41L. Die Expression
von ABF3 bzw. ABI5 in der ABA-Reporterlinie pATHB6::LUC ohne ABA-Exposition wurde auf eins ge-
setzt und die anderen Messwerte darauf bezogen. Die dargestellten Werte ergeben sich aus dem Mit-
telwert dreier biologischer Replikate (X + s) mit jeweils drei technischen Replikaten. Die statistische Aus-
wertung erfolgte mit dem Zweistichproben-t-Test und fiihrte zu keinem signifikanten Ergebnis (p > 0,05).

Auf die Expression von ABI5 hatte JAM2 in den JAM2-Uberexpressionslinien JAM20OE-3 und
JAM20OE-11 einen 1,4- bis 1,9-fach steigernden Effekt, wahrend JAM2OE-12 und JAM20E-13
eine zu pATHBG6::LUC vergleichbare Induktion aufwiesen (Abbildung 56, c). In der Knockout
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jam2 war die Expression von ABI5 um 54 % gesenkt. Die ABA-Exposition filhrte lediglich zu
einer 1,7-fachen Steigerung der Expression von ABF3 und ABI5 in der Referenz pA-
THB6::LUC (Abbildung 56, b und d). JAM2 hatte unter ABA-Exposition keinen weiteren Ein-
fluss auf die Expression von ABF3. ABI5 war in den JAM2-Uberexpressionslinien 2,6- bis 6,8-
fach starker exprimiert und in jam2 vergleichbar zu pATHB6::LUC. JAM2 nahm somit unter
den hier gewahlten Bedingungen keinen Einfluss auf die ABF3-Expression, jedoch konnten

auf die ABI5-Expression geringe Einflisse von JAM2 gemessen werden.

In der Promotoranalyse wurden von den zehn beschriebenen SnRK2s nur die Promotoren von
SnRK2.2, SnRK2.3 und SnRK2.6 analysiert, da nur diese laut Kulik et al. (2011) eine wesent-
liche Rolle im ABA-Signalweg spielen. Von diesen drei SnRK2s enthélt nur der Promotor von
SnRK2.3 eine G-Box. Unter Kontrollbedingungen ist SnRK2.3 in allen JAM2-Uber-expressi-
onslinien — aulRer JAM20OE-12 — 9-26 % geringer exprimiert (Abbildung 57). SnRK2.3 war in
JAM20OE-12 auf demselben Expressionsniveau wie in pATHBG6::LUC. In jam2 war SnRK2.3
um 31 % geringer exprimiert als in pATHB6::LUC. Die ABA-Exposition fuhrte in pATHB6::LUC
zu keiner Steigerung der SnRK2.3-Expression. Zwar zeigte JAM20OE-12 eine um 1,4-fach sig-
nifikant (* p < 0,05) hohere Expression als pATHB6::LUC. Aber die Expression der anderen
JAM2-Linien war ansonsten mit pATHBG6::LUC vergleichbar. Den Ergebnissen zufolge hatte
weder JAM2 noch ABA einen Einfluss auf die Expression von SnRK2.3.
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Abbildung 57: Expression von SnRK2.3 in JAM2-Linien. Expressionsanalyse uber qPCR von
SnRK2.3 in pATHB6::LUC, JAM2-Uberexpressionslinien sowie jam2. Fiinf Tage alte Keimlinge wurden
auf MSo sxzucker-Platten ohne (a) oder mit 10 uM ABA (b) transferiert und fiir 17 = 1 h inkubiert. Als Refe-
renzgene fir die gPCR dienten UBI10, UBC9 und TIP41L. Die Expression von SnRK2.3 in der ABA-
Reporterlinie pATHB6::LUC ohne ABA-Exposition wurde auf eins gesetzt und die anderen Messwerte
darauf bezogen. Die dargestellten Werte ergeben sich aus dem Mittelwert dreier biologischer Replikate
(X = s) mit jeweils drei technischen Replikaten. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Zweistich-
proben-t-Test (* p < 0,05).
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Von den 14 beschriebenen RCARs (Ma et al. 2009) enthalten acht RCARSs ein bis zwei G-
Boxen im Promotor. Diese acht RCARs wurden auf eine Expressions-Regulation durch JAM2
untersucht. Dabei konnte nur eine Regulation von RCAR13 durch JAM2 beobachtet werden
(Abbildung 58). Unter Kontrollbedingungen wies RCAR13 in den JAM2-Uberexpressionslinien
— auBer in JAM20OE-13 — eine 1,6- bis 3,6-fach hohere Expression auf als in der Referenz
pATHBG6::LUC. In JAM20OE-13 war RCAR13 signifikant um 35 % (* p < 0,05) geringer expri-
miert. In jam2 war RCAR13 ebenfalls schwacher exprimiert, jedoch nur um 13 %. Unter ABA-
Exposition wurde RCAR13 in pATHBG6::LUC 7,5-fach starker exprimiert. Interessanterweise
werden alle anderen hier analysierten RCARs unter ABA-Einfluss 19-95 % geringer expri-
miert. In den JAM2-Uberexpressionslinien konnte die Expression von RCAR13 gegeniiber der
Expression in pATHBG6::LUC noch um das 2,7- bis 4,1-fache gesteigert werden, wahrend jam2
eine 82 % geringere Expression aufwies. JAM2 hat somit neben der positiven Wirkung auf die
Expression von ABI5 auch einen positiven Einfluss auf RCAR13.
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Abbildung 58: Expression von RCARs in JAM2-Linien (Fortsetzung auf der ndchsten Seite).

87



Ergebnisse

e f
E’, 6 1_.aBa  RCAR3 E’, 31, ama FCARS
8 5 8 25
o] [=]
s 3 @ 15
9 3
5 21 g 1
% 1 - % 0,5
© 0 © 9
\90 (9‘“’ NI P \90 NN e‘&
‘b ?“& @"f éﬂf @qf ) @ % \g\v “0\'
QR AR QR AR
& &
9 RCARG hy 5. RCARG
= -ABA = + ABA
2 s g 25
S S
g 3 A @ 1,5 -
o 0
g 27 g 1
§ 1 § 0,5 -
© 9l © -
G . 5 N O 2 G 5 N a9 v 49
Y &E L N AN AR
" é'b q,o q,o "v° ) é’l’ ,LO ,],0 ,\’0
& S R R I
A RO QAR SR SIS
N N N
& &
i) )]
6 - RCARS - RCARS
= -ABA = 3 7+nBA
8 51 8 25 -
2 S
G 3 5 15 -
o 0
% 2 % 1 4
Q @
& 1 4 s 0,5 -
© o] ©
e N ) N
\50 Q/' Q; oq’ Q;'\ . 00 Q/:b Q;\ Q;\q' "{b ‘L
‘,’3‘% SIS v«“\% S
Q Q

Abbildung 58: Expression von RCARs in JAM2-Linien (Fortsetzung auf der nachsten Seite).
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Abbildung 58: Expression von RCARs in JAM2-Linien. Expressionsanalyse von RCARs uber gPCR
in pATHB6::LUC, JAM2-Uberexpressionslinien sowie jam2. Fiinf Tage alte Keimlinge wurden auf
MSo sxzucker-Platten ohne (a, c, e, g, i, k, m, 0) oder mit 10 pM ABA (b, d, f, h, j, I, n, p) transferiert und fur
17 £ 1 h inkubiert. Als Referenzgene fur die gPCR dienten UBI10, UBC9 und TIP41L. Die Expression
der RCARs in der ABA-Reporterlinie pATHBG6::LUC ohne ABA-Exposition wurde auf eins gesetzt und
die anderen Werte darauf bezogen. Die dargestellten Werte ergeben sich aus dem Mittelwert dreier
biologischer Replikate (X +s). Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Zweistichproben-t-Test
(**p <0,01; * p<0,05).
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Von den neun beschriebenen PP2C-Mitgliedern der Gruppe A (Fuchs et al. 2013) enthalten
funf Mitglieder im Promotor eine bis funf G-Boxen. Von diesen funf PP2Cs konnte nur fur AHG1
eine Regulation der Expression durch JAM2 bestimmt werden (Abbildung 59). Unter Kontroll-
bedingungen wurde AHG1 in jam2 und den JAM2-Uberexpressionslinien — auRer in JAM20E-
12 — um 26-63 % weniger exprimiert als in der Referenz pATHB6::LUC. In JAM2OE-12 war
das Expressionsniveau von AHG1 1,2-fach hoher als in pATHBG6::LUC. Durch ABA-Exposition
wurde die Expression aller gemessenen PP2Cs in pATHB6::LUC um 2,5- bis 141-fach gestei-
gert. Die Expression von AHG1 wurde um das 2,7-fache gesteigert. In den JAM2-Uberexpres-
sionslinien konnte die Expression von AHG1 noch weiter gesteigert werden und zwar um das
2,2- bis 3,5-fache im Vergleich zu pATHB6::LUC. Der Unterschied im Expressionsniveau war
dabei in JAM20OE-11 zu pATHBG6::LUC signifikant (* p < 0,05). In jam2 war das Expressions-
niveau um 42 % geringer. Somit konnte auch fir AHG1 eine positive Regulation der Expres-
sion durch JAM2 gezeigt werden. JAM2 wirkt sich demnach positiv auf die Expression auf
Ebene der Transkriptionsfaktoren, der ABA-Rezeptoren und der Serin/Threonin-Proteinphos-

phatasen der Gruppe A aus.
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Abbildung 59: Expression von PP2Cs der Gruppe A in JAM2-Linien (Fortsetzung auf der nédchs-
ten Seite).
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Abbildung 59: Expression von PP2Cs der Gruppe A in JAM2-Linien. Expressionsanalyse von
PP2Cs der Gruppe A iiber gPCR in pATHB6::LUC, JAM2-Uberexpressionslinien sowie jam2. Funf Tage
alte Keimlinge wurden auf MSo sxzucker-Platten ohne (a, c, e, g, i) oder mit 10 pM ABA (b, d, f, h, j) trans-
feriert und fur 17 + 1 h inkubiert. Als Referenzgene fir die qPCR dienten UBI10, UBC9 und TIP41L. Die
Expression der PP2Cs in der ABA-Reporterlinie pATHB6::LUC ohne ABA-Exposition wurde auf eins
gesetzt und die anderen Werte darauf bezogen. Die dargestellten Werte ergeben sich aus dem Mittel-
wert dreier biologischer Replikate (X + s) mit jeweils drei technischen Replikaten. Die statistische Aus-
wertung erfolgte mit dem Zweistichproben-t-Test und fuhrte zu signifikanten Ergebnissen (* p < 0,05).
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Da fur ABI5, RCAR13 und AHG1 eine positive Regulation der Expression durch JAM2 gezeigt
werden konnte, stellte sich die Frage, ob JAM2 auch direkt an die Promotoren dieser Gene
binden kann. Es wurde auch der ABF3-Promotor auf eine mdgliche Bindung untersucht. Hier
konnte zwar keine Regulation der Expression von ABF3 durch JAM2 gezeigt werden, aber die
Versuche der Wiederherstellung der JAM2-Wirkung auf den ABA-Signalweg in abf2/abf3/abf4-
Protoplasten hatten gezeigt, dass nur in Gegenwart des pABF3::ABF3-Konstrukts die ABA-
Antwort durch JAM2 stimuliert werden kann. Des Weiteren sollte auch untersucht werden, ob
die negative Regulation der Expression von CYP707A1 durch eine direkte Promotorbindung
von JAM2 hervorgerufen wird. Im Promotor (3000 bp upstream des ATG) von CYP707AL ist
ebenfalls eine G-Box (285 bp upstream des ATG) enthalten. Im Promotorbindungs-Assay
fuhrte JAM2-VP16 ohne ABA zu einer Steigerung der Reporteraktivitat fir pPRCAR13, pABF3,
pAHG1 und pCYP707A1 um das 1,9-, 2,7-, 8,2- bzw. 17,1-fache im Vergleich zu LV-VP16
(Abbildung 60, a).
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Abbildung 60: Studien zur Bindung von JAM2 an Promotoren von regulatorischen Komponenten
des ABA-Signalwegs. Promotorbindungs-Assay in Col-0-Protoplasten. Protoplasten (105100 pl) von
zwei bis drei Wochen alten Blattern wurden mit 3 pug p35S::GUS, 4 ug Reporter-Konstrukt
(pCYP707AL::LUC; pABF3::LUC; pABI5::LUC; pRCAR13::LUC; pAHG1::LUC) sowie 3 pug Effektor-
VP16 (p35S::JAM2-VP16; p35S::JAM2_dBR-VP16; p35S::MCS-VP16, LV-VP16) transformiert. Die In-
kubation erfolgte ohne (a) oder mit 3 uM ABA (b) fir 16 = 1 h bei 25 °C. Die Luciferaseaktivitat wurde
als CPS gemessen und auf die B-Glucuronidaseaktivitat, gemessen als RFU, bezogen. Der Messwert
mit LV-VP16 und Reporter-Konstrukt (13,4 kKCPS/RFU mit pCYP707A1::LUC; 9,7 KCPS/RFU mit
pABF3::LUC; 5,3 kKCPS/RFU mit pABI5::LUC; 51,3 kCPS/RFU mit pPRCAR13::LUC; 2,9 KCPS/RFU mit
pAHGL1::LUC) wurde auf eins gesetzt und die anderen Messwerte darauf bezogen. Die Messungen
erfolgten in Triplikaten (X = s) und wurden mindestens einmal unabhéngig wiederholt. Die Vorausset-
zungen einer statistischen Auswertung wurden nicht erfullt.

Mit exogener ABA konnte die Reporteraktivitdt um das 1,1- bis 1,5-fache fur pABF3, pAHG1
und pCYP707Al gesteigert werden (Abbildung 60, b). Die Reporteraktivitdt von pABI5 mit
JAM2-VP16 war ohne und mit exogener ABA 40 % geringer als mit LV-VP16. Die Deletion der
DNA-Binderegion von JAM2 (JAM2_dBR-VP16) fiuihrte ohne ABA zu einer Verringerung der
Reporteraktivitat fir pRCAR13, pCYP707A1 und pAHG1 um 36 %, 46 % bzw. 73 % im
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Vergleich zu JAM2-VP16. Mit exogener ABA war die Aktivitdt der Reporter pPRCAR13::LUC,
pCYP707A1::LUC und pAHGL1::LUC um 4 %, 23 % bzw. 70 % geringer. Die Reporteraktivitat
ohne exogene ABA und mit JAM2_dBR-VP16 blieb fiir pABF3 gleich und fur pABI5 stieg sie
um das 1,5-fache im Vergleich zu JAM2-VP16 an. Mit exogener ABA und JAM2_dBR-VP16
sank die Reporteraktivitat fur pABF3 und pABI5 um 20 % bzw. 9 %. JAM2 kann den Ergebnis-
sen nach die Expression von AHGL1 Uber eine direkte Promotorbindung regulieren. Fir pABF3,
pABI5 und pRCAR13 wird eine direkte Regulation durch Promotorbindung eher ausgeschlos-
sen, da die gemessenen Effekte nur gering waren. JAM2 bindet auch an pCYP707A1, jedoch
fuhrte die Deletion der DNA-Binderegion nicht zu einem kompletten Verlust der Reporterakti-

vitat.
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3. Diskussion

3.1 Modell des JAM2-AHR11-TPL/TPR-Komplexes

Aus dem Y2H-Screen von Huang (2014) ging hervor, dass AHR11 mit dem bHLH-Transkrip-
tionsfaktor JAM2 und den Co-Repressoren TPL und TPR2 interagieren kann. Diese Ergeb-
nisse konnten hier im Y2H bestatigt werden. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass
AHR11 im Y2H nicht nur eine Interaktion mit TPL und TPR2 eingeht, sondern auch mit den
TPL-verwandten Proteinen TPR1, TPR3 und TPR4 (Abbildung 61). Eine Interaktion zu den
JAM2-verwandten Proteinen JAM1, JAM3 konnte im Y2H nicht ermittelt werden. Eine Aussage
Uber eine Interaktion von AHR11 mit MYC2 konnte nicht getroffen werden, da sich MYC2 fu-
sioniert mit der GAL4-DNA-Bindedoméne im Y2H autoaktiv verhielt und ein Wechsel der Fu-
sions-Domane zur Autoaktivitat von AHR11 gefuhrt hatte (Huang 2014).

TPR2
TPR1 ) TPR3
o\ 7

AHR11

'
TPL { TPR4
JAM2

Abbildung 61: Interaktoren von AHR11. Dargestellt sind die hier im Y2H bestimmten Interaktoren von
AHR11. Die Proteine wurden je nach Funktion farblich hinterlegt: Transkriptionsfaktoren hellgrin, Inhi-
bitoren hellblau und bei noch unbekannter Funktion grau.

Der Versuch, die Interaktion von AHR11 mit TPL bzw. JAM2 im P2H zu bestatigen, war ohne
Erfolg. Zwar konnten die publizierten Homo- und Heterodimerisierungen von JAM2 (Nakata
und Ohme-Takagi 2013; Fonseca et al. 2014; Sasaki-Sekimoto et al. 2014; Huang et al. 2018)
und die Interaktion von TPL mit NINJA (Pauwels et al. 2010; Ke et al. 2015) gezeigt werden,
die Interaktionen mit AHR11 waren in Protoplasten jedoch nicht reproduzierbar. Dies lasst
vermuten, dass sich die Lokalisation der Interaktoren in der pflanzlichen Zelle unterscheidet.
JAM2 ist ein Transkriptionsfaktor und ist dementsprechend im Kern vorzufinden, wenn auch
eine gleichzeitige Lokalisation im Cytoplasma gezeigt werden konnte (Song et al. 2013;
Fonseca et al. 2014). Fir AHR11 konnte ebenfalls eine Kernlokalisation bestimmt werden
(Lisa Grof3, Lehrstuhl fur Botanik des WZW, unveréffentlicht) und auch TPL, TPR1 und TPR4
sind im Kern vorzufinden (Long et al. 2006; Zhu et al. 2010b; Fukazawa et al. 2014; Graeff et
al. 2016). Fur TPR2 sowie TPR3 wird eine gleiche Lokalisation aufgrund der Ahnlichkeit zu
den anderen TPL/TPRs vermutet (The UniProt Consortium 2018). Das Ausbleiben der Inter-

aktion kann somit nicht auf eine unterschiedliche Lokalisation in der pflanzlichen Zelle
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zurickgefuhrt werden. Weitere voneinander abweichende Ergebnisse ergaben sich mit
AHR11 bei der Bestimmung des Einflusses auf den ABA-Signalweg. Wahrend in der pA-
THBG6::LUC-Reporterlinie eine hypersensitive Reaktion durch die Uberexpression von AHR11
ausgeldst werden konnte, zeigte AHR11 in Protoplastenversuchen keinen Einfluss auf die
ABA-Antwort. Es ist mdglich, dass mit AHR11 in Pflanzen und in Protoplasten unterschiedliche
Ergebnisse erzielt werden kénnen. Dies kann zum einen bedingt sein durch die Verwendung
von unterschiedlichen Entwicklungsstadien. Des Weiteren kénnen in Protoplasten nur Vor-
gange beobachtet werden, die in einzelnen Zellen eines bestimmten Gewebes ablaufen
(Sheen 2001). In den hier gezeigten Versuchen wurden Mesophyll-Protoplasten von zwei bis
drei Wochen alten Arabidopsis-Pflanzen verwendet. Das Luciferase-Imaging hingegen er-
folgte mit sechs Tage alten Keimlingen. Zum anderen ist der Vorgang der Protoplastierung
vergleichbar mit einer Verwundung. Blatter werden von einer Pflanze abgeschnitten und in
einer Enzymlosung verdaut. Dies 16st in der pflanzlichen Zelle Mechanismen aus, die ver-
gleichbar mit einer Wundreaktion sind. Ein wichtiges Hormon in der Reaktion auf Verwundung
ist JA, das in der Folge einer Verwundung in der Zelle akkumuliert (Koo und Howe 2009). In
hier durchgeflihrten Protoplastenexperimenten mit dem Jasmonat-induzierbaren pTAT1
konnte festgestellt werden, dass dieser im Vergleich zum ABA-induzierbaren pRD29B ohne
Hormonzugabe bereits eine 12,3-fach starkere Induktion aufwies (pTAT1 mit 12,3 kCPS/RFU
im Vergleich zu pRD29B mit 1,0 kCPS/RFU; Abbildung 54). Daraus wird deutlich, dass Expe-
rimente in Protoplasten auch immer unter dem Einfluss einer aktiven JA-Signaltransduktion
erfolgen. AHR11 kénnte in Folge dieses hormonellen Stimulus posttranslationalen Modifikati-
onen unterliegen, die moglicherweise zu einer Anderung des Aktivitatszustandes fiihren oder
die Degradation des Proteins zur Folge haben. Ein Hinweis darauf kénnte die hypersensitive
Reaktion von ahrll bzw. d476 in der JA-Reporterlinie pTAT1::LUC unter Me-JA-Behandlung
sein (Dr. Alexander Christmann, Lehrstuhl fir Botanik des WZW, unveroéffentlicht). Die JAZ-
Proteine, die ebenfalls mit JAM2 interagieren, kbnnen zum Beispiel wahrend eines JA-Stimu-
lus sumoyliert (Srivastava et al. 2018) oder ubiquitiniert (Saracco et al. 2009; Pauwels et al.
2015; Durand et al. 2016) vorliegen. Beides dient der schnellen Regulation von JA-Antworten.
Bei der Sumoylierung werden Polypeptide, die etwa 100-115 Aminosauren grof3 sind und als
SMALL-UBIQUITIN-LIKE MODIFIER (SUMO) bezeichnet werden, an Lysinreste der Zielpro-
teine gebunden, wodurch verschiedene zellulare Prozesse, wie Signaltransduktion oder Zell-
Zyklus, reguliert werden koénnen (Yates et al. 2016; He et al. 2017). Auch bei der Ubiquitinie-
rung sind Lysinreste des Zielproteins entscheident fur die Modifikation, anstelle von SUMO
wird dabei aber ein kleines Ubiquitin-Protein angehangt und das Protein dadurch meist fur die
Degradation markiert (Belknap und Garbarino 1996). Sumoylierung und Ubiquitinierung kon-

nen sowohl synergistisch als auch antagonistisch zueinander wirken (He et al. 2017). Fur
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AHR11 sind Interaktionen zu SUMOL1 (Miller et al. 2010) und SEVEN IN ABSENTIA OF ARA-
BIDOPSIS THALIANA (SINAT) 3 (Huang 2014) bekannt (Abbildung 62).

SINAT3 ) (‘SuMO1

K351 g3z

Abbildung 62: Doméanen von AHR11, die Ziel einer posttranslationalen Modifikation sind. SINAT3
interagiert mit AHR11 Uber den N-terminalen Bereich, der die Aminosduren 1-554 umfasst (Huang
2014). Die Sumoylierung mit SUMO1 erfolgt am K351 (Miller et al. 2010) und eine Phosphorylierung
durch MITOGEN-ACTIVATED PROTEIN KINASE (MPK) 3 bzw. 6 wurde flir S732gezeigt (Hoehenwarter
et al. 2013). SINAT3, SUMO1 und MPK3/6 wurden je nach Funktion farblich hinterlegt: Inhibitoren hell-
blau und Aktivatoren griin. Die weiteren Markierungen in AHR11 entsprechen den Angaben von Huang
(2014) und umfassen die NLSs (NLS1, Aminosauren 18-29; PYNLS2, Aminoséuren 194-199; NLS3,
Aminosauren 793-799; blau), die EAR-Motive (EAR1, Aminosduren 208-212; EAR2, Aminoséuren
314-318; orange), die CR (CR, Aminosauren 235-249; rot) und die DNA_pol_viral_N (Aminosauren
840-994; lila).

Die Interaktion von AHR11 mit SUMOL1 erfolgt Uber die Sequenz 3°VKSE?®3, die der kanoni-
schen Bindestelle WKXE — wobei W fir eine gro3e hydrophobe Aminosaure steht und x fir
eine beliebige Aminoséure — entspricht (Rodriguez et al. 2001; Miller et al. 2010). Die Sumoy-
lierung von AHR11 erfolgt unter stressfreien Bedingungen, bei Hitzebehandlung oder unter
oxidativem Stress (Miller et al. 2010). Da AHR11 in der Mutante siz1-2 weniger sumoyliert
vorliegt, wird vermutet, dass die Sumoylierung von AHR11 durch die SUMO-Ligase SCAF-
FOLD ATTACHMENT FACTOR A/B/ACINUS/PROTEIN INHIBITOR OF ACTIVATED SIG-
NALTRANSDUCERS AND ACTIVATORS OF TRANSCRIPTION/L-METHIONINE
SULFOXIMINE INTERACTING-ZINC FINGER (SIZ) 1 erfolgt (Rytz et al. 2018). Ein weiteres
Zielprotein von SlZ1, dessen Aktivitat durch Sumoylierung reguliert wird, ist der bZIP-Tran-
skriptionsfaktor ABI5 (Miura et al. 2009). SINAT3 ist eine von flnf SINAT E3-Ubiquitin-Protein-
Ligasen in Arabidopsis und sorgt flr den Abbau von Proteinen durch deren Ubiquitinierung
(Wang et al. 2008; Yang et al. 2017). Experimentell wurde die Ubiquitinierung von AHR11
durch SINATS3 bisher aber noch nicht nachgewiesen. Huang (2014) bestimmte als Interakti-
onsbereich von SINAT3 mit AHR11 den Sequenzabschnitt 1-554 aa. Die Interaktionsbereiche
von SUMO1 und SINAT3 befinden sich demzufolge im gleichen Abschnitt. Eine Konkurrenz
um den Lysinrest an Position 351 ist moglich. Eine weitere Modifikation, die den Aktivitatszu-
stand eines Proteins moduliert, ist die Phosphorylierung. Die Phosphorylierung von Proteinen
ist reversibel und erfolgt meist an Serin-, Threonin- oder Tyrosinresten (He et al. 2017). Far
AHR11 konnte eine Phosphorylierung in dem Sequenzabschnitt 2lIINLTQVKSPPVK3® durch
die Kinasen MPK3 und MPK®6 detektiert werden (Hoehenwarter et al. 2013). Sowohl MPK3 als

auch MPK6 haben eine Funktion in der Abwehr des Pathogens Botrytis cinerea (Galletti et al.
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2011; Xu et al. 2016). Beide Kinasen phosphorylieren aber auch MYB44, wodurch die ABA-
vermittelte Inhibierung der Keimung verstéarkt wird (Nguyen et al. 2012). Daraus wird deutlich,
dass AHR11 auf verschiedenen Wegen modifiziert werden kann. Zu welchem Zeitpunkt und
mit welchem Effekt die Modifikation von AHR11 erfolgt, ist jedoch noch offen. Eine Klarung
wirde zu einem besseren Verstandnis der Funktionsweise von AHR11 beitragen und mag-

licherweise die Ursache fiir abweichende Ergebnisse hervorbringen.

3.1.1 Domaéanen der Interaktion von JAM2 und AHR11

Als Interaktionsdomane von AHR11 fir JAM2 hatte Huang (2014) den Sequenzabschnitt 552—
804 aa bestimmt. In diesem Abschnitt von AHR11 sind die Phosphorylierungsstelle der
MPK3/6 (S7?) und die NLS3 (Aminosauren 793-799) lokalisiert (Hoehenwarter et al. 2013;
Huang 2014). In Y2H-Analysen sollte versucht werden, den Interaktionsbereich zwischen
AHR11 und JAM2 zu spezifizieren. Dabei konnte die Interaktionsdoméane jedoch nicht weiter
eingeschrankt werden. In den hier durchgefiihrten Versuchen ergab sich vielmehr ein Interak-
tionsbereich von Aminosauren 555-1168, was dem C-Terminus von AHR11 entspricht (Abbil-
dung 63). Die Ergebnisse stimmen aber in sofern mit denen von Huang (2014) tberein, dass
das Rumpfprotein (Aminosauren 1-247 von AHR11) in der Mutante ahrl1l nicht in der Lage
ist, mit JAM2 zu interagieren.

JAM2 I I

Abbildung 63: Interaktionsdomanen von JAM2 und AHR11. Die Interaktion von JAM2 mit AHR11
erfolgt Uber den N- und C-Terminus von JAM2 (Aminoséauren 1-274 und Aminosauren 296-590) sowie
den C-Terminus von AHR11 (Aminosduren 555-1168). Die markierten Bereiche von JAM2 umfassen
die JID (Aminosauren 76—138; griin; Fernandez-Calvo et al. 2011; Song et al. 2013), die QRR (Amino-
sauren 275-295, dunkelrot; The UniProt Consortium 2018), die NLS (Aminosauren 406-424, blau; Sa-
saki-Sekimoto et al. 2014) und die bHLH-Doméane (Aminosauren 429-478, gelb; The UniProt Consor-
tium 2018). Die Markierungen in AHR11 entsprechen den Angaben von Huang (2014) und umfassen
die NLSs (NLS1, Aminosauren 18-29; PYNLS2, Aminosauren 194-199; NLS3, Aminoséuren 793-799;
blau), die EAR-Motive (EAR1, Aminosduren 208-212; EAR2, Aminoséuren 314-318; orange), die CR
(Aminosauren 235-249; rot) und die DNA_pol_viral_N (Aminosauren 840-994; lila).

Umgekehrt sollte auch bestimmt werden, welcher Bereich von JAM2 flr die Interaktion mit
AHR11 verantwortlich ist. Dabei zeigte sich, dass AHR11 sowohl den N-Terminus als auch
den C-Terminus von JAM2 flr die Interaktion bendtigt. Der N-Terminus von JAM2 enthélt die
JID fir die Interaktion mit JAZ-Proteinen (Song et al. 2013) und der C-Terminus die bHLH-
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Domaéne, die fir die Dimerisierung mit anderen bHLHs notwendig ist (Murre et al. 1989; Ferré-
D"Amaré et al. 1993; Ellenberger et al. 1994; Ferré-D"Amaré et al. 1994; Massari und Murre
2000). Durch die Interaktion von AHR11 mit dem N- und C-Terminus von JAM2 kénnte eine
Konkurrenz zu anderen JAM2-Interaktionspartnern, wie den JAMs oder JAZs, entstehen.
AHR11 kénnte aber auch — dhnlich wie die JAZs — die DNA-Bindung von JAM2 verhindern,
indem es beispielsweise die Homodimerisierung oder die Dimerisierung mit anderen bHLHs
verhindert. Nur ein bHLH-Dimer ist in der Lage an die DNA zu binden, da immer nur eine
Halbseite der Erkennungssequenz durch ein Monomer gebunden wird (Ellenberger et al. 1994;
Shimizu et al. 1997). Nach der Darstellung des JA-Signalwegs von Goossens et al. (2017) liegt
die Interaktion zwischen JAM2 und den JAZs ohne DNA-Bindung in Abwesenheit von JA-lle
vor (vgl. Abbildung 10). In Anwesenheit von JA-lle werden die JAZs abgebaut und JAM2 kann
an die DNA binden. Gossens et al. (2017) vermuten dies, weil Song et al. (2013) in einem
Aktivierungsassay in Protoplasten zeigen konnte, dass die JAZs die reprimierende Wirkung
von JAM2 aufheben. Der Aktivierungsassay von Song et al. (2013) ist vom Aufbau her mit dem
hier verwendeten (vgl. Abbildung 52) vergleichbar. In dem Assay von Song et al. 2013 (vgl.
Abbildung 8 C) zeigte GAL4BD-JAM2 eine um 56 % geringere Reporteraktivitat als die Kon-
trolle mit der GAL4BD alleine (GUS/LUC-Verhaltnis mit GAL4BD ca. 7,2 und GUS/LUC-Ver-
haltnis mit GAL4BD-JAM2 ca. 3,2). Durch die Zugabe von JAZ1 erhdhte sich die Reporterak-
tivitat um das 1,5-fache (GUS/LUC-Verhéltnis mit GAL4BD-JAM2 in Kombination mit JAZ1 ca.
4,7). Andererseits konnte die Interaktion von AHR11 auch mit einem JAM2-Dimer, das an die
DNA gebunden ist, erfolgen. AHR11 kénnte in diesem Fall mit dem N-Terminus des einen
JAM2-Monomers interagieren und mit dem C-Terminus des zweiten Monomers. Die Interak-
tion mit beiden Monomeren wirde durch die JAM2-Homaodimerisierung und durch die Einla-
gerung des JAM2-Dimers in die groBe DNA-Furche zustande kommen. AHR11 kdénnte
dadurch die Interaktion mit anderen Proteinen, die die Funktion von JAM2 als Transkriptions-
faktor fordern, verhindern. Zudem wirde diese Annahme zur Interaktion von JAM2 und AHR11
auch dem Modell von Huang (2014) nahe kommen. Sie nhahm an, dass ohne hormonellen
Stimulus JAM2 in Interaktion mit AHR11 an die DNA gebunden ist. In Folge eines Reizes sollte
AHR11 durch Ubiquitinierung dem Abbau zugefuhrt werden, wodurch JAM2 die Funktion als
Transkriptionsfaktor wahrnehmen kann. Aus den Modellen von Huang (2014) und Gossens et
al. (2017) zur Interaktion von JAM2 mit AHR11 bzw. JAZ-Proteinen ergibt sich somit die Frage,
wie die Interaktionen reguliert werden. Beide Modelle nehmen an, dass JAM2 mit AHR11 bzw.
den JAZ-Proteinen in Abwesenheit eines Stimulus interagiert. Die Interaktionen wirden dem-
zufolge gleichzeitig stattfinden. Bisher wurde aber nicht geklart, oo AHR11 mit den JAZ-Pro-
teinen um die Interaktionsdoméne konkurriert oder ob eine gleichzeitige Interaktion mit JAM2
moglich ist. Ebenso ist unklar, ob AHR11 mit den JAZs interagieren kann. Um zu bestimmen,

unter welchen Bedingungen JAM2 mit welchem Interaktionspartner interagiert, sind weitere
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Studien notwendig. Eine Mdglichkeit bietet das Forster resonance energy transfer by flu-
orescence lifetime imag-ing (FRET-FLIM)-System, in dem Proteininteraktionen auch unter
dem Einfluss von verschiedenen hormonellen Stimuli in pflanzlichen Geweben getestet wer-

den konnen.

3.1.2 Domaéanen der Interaktion von AHR11 und TPL/TPRs

Uber einen Sequenzvergleich mit AHR11-Orthologen bestimmte Huang (2014) zwei N-termi-
nale EAR-Motive. EAR-Motive wurden zuerst in den ERFs vorgefunden und fur die transkrip-
tionelle Repressor-Funktion der ERFs verantwortlich gemacht (Ohta et al. 2001). Arabidopsis
enthalt etwa 219 transkriptionelle Regulatoren, in denen ein EAR-Motiv vorzufinden ist (Kagale
et al. 2010). Aus der Literatur ist bekannt, dass TPL/TPRs mit Proteinen, die ein solches Motiv
enthalten, interagieren kénnen (Szemenyei et al. 2008; Pauwels et al. 2010; Oh et al. 2014;
Wang et al. 2015a; Lee et al. 2016; Lynch et al. 2017). Es stellte sich die Frage, Uber welches
der beiden EAR-Motive die TPL/TPRs mit AHR11 in Interaktion treten oder ob ganz und gar
beide EAR-Motive fiir die Interaktion notwendig sind. Kagale et al. (2010) stellten fest, dass in
einem Protein ein bis vier EAR-Motive enthalten sein kdnnen. Am haufigsten sind jedoch ein
(ca. 75 %) bzw. zwei (20 %) EAR-Motive. Zu Proteinen, die wie AHR11 zwei EAR-Motive ent-
halten, zahlen zum Beispiel JAZ5, ERF4 und I1AA7 (Causier et al. 2012a). Fur IAA7 konnte
gezeigt werden, dass es wie AHR11 mit allen TPL/TPRs eine Interaktion eingehen kann (Cau-
sier et al. 2012a; Lee et al. 2016). Sobald jedoch eines der beiden EAR-Motive mutiert war,
konnte TPR3 mit IAA7 nicht mehr interagieren. Auch TPL und TPR1 interagieren mit beiden
EAR-Motiven von IAA7, wobei jedoch die Mutation des zweiten EARS nicht zu einem Verlust
der Interaktion, sondern lediglich zu einer Reduktion der Interaktionsstarke fihrte. TPR2 sowie
TPR4 interagierten nur mit dem N-terminalen EAR-Motiv. An diesem Beispiel wird deutlich,
wie unterschiedlich das Interaktionsverhalten der TPL/TPRs zu einem Interaktionspartner sein
kann. Im Fall von AHR11 konnte nur fir TPR1 und TPR3 ein Interaktionsverlust zu AHR11
verzeichnet werden, wenn eines oder beide EAR-Motive deletiert wurden. Jedoch reagierten
TPR1 und TPR3 auch auf jede weitere Veranderung von AHR11 — bis auf die Deletion der
RD1 — mit einem Interaktionsverlust (Abbildung 64). Die Interaktion zwischen AHR11 und
TPR1 bzw. TPR3 wurde bisher nur Uber Y2H gezeigt und Uber keine weitere Methode besté-
tigt. Es ist daher nicht sicher, ob die Interaktion zwischen diesen beiden TPRs und AHR11
tatsachlich in der Pflanze zustande kommt und ob eines der beiden TPRs dafiir mit einem

EAR-Motiv oder einer anderen Doméane von AHR11 in Kontakt tritt.
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TPL/TPR4

TPR1/TPR3
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Abbildung 64: Interaktionsdomé&nen der TPL/TPRs mit AHR11. Die Interaktionsdoméne der
TPL/TPRs — bis auf TPR2 — mit AHR11 beschrénkt sich auf den N-Terminus, aus LisH (Aminosauren
4-36, hellblau) und CTLH (Aminosauren 34-92, griin). TPR2 interagiert neben dem N-Terminus auch
Uber weitere Bereiche, wie zum Beispiel den WD-Wiederholungen (Aminosauren 353-1091, gelb) mit
AHR11, die hier nicht genauer charakterisiert wurden. AHR11 interagiert mit TPL und TPR4 Uber
239\WDLN2#2 der CR (Aminosauren 235-249; rot). Fur die Interaktion mit TPR2 ist neben der CR auch
eines der EAR-Motive (EAR1, Aminosauren 208-212; EAR2, Aminosauren 314—-318; orange) notwen-
dig. Die Interaktion von AHR11 mit TPR1 und TPR3 geht zumeist verloren, sobald eine Veranderung
an AHR11 vorgenommen wird. Neben den bereits genannten Domanen sind auch die drei NLSs (NLS1,
Aminosauren 18-29; PYNLS2, Aminosauren 194-199; NLS3, Aminosauren 793-799; blau) und eine
potentielle DNA-Bindedoméane (DNA_pol_viral_N, aa 840-994; lila) von AHR11 gekennzeichnet. Die
Angaben zur Lokalisation der Doméanen von AHR11 stammen von Huang (2014) und fir die TPL/TPRs
von UniProt (The UniProt Consortium 2018).

Fir die drei weiteren TPL/TPRs kam es zu keinem Interaktionsverlust durch die Deletion der
EAR-Motive. Erst die Deletion der CR hatte einen Interaktionsverlust mit TPL und TPR4 zur
Folge. Wie auch die EAR-Motive wurde die CR von Huang (2014) Uber Sequenzvergleiche
der AHR11-Orthologen identifiziert. Hier wurde festgestellt, dass die CR die Aminosaurese-
guenz ZWDLNTTM?#® enthalt, die einem partiellen DLNxxP-Motiv entspricht. Sowohl DLNxxP
als auch LxLxL werden als Konsensussequenz des EAR-Motivs angesehen. LxLXL lasst sich
zu ca. 75 % und DLNxxP zu ca. 24 % in transkriptionellen Regulatoren mit EAR-Motiven vor-
finden (Kagale et al. 2010; Kagale und Rozwadowski 2011). Die beiden von Huang (2014)
identifizierten EAR-Motive entsprechen der LxLxL-Konsensussequenz. Fir die Proteine
DUO1-ACTIVATED ZINC FINGER 1 (DAZ1) und ERF3, die beide ein DLNxxP enthalten,
wurde die Bedeutung dieses Motivs fur eine Interaktion mit TPL gezeigt (Causier et al. 2012a;
Borg et al. 2014). Die Mutation dieser Sequenz zum Beispiel zu AHNxxP oder die Deletion
fuhrte zu einem Verlust der Interaktion. Durch einen schrittweisen Austausch der Aminoséuren
wurde hier versucht die Sequenz innerhalb der CR, die fur die Interaktion zu TPL und TPR4

notwendig ist, zu bestimmen. Der Interaktionsbereich konnte dabei auf 2*WDLN?*?
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eingeschrankt werden, wobei der Austausch einer einzelnen Aminosaure in diesem Bereich
schon den Verlust der Interaktion mit TPL oder TPR4 zur Folge hatte. Fir TPR2 konnte erst
durch weitere Analysen bestimmt werden, dass es fir die Interaktion zu AHR11 sowohl die
CR bendtigt als auch eines der beiden EAR-Motive. Wie aber bereits angedeutet, kann nicht
ausgeschlossen werden, dass durch die Deletion eines EAR-Motivs und der CR der eigentli-

che Interaktionsbereich fir TPR2 nicht mehr zugéanglich ist.

Neben der AHR11-Interaktionsdoméane der TPL/TPRs sollte auch die TPL/TPR-Interaktions-
doméane von AHR11 bestimmt werden. Aus der Literatur geht hervor, dass die Interaktion zu
Proteinen mit EAR-Motiven oder einer WUS-Box (TLXLG) meist Uber den N-Terminus, der die
LisH- und die CTLH-Domane enthalt, erfolgt (Kieffer et al. 2006; Szemenyei et al. 2008; Kro-
gan et al. 2012; Wang et al. 2013a; Ke et al. 2015; Martin-Arevalillo et al. 2017). Die TPL/TPRs
wurden in Anlehnung an Kieffer et al. (2006) in vier Fragmente zerlegt und im Y2H auf die
Interaktion mit AHR11 getestet. AHR11 interagierte mit allen TPL/TPRs bis auf TPR2 nur tber
das Fragment 1-288 aa, das die LisH und die CTLH-Domé&ne enthalt. Um eine weitere Unter-
scheidung zu treffen, welche der beiden Doméanen fur die Interaktion verantwortlich ist, wurde
die LisH-Domane uber N-terminale Verkirzungen entfernt (Kieffer et al. 2006) oder die CTLH-
Domaéne deletiert (Szemenyei et al. 2008; Krogan et al. 2012; Wang et al. 2013a). Hier wurden
wie bei Kieffer et al. (2006) die Volllangen der TPL/TPRs bzw. die N-terminalen Fragmente
(1-288 aa) um die ersten 37 aa verkirzt, so dass keine LisH-Doméane mehr vorhanden war.
Der Verlust der LisH-Domaéane fiihrte auch zu einem Verlust der Interaktion zu AHR11, woraus
sich schliel3en lasst, dass die LisH-Domane im Gegensatz zur CTLH fir die Interaktion ent-
scheidend ist. In den Studien, in denen anstelle der LisH die CTLH-Doméne entfernt wurde,
wird jedoch stets der gegenteilige Schluss gezogen. In den hier vorliegenden Interaktionsstu-
dien wurde allerdings eine Auswirkung der Deletion der CTLH auf die Interaktion der
TPL/TPRs mit AHR11 nicht getestet. Es ist mdglich, dass die Herangehensweise von Szeme-
nyei et al. (2008), Krogan et al. (2012) und Wang et al. (2013a) hier zu deren Schluss flihren
konnte. Deletionen in zwei eng benachbarten Domanen, die sich zum Teil auch Uberschnei-
den, kdnnen einen Verlust der Interaktion aufgrund von Konformationsanderungen zur Folge
haben, auch wenn die deletierten Bereiche keine direkte Beteiligung an der Interaktion haben.
Die Studien und die hier vorliegenden Ergebnisse vereint jedoch die Aussage, dass der N-
Terminus der TPL/TPRs fir die Interaktion mit Proteinen, die EAR-Motive enthalten, notwendig

ist.
Wie zuvor schon angedeutet, bildet TPR2 eine Ausnahme in diesem Fall. Die Interaktion von

TPR2 mit AHR11 konnte nicht allein auf den N-Terminus eingeschrankt werden. Auch C-ter-

minale Fragmente (Aminosauren 37-1131 und Aminosauren 289-1131) von TPR2 waren in
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der Lage, eine Interaktion mit AHR11 einzugehen. Ahnliches konnte auch von Collins et al.
(2019) und Zhang et al. (2014) fur TPL beobachtet werden — bei letzterem jedoch fur TPL aus
Medicago truncatula. Zhang et al. (2014) bestimmten eine Prolin-reiche Region von TPL, die
zwischen der CTLH und den WD-Wiederholungen liegt, als essentiell fur die Interaktion mit
STENOFOLIA (STF). Collins et al. (2019) stellte fest, dass TPL Uber die WD-Wiederholungen
mit RELATED TO ABI3/VIVIPAROUS1 1 (RAV1), TEMPRANILLO 1 (TEM1) und VERNALI-
ZATION 5 (VRND) interagiert. Ob die Prolin-reiche Region, die WD-Wiederholungen oder
beide neben dem N-Terminus fur die Interaktion von TPR2 mit AHR11 zustandig sind, kann
aus den hier durchgefiihrten Interaktionsstudien nicht geschlussfolgert werden. Es wird jedoch
deutlich, dass neben dem N-Terminus auch der C-Terminus eine Rolle in der Interaktion von
TPR2 und AHR11 spielt.

3.1.3 Funktion des JAM2-AHR11-TPL/TPR-Komplexes im ABA-Signalweg

JAM2 ist in der Literatur als generell negativer Transkriptionsfaktor beschrieben. Zu dieser
Annahme kam es vor allem aufgrund einer Reihe von Aktivierungsassays (Nakata und Ohme-
Takagi 2013; Song et al. 2013; Huang et al. 2018). In diesen Assays wurde JAM2 mit der
GALA4BD fusioniert und zusammen mit einem Reporterkonstrukt, das die DNA-Bindesequenz
der GAL4BD enthalt, in ein pflanzliches Expressionssystem eingebracht. Da GAL4BD-JAM2
eine geringere Reporteraktivitdt aufwies als die GAL4BD alleine, wurde angenommen, dass
JAMZ2 sich allgemein reprimierend auf die Expression auswirkt. Des Weiteren wurde auch fest-
gestellt, dass die JAMs im Gegensatz zum nahe verwandten MYC2 keine mit sauren Amino-
séuren angereicherte Region enthalten, die als transkriptionelle Aktivierungsdoméne dienen
kann (Nakata et al. 2013). Dadurch kdonnten die JAMs nicht die RNA Polymerase Il rekrutieren,
um die Expression zu aktivieren (Goossens et al. 2017). Niu et al. (2011) und Fonseca et al.
(2014) zeigten zudem, dass JAM2 einen reprimierenden Einfluss auf die Expression von JAZ2
nimmt. Dafir wurde die CDS von JAM2 zusammen mit einem Reporterkonstrukt aus dem
pJAZ2 und der CDS fur GUS in Protoplasten eingebracht. JAM2 fiihrte dabei zu einer gerin-
geren Reporteraktivitét als der Kontrollansatz mit dem Reporter alleine. In den hier gezeigten
Experimenten hatte JAM2 in Anwesenheit von ABA jedoch eine aktivierende Wirkung auf die
Expression ABA-regulierter Gene. Dies zeigte sich im Luciferase-Imaging mit der ABA-Re-
porterlinie pATHBG6::LUC, in der Expressionsanalyse von ABA-regulierten Genen — wie
RD29B, ABI5, RCAR13 und AHG1 — oder mit dem ABA-Reporter pRD29B::LUC in Protoplas-
ten. Fur AHGL1 konnte sogar eine direkte Regulation durch die Bindung an den Promotor ge-
zeigt werden. JAM1 wurde ebenfalls als generell negativer Regulator beschrieben (Nakata et
al. 2013; Nakata und Ohme-Takagi 2013; Song et al. 2013), wahrend fiir den ABA-Signalweg

eine aktivierende Funktion festgestellt wurde (Li et al. 2007). Umgekehrt konnte auch flr das
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zu den JAMs nahe verwandte MYC2 eine negative regulatorische Funktion fir PLANT DE-
FENSIN 1.2 (PDF1.2) bestimmt werden (Anderson et al. 2004), obwohl es als generell positi-
ver Regulator beschrieben wurde (Niu et al. 2011; Nakata et al. 2013; Song et al. 2013; Fon-
seca et al. 2014). Auch fur andere Trans-kriptionsfaktoren, wie zum Beispiel ABI5, wurden
sowohl negative als auch positive regulatorische Funktionen nachgewiesen. Zu den negativ
regulierten Genen zahlen beispielsweise ABSCISIC ACID RESPONSIVE PROTEIN (ABR)
und M17 (Finkelstein und Lynch 2000; Su et al. 2016). Positiv regulierte sind SHOOT GRA-
VITROPISM 1 (SGR1), EARLY METHIONINE-LABELLED (EM) 6 und NON-YELLOW COLO-
RING (NYC) 1 (Sakuraba et al. 2014). Es stellt sich demnach die Frage des Sinns einer Ein-
teilung von Transkriptionsfaktoren in generell positive oder negative Regulatoren. Transkripti-
onsfaktoren scheinen doch eher sowohl positive als auch negative regulatorische Funktionen

wahrzunehmen, je nach vorliegendem Stimulus oder beteiligtem Interaktionspartner.

Neben der aktivierenden Wirkung auf das ABA-Reportersystem in Protoplasten und der posi-
tiven Wirkung auf die Expression ABA-regulierter Gene konnte fir JAM2 auch eine physiolo-
gische Funktion nachgewiesen werden. JAM2 wirkte sich in Verbindung mit ABA sowohl auf
das Wurzelwachstum als auch auf die Keimung aus. Beide Vorgange werden zu den ABA-
regulierten Wachstumsprozessen gezahlt (Zeevaart und Creelman 1988; Hilhorst und Karssen
1992; Himmelbach et al. 1998; Cutler et al. 2010). ABA vermittelt eine Aufrechterhaltung der
Dormanz, wodurch das vorzeitige Keimen bzw. die Keimung unter unginstigen Umweltbedin-
gungen verhindert wird. Auf das Wurzelwachstum hat ABA in geringen Konzentrationen einen
fordernden Effekt, wahrend es in htéheren Konzentrationen das Wachstum inhibiert (Zeevaart
und Creelman 1988; Himmelbach et al. 1998; Dietrich et al. 2017; Li et al. 2017). Durch die
positive und negative Regulation des Wurzelwachstums kann eine optimale Anpassung an die
umgebenden Bodenverhaltnisse erfolgen. Die Uberexpression von JAM2 hatte eine meist sig-
nifkant verminderte Keimung zur Folge. Die JAM2-Knockout-Linie hingegen wies im Vergleich
zur Kontrolle eine erhdhte Keimungsrate auf. Der Einfluss auf das Wurzelwachstum war nicht
so eindeutig wie der auf die Keimung, jedoch schien JAM2 die Empfindlichkeit gegenliber exo-
gener ABA zu erhtdhen. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit den anderen Ergebnissen,
nach denen JAM2 einen positiven Einfluss auf die ABA-Antwort nimmt. JAM2 ist demnach als

positiver Regulator der ABA-Antwort anzusehen.

Fir AHR11 wurde im ABA-Signalweg eine Funktion erwartet, die ahnlich zur Funktion der JAZs
im JA-Signalweg oder der Aux/IAAs im Auxin-Signalweg ist. Sowohl JAZs als auch Aux/IAAs
wirken als Linker zwischen einem Transkriptionsfaktor und TPL, wodurch die Expression von
Zielgenen des JA- und Auxin-Signalwegs unterdriickt wird (Pauwels et al. 2010). Diese Erwar-

tung fir AHR11 begriindete sich auf der Interaktion zu den TPL/TPRs, auf der Interaktion mit
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einem Transkriptionsfaktor in Form von JAM2 und auf dem ABA-hypersensitiven Phanotyp in
der AHR11-Defektmutante. AHR11 sollte sich somit negativ auf die JAM2-vermittelte ABA-
Antwort auswirken. Wahrend AHR11 aber mit dem ABA-Reporter-system in Protoplasten kei-
nen Effekt zeigte, l6ste es in der ABA-Reporterlinie pATHB6::LUC unter ABA-Exposition eine
hypersensitive Reaktion aus. Dies steht zunachst im Gegensatz zu der erwarteten Funktion.
Wenn aber davon ausgegangen wird, dass die negative Regulation nicht durch AHR11 selbst,
sondern vorangig durch die TPL/TPRs ausgel6st wird und AHR11 lediglich das Bindeglied
darstellt, dann kénnte die Hypothese aufgestellt werden, dass die Uberexpression von AHR11
zu einem Austitrieren der TPL/TPRs fuhrt. Ein Teil des vorkommenden AHR11s wirde die
TPL/TPRs binden, ein weiterer an JAM2 und wenige AHR11-Molekule wirden auch als Linker
fungieren. Nur dieser seltene vollstdndige Komplex mit den TPL/TPRs hétte auch eine repri-
mierende Wirkung (Abbildung 65). Die Mutante ahrl1, die nur das Rumpfprotein von AHR11
enthalt, und die T-DNA-Insertionslinie d476 I6sten ebenfalls eine hypersensitive Reaktion der
ABA-Reporterlinie aus. Das Rumpfprotein ahrl1 ist weder in der Lage mit JAM2 noch mit den
TPL/TPRs zu interagieren. Es entsteht somit kein Komplex und JAM2 kann positiv auf die
ABA-Antwort einwirken.

Im Gegensatz zu JAM2 hatte AHR11 keinen Einfluss auf die Expression der ABA-regulierten
Gene RD29B und CYP707A1. Auch die Daten aus Versuchen zur Keimung oder zum Wurzel-
wachstum geben kein Anzeichen eines nennenswerten Einflusses von AHR11 auf ABA-regu-
lierte Prozesse. Eine Tatsache ist jedoch, dass JAM2 und dessen positiver Einfluss auf die
ABA-Antwort erst durch die Interaktion mit AHR11 entdeckt wurden. Ein zufalliger Befund ist
mdoglich, aber doch eher als unwahrscheinlich anzusehen. Vielleicht wurden bisher die fal-
schen Gene hinsichtlich einer Regulation durch AHR11 betrachtet. In Keimlingen von Ara-
bidopsis konnten etwa 1354 Gene detektiert werden, die durch ABA reguliert werden (Hoth
2002). Es ist mdglich, dass ein Teil dieser Gene durch den JAM2-AHR11-TPL/TPR-Komplex
reguliert wird, aber auch manche nur durch JAM2 in Kombination mit anderen bisher noch
unbekannten Interaktionspartnern oder durch AHR11-TPL/TPR in Kombination mit anderen
Transkriptionsfaktoren. Auf die Expression des ABA-induzierbaren Gens ATHB6 (Sdderman
et al. 1999) in der ABA-Reporterlinie zeigten sowohl JAM2 als auch AHR11 einen positiven
Effekt. Die hypersensitive Reaktion von ahrll konnte aber durch den Knockout von JAM2
nicht beeinflusst werden. Es ist moglich, dass AHR11 auch mit anderen Trans-kriptionsfakto-
ren interagiert, die zur Regulation von ATHB6 und anderen Genen beitragen (Abbildung 65).

Der alleinige Knockout von JAM2 héatte in diesem Fall keinen Einfluss.
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Abbildung 65: Hypothetisches Modell zur hypersensitiven Reaktion durch AHR11. Durch die
Uberexpression von AHR11 in pATHB6::LUC kommt es neben der Ausbildung des Triple-Komplexes
(links) mit JAM2 und anderen Transkriptionsfaktoren (X) auch zur getrennten Interaktion von AHR11 mit
JAM2, X bzw. den TPL/TPRs (Mitte). Wahrend der Triple-Komplex die ABA-Antwort hemmt, wird durch
die getrennte Interaktion die ABA-Antwort nicht unterdriickt. In der Mutante ahr11 ist nur das Rumpfpro-
tein vorzufinden, das nicht mit JAM2, potentiellen anderen Transkriptionsfaktoren (X) sowie mit den
TPL/TPRs interagieren kann (rechts). Auch hier kommt es nicht zu einer Hemmung der ABA-Antwort.

Die TPL/TPRs fanden schon im Zusammenhang mit anderen Transkriptionsfaktoren im ABA-
Signalweg Erwahnung. TPR3 bildet zum Beispiel einen Komplex mit MYB44, um die Expres-
sion von ABI1, ABI2 und HAI1 zu reprimieren (Nguyen und Cheong 2018). TPL interagiert mit
einem Teil der AFPs, die wiederum mit den ABFs interagieren kénnen und negativ auf deren
Funktion einwirken (Lynch et al. 2017). Ein reprimierender Effekt auf den ABA-Signhalweg
konnte hier fir TPL und TPR4 bestatigt werden. Sie reduzierten die Reporteraktivitat im Pro-
toplastenexperiment um 10-20 % und in Verbindung mit ABA um 30-40 %. Ein anderes Bild
ergab sich fur die JAM2-induzierte ABA-Antwort. Sowohl ohne als auch mit ABA-Zugabe flhr-
ten die TPL/TPRs zu einer Steigerung der Reporteraktivitat. Dies widerspricht der erwarteten
Funktion der TPL/TPRs im JAM2-AHR11-TPL/TPR-Komplex und der allgemein gelaufigen Be-
schreibung als Repressor (Szemenyei et al. 2008; Zhu et al. 2010b; Causier et al. 2012b). Fir
den Nachweis des Modells miissten die TPL/TPRs auch hier eine reprimierende Wirkung ha-
ben. Die erlangten Ergebnisse deuten jedoch nicht auf die von Huang (2014) vermutete Bil-
dung eines Triple-Komplexes von JAM2, AHR11 und den TPL/TPRs hin, der reprimierend auf
JAM2-Zielgene wirkt. Weitere Experimente sind demnach notwendig, um ein besseres Ver-
standnis Uber die Funktion von JAM2, AHR11 und den TPL/TPR-Komplex zu bekommen. Ein
wichtiger Schritt nach vorne ware der Nachweis der Interaktionen in Pflanze und unter welchen
Bedingungen AHR11 posttranslationalen Modifikationen durch SUMO1, SINAT3 und MPK3/6
unterliegt. Es besteht auch die Méglichkeit, dass das Modell hinfallig ist, weil die Interaktionen
von AHR11 mit JAM2 bzw. mit den TPL/TPRs getrennt voneinander stattfinden. Goossens et
al. (2017) folgerten zum Beispiel aus den Ergebnissen von Song et al. (2013), dass die JAZs
im Gegensatz zur Regulation von MYC2 anscheinend nicht die TPL/TPRs rekrutieren und so
eine Repression von JAM-Zielgenen vermitteln, sondern durch Interaktion mit den JAMs le-

diglich deren DNA-Bindung verhindern. Vielleicht reguliert auch AHR11 JAM2 unabhangig von
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den TPL/TPRs. Als weiteres Beispiel konnen die Interaktionen von SUPERCENTIPEDE1
(SCN1) angefiihrt werden. SCN1 interagiert sowohl mit TPR1 als auch mit bHLH84 (Zhu et al.
2010b; Xu et al. 2014). Sie bilden aber keinen Triple-Komplex, sondern TPR1 und bHLH84
wirken unabhangig voneinander auf die durch SCN1 ausgeloste Abwehrreaktion ein. Es wird
angenommen, dass in Verbindung mit TPR1 negative Regulatoren reprimiert werden und dass
in Verbindung mit bHLH84 positive Regulatoren gefordert werden (Xu et al. 2014). Ebenso
koénnte es sich auch im Fall von AHR11, JAM2 und den TPL/TPRs verhalten (Abbildung 66).
An dieser Stelle bleibt jedoch zu klaren, warum auch das Rumpfprotein ahrll eine hypersen-

sitive Reaktion auslost, obwohl es weder mit JAM2 noch mit den TPL/TPRs interagiert.

AHR11 TPL/TPR
JAM2 AHR11

| 1

| 1

ABA-Antwort ABA-Antwort

Abbildung 66: Hypothetisches Modell zur Regulation der ABA-Antwort durch JAM2, AHR11 und
die TPL/TPRs. AHRL11 interagiert mit JAM2 und den TPL/TPRs getrennt voneinander. Durch die Inter-
aktion mit JAM2 werden Aktivatoren des ABA-Signalwegs positiv reguliert, wahrend durch die Interak-
tion mit den TPL/TPRs Repressoren reprimiert werden und so ebenfalls der ABA-Signalweg aktiviert
wird.

Aus den bisher vorliegenden Ergebnissen lasst sich nur schwer ein allgemein gultiges Modell
zur Regulation der ABA-Antwort unter Berticksichtigung von JAM2, AHR11 und den TPL/TPRs
ableiten. Zu viele unbekannte Variable existieren zu diesem Zeitpunkt noch, um eine eindeu-
tige Prognose hervorzubringen. Die hypothetischen Modelle konnen aber als Vorlage fiir wei-
tere Experimente dienen und dadurch zur Klarung der gemeinsamen Funktion der drei Fakto-

ren im ABA-Signalweg beitragen.
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3.2 JAM2-Zielgene und deren Regulation

Fur die JAMs wurde bereits eine regulatorische Funktion fiir verschiedene Gene gezeigt (Sa-
saki-Sekimoto et al. 2013; Song et al. 2013; Sasaki-Sekimoto et al. 2014; Huang et al. 2018).
Eine spezifische Regulation durch JAM2 wurde fur GLUCURONIC ACID SUBSTITUTION OF
XYLAN 1 (GUX1), GERMIN-LIKE PROTEIN 10 (GLP10), LIPOXYGENASE 2 (LOX2),
MYB21, PDF1.2, REVOLUTA (REV) und VSP1 nachgewiesen (Gaudinier et al. 2011; Yilmaz
et al. 2011; Nakata und Ohme-Takagi 2013; Song et al. 2013). LOX2, MYB21, PDF1.2 und
VSP1 sind JA-regulierte Gene und erflllen verschiedene Funktionen in Folge des JA-Stimulus.
LOX2 ist an der JA-Biosynthese beteiligt und spielt wie auch PDF1.2 eine Rolle in der pflanz-
lichen Abwehr (Bell und Mullet 1993; Manners et al. 1998; Turner et al. 2002). VSP1 ist ein
vegetatives Speicherprotein mit Phosphatase-Aktivitat (Berger et al. 1995) und MYB21 wirkt
an der Stamenentwicklung mit (Song et al. 2011). GUX1 gehort zur Familie 8 der Glyco-
syltransferasen (CAZy-Datenbank, Cantarel et al. 2009), ist im Golgi lokalisiert und substituiert
den Zellwandbestandteil Xylan mit Glucuronsaure oder 4-O-Methylglucuronsaure (Oikawa et
al. 2010; Mortimer et al. 2010; Lee et al. 2012; Rennie et al. 2012; Bromley et al. 2013). GUX1
kann unteranderem auch mit PHOSPHATE TRANSPORTER 4.1 (PHT4.1) interagieren, ein in
der Thylakoid-Membran der Chloroplasten lokalisierter Na*-abhéngiger Phosphat-Transporter
(Roth et al. 2004; Guo et al. 2008; Pavon et al. 2008; Jones et al. 2014). Uber GLP10 ist bisher
nur bekannt, dass es eines der zwolf Germin-ahnlichen Proteine in Arabidopsis ist und in der
Zellwand vorzufinden ist (Carter et al. 1998; Bayer et al. 2006). Auch mdgliche Interaktions-
partner von GLP10 wurden noch nicht beschrieben. REV ist wie auch JAM2 ein Transkripti-
onsfaktor und zahlt zur Familie der homeodomain-leucine zipper (HD-ZIP; Zhong und Ye
1999). Es ist wichtig fir die Entwicklung des apikalen Meristems und fiir die Limitierung der
Zellteilung in Blattern sowie im Spross (Talbert et al. 1995). REV interagiert mit LITTLE ZIP-
PERs (ZPRs) — kleine Proteine mit Leucin-Zipper-Doméne. Die ZPRs kénnen mit REV hete-
rodimerisieren, wodurch wahrscheinlich die DNA-Bindefahigkeit von REV verhindert wird und
daraus folgend die Transkription der ZPRs abnimmt (Wenkel et al. 2007; Kim et al. 2008). REV
nimmt direkten Einfluss auf den Auxin-Signalweg, indem es zum Beispiel Gene wie TRYP-
TOPHAN AMINO-TRANSFERASE OF ARABIDOPSIS 1 (TAA1) und YUCCAS (YUCS), die fir
Enzyme der Auxin-Biosynthese kodieren, reguliert (Zhong und Ye 2001; Brandt et al. 2012).
Daraus wird deutlich, dass JAM2 unterschiedliche Gene reguliert, die wiederum verschiedene
Funktionen wahrnehmen. Eine Verbindung zum ABA-Signalweg konnte tber die bisher anno-

tierte Gen-Regulation von JAM2 aber nicht gezogen werden.

Die Liste der JAM2-regulierten Gene lasst sich durch die hier vorliegenden Ergebnisse erwei-

tern (Abbildung 67), wodurch sich auch ein erster Einblick in die regulatorische Funktion von
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JAM2 im ABA-Signalweg ergibt. JAM2 nahm einen positiven Einfluss auf die Expression von
AHG1, ABI5, RD29B und RCAR13 sowie einen negativen auf die Expression von CYP707A1.
Eine Regulation dieser Gene durch JAM2 geht aus der Literatur bisher nicht hervor. Zur Re-
gulation dieser neuen JAM2-Zielgene liegen wiederum einige Informationen vor. So ist bei-
spielweise bekannt, dass die Expression von AHG1 durch bZIP16, ABI5 sowie ABI4 gesteuert
wird (Reeves et al. 2011; Hsieh et al. 2012) und die Expression von CYP707A1 durch TGACG
SEQUENCE-SPECIFIC BINDING PROTEIN 1 (TGA1) und ATHB1 (Lv et al. 2014). AHG1 ge-
hort zur Gruppe A der Protein-Phosphatasen 2C (PP2C) und ist ein negativer Regulator des
ABA-Signalwegs (Schweighofer et al. 2004; Nishimura et al. 2007). Es kann mit allen RCARs
der Unterfamilie eins — bis auf RCAR4 — einen ABA-Rezeptorkomplex bilden, wodurch die
Phosphatase-Aktivitat inhibiert wird und der ABA-Signalweg aktiviert wird (Tischer et al. 2017).
Die hochste Transkriptmenge von AHG1 wird im trockenen Samen vorgefunden und wahrend
der Stratifikation wird die mRNA von AHG1 nahezu vollstandig abgebaut (Nishimura et al.
2007). ABI5 ist ein bZIP-Transkriptionsfaktor und nimmt einen wesentlichen Anteil an der Re-
gulation der Samenkeimung (Skubacz et al. 2016). ABI5 wird wahrend der frihen Keimungs-
phase besonders stark exprimiert und ist an der Definierung eines Entwicklungs-Checkpoints
beteiligt, an dem der keimende Samen noch auf Umweltreize mit einer Arretierung der Ent-
wicklung reagieren kann (Lopez-Molina et al. 2001; Maia et al. 2014). Die Funktion von RD29B
ist noch nicht bekannt. Die Expression von RD29B wird aber sowohl durch Dehydrierung als
auch durch ABA wahrend der Keimung und in der vegetativen Phase induziert (Nakashima et
al. 2006). RCAR13 zahlt zur Unterfamilie 11l der ABA-Rezeptoren und induziert im Vergleich
zu den drei weiteren Mitgliedern dieser Unterfamilie — RCAR11, RCAR12 und RCAR14 - die
ABA-Antwort in Protoplasten am starksten (Tischer et al. 2017). Des Weiteren konnte Tischer
et al. (2017) zeigen, dass RCAR13 mit allen PP2Cs — bis auf AHG1 — fiir die Regulation der
ABA-Antwort interagieren kann. RCAR13 nimmt Einfluss auf die ABA-vermittelte Inhibierung
der Keimung sowie auf das Wurzelwachstum und induziert die ABA-vermittelte SchlieRung der
Stomata (Li et al. 2018). CYP707A1 gehort zur Familie der Cytochrom-P450-Enzyme und ist
eine ABA-8"-Hydroxylase (Kushiro et al. 2004). ABA-8"-Hydroxylasen sind fir den Abbau von
ABA zu Phaseinsaure verantwortlich (Cutler und Krochko 1999). Der Knockout von CYP707A1
fuhrt zu einer Akkumulation von ABA im trockenen Samen und zu einer verminderten Keimfa-
higkeit (Okamoto et al. 2006). Fur die Transkriptmenge von CYP707A1 konnte gezeigt werden,
dass sie mit Beginn der Quellung zunimmt (Kushiro et al. 2004). Aus den Beschreibungen geht
hervor, dass die JAM2-regulierten Gene eine wesentliche Rolle wahrend der Keimung einneh-
men. Dies kdnnte eine moégliche Erklarung dafir sein, dass JAM2 in Verbindung mit ABA einen
solch deutlichen Effekt auf die Keimung zeigte. Um diese Hypothese zu bestatigen sind jedoch
weitere Analysen notwendig. Die hier aufgefihrten Expressionsdaten wurden mit finf Tage

alten Keimlingen erhoben. Wenn JAM2 einen malRgebenden Einfluss auf die Expression
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dieser Gene wahrend der Keimung hat, dann misste die Expressionsanalyse eher mit Samen
in unterschiedlichen Quellungsstadien durchgefiihrt werden. Die Auswahl der Kandidaten fr
die Expressionsanalyse wurde Uber das Vorhandensein einer G-Box im Promotor entschie-
den. Fir RD29B konnte aber auch ohne eine G-Box im Promotor eine Induktion der Expres-
sion verzeichnet werden. Unter den ABA-Signalkomponenten, die keine G-Box im Promotor

enthalten, kénnen sich also weitere JAM2-regulierte Gene befinden.

Jasmonat-
Signalweg

LOX2

Abscisinsaure- CYP707A1 myB21

Signalweg 1.
RCAR13 X 7 PDF1.2

~ P 4
ABI5 - JAM2 - VSP1

r'g "
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e— =" ?
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Abbildung 67: JAM2-regulierte Gene. Die Informationen tber JAM2-regulierte Gene stammen von
der Datenbank AGRIS (Yilmaz et al. 2011), Gaudinier et al. (2011), Song et al. (2013) sowie Nakata
und Ohme-Takagi (2013). In der Darstellung sind aus der Literatur bereits bekannte Gene durch einen
schwarzen Pfeil gekennzeichnet und hier neu identifizierte Gene durch einen roten Pfeil markiert. Der
auRRere Kreis gibt die Zugehorigkeit zu einem Signalweg bzw. zu einem bestimmten Prozess an. Eine
Einordnung von GLP10 ist noch nicht bekannt. Die Gene wurden je nach Funktion des kodierten Pro-
teins farblich hinterlegt: Enzyme rot, Rezeptoren lila, Transkriptionsfaktoren hellgriin und bei noch un-
bekannter Funktion grau.

Unter den JAM2-regulierten Genen sind auch drei Transkriptionsfakoren vorzufinden — ABI5
MYB21 und REV. Wie bereits erwahnt, zahlt ABI5 zu den bZIP-Transkriptionsfaktoren (Lopez-
Molina und Chua 2000), MYB21 zu den R2R3-MYB-Transkriptionsfaktoren — wobei R2 und
R3 fur die zwei Helix-Turn-Helix-Motive stehen — (Kranz et al. 1998) und REV zu den HD-ZIP-
Transkriptionsfaktoren (Zhong und Ye 1999). Transkriptionsfaktoren kdnnen wiederum selbst

eine Vielzahl an Genen regulieren (Abbildung 68).

109



Diskussion

Enzym-Protektion

COR15.A
CORG6.6 RAB18

RAB28

EM1 \ \ I / /;, ABR

ABI5

—_—
NYE1 PGIP1
Blatt- / l \\

Seneszenz NYC1 PGIP2

B.J.asmor;at- DGAT1 Zellwand-
iosynthese AHG1 Abbau
Loxz ABA :ﬁn- u'nlf:il

JAM?2 - ollen-Entwicklung
AOS - L} / Signalweg
MYB21
o Phenylpropanoid-
JAZS Vv Metabolismus
Auxin-
JAZ7 PAL4 Biosynthese
Jasmonat- yuces
Signalweg t 7

ATHB4 <+ — TAA1

VDN7
Xylem-
Entwicklung

Schattenvermeidungssyndrom

Abbildung 68: Ubersicht uber ABI5-, MYB21- bzw. REV-regulierte Gene. Die Informationen tber
REV-regulierte Gene stammen aus der Datenbank AGRIS (Yilmaz et al. 2011) und wurden von Brandt
et al. (2012), Taylor-Teeples et al. (2015) und Endo et al. (2015) erhoben. Informationen tber ABI5-
regulierte Gene stammen von Skubacz et al. (2016) und Uber MYB21-regulierte Gene von Reeves et
al. (2012). In der Darstellung sind aus der Literatur bereits bekannte regulatorische Beziehungen durch
einen schwarzen Pfeil gekennzeichnet und der hier neu identifizierte Einfluss von JAM2 auf ABI5 durch
einen roten Pfeil markiert. Der auf3ere Kreis gibt die Zugehdrigkeit zu einem Signalweg bzw. zu einem
bestimmten Prozess an. Die Gene wurden je nach Funktion des kodierten Proteins farblich hinterlegt:
Enzyme rot, Rezeptoren lila, Transkriptionsfaktoren hellgriin, Inhibitoren hellblau, LEA-Proteine gelb
und bei noch unbekannter Funktion grau.

Reeves et al. (2012) stellten fest, dass MYB21 AOS, LOX2, JAZ5 und JAZ7 negativ reguliert.
Diese MYB21-regulierten Gene haben alle eine Funktion in der JA-Antwort. LOX2 und die
JAZs sind schon aus vorherigen Beschreibungen bekannt. AOS wird in verwundeten Blattern
verstarkt exprimiert und konvertiert fir die JA-Biosynthese 13(S)-Hydroperoxylinolensdure zu
12,13-Epoxylinolensaure (Laudert et al. 1996; Laudert und Weiler 1998). Zu den REV-regu-

lierten Genen zahlen — wie zuvor erwdhnt — TAA1 sowie YUC5, die fir Enzyme der Auxin-
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Biosynthese kodieren (Woodward et al. 2005; Cheng et al. 2006; Stepanova et al. 2008; Tao
et al. 2008). PHENYLALANINE AMMONIALYASE 4 (PAL4), das fur ein Enzym des Phenyl-
propanoid-Metabolismus kodiert, wird ebenfalls durch REV reguliert (Raes et al. 2003;
Cochrane et al. 2004). PAL4 katalysiert die Deaminierung von Phenylalanin zu Ammoniak und
Zimtsaure. Es liefert dadurch Vorstufen fir die Lignin- und Flavonoid-Produktion (Raes et al.
2003; Fraser und Chapple 2011). Des Weiteren reguliert REV auch eine Reihe von Genen,
die fur HD-ZIP-Transkriptionsfaktoren kodieren, wie ATHB4, HOMEOBOX-LEUCINE ZIPPER
PROTEIN (HAT) 2, HAT3 und HAT4 (Ruberti et al. 1991; Carabelli et al. 1993; Schena und
Davis 1994), sowie einen NAC-Domanen-Transkriptionsfaktor, VASCULAR RELATED NAC-
DOMAIN PROTEIN (VDN) 7 (Ooka et al. 2003). VDN7 reguliert die Expression von Genen,
die fur die Formierung der Tracheen im Xylem bendétigt werden (Yamaguchi et al. 2011). Die
meisten Proteine (ATHB4, HAT2, HAT3, HAT4, TAAL, YUC5), deren Genexpression durch
REV reguliert wird, sind jedoch an der Steuerung der Reaktion auf Beschattung, dem shade
avoidance syndrome (Schattenvermeidungssyndrom) beteiligt (Steindler et al. 1999; Devlin et
al. 2003; Roig-Villanova et al. 2006; Sorin et al. 2009; Brandt et al. 2012; Bou-Torrent et al.
2012; Zhou et al. 2018). Das Schattenvermeidungssyndrom bezieht sich auf Reaktionen der
Pflanze, die das Wachstum und die Entwicklung an Umgebungen mit hoher Pflanzendichte
anpassen (Martinez-Garcia et al. 2014). Die Qualitat und die Quantitat des verfligbaren Lichts
in solchen Umgebungen werden zum einen durch die Reflexion und die Absorption benach-
barter Pflanzen und zum anderen durch die direkte Beschattung beeinflusst (Franklin 2008;
Casal 2012; Martinez-Garcia et al. 2014). Direkte oder indirekte Beschattung kann so zur Un-
terdriickung der Keimung, zur Férderung des Hypokotyl- und Stangel-Wachstums, zu starker
aufgerichteten Blattern oder zur vorzeitigen Blite fihren (Casal 2012). In diesem Zusammen-
hang ist interessant, dass dies Expression von JAM2 vorallem durch UV induziert werden kann
(Heim et al. 2003). An der Reaktion der Schattenvermeidung sind die Signalwege der Phy-
tohormone Auxin, Ethylen und Gibberellin beteiligt (Franklin 2008). Fur ATHB4 und HAT2
wurde neben der Funktion im Schattenvermeidungssyndrom auch publiziert, dass ihre Gene
einer Regulation in Folge von Salzstress bzw. Trockenheit unterliegen, die aber in keiner Ver-
bindung zu ABA steht (Ma et al. 2006; Huang et al. 2008). Die ABI5-regulierten Gene kodieren
fur Enzyme, Inhibitoren, LATE EMBRYOGENESIS ABUNDANT (LEA)-Proteine und Mitglieder
des ABA-Signalwegs. Zu den durch ABI5 positiv oder negativ regulierten LEA-Genen zahlen
ABR, EM1, EM6, COLD REGULATED (COR) 6.6 und 15A sowie RESPONSIVE TO AB-
SCISIC ACID (RAB) 18 und 28 (Finkelstein und Lynch 2000; Nakamura et al. 2001; Carles et
al. 2002; Brocard et al. 2002; Hundertmark und Hincha 2008; Bies-Ethéve et al. 2008; Su et
al. 2016). LEA-Proteine sind im trockenen Samen vorzufinden sowie unter Wassermangel im
vegetativen Pflanzengewebe. Sie verhindern Konformationsdnderungen von Enzymen unter

Wassermangel und erhalten dadurch die Aktivitat des Enzyms (Olvera-Carrillo et al. 2011). Zu
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den ABI5-regulierten Inhibitoren zéhlen POLYGALACTURONASE INHIBITING PROTEIN
(PGIP) 1 und 2 (Kanai et al. 2010). Die PGIPs inhibieren die Polygalacturonasen, wodurch
Pektin, das wahrend der Quellung aus der Samenschale abgegeben wird und den Samen als
eine Art Schleimschicht umgibt, nicht abgebaut werden kann und die Keimung inhibiert wird
(Ferrari et al. 2003; Ferrari et al. 2006; Kanai et al. 2010). Eine gemeinsame Regulation von
ABI5 mit ABI4 wurde beispielsweise fir die Gene DIACYLGLYCEROL ACYLTRANS-
FERASE 1 (DGAT1) und AHG1 — Phosphatase und ABA-Co-Rezeptor — beschrieben (Reeves
et al. 2011; Kong et al. 2013). DGAT1 ist ein Enzym in der Biosynthese von Triacylglycerolen,
die den Hauptanteil der Reservelipide bilden, und ist wichtig fir die Pollen- und Samenent-
wicklung (Zhang et al. 2009). NON-YELLOWING 1 (NYE1) und NYC1 werden durch ABI5 in
Verbindung mit ENHANCED EM LEVEL (EEL) positiv reguliert (Sakuraba et al. 2014). NYC1
und NYEL1 bilden wahrscheinlich mit anderen Proteinen einen Komplex fiir den Chlorophyllka-
tabolimus und regulieren die Blattseneszenz (Park et al. 2007; Sakuraba et al. 2012; Kusaba
et al. 2013; Jia et al. 2015).

Aus den Ausfiihrungen wird deutlich, welche Auswirkungen die Uberexpression oder der
Knockout von JAM2 zur Folge haben kann. JAM2 nimmt Einfluss auf die Expression von En-
zymen, Rezeptoren und Transkriptionsfaktoren. Die Transkriptionsfaktoren haben wiederum
Einfluss auf die Expression von weiteren Transkriptionsfaktoren sowie von Enzymen, Inhibito-
ren und Stabilisatoren. Durch eine veranderte Regulation von JAM2 kann dadurch eine Kas-
kade an Folgereaktionen ausgelost werden, die sich auch auf andere Signalwege — neben

ABA- und JA-Signalweg — auswirken kdnnten.

3.2.1 Die G-Box als DNA-Bindestelle

Die meisten bHLH-Proteine binden an eine hexamere E-Box (CANNTG), wobei nur eine Halb-
seite (CAN) durch ein bHLH-Monomer in der gro3en Furche der DNA gebunden wird (Ellen-
berger et al. 1994; Shimizu et al. 1997). Eine Variante der E-Box ist die palindromische G-Box
mit der Sequenz CACGTG (Menkens et al. 1995; Toledo-Ortiz et al. 2003). Erste Beschrei-
bungen der G-Box in Pflanzen gehen auf Giuliano et al. (1988) im Promotor der kleinen Un-
tereinheit von Ribulose-1,5-bisphosphat-Carboxylase-Oxygenase (pRbcS) zuriick. Die G-Box
ist aber nicht nur in Promotoren vorzufinden, die in Folge eines Licht-Stimulus reguliert werden,
sondern auch in Promotoren, die durch Hormone wie ABA oder Methyl-Jasmonat reguliert
werden (Donald und Cashmore 1990; Block et al. 1990; Guiltinan et al. 1990; Mason et al.
1993; Menkens et al. 1995). Neben bHLH-Transkriptionsfaktoren kénnen auch bZIP- und
bHLH/ZIP-Transkriptionsfaktoren, die dem Namen zufolge neben der basischen Region so-

wohl ein HLH-Motiv als auch ein Leucin-Zipper enthalten, an die G-Box binden (Guiltinan et
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al. 1990; Kawaoka et al. 1994; Ferré-D"Amaré et al. 1994). Gemeinsam ist ihnen eine basische
Region, Uber die die DNA-Bindung erfolgt (Fuijii et al. 2000).

Toledo-Ortiz et al. (2003) prognostizierten anhand von bioinformatischen Analysen, dass
JAM2 aufgrund von funf basischen Aminosauren (R3, H®, R4, R, RY) innerhalb der ersten
17 Aminoséauren des bHLH-Motivs — im Durchschnitt sind sechs basische Aminosauren in der
basischen Region der bHLHs von Arabidopsis enthalten — an DNA binden kann (Abbildung
69). Des Weiteren ordneten Toledo-Ortiz et al. (2003) JAM2 zu den E-Box-bindenden bHLHs,
da es die daftir hochkonservierten Aminosauren E** und R*® in der basischen Region enthalt
(Atchley et al. 1999). Die Kategorisierung zu den G-Box-bindenden bHLHSs erfolgte aufgrund
der Aminosauren H, E und R an Position 9, 13 bzw. 17. E*® ist in den bHLHs hochkonserviert
und bindet das auRere CA der G-Box (Fisher und Goding 1992; Ferré-D"’Amaré et al. 1994;
Ellenberger et al. 1994; Shimizu et al. 1997). R ist fiir die Unterscheidung zwischen CACGTG
und CAGCTG verantwortlich, indem es mit dem zentralen G in der G-Box interagiert (Dang et
al. 1992). H?® interagiert mit dem komplementaren G des ersten Cs in der G-Box (Shimizu et
al. 1997).

a) : : :
Basic Helix Loop Helix
I | | | 1
NGRAEATNHVEAERQRREKLNQRFYATRSVVPNISKMDKASLLGDAVSYINEL

b)
E13 R17 o

5@ dné s
G-Box 3 g
HQ?T C?

R17 E13

Abbildung 69: Das bHLH-Motiv und die DNA-Bindung von JAM2. a) Aminosauresequenz des
bHLH-Abschnitts von JAM2. Der Ausschnitt zeigt die Aminosauren 425-478 von JAM2. Die Zahlen
oberhalb der Aminosduresequenz geben die Position innerhalb des bHLH-Motivs an. Die Zuordnung
der Sequenzabschnitte und die Angaben zu konservierten Aminosauren (unterstrichen) innerhalb der
bHLHs aus Arabidopsis wurden aus Toledo-Ortiz et al. (2003) entnommen. Basische Aminosauren in
der BR sind rot hervorgehoben. b) Prognostizierte Bindung von einem JAM2-Dimer an die G-Box. Die
Halbseite einer G-Box (CAC) wird jeweils von einem Monomer (rot bzw. blau) gebunden. Die Zuordnung
der fiir die DNA-Bindung essentiellen Aminosauren (H®, E*3, R'7) und die fur die DNA-Protein-Interaktion
wichtigen Basen sind dargestellt. Auch diese Angaben stammen von Toledo-Ortiz et al. (2003).

Die Prognose uber die DNA-Bindespezifitat von Toledo-Ortiz et al. (2003) konnte Uber einen
protein binding microarray (PBM) von Fonseca et al. (2014) und in dieser Arbeit Uber einen
Promotorbindungs-Assay mit pTAT1 bestétigt werden. Die Mutation der G-Box in pTAT1 zu
AGGTCA oder die Deletion der basischen Region von JAM2 fuhrten zu einer Reduktion der

Reporterantwort um 76 % bzw. 92 %. Dies verdeutlicht zum einen die hohe Affinitat zu einer
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G-Box und zum anderen die Notwendigkeit der basischen Region zur DNA-Bindung. Es stellen
sich nur die Fragen, warum zum einen die Mutation der G-Box in pTAT1 zu einer geringeren
Reduktion der Reporteraktivitat als die Deletion der basischen Region fihrte, und zum ande-
ren, warum die Reporteraktivitdt von pTAT1 _mGbox um 62 % mit JAM2_dBR reduziert wer-
den konnte. Die DNA-Bindestelle von JAM2 lasst laut dem PBM von Fonseca et al. (2014)
auch eine Sequenz-Variation (MAYGTG) zu. Die sich daraus ergebenden Varianten der G-
Box AACGTG, AATGTG, CATGTG kdnnen von JAM2 auch gebunden werden, jedoch mit ge-
ringerer Affinitat. In pTAT1 kann neben der G-Box auch zweimal die G-Box-Variante AATGTG
vorgefunden werden (Tabelle 2). Es ist mdglich, dass JAM2 mit geringerer Praferenz auch an
diese G-Box-Variante in pTAT1 binden kann und dadurch die Reporteraktivitat ausldst. Fur die
abweichende Sequenzspezifitaét von JAM2 spricht auch die G-Box-Variante CATGTG, die in
den Promotoren der JAM2-regulierten Gene GUX1, GLP10, LOX2, MYB21, PDF1.2, REV und
VSP1 enthalten ist. Eine palindromische G-Box kann laut der Datenbank AGRIS (Yilmaz et al.
2011) im Promotor dieser Gene nicht vorgefunden werden. Die CATGTG-Sequenz entspricht
der Bindestelle des bHLH-Transkriptionsfaktors MYC2 im Promotor von RD22 (Abe et al.
1997). Zudem stellten Fonseca et al. (2014) fur JAM2 fest, dass es vornehmlich an Sequenzen
bindet, die auch von MYC2 gebunden werden. Auch in den weiteren Promotoren pAHG1 und
pCYP707Al, fur die eine direkte Bindung von JAM2 gezeigt werden konnte, sind G-Box-Vari-
anten enthalten. Die Variante AATGTG ist in pAHG1 zweimal und in pCYP707A1 einmal ent-
halten. CATGTG ist in pAHG1 und pCYP707ALl jeweils zweimal enthalten. Die dritte mogliche
Variante AACGTG ist nur in pCYP707A1 und dort zweimal vorzufinden. Es ist mdglich, dass
JAM2 die Promotoren nicht nur tber die G-Box, sondern auch Uber die von Fonseca et al.
(2014) bestimmten Sequenz-Varianten der G-Box binden kann. Eine experimentelle Uberprii-
fung, ob diese Sequenz-Varianten in den genannten Promotoren als Bindestelle dienen, gibt

es bisher nicht.

Tabelle 2: G-Box-Varianten in den durch JAM2-gebundenen Promotoren. Die Entfernung der G-
Box-Variante in pTAT1, pAHG1 und pCYP707A1 ist in n bp zum ATG angegeben.

Promotor G-Box-Variante n bp upstream des ATG
CATGTG AATGTG AACGTG

pTAT1 121
578
pAHG1 317 1219
742 1741

pCYP707A1 990 517 663

1255 2049

Die Bindung eines Transkriptionsfaktors an ein Sequenzmotiv wie die G-Box wird jedoch nicht
nur durch das Sequenzmotiv alleine bestimmt. Dies wird allein schon an der Zahl der ABA-
Signhalkomponenten deutlich, die eine G-Box enthalten. Von den hier analysierten Promotor-

Bereichen der ABA-Signalkomponenten enthielten 51 % eine oder mehrere G-Boxen. G-Box-
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Varianten wurden in dieser Analyse nicht betrachtet. Schon diese Anzahl spricht dafir, dass
die Bindung einer G-Box von weiteren Faktoren abhéngig sein muss, die in Folge zu einer
feinen Regulation der Transkription fihren. Heterodimerisierungen zwischen bHLH-Transkrip-
tionsfaktoren kdnnen die Bindespezifitdt beeinflussen (Fisher und Goding 1992). Zudem ver-
muteten Fisher und Goding (1992) sowie Menkens et al. (1995), dass die umgebende DNA-
Sequenz die Bindung der G-Box beeinflussen kénnte. Zum einen kénnte die umgebende DNA-
Sequenz einen direkten Einfluss auf die Bindung der G-Box nehmen, indem der Transkripti-
onsfaktor in bestimmten Abstdnden Nukleotide vorfinden muss, mit denen er interagieren
kann, um eine funktionelle G-Box-Bindung einzugehen. Zum anderen kénnten andere Prote-
ine an die benachbarte DNA-Sequenz binden und durch eine Interaktion mit dem Transkripti-
onsfaktor die Bindung an die G-Box fordern oder aber auch die G-Box fur den Transkriptions-
faktor unzuganglich machen.

Fur den bHLH-Transkriptionsfaktor PHOSPHATE METABOLISM 4 (PHO4) aus Hefe konnte
gezeigt werden, dass das Histidin, welches mit dem komplementéaren G des ersten Cs in der
G-Box interagiert, auch mit einem zum G 3"-flankierenden G interagiert, das aul3erhalb der G-
Box liegt (Shimizu et al. 1997). Auch fur zwei weitere bHLH-Transkriptionsfaktoren aus Hefe,
CBF1 und TYE7, wurde ein Einfluss auf die DNA-Bindung durch flankierende DNA-Bereiche
festgestellt. Dabei spielt nicht unbedingt der spezifische Kontakt zu einer bestimmten Base die
Rolle, sondern die dreidimensionale Struktur der DNA-Bindestelle (Gordan et al. 2013). Auch
Zhou et al. (2015) stellten fest, dass die dreidimensionale Struktur der DNA einen Einfluss auf
die DNA-Bindung eines Transkriptionsfaktors hat. Des Weiteren konnte auch gezeigt werden,
dass nicht nur die Aminosauren der BR fiir die DNA-Bindung entscheidend sind, sondern auch
Aminosauren im Loop der bHLH-Transkriptionsfaktoren. So zum Beispiel fiir den bHLH-Tran-
skriptionsfaktor DEADPAN aus Drosophila (Winston und Gottesfeld 2000; Nair und Burley
2000). Diese Ergebnisse zeigen, dass das Vorhandensein einer G-Box somit noch lange kein
Anzeichen fur eine DNA-Bindung durch einen Transkriptionsfaktor ist, sondern nur ein erstes

mdogliches Indiz.

Fonseca et al. (2014) stellten fiir JAM2 fest, dass es bevorzugt an G-Boxen bindet, die am 5'-
Ende durch ein Purin und am 3"-Ende durch ein Pyrimidin flankiert sind. Andere Octamere
konnen mit geringerer Affinitat aber auch gebunden werden. Die flankierenden Bereiche der
G-Boxen von pAHG1, pCYP707A1 und pTAT1 entsprechen jedenfalls nicht generell der mit-
geteilten Praferenz von JAM2 gegentber Purinen oder Pyrimidinen. Wahrend die flankieren-
den Bereiche der G-Box in pCYP707Al1 und die flankierenden Bereiche der zum ATG am
nachsten gelegenen G-Box in pAHG1 den angegebenen Praferenzen von JAM2 tatsachlich

entsprechen, verhalt es sich bei den flankierenden Bereichen der G-Box in pTAT1 und den
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flankierenden Bereichen der weiteren G-Boxen in pAHG1 genau umgekehrt. Die hochste Re-
porteraktivitat wurde zudem mit dem pTAT1 (56-fach) gemessen und nicht mit pAHG1 oder
pCYP707A1 (8- bzw. 17-fach). Die Affinitat von JAM2 zu einer G-Box lasst sich demzufolge
nicht alleine Uber die direkten flankierenden Bereiche erklaren. Vielleicht hangt die Bindung
von JAM2 an eine G-Box auch von weiteren Basen ab, die mit Aminosauren des bHLH-Motivs
interagieren, aber bisher noch nicht charakterisiert wurden. Es ist auch denkbar, dass JAM2
mit anderen Proteinen interagieren kann oder seine Bindung an G-Boxen durch andere Pro-

teine verhindert wird.

Ein Dimerisierungspartner von JAM2 ist beispielweise JAM3 (Nakata und Ohme-Takagi 2013;
Fonseca et al. 2014). Wie auch JAM2 bindet JAM3 mit hochster Affinitdt an eine G-Box
(Fonseca et al. 2014). Es ist daher wahrscheinlich, dass das Heterodimer aus JAM2 und JAM3
vorwiegend an G-Boxen bindet und eher selten an G-Box-Varianten. Es ist aber nicht auszu-
schlieRen, dass auch G-Box-Varianten gebunden werden, da auch die DNA-Bindesequenz
(MAYRTK) von JAM3 variieren kann. Ergebnisse Uber die Affinitdt des Heterodimers zu be-
stimmten DNA-Sequenzen liegen bisher nicht vor. Es ist aber davon auszugehen, dass JAM2
durch die Dimerisierung mit JAM3 in der Bindung von G-Boxen oder G-Box-Varianten beein-
flusst wird und maoglicherweise bestimmte DNA-Sequenzen bevorzugt vom Heterodimer ge-
genuber dem JAM2-Dimer gebunden werden. Wie auch JAM2 soll JAM3 eine Vorliebe flr
Purine an der 5”-flankierenden DNA-Sequenz der G-Box und Pyrimidine an der 3’-flankieren-
den DNA-Sequenz aufweisen (Fonseca et al. 2014). Dies schrankt zudem die Auswahl an G-
Boxen, die durch das Heterodimer gebunden werden kénnen, ein. Im Heterodimer kénnen
aber auch kleinere Abweichungen in der DNA-Bindesequenz ignoriert werden. Da jedes Mo-
nomer die Halbseite der DNA-Bindestelle mit unterschiedlicher Affinitat bindet, kann es dazu
kommen, dass ein Monomer eine Halbseite mit hoher Affinitat bindet und dadurch fir das an-
dere Monomer die Bindung einer Halbseite, zu der es eine geringere Affinitat aufweist, tole-
rierbar wird (Masi et al. 2011).

Die Bindung an pCYP707A1 von JAM2 konnte auch Uber ein Heterodimer erfolgen. Dies
wirde zumindest erklaren, warum die Deletion der BR von JAM2 nicht zu einem Ausbleiben
der Reporteraktivitat fihrte, sondern nur zu einer Reduktion um 46 % ohne exogene ABA und
um 23 % mit exogener ABA. HLH-Proteine, denen die BR fehlt, sind selber nicht in der Lage
DNA zu binden (Ledent und Vervoort 2001; Toledo-Ortiz et al. 2003; Jones 2004). Sie kdnnen
aber mit bHLH-Proteinen dimerisieren, jedoch fuhrt das eher zu einer Verhinderung der Bin-
dung an die DNA (Wang und Baker 2015). JAM2 mit deletierter BR kénnte im Gegensatz zu
den HLH-Proteinen noch Bereiche enthalten, die stabilisierend auf die DNA-Bindung wirken.

Im Heterodimer wirde die DNA-Bindung nur Gber den Interaktionspartner erfolgen und JAM2
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wuirde aufgrund der fehlenden BR keine direkte Interaktion mit der DNA eingehen, sondern

nur die DNA-Bindung stabilisieren.

3.2.2 Expressions-Regulation tber das ABA-response element

JAM2 zeigte in den Experimenten einen deutlichen Einfluss auf die Induktion der Expression
von RD29B. In Col-0-Protoplasten mit dem ABA-Reportersystem wies JAM2 unter Zugabe von
ABA eine bis zu 7,1-fach héhere Induktion der Reporteraktivitat als der Leervektor auf. Auch
die Uberexpression oder der Knockout von JAM2 zeigten einen Einfluss auf die Expression
von RD29B. Es stellte sich die Frage, ob JAM2 die Expression von RD29B uber die direkte
Bindung des Promotors regulieren kann. Der Promotor von RD29B enthélt jedoch keine kano-
nische G-Box, sondern nur G-Box-artige ABREs (YACGTGKC), die in Promotoren ABA-regu-
lierter Gene vorzufinden sind (Guiltinan et al. 1990; Ingram und Bartels 1996; Busk und Pages
1998; Hattori et al. 2002; Shen et al. 2004; Fujita et al. 2011). Erste Beschreibungen des AB-
REs gehen auf Sequenzanalysen des Promotors von zum Beispiel EM aus Weizen (Marcotte,
Jr. et al. 1989; Guiltinan et al. 1990), RAB16A aus Reis (Mundy et al. 1990; Skriver et al. 1991),
RAB28 aus Mais (Pla et al. 1993) und HORDEUM VULGARE 22 (HVA22) aus Gerste (Shen
und Ho 1995) zurtick. Um eine ABA-Antwort auszuldésen, ist im Promotor neben einem ABRE
meistens auch ein CE notwendig. Bioinformatische Promotoranalysen in Arabidopsis zeigten,
dass als CE meist ein weiteres ABRE dient (Zhang et al. 2005; Gomez-Porras et al. 2007). Die
Sequenz fir ein CE in Arabidopsis entspricht RNSRCGTSDH (Zhang et al. 2005). Der Abstand
zwischen ABREs eines ABRE-Paars betragt im Schnitt 236 bp und das ABRE-Paar ist selbst
wiederum etwa 350 bp vom ATG entfernt (Gémez-Porras et al. 2007). Fir die Orientierung
eines ABREs wurde keine Praferenz festgestellt (GoOmez-Porras et al. 2007). Der RD29B-Pro-
motor aus Arabidopsis enthélt nach der Sequenzanalyse von Yamaguchi-Shinozaki und Shi-
nozaki (1994) drei ABRE-Motive (ABRE1l: TACGTGTC; ABRE2: GACGTGGC; ABRES:
AACGTGGA), wobei das ABRE3 zum Teil von der ABRE-Sequenz abweicht (Abbildung 70).
Analysen mit Fragmenten des pRD29B, in denen ein oder mehr ABREs mutiert oder deletiert
wurden, zeigten, dass mehr als ein ABRE im pRD29B fiir die Induktion der ABA-Antwort not-
wendig ist (Yamaguchi-Shinozaki und Shinozaki 1994; Uno et al. 2000). Von Zhang et al.
(2005) wurde aufgrund von bioinformatischen Sequenzanalysen prognostiziert, dass es sich
bei ABRE1 um das funktionale ABRE und bei ABRE2 um das CE handelt.
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—-347 ACTACATGATGGGCCAATARACGTGGACCGACTAAAACTAAATAATAGARA
—-297 GATACATCGATAGGCTTCTCTAAAGATCGGATAAAAGATAATGTCGCATA
—247 GCCACGTAGAGAGCAACTGGCTGAGACGTGGCAGGACGAAACGGACGCAT
-197 CGTACGTGTCAGAATCCTACAGAAGTAAAGAGACAGAAGCCAGAGAGAGG
-147 TGGTTCGGCCATATGTCATCGTTCTCTCTATAAACTTTATGGAACTTTGT
-97 TCTGATTTTCTCAGAGACACGAAAAGAAAGAAAACAACACTAGAACAAAG
—-47 AGGGTTTGATTGATTCACTTGAAAAAGAGAARAACACAGCTTTGGAARATG

Abbildung 70: Promotor-Ausschnitt des RD29B. Das Translations-Start-Codon (ATG) ist fettge-
druckt, die TATA-Box ist unterstrichen und die ABREs (ABRE1: 188-195 bp upstream des ATG;
ABRE2: 216-223 bp upstream des ATG; ABRE3: 321-328 bp upstream des ATG) sind rot hervorgeho-
ben. Die Zahlen geben die Entfernung zum ATG in bp an.

Mit einem Sequenzabschnitt des pRD29B, der das ABRE1 und das ABRE2 enthielt, wurden
in einem Yeast one-hybrid (Y1H)-Screen die beiden ABRE-bindenden Proteine ABF2 und
ABF4 entdeckt (Uno et al. 2000). In einem weiteren Y1H-Screen mit einem Sequenzabschnitt
des pEM (EMla-Element, GGACACGTGGCG) wurden neben ABF2 und ABF4 dann auch
ABF1 und ABF3 gefunden (Choi et al. 2000). ABF1 und ABF3 scheinen also ein G-Box-artiges
ABRE zu bevorzugen, wahrend ABF2 und ABF4 auch an nicht G-Box-Varianten des ABRE
binden kénnen. Fir das funfte Mitglied der ABF-Familie, ABI5, konnte erst spater gezeigt wer-
den, dass es auch ABREs binden kann (Carles et al. 2002). Eine Bindung von JAM2 an ABRE-
Motive geht aus der Literatur nicht hervor. Da ABRESs aber einer G-Box zum Teil sehr ahnlich
sind und JAM2 die ABA-Antwort Giber den pRD29B induzieren kann, lag die Vermutung nahe,
dass JAM2 auch an ABREs im pRD29B binden kann und dadurch die ABA-Antwort ausldst.
Das ABRE3 in pRD29B entspricht tatsachlich einer Sequenz-Variante, die nach den Ergeb-
nissen von Fonseca et al. (2014) auch von JAM2 gebunden werden kann. Eine kanonische G-
Box oder eine weitere Sequenz-Variante der G-Box, an die JAM2 binden kdnnte, ist nach Se-
guenzanalysen im pRD29B nicht vorhanden. Den Ergebnissen aus den Promotorbindungs-
studien in Protoplasten zu Folge konnte JAM2 keine Reporterantwort auslésen und ist somit
weder in der Lage das ABRE3 noch einen anderen Sequenzabschnitt des pRD29B zu binden.
Die Induktion des pRD29B kann somit nicht auf eine direkte Bindung von JAM2 zurtckgefihrt
werden. JAM2 16st demnach durch upstream-Effekte die Induktion aus, was heil3en soll, dass
JAM2 direkt oder indirekt Einfluss auf Regulatoren des ABA-Signalwegs nimmt, die dann die
Induktion des pRD29B ausldsen. Die Ergebnisse legen auch nahe, dass eine Sequenz-Varia-
tion an erster Stelle der kanonischen G-Box (C zu T (ABRE1), G (ABRE2) oder A (ABRE3))
bereits zu einem Ausbleiben der Bindung von JAM2 an einen Promotor fihrt. Dies steht im
Widerspruch zu den Daten aus dem PBM von Fonseca et al. (2014), da zumindest der Aus-
tausch von C zu A nicht zu einem Bindungsverlust fihren sollte. Es ist aber auch mdglich,
dass die Bindung von JAM2 an ABRE-Motive im pRD29B durch die umliegenden Sequenzen
beeinflusst wird — &hnlich wie zuvor fur G-Box-Elemente beschrieben. Anhand der hier gezeig-
ten Ergebnisse kann aber nicht gefolgert werden, das JAM2 generell keine ABREs bindet.

Zwar bindet JAM2 nicht die ABREs im pRD29B, aber Ergebnisse mit anderen Promotoren
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liegen bisher nocht nicht vor. Dafir spricht auch, dass JAM2 nicht an jeden Promotor bindet,
der eine G-Box enthélt. Die Promotoren von AHG1 und CYP707A1 enthalten neben G-Boxen
auch ABREs. Bisher wurde nur die Bindung an diese Promotoren gezeigt und dass dafir die
BR von JAM2 notwendig ist. Es sind also weitere Experimente notwendig, um die Bindung von
JAM2 auf einen bestimmten Sequenzabschnitt in den Promotoren zurlickzufihren. Im Fall von
pRD29B entsteht keine Konkurrenz um potentielle Bindestellen zwischen den ABFs und
JAM2. Wenn JAM2 aber tatséchlich in bestimmten anderen Fallen ABREs binden kann, dann

koénnte dabei auch mit den ABFs eine Konkurrenz um potentielle Bindestellen entstehen.

3.3 Abgrenzung des Einflusses von JAM2 und JAM1 oder MYC2 auf die ABA-

Antwort

Fur die mit JAM2 nahe verwandten bHLH-Transkriptionsfaktoren JAM1 und MYC2 wurde ein
positiver Effekt auf die ABA-Antwort postuliert (Abe et al. 1997; Abe et al. 2003; Li et al. 2007,
Aleman et al. 2016). Fur JAM1 wurde in Verbindung mit ABA ein Einfluss auf das Wurzel-
wachstum, die Ergrinung der Kotyledonen und die Trockentoleranz bestimmt (Li et al. 2007).
MYC2 wies in Verbindung mit ABA einen Einfluss auf die Keimung und die Generierung von
Biomasse auf (Abe et al. 2003). Auch fur JAM2 konnte hier eine positive Wirkung auf die ABA-
bedingte Inhibierung der Keimung und des Wurzelwachstums bestimmt werden. Eine Verbin-
dung zwischen MYC2, JAM1 und JAM2 in der Regulation der ABA-Antwort erscheint somit als
logisch. Gemeinsamkeiten hatten sich zwischen diesen Elementen in Form einer Konkurrenz
um die Bindung an die G-Box und damit in der Regulation der JA-Antwort gezeigt (Sasaki-
Sekimoto et al. 2013; Song et al. 2013; Fonseca et al. 2014). Von Aleman et al. (2016) wurde
eine Interaktion zwischen MYC2 und dem ABA-Rezeptor RCAR9 postuliert. Aufgrund der ho-
hen Ahnlichkeit von JAM2 zu MYC2 sollte tberprift werden, ob JAM2 ebenfalls eine Interak-
tion mit einem Mitglied der RCAR-Familie eingeht. Im Gegensatz zu MYC2 konnte fiir JAM2
weder eine Interaktion mit RCAR9 noch mit einem anderem RCAR gezeigt werden. Auch eine
indirekte Interaktion zu RCAR9 Uber eines der anderen JAMs kann ausgeschlossen werden,
da auch diese nicht mit RCAR9 in Hefe interagierten. Weitere Unterschiede zur Wirkung auf
die ABA-Antwort von MYC2, JAM1 und JAM2 wurden auch mit dem ABA-Reportersystem und
in der Expressionsanalyse von ABA-regulierten Genen festgestellt. Im Gegensatz zu JAM2
induzierten MYC2 und JAM1 mit dem ABA-Reportersystem in Protoplasten keine ABA-Ant-
wort. Als ABA-induzierbarer Promotor fir das Reportersystem diente der pRD29B. Der
pRD29B enthalt laut der Datenbank AGRIS (Yilmaz et al. 2011) keine CATGTG-Sequenz, fir
die eine MYC2-Bindung gezeigt wurde (Abe et al. 1997). Auch eine kanonische G-Box, an die
JAM1 binden konnte (Fonseca et al. 2014), ist im pRD29B nicht vorhanden. Fur JAM2 wurde

festgestellt, dass die Induktion des pRD29B ber upstream-Effekte und nicht tber eine direkte
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Promotorbindung zustande kommt. Auch dies scheint fir MYC2 und JAM1 aufgrund der Er-
gebnisse nicht zutreffend zu sein. Wahrend fur JAM1 bisher noch keine Daten lber eine mog-
liche Regulation von RD22 vorliegen, konnte fur MYC2 die Induktion des ABA-regulierten
Gens RD22 gezeigt werden (Abe et al. 1997; Abe et al. 2003). In dieser Arbeit konnte fiir JAM2
kein Einfluss auf die Expression von RD22 bestimmt werden. Wahrscheinlich haben MYC2,
JAM1 und JAM2 unterschiedliche Zielgene und Interaktionspartner im ABA-Signalweg. Unter
den hochregulierten Genen in einer MYC2/MYB2-Uberexpressionslinie (Abe et al. 2003) lie-
Ren sich auch weder ABI5, AHG1, RD29B noch RCAR13 vorfinden, fur die hier eine Induktion
unter Uberexpression von JAM2 festgestellt wurde. Auch wenn sowohl JAM1, MYC?2 als auch
JAM2 einen positiven Einfluss auf die ABA-Antwort nehmen, so scheint sich der Weg, tber

den dieses Ziel erlangt wird, zwischen diesen drei Transkriptionsfaktoren zu unterscheiden.

3.4 Integration von JAM2 in die ABA-Antwort

Fur JAM2 sind neben AHR11 (Huang 2014), den JAZs (Arabidopsis Interactome Mapping
Consortium 2011; Song et al. 2013; Sasaki-Sekimoto et al. 2014; Fonseca et al. 2014; Trigg
et al. 2017) und den JAMs (Nakata und Ohme-Takagi 2013; Fonseca et al. 2014; Huang et al.
2018) noch weitere Interaktoren bekannt (Abbildung 71), die Gber Y2H-Screens von Trigg et
al. (2017) sowie dem Arabidopsis Interactome Mapping Consortium 2011 bestimmt wurden.

AHR11
JAZ MBD02
AT3G62240
x t o2
R . -l
pi JAM2 =z
JAM1 7 . NOT9B
INO l * \ LSMT-L

YAB2 AT4G03250

ZML2

Abbildung 71: Interaktionspartner von JAM2. Die Ubersicht wurde mithilfe der Datenbank BioGRID
(Stark et al. 2006) erstellt. Die Daten wurden erhoben vom Arabidopsis Interactome Mapping Consor-
tium (2011) sowie von Nakata und Ohme-Takagi (2013), Song et al. (2013), Sasaki-Sekimoto et al.
(2014), Fonseca et al. (2014), Huang (2014), Trigg et al. (2017) und Huang et al. (2018). Zur Vereinfa-
chung wurden JAZ1-6 und JAZ8-12 nur als JAZ dargestellt. Homodimerisierungen wurden in der Dar-
stellung nicht bericksichtigt. Die Interaktionspartner wurden je nach Funktion farblich hinterlegt: En-
zyme rot, Inhibitoren hellblau, Transkriptionsfaktoren hellgriin, Aktivatoren griin, Untereinheiten von Pro-
teinkomplexen pink und bei noch unbekannter Funktion grau.

Uber einen Teil der Interaktoren ist bisher nur wenig bekannt. AT3G62240 enthilt eine RE-
ALLY INTERESTING NEW GENE (RING)-Finger-Doméane und kénnte daher Zinkionen binden

(Kosarev et al. 2002), die Funktion des Proteins wurde aber noch nicht ndher charakterisiert.
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METHYL-CPG-BINDING DOMAIN PROTEIN 2 (MBDO02) wird — wie der Name schon verrat —
aufgrund der Proteinsequenz zur METHYL-CPG-BINDING DOMAIN (MBD)- Proteinfamilie ge-
zahlt, eine Bindung an methylierte CpGs konnte bisher aber nicht gezeigt werden (Zechman
und Grafi 2003). LYSINE METHYLTRANSFERASE-LIKE (LSMT-L) und PHOTOSYSTEM |
SUBUNIT D-1 (PSAD-1) nehmen verschiedene Funktionen im Stoffwechsel wahr. LSMT-L
methyliert Lysinreste von Fructose-1,6-bisphosphat-Aldolasen (Mininno et al. 2012). PSAD-1
ist ein Teil der D-Untereinheit des Photosystems | und spielt eine Rolle in der Photosynthese
(Ihnatowicz et al. 2004). Die meisten Interaktoren nehmen aber Einfluss auf die Expression
als Transkriptionsfaktoren, Co-Aktivatoren oder Translationsinhibitoren. AT4G03250 gehort
zur Familie der HD-ZIP-Transkriptionsfaktoren und wurde im TOPLESS-Interaktom als Inter-
aktionspartner von TPR1 gefunden (Causier et al. 2012a). ZIM-LIKE 2 (ZMLZ2) ist ein Tran-
skriptionsfaktor mit einem C2C2-GATA-Zinkfinger und Iost unter Starklichtbedingungen wahr-
scheinlich die Transkription von photoprotektiven Proteinen aus (Vanholme et al. 2007; Shaik-
hali et al. 2012). YABBY2 (YAB2) und INNER NO OUTER (INO) sind Mitglieder der YABBY-
Transkriptionsfaktorfamilie und haben eine Funktion in der ab-axialen Zelldifferenzierung
(Siegfried et al. 1999; Villanueva et al. 1999). Fir den transkriptionellen Co-Aktivator AN-
GUSTIFOLIA 3 (AN3) wurde eine Beteiligung an der Regulation des Blattwachstums und der
Morphologie postuliert (Kim und Kende 2004). Des Weiteren moduliert AN3 die Wassernutz-
effizienz und die Trockentoleranz tber die Regulation der Transkription von YODA, das Aus-
wirkungen auf die Dichte der Stomata und das Wurzelwachstum hat (Meng und Yao 2015).
NEGATIVE ON TATA 9B (NOT9B) ist ein Teil des CARBON CATABOLITE REPRESSOR 4
(CCR4)-NOT-Komplexes, der Einfluss auf die Translation nimmt (Arae et al. 2019). Ob die
Interaktionen von JAM2 zu diesen Partnern auch in planta vorzufinden sind, gilt es zu Uber-
prifen. Auch unter welchen Bedingungen und mit welcher Funktion die Interaktion mit JAM2

stattfindet, muss Uberprift werden.

Einige Interaktoren von JAM2 weisen auch Verbindungen zu Komponenten des ABA-Signal-
wegs auf (Abbildung 72). Diese Komponenten sind vor allem Transkriptionsfaktoren der Fami-
lien AP2/ERF, NAC, WRKY, MYB, HD-ZIP und bZIP bis auf ARMADILLO REPEAT PROTEIN
INTERACTING WITH ABF2 (ARIA) sowie die RING E3 Ligase KEEP ON GOING (KEG).
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Abbildung 72: Interaktionsnetzwerk von JAM2 zu Komponenten des ABA-Signalwegs. Die Inter-
aktion von JAM2 zu MED25 wurde bisher nur mit Homologen aus Taxus media gezeigt (Cui et al. 2019)
und deshalb mit einer gestrichelten Linie dargestellt. Zur Vereinfachung wurden JAZ1-6 und JAZ8-12
nur als JAZ dargestellt. Homodimerisierungen wurden in der Darstellung nicht beriicksichtigt. Das Netz-
werk wurde mithilfe der Datenbank BioGRID (Stark et al. 2006) erstellt. Die Interaktionsdaten wurden
erhoben vom Arabidopsis Interactome Mapping Consortium (2011) und von Kim et al. (2004), Stone et
al. (2006), Lee et al. (2010), Liu und Stone (2010), Yoshida et al. (2010), Cevik et al. (2012), Chen et al.
(2012), Lynch et al. (2012), Chen et al. (2013), Song et al. (2013), Aguilar et al. (2014), Fonseca et al.
(2014), Jiang et al. (2014), Lumba et al. (2014), Sasaki-Sekimoto et al. (2014), Trigg et al. (2017) sowie
Ju et al. (2019). Die Interaktionspartner wurden je nach Funktion farblich hinterlegt: Enzyme rot, Inhibi-
toren hellblau, Transkriptionsfaktoren hellgriin, Aktivatoren griin, Untereinheiten von Proteinkomplexen
pink und bei noch unbekannter Funktion grau.
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WRKY18, WRKY57 und WRKY60 kdnnen Einfluss auf die Samenkeimung, das Wachstum
nach der Keimung sowie die Blattseneszenz nehmen (Rushton et al. 2012; Su et al. 2016).
WRKY18 kann mit WRKY40 Heterodimere bilden und dann WRKYG60 aktivieren. In Abwesen-
heit von ABA verhindern WRKY18/40/60 die Expression von Zielgenen des ABA-Signalwegs,
wie RCAR13, ABI5 und RAB18. Erst die Perzeption des ABA-Signals hebt die Reprimierung
auf und die Expression kann eingeleitet werden (Shang et al. 2010; Rushton et al. 2012). Fur
WRKY57 wurde die Bindung an den Promotor von ABI5 gezeigt (Su et al. 2016). Da fir
WRKY57 schon eine Funktion in der JA-induzierten Blattseneszenz bekannt war, wurde ver-
mutet, dass WRKY57 den JA- und ABA-Signalweg Uber ABI5 miteinander verbindet (Jiang et
al. 2014; Skubacz et al. 2016; Su et al. 2016). RELATED TO APETALA2 6 (RAP2.6), RD26,
MYB44 und MYB101 férdern ABA-regulierte Prozesse, wie den Schluss der Stomata, die In-
hibierung der Keimung oder die Reduktion des Wurzelwachstums (Fujita et al. 2004; Reyes
und Chua 2007; Jung et al. 2008; Zhu et al. 2010a; Nguyen et al. 2012). Wie zuvor bereits
erwahnt, erfolgt die Férderung durch MYB44, indem es mit TPR3 interagiert und die Expres-
sion der PP2Cs ABI1, ABI2 und HAIL reprimiert (Nguyen und Cheong 2018). Die AP2/ERF-
Transkriptionsfaktoren ABR1 und ERF7 sowie der HD-ZIP-Transkriptionsfaktor ATHB7 wirken
sich hingegen negativ auf ABA-regulierte Prozesse aus (Pandey et al. 2005; Song et al. 2005;
Valdés et al. 2012). ATHB7 reguliert dafur die Expression von PP2Cs hoch und von RCARs
nach unten (Valdés et al. 2012). Die WRKYs und ATHB7 nehmen somit auf ahnliche ABA-

Signhalkomponeten wie auch JAM2 Einfluss.

DEHYDRATION-RESPONSIVE ELEMENT BINDING PROTEIN (DREB) 2A, ARIA und KEG
wiederum interagieren direkt mit Mitgliedern der ABF-Familie (Kim et al. 2004; Stone et al.
2006; Lee et al. 2010; Fujita et al. 2011). Wahrend DREB2A und ARIA positiven Einfluss auf
die ABA-Antwort nehmen, ubiquitiniert KEG ABF1, ABF3 und ABI5 in Abwesenheit von Stress
und halt damit die internen Spiegel dieser bZIP-Transkriptionsfaktoren gering. Kommt es zur
Aktivierung des ABA-Signalwegs, ubiquitiniert sich KEG selber und die ABFs akkumulieren
(Stone et al. 2006; Liu und Stone 2010; Chen et al. 2013). In den hier durchgeflihrten Versu-
chen konnte keine direkte Interaktion zwischen den ABFs und JAM2 gezeigt werden. Uber die
Interaktoren LSMT-L, NOT9B, JAZ und AT4G03250 kann jdeoch eine indirekte Verbindung
auf Proteinebene zu ABF1, ABF2, ABF4 und ABI5 gezogen werden. Die JAZs sind vor allem
als Inhibitoren im JA-Signalweg bekannt (Pauwels und Goossens 2011; Sasaki-Sekimoto et
al. 2013). Fur ein JAZ-Homolog in Reis, OsJAZ1, konnte aber gezeigt werden, dass es sowohl
den JA- als auch den ABA-Signalweg negativ reguliert (Fu et al. 2017). Des Weiteren stellten
Ju et al. (2019) fest, dass einige JAZs auch mit ABI5 interagieren. Die Autoren bestimmten
auch, dass in Folge eines ABA-Stimulus die JA-Biosynthesegene, wie ALLENE OXIDE CYC-
LASE 2 (AOC2) und 3-KETO-ACYL-COENZYME A THIOLASE 5 (KATS5), induziert wurden.
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Daraus entstand die Hypothese, dass in Abwesenheit von ABA die JAZs ABI5 inhibieren. In
Anwesenheit von ABA wird jedoch die JA-Biosynthese gesteigert, woraufhin JAZ abgebaut
wird und ABI5 seiner Funktion als Transkriptionsfaktor nachgehen kann. Eine weitere Verbin-
dung zwischen dem ABA-Signalweg und dem JA-Signalweg ergibt sich durch MEDIATOR 25
(MED25). MED25 ist ein Teil des Mediator-Komplexes in Arabidopsis, der mit der RNA-Poly-
merase Il interagiert und die Transkription reguliert (Backstrém et al. 2007). MED25 interagiert
sowohl mit ABI5 als auch mit MYC2, jedoch hat MED25 auf MYC2-regulierte Gene einen po-
sitiven Effekt und auf ABI5-regulierte einen negativen (Chen et al. 2012). Auch fur JAM2 und
MED25 aus Taxus media konnte eine Interaktion gezeigt werden (Cui et al. 2019), der Nach-
weis der Interaktion in Arabidopsis thaliana wurde aber bisher noch nicht erbracht. Ob in planta
die Interaktion zwischen LSMT-L, NOT9B und AT4G03250 und den ABFs bzw. JAM2 stattfin-
det und mit welcher Funktion ist noch nicht geklart. Interessant ist jedoch, dass Uber Linker-
proteine Verbindungen zu Komponenten des ABA-Signalwegs und speziell den ABFs auf
Ebene der Genregulation und Proteininteraktion gezogen werden kénnen. Es erscheint somit
als wahrscheinlich, dass fur JAM2 auf verschiedenen Ebenen Ansatzpunkte existieren, die
einen positiven Einfluss auf den ABA-Signalweg erlauben.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass JAM2 die Expression von Zielgenen des ABA-
Signalwegs nur in Anwesenheit von ABA fordert (Abbildung 73). JAM2 I6st somit nicht selbst
die Synthese oder die Freisetzung von ABA aus, sondern ist auf die Perzeption von ABA durch
die Rezeptoren und die nachfolgende Signaltransduktion angewiesen. Dies umfasst auch die
Signaltransduktion durch die ShRK2s. Ohne SnRK2.2 und SnRK2.6 verstummt die JAM2-ver-
mittelte ABA-Antwort. Ob JAM2 durch die Phosphorylierung durch eine oder beide Kinasen
aktiviert wird, wurde noch nicht bestimmt. Aus der Literatur ist zumindest bekannt, dass die
SnRK2.2, SnRK2.3 sowie SnRK2.6 neben den ABFs (Fuijii et al. 2007; Fujii und Zhu 2009)
auch weitere Transkriptionsfaktoren, wie RAV1, ABA-RESPONSIVE KINASE SUBSTRATEL
(AKS1) und AREB3 (Wang et al. 2013b; Feng et al. 2014; Takahashi et al. 2017), phosphory-

lieren und dadurch deren Aktivitdtszustand modulieren.
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Abbildung 73: Modell zur Funktion von JAM2 im ABA-Signalweg. ABA wird in der Zelle wahrge-
nommen, wodurch die Signalkaskade ausgelost und JAM2 aktiviert wird. Die Aktivierung kénnte tber
die Phosphorylierung (gestrichelte Linie) durch ShnRK2.2 oder SnRK2.6 erfolgen. JAM2 kénnte mit an-
deren Aktivatoren des ABA-Signalwegs direkt oder indirekt Uber Linkerproteine interagieren und die
Expression von weiteren Aktivatoren sowie ABA-Signalkomponenten auslosen. Auf die Expression von
Repressoren kdnnte sich JAM2 negativ auswirken. Als Folge wirde es zu einer Verstarkung der ABA-
Antwort kommen.

Auch wenn JAM2 &ahnlich wie die ABFs einer Regulation durch die SnRKs unterliegt, nimmt
der bHLH-Transkriptionsfaktor keine gleichwertige Position zu den ABFs ein, denn auch ohne
ABF3 verstummt die JAM2-vermittelte ABA-Anwort. Eine transkriptionelle Regulation von
JAM2 durch die ABFs ist eher unwahrscheinlich — auch wenn es laut AGRIS (Yilmaz et al.
2011) eine ABRE-artige Sequenz im Promotor enthalt —, weil JAM2 weder durch abiotischen
Stress noch durch ABA laut den Daten des Arabidopsis eFP Browsers induziert wird (Kilian et
al. 2007; Winter et al. 2007). Der Versuch, die JAM2-vermittelte Stimulation der ABA-Antwort
auf eine Interaktion mit den ABFs zuriickzufihren, blieb ohne Erfolg. Es zeigte sich aber, dass
vor allem die Funktion als Transkriptionsfaktor und damit verbunden die DNA-Bindefahigkeit
unerlasslich ist, um eine ABA-Antwort auszulésen. JAM2 kann demzufolge auf die Expression
von Aktivatoren, Repressoren sowie Signalkomponenten des ABA-Signalwegs einwirken und
nimmt daher wahrscheinlich eine vergleichbare Funktion zu den oben genannten Transkripti-
onsfaktoren, wie beispielsweise den WRKYs und MYBs ein. Der bHLH-Transkriptionsfaktor
hat damit eine Funktion im Feintuning der ABA-Antwort, die sich den Ergebnissen zu Folge
besonders auf die Keimung auswirkt. Es ist méglich, dass JAM2 fiir seine Funktion mit anderen
Proteinen, die einen Einfluss auf den ABA-Signalweg haben, in Kontakt tritt. Um dies aber zu

klaren und um weitere Zielgene von JAM2 zu bestimmen, sind weitere Studien notwendig.
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4. Material und Methoden

4.1. Materialien

4.1.1 Chemikalien und Kits
Die Chemikalien (analytische Qualitat) und Kits wurden — sofern nicht anders erwahnt — von
Analytik Jena AG (Jena, Deutschland), AppliChem GmbH (Darmstadt, Deutschland), J. T. Ba-
ker (Deventer, Niederlande), Merck (Grafing, Deutschland), Carl Roth GmbH & Co. KG (Karls-
ruhe, Deutschland), Macherey-Nagel GmbH & Co. KG (Duren, Deutschland), Serva Electro-

phoresis GmbH (Heidelberg, Deutschland), Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Munchen,

Deutschland) und Genomed (L6hne, Deutschland) bezogen.

4.1.2 Gerate

Die fur die Experimente notwendigen Gerate sind in der nachstehenden Tabelle 3 aufgefiihrt.

Tabelle 3: Verwendete Gerate.

Gerét Modell Hersteller
CCD-Kamera ORCAII ERG Hamamatsu Photonics
CCD-Kamera-Objektiv Xenon 0.95/25 Schneider
DNA-Mikrophotometer Nano Photometer 7122 V1.4 Implen

Elektrophorese-Spannungsgerét EPS 200 Pharmacia Biotech

E844 Consort
Elektroporationssystem Eporator Eppendorf
Geldokumentations-System UV 312 nm Bachhofer

Doc-It UvpP

P91D Mitsubishi
Homogenisator Tissuelyser |l Qiagen
Inkubator WTB Brutschrank Binder

Thermoshaker Gerhardt

ES-20 PegLab
Kippschdttler Rotor Shaker Genie Scientific Industries
Luminometer Chameleon Plate Hidex
Magnetrihrer Stuart-VWR Bibby
Mikroplattenleser Synergy 2 BioTek
Mikroskop Stemi SV11 Zeiss

HBO 50 Axioskop Zeiss
Mikrowelle MC-9287UR LG
PCR-Cycler T-Gradient Biometra
pH-Meter pH 526 WTW
Photometer Ultrospec 2000 UV Pharmacia Biotech
gPCR-System LightCycler® 480 Roche
Rundschiittler Rotamax 120 Heidolph
Sterilbank Laminar Flow Workstation Microflow
Tisch-Inkubator Thermomixer comfort Eppendorf
Vakuumpumpe Membran-VP Vacuubrand
Vortexer MS3 basic IKA
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Waage BP 3100 S Sartorius
BP 110 S Sartorius
Zentrifuge Avanti J-25 Beckmann Coulter
Typ 5424 Eppendorf
Typ 5424R Eppendorf
Universal Hettich

4.1.3 Software

Fir die Erstellung dieser Arbeit wurden die in Tabelle 4 aufgefiihrte Software verwendet.

Tabelle 4: Fir die Erstellung der Daten verwendete Software.

Software Internetadresse/Hersteller Zweck

ACD/ChemS- https://www.acdlabs.com/re- Erstellung von chemischen Strukturen
ketch sources/freeware/chemsketch/

AGRIS https://agris-knowledgebase.org/ Informationen zu Transkriptionsfak-

toren und Promotorelementen

ApE — A plasmid

Editor

http://jorgensen.bio-
logy.utah.edu/wayned/ape/

Erstellung von Plasmidkarten

Arabidopsis eFP

http://bar.utoronto.ca/efp/cgi-

Informationen zu Genexpressionsda-

Browser bin/efpWeb.cgi ten

ARAPORT https://www.araport.org/ Informationen zu Genen aus A. thali-
ana

BioGRID https://thebiogrid.org/ Informationen zu Proteininteraktionen

BLAST https://blast.nchi.nlm.nih.gov/ Homologie-Vergleich von Amino-
saure-sequenzen

CHOPCHOP http://chopchop.cbu.uib.no/ Bestimmung der Zielsequenz fur

CRISPR/Cas9-Knouckouts

Chromas Lite

https://chromas-lite.software.infor-
mer.com/

Auswertung von DNA-Sequenzierun-
gen

Excel Microsoft Statistik, Auswertung und grafische
Darstellung von Versuchen

ImageJ http://imagej.nih.gov/ij/ Ausmessen des Wurzelwachstums

MEGA-X http://www.megasoftware.net/ Erstellen von phylogenetischen Bau-
men

Primer3Plus www.bioinformatics.nl/primer3plus Primerdesign fir gPCR

Simple PCI Compix Auswertung der Luciferase-

6.6.0.0 aktivitat in Keimlingen

TAIR https://www.arabidopsis.org/ Informationen zu Genen

4.1.4 Mikroorganismen und deren Kultivierung

Die verwendeten Organismen sind in der Tabelle 5 aufgefiihrt. Die Kultivierung von E. coli und
Agrobacterium tumefaciens (A. tumefaciens) erfolgte mit LB-Medium bei 37 °C bzw. 30 °C.
Antibiotika (Tabelle 6) wurden dem LB-Medium erst nach dem Autoklavieren zugegeben. S.
cerevisiae (30 °C) wurde mit autoklaviertem YPD- oder SD-Medium angezogen. Die Selektion
transformierter Hefen erfolgte Giber einen Mangel an Aminosauren im SD-Medium. Flussigkul-

turen aller Mikroorganismen wurden zusatzlich bei 200 rpm geschuittelt. Far die
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Langzeitlagerung wurden 500 pl Bakterienkultur bzw. 1 ml Hefekultur mit 1 ml bzw. 500 pl
75%igem Glycerin versetzt und bei -80 °C gelagert.

Tabelle 5: Verwendete Organismen. Die Zahlen in der Spalte ,#“ geben die Position in der Stamm-
sammlung an.

Organismus Genotyp Resistenz # Quelle
E. coli DH5a F-endAl ginV44 thi-lrecAl relAl - 3334 Invitrogen
gyrA96 deoR nupG purB20 (Karlsruhe)

®80dlacZAM15, A(lacZYA-
argF)U169, hsdR17(ri-mk+), A-

E. coli XL1blue  endAl gyrA96(nalR) thi-1 recAl Tetracyclin 3340 Stratagene
relAl lac ginV44 F'[::Tn10 proAB* (Heidelberg)
lacl A(lacZ)M15] hsdR17(rk-mk+)

A. tumefaciens  Ti Plasmid pMP90/ pSOUP Gentamycin 625 Csaba Koncz

C58 GVv3101 Tetracyclin (MPI KélIn)

Rifampicin

S. cerevisiae MATa, trp1-109, leu2-3, 112, ura3- - 3332 Clontech

AH109 52, his3-200, gal4A, gal80A, Matchmaker-
LYS2::GALL1UAS-GALLITATA- System
HIS3,

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

LB-Medium Hefeextrakt 0,5 % (w/v)
Natriumchlorid 1 % (w/v)
Trypton 1 % (w/v)
(Agar 1,5 % (w/v))

pH 7,0 mit NaOH

Tabelle 6: Antibiotika fiir die Anzucht von E. coli oder A. tumefaciens.

Antibiotikum Lésungsmittel Stamml6- Endkonzentration im
sung (mg/ml)  Medium (pg/ml)
Ampicillin bidestilliertes Wasser (ddH20) 200 100
Chloramphenicol  100%iges Ethanol 25 25
Gentamycin ddH20 25 25
Kanamycin ddH20 50 50
Rifampicin 100%iges Dimethylsulfoxid 25 25
(DMSO)
Spectinomycin ddH20 50 50
Tetracyclin ddH20 25 25
SD-Medium (1 1) 10 x Hefe-Makrosalze 100 ml
1000 x Hefe-Mikrosalze 1ml
(Agar 2 % (wWiv))
ddH20 auf 800 ml auffillen
pH 5,8 mit KOH
autoklaviert, dann folgende Losungen hinzugefiigt:
10 x Dropout-L8sung 100 ml
20%ige Glucose 100 ml
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1000 x Hefe-Mikrosalze (mg/l)

10 x Hefe-Makrosalze (g/1)

10 x Dropout-L8sung (mg/l)

Biotin
Pantothenséaure-Calciumsalz
Folsaure

Myo-Inositol
Nicotinsaure
p-Aminobenzoesaure
Pyridoxinhydrochlorid
Riboflavin

Thiamin HCI
Borsaure
Kupfersulfat
Kaliumiodid
Eisen(ll)-chlorid
Mangansulfat
Natriummolybdat
Zinksulfat

Kaliumhydrogenphosphat
Magnesiumsulfat-Heptahydrat
Natriumchlorid
Calciumchlorid-Anhydrat
Ammoniumsulfat

L-Adenin-Hemisulfatsalz
L-Arginin HCI
L-Isoleucin

L-Lysin HCI

L-Methionin
L-Phenylalanin
L-Threonin

L-Tyrosin

L-Uracil

L-Valin

(L-Histindin HCI Monohydrat
(L-Leucin

(L-Tryptophan

400
20
2000
400
200
400
200
400
500
40
100
200
400
200
400

10
10,24

50

200
200
300
300
200
500
2000
300
200
1500
200)
1000)
200)
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YPD-Medium (pro ) Trypton 2 % (w/v)
Hefeextrakt 1 % (w/v)
(Agar 2 % (wiv))
ddH20 auf 900 ml auffillen

autoklaviert, danach 10 % sterile 20%ige Glucose zugesetzt

4.1.5 Pflanzenlinien und deren Kultivierung

In dieser Arbeit wurde A. thaliana, Okotyp Columbia (Col-0), und Mutanten in diesem Hinter-
grund (Tabelle 7) verwendet. Fir die Anzucht wurden Tépfe mit einer Perlit-Einheitserde-Mi-
schung (Typ 7) geflllt und im Gewachshaus oder in Phytokammern (Conviron, Kanada) auf-
gestellt. Die Phytokammern wurden auf 16 h Licht (~ 180 yE x m2 x s, 22 °C, 50 % Luft-
feuchtigkeit) und 8 h Dunkelheit (17 °C, 65 % Luftfeuchtigkeit) eingestellt. Die Generationszeit
betrug dadurch ca. sechs bis acht Wochen. In Phytokammern angezogene Pflanzen wurden
fur Protoplasten oder fir die Gewinnung von Saatgut flr physiologische Untersuchungen ge-

nutzt.

Tabelle 7: Verwendete Pflanzenlinien und deren Bezugsquelle.

Linie Quelle

Col-0 ABRC in Ohio, USA

aba2-1 Nottingham Arabidopsis Stock Centre (NASC),
United Kingdom

pATHB6::LUC Lehrstuhl fur Botanik, TUM

JAM2-Uberexpressionslinien in pATHB6::LUC Lehrstuhl fur Botanik, TUM
AHR11-Uberexpressionslinien in pATHB6::LUC  Lehrstuhl fiir Botanik, TUM

pATHB6::LUC x ahrll (ahrll) Lehrstuhl fur Botanik, TUM

pATHB6::LUC x d476 (d476) Lehrstuhl fur Botanik, TUM

jam2 in pATHB6::LUC diese Arbeit

jam2_d476 in pATHB6::LUC diese Arbeit

jam2_ahrll in pATHB6::LUC diese Arbeit

snrk2.2/snrk2.3 Pedro Rodriguez in Valencia, Spanien

snrk2.2/snrk2.6 Pedro Rodriguez in Valencia, Spanien

snrk2.3/snrk2.6 Pedro Rodriguez in Valencia, Spanien

snrk2.2/snrk2.3/snrk2.6 Pedro Rodriguez in Valencia, Spanien

abf2 NASC, United Kingdom

abf3 NASC, United Kingdom

abf4 NASC, United Kingdom

abf2/abf3/abf4 Kazuko Yamaguchi-Shinozaki in Tokio, Japan
4.1.6 Enzyme

Enzyme und deren Puffer fir molekularbiologische Arbeiten wurden von New England Bio-
Labs GmbH (Frankfurt am Main, Deutschland), PEQLAB Biotechnologie GmbH (Erlangen,

Deutschland), Promega GmbH (Mannheim, Deutschland) und Thermo Fisher Scientific GmbH
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(Miinchen, Deutschland) bezogen. Enzyme zur Herstellung von Protoplasten wurden von Ya-

kult Honsha Co. Ltd. aus Japan bezogen.

4.1.7 Oligonukleotide

Oligonukleotide wurden von MWG Eurofins (Ebersberg, Deutschland) bezogen und in ddH>O
zu einer Konzentration von 100 pmol/pl gelést. Die verwendeten Oligonukleotide sind im An-
hang in Tabelle 12 und Tabelle 13 aufgelistet.

4.1.8 Plasmide

Die verwendeten Plasmide fir Interaktionsstudien in Hefen und fir die transiente Expression
in Protoplasten sind im Anhang in Tabelle 14 und Tabelle 15 aufgefihrt. Sie wurden in E. coli

transformiert und als Gylcerinkultur bei -80 °C gelagert.

4.2 Physiologische Methoden

4.2.1 Oberflachensterilisation von Arabidopsis-Samen

Die Oberflachensterilisation von Arabidopsis-Samen erfolgte unter kontinuierlichem Schutteln
im ersten Schritt mit 80%igem Ethanol versetzt mit 0,1 % (v/v) Triton fir 25 min sowie im zweli-
ten Schritt mit 3%iger Natriumhypochlorit-Losung fir 3 min. Die Samen wurden anschliel3end
finfmal mit ddH.O gewaschen und auf MSqsxzucker-Agarplatten nach Murashige und Skoog
(1962) ausgebracht. Bei Bedarf wurde dem MSg sxzucker-Medium Kanamycin (50 mg/ml) zu ei-
ner Endkonzentration von 25 pg/ml, ABA zu einer Endkonzentration von 0,1-30 uM oder Sor-
bit bzw. Mannit fur ein Wasserpotential von -1,2 bis -0,2 MPa zugegeben.

MSo sxzucker-Medium (pro [) 400 x Mikrosalze 2,5ml
10 x Makrosalze 100 ml
Saccharose 59
2-(N-Morpholino)ethansulfonséure (MES) 1g
Agar 109

(Sorbit/Mannit, siehe Tabelle 8)
pH 5,8 mit KOH, autoklaviert

131



Material und Methoden

Tabelle 8: Mengen an Sorbit bzw. Mannit fir MSg sxzucker-Medium mit verschiedenen Wasserpo-
tentialen.
Wasserpotential (MPa) -0,2 -0,4 -0,6 -0,8 -1,0 -1,2
Sorbit bzw. Mannit (g/l) 14,64 28,88 42,97 56,96 70,89 84,76

400 x Mikrosalze (g/) Eisen-lI-Sulfat-Heptahydrat 11,12
Nao-Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)-Dihydrat 14,89
Kaliumjodid 0,3
Magnesium-II-Sulfat-Monohydrat 4,0
Borsaure 1,2
Zinksulfat-Heptahydrat 0,8
Natrium-Molybdat-Dihydrat 0,1
Kupfersulfat-Pentahydrat 0,01
Kobalt-1I-Chlorid-Hexahydrat 0,01

aliquotiert, Lagerung bei -20 °C

10 x Makrosalze (g/l) Ammoniumnitrat 16,5
Kaliumnitrat 19
Kaliumhydrogenphosphat 1,7
Calciumchlorid-Dihydrat 4.4
Magnesiumsulfat-Heptahydrat 3,7

autoklaviert, Lagerung bei RT

ABA-Stocklésung 5 mM 2-cis, 4-trans ABA (Chemos, Altdorf, Deutschland)
10 mM MES
pH 7, Lagerung bei -20 °C

4.2.2 Keimungs-Assay

Der Keimungs-Assay erfolgte mit synchronisierten, oberflachensterilisierten Arabidopsis-Sa-
men auf quadratischen MSg sxzucker-Agarplatten. Das MSo sxzucker-Medium wurde nach Bedarf
mit ABA zu einer Endkonzentration von 0,1-30 uM oder Sorbit bzw. Mannit fir ein Wasserpo-
tential von -1,2 bis -0,2 MPa versetzt. Die MSg sxzucker-Agarplatten wurden immer am Tag der
Verwendung hergestellt. Fur jeden Versuch wurden Triplikate angelegt und von jeder Linie
wurden pro Einheit mindestens 50 Samen ausgebracht. Die Versuche wurden zweimal unab-
hangig wiederholt. Um einen Gasaustausch zu gewahrleisten, wurde zum Abkleben der Plat-
ten Pflasterband (Soehngen Pore™, Soehngen, Deutschland) verwendet. Die Samenruhe
wurde durch eine Stratifikation bei 4 °C fir 48 h unter Dauerlicht gebrochen. Anschliel3end

wurden die Samen fiir 3 d bei 22 °C und Dauerlicht (60 HE x m? x s1) zum Keimen gebracht.
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Die Keimung wurde als vollendet betrachtet, wenn die Keimwurzel die Samenschale durch-

drungen hatte.

4.2.3 Wurzelwachstums-Assay

Fur den Wurzelwachstums-Assay wurden synchronisierte, oberflachensterilisierte Arabidop-
sis-Samen zunachst auf frischen MSq sxzucker -Agarplatten fiir 48 h bei 4 °C unter Dauerlicht
stratifiziert. AnschlieBend wurden die Samen fir 4 d bei 22 °C und Dauerlicht (60 HE X M2 X s
1) zum Keimen gebracht. Danach wurden die Keimlinge auf quadratische MSo sxzucker-Agarplat-
ten mit ABA (0,1-30 uM) oder Sorbit bzw. Mannit (Wasserpotential von -1,2 bis -0,2 MPa)
umgesetzt und die Positionen der Wurzelspitzen markiert. Als Kontrolle dienten MSo sxzucker-
Agarplatten ohne Zusatz. Auf Sorbit- oder Mannit-haltigem Medium wurden die Sprosse auf
Parafilm aufgelegt, sodass nur die Wurzel Kontakt zum Medium aufnahm. Zum Abkleben der
Platten wurde Pflasterband (Soehngen Pore™, Soehngen, Deutschland) verwendet. Nach 3 d
bei 22 °C und Dauerlicht (60 PE x m? x s) wurde das Wurzelwachstum bestimmt. Dazu wur-
den die Wurzelspitzen erneut markiert, die MSo sxzucker-Agarplatten mit dem HP Scanjet G4050
eingescannt und das Wurzelwachstum mit der Software ImageJ gemessen. Fir jeden Para-
meter wurde das Wurzelwachstum von 30 Keimlingen untersucht. Die Versuche wurden zwei-

bis funfmal unabhé&ngig wiederholt.

4.2.4 Quantifizierung ABA-abhéangiger Luciferase-Aktivitat in Keimlingen

Fur das in vivo-Imaging der Luciferaseaktivitat wurden oberflachensterilisierte Arabidopsis-Sa-
men zunéachst auf frischen MSq sxzucker-Agarplatten fir 48 h bei 4 °C unter Dauerlicht stratifi-
ziert. AnschlieBend wurden die Samen fir 5 d bei 22 °C unter Dauerlicht (60 HE x m? x s™)
zum Keimen gebracht. Die Keimlinge wurden auf MSosxzucker-Agarplatten ohne oder mit
10 uM ABA umgesetzt und erneut fir 18-24 h bei 22 °C unter Dauerlicht (60 HE x m2 x s1)
inkubiert. Zum Abkleben der Platten wurde Pflasterband (Soehngen Pore™, Soehngen,
Deutschland) verwendet. Fir die Messung wurden die Keimlinge mit Luciferinldsung bespriht.
Die Detektion erfolgte in einem lichtdicht verschlossenen Kasten mit einer CCD-Kamera (OR-
CAll ERG; Hamamatsu City, Japan) und einem Xenon 0.95/25-Objektiv (Schneider, Kreuz-
nach, Deutschland). Dafur wurden die Keimlinge dreimal mit unterschiedlichen Einstellungen
fotografiert (Tabelle 9). Die erste Aufnahme fand fiir eine spatere Uberlagerung mit der Lumi-
neszenzaufnahme bei Raumlicht statt. Die Auswertung erfolgte mit der Software ,Simple PCI
6.6.0.0“ (Compix, Cranberry Township, PA). Die Intensitat der Lichtemission wurde wie folgt

berechnet:
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Masskarrigiert (CCD-RLU) = Mass — (Area x Grey Level)

Mass: aufsummiertes Licht eines definierten Bereichs
Area x Grey Level: Einfluss der Hintergrundsignale in Bezug zur Fléche des definierten Bereichs
Luciferinlésung Luciferin 1mM
MES 10 mM
Tween80 0,01 % (v/v)

pH 7,0, 10-ml-Aliquots, Lagerung bei -20 °C

Tabelle 9: Einstellungen der CCD-Kamera fir die Lumineszenzdetektion.

Einstellung 1. Aufnahme 2. Aufnahme 3. Aufnahme
Gain 0 2 2

Exposure Time (s) 0,04 300 600

Binning 1 4x4 4x4

Speed Index High Speed High Precision High Precision
Raumlicht ja nein nein

4.2.5 Floral-Dip von Arabidopsis thaliana

Zur Erzeugung von JAM2-Knockouts Uber CRISPR/Cas9 wurde die Floral-Dip-Methode ange-
wendet (Clough und Bent 1998; Zhang et al. 2006). Als Ausgangsvektor flr das
CRISPR/Cas9-Konstrukt (b DGEO065_CC4_JAM2, #8378) diente der pDGEG5 (#7660), der von
Dr. Johannes Stuttmann (Martin-Luther-Universitat, Halle-Wittenberg) bereitgestellt wurde.
Das CRISPR/Cas9-Konstrukt wurde in A. tumefaciens uber Elektroporation eingebracht und
auf einer selektiven LB-Agarplatte (25 pg/ml Rifampicin, 25 pg/ml Gentamycin, 50 pug/ml Spec-
tinomycin) angezogen (2 d, 30 °C). Fur den Floral-Dip wurde dann von den transformierten
Agrobakterien eine 1-ml-Vorkultur (24 h, 30 °C) in selektivem LB-Medium erzeugt. Die Vorkul-
tur wurde in 150 ml selektives LB-Medium Uberfuhrt und erneut fir 24 h bei 30 °C inkubiert.
Anschlieend wurden die Agrobakterien geerntet (3000 x g, 10 min) und in 300 ml Infiltrations-
medium resuspendiert. Als Pflanzenmaterial wurden drei bis vier Wochen alte Arabidopsis-
Pflanzen verwendet, die flachig in einem Topf ausgesat wurden. Die Arabidopsis-Pflanzen
wurden fir ca. 30 s in die Bakteriensuspension getaucht und danach in Phytokammern bis zur
Ernte kultiviert. Das gewonnene Saatgut wurde auf Erde ausgesat und zum Keimen gebracht.
Fur die Selektion wurden 3 d alte Keimlinge mit BASTA (Glufosinat-Ammonium, Verdinnung

1:1000) behandelt. Die Behandlung wurde zweimal im Abstand von 2 d wiederholt.
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Infiltrationsmedium (pro [) Zucker 709
MES 0549
pH 5,8 mit KOH
Silvet L77 500 pl

4.2.6 Isolierung von Mesophyll-Protoplasten

Die Isolation von Mesophyll-Protoplasten aus Blattern von zwei bis drei Wochen alten Ara-
bidopsis-Pflanzen erfolgte in Anlehnung an Abel und Theologis (1994) sowie Yoo et al. (2007).
Die Enzyml6sung wurde nach den Anweisungen von Sambrook und Russell (2001) herge-
stellt. Die vorbereiteten Dialyseschlauche (28 mm @) wurden bis zur Verwendung bei 4 °C
aufbewahrt. Die Cellulase (Yakult, Tokyo, Japan), Macerozyme (Yakult, Tokyo, Japan) und 4-
(2-Aminoethyl)benzensulfonylfluorid (AEBSF) wurden in 10 mM MES (pH 5,6 mit KOH) geldst.
Die Losung wurde zweimal fir 30 min gegen 10 mM MES (pH 5,6) dialysiert. Danach wurden
die restlichen Bestandteile hinzugefiigt. Die Enzymldsung wurde filtriert (Filter: 0,22 pum) und
bei -20 °C aliquotiert gelagert. Etwa 1 g Blattmaterial wurde mit 15 ml Enzymlésung in einer
Petrischale fur 3—4 h bei 25 °C unter kontinuierlichem Schutteln bei 50 rpm verdaut. Die Pro-
toplasten wurden durch Filtration durch ein Nylonnetz (100 pum Maschenweite) filtriert. Fir eine
hohere Ausbeute wurde die Petrischale mit 10 ml WISK gespiilt und die Suspension ebenfalls
Uber das Nylonnetz filtriert. Nach einer Zentrifugation bei 60 x g fiir 2 min wurde der Uberstand
abgenommen und die Protoplasten in 10 ml WISK aufgenommen. Die Zetrifugation wurde wie-
derholt, jedoch nach Abnahme des Uberstands wurden die Protoplasten in 5 ml SoMg aufge-
nommen. Die Anzahl an vitalen Protoplasten wurde Uber eine Lebendzellfarbung mit Flu-
orescein-Diacetat (FDA) bestimmt (Widholm 1972; Huang et al. 1986). Dazu wurden 100 pl
Protoplasten mit 1 ul FDA (5 mg/ml in Aceton) versetzt. Das Auszahlen erfolgte mithilfe einer
Thoma-Kammer am Zeiss Axioskop HBO 50 mit einem FITC-Filtersatz (480 nm Anregungsfil-
ter, 505 nm Sperrfilter, 535 nm Emissionsfilter). Die Protoplastensuspension wurde auf eine

Konzentration von 0,51 x 10°-Protoplasten pro ml eingestellt und auf Eis fir mindestens 2 h

inkubiert.

Enzymldsung Cellulase Onozuka R-10 1 % (wiv)
Macerozym R-10 0,25 % (w/v)
AEBSF 2,5nM
Sorbitol 400 mM
CaClz 8 mM
MES 5mM
BSA 0,6 % (w/v)

pH 5,6 mit KOH, 50-ml-Aliquots, Lagerung bei -20 °C
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WISK

SoMg

Sorbitol

KCI

MES

pH 5,7 mit KOH, autoklaviert

Sorbitol

MgCl:

MES

pH 5,7 mit KOH, autoklaviert

4.2.7 Transfektion von Protoplasten

Die Transfektion von Protoplasten erfolgte in 50-ml-Falcons oder in 2-ml-Eppendorf-Reakti-
onsgefallen mit Rundboden. Der DNA-Mix wurde vorgelegt. Pro Transfektionsansatz wurden
zum DNA-Mix 100 pl Protoplastensuspension und 130 ul PEG-L6sung gegeben. Der Ansatz
wurde invertiert und 10 min inkubiert. Die Transfektion wurde mit 1 ml WISK abgestoppt und
bei 400 x g fur 2 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und die Protoplasten
durch Invertieren in 220 pl WISK resuspendiert. Die Transfektionsanséatze wurden als 100-pl-
Aliquots in eine 96-Well-Platte aufgeteilt und mit oder ohne ABA fiir 16 £ 1 h bei 25 °C unter

Dauerlicht inkubiert. Von der ABA-Stammlésung wurden dazu Verdinnungen mit WISK her-

gestellt.

DNA-Mix pro Ansatz

PEG-L6sung

ABA-Stammldsung
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Reporter-DNA (2 pg/ul)
p35S::GUS (1 pg/ul)
Effektor-DNA (1-2 pg/ul)

0,8 M Sorbit

mit ddH20 auf 30 pl auffullen

PEG 4000

Sorbit

CaCl,

Lagerung bei 4 °C

ABA
MES

pH 7, 10-ml-Aliquots, Lagerung bei -20 °C

500 mM
20 mM
4 mM

400 mM
15 mM
5mM

2 u
3ul
0-10 pl
15 pl

5mM
200 mM
100 mM

5mM
10 mM
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4.2.8 Messung der B-D-Glucuronidase-Aktivitat in Protoplasten

Die Messung der B-D-Glucuronidase-Aktivitat erfolgte in schwarzen 96-Well-Platten im ,Sy-
nergy 2 Plate Reader” von BioTek. Die Aktivitat des Enzyms wurde anhand des Umsatzes von
4-Methylumbelliferyl-B-D-Glucuronid (MUG) zu Methylumbelliferon quantifiziert. Methylumbel-
liferon kann anhand seiner Fluoreszenz (Anregung: 365 nm; Emission: 460 nm) gemessen
werden. Fir die Messung wurden 50 pl des Transfektionsansatzes nach der Inkubation mit
100 pl 1,5 x MUG-Puffer gemischt. Die Messung erfolgte fur 10 min bei 37 °C. Die Aktivititat

wurde als RFU, d. h. Anderung der gemessenen Fluoreszenz pro Sekunde, gemessen.

1,5 x MUG-Puffer Na2HPO4/ NaH2POg4, pH 7 50 mM
Na:EDTA 10 mM
Triton X-100 0,1 %
Dithiothreitol (DTT) 1mM
MUG 0,5 mM

50-ml-Aliquots, Lagerung bei -20 °C

4.2.9 Messung der Luciferase-Aktivitat in Protoplasten

Die Messung der Luciferase-Aktivitat erfolgte mit dem ,Chameleon Plate“-Luminometer. Die
Aktivitat der Luciferase wurde Uber das Licht, welches beim Umsatz des Substrats Luciferin
freigesetzt wird, bestimmt. Dazu wurden 50 pl eines Transfektionsansatzes nach der Inkuba-
tion in eine weilRe 96-Well-Platte Uberfihrt. Die Substratiésung Luciferase Assay Reagent
(LAR) wurde vom Luminometer eingespritzt und das emittierte Licht fur 20 s gemessen. Die

Luciferase-Aktivitat wurde als counts per second (CPS) ausgegeben.

LAR Tricin (pH 7,8, mit NaOH) 20 mM
MgSOa4 2,7mM
EDTA 0,5mM
DTT 33,3 mM
Adenosintriphosphat (ATP) 0,53 mM
MgCOs 1mM
Coenzym A 250 uM
Luciferin 500 uM

50-ml-Aliquots, Lagerung bei -20 °C
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4.3 Molekularbiologische Methoden

4.3.1 Herstellung chemisch-kompetenter Escherichia coli-Zellen

Fir die Herstellung chemisch-kompetenter Zellen wurden in 250 ml Medium A E. coli bei 18 °C
und 200 rpm bis zu einer ODsoo Von 0,6 angezogen. Nach 10 min auf Eis wurde die Bakterien-
suspension bei 4 °C und 2500 x g fur 15 min zentrifugiert. Die pelletierten Zellen wurden in
80 ml eisgekihltem TB-Medium resuspendiert. Die Bakteriensuspension wurde mit 0,7 mi
DMSO versetzt und 10 min auf Eis inkubiert. Danach wurde die Bakteriensuspension aliquo-

tiert, in flussigem Stickstoff schockgefroren und bis zur Verwendung bei -80 °C gelagert.

Medium A Pepton 20 g/l
Hefeextrakt 59/
NaCl 10 mM
KCI 2,5mM
MgCl: 10 mM
MgSO4 10 mM

TB-Medium Piperazine-N,N'-bis(2-Ethansulfonsaure) 10 mM
MnClz 55 mM
CaClz 15 mM
KCI 250 nM

4.3.2 Hitzeschock-Transformation von Escherichia coli

Fir die Transformation wurden die chemisch-kompetenten E. coli-Zellen fir 15 min auf Eis
aufgetaut. Danach wurden 90 pl der Bakteriensuspension mit einem 10-pl-DNA-Ansatz (ca.
5-80 ng DNA) gemischt und erneut auf Eis fir 30 min inkubiert. AnschlieBend erfolgte der
Hitzeschock bei 42 °C fur 15 s. Die Suspension wurde 5 min auf Eis abgekuhlt und dann mit
400 pl LB-Medium versetzt. Nach einer Inkubation bei 37 °C und unter leichtem Schitteln
wurde die Suspension zentrifugiert (2 min, 4000 rpm) und auf einer selektiven LB-Agarplatte

ausplattiert. Die LB-Agarplatte wurden bei 37 °C tber Nacht inkubiert.

4.3.3 Herstellung elektrokompetenter Agrobacterium tumefaciens-Zellen

Fur die Herstellung elektrokompetenter Zellen wurden 500 ml LB-Medium von einer A. tume-
faciens—Vorkultur zu einer ODeggo Von 0,1 angeimpft. Die Bakteriensuspension wurde bei 30 °C

und 200 rpm bis zu einer ODggo Von 0,5—1 angezogen. Danach wurde die Bakteriensuspension
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auf Eis abgekihlt und zentrifugiert (4 °C, 5000 rpm, 10 min). Die Zellen wurden mit 500 ml
eiskaltem ddH»O gewaschen und erneut zentrifugiert (4 °C, 5000 rpm, 10 min). Der Vorgang
wurde wiederholt und die Zellen wurden anschlieend in 20 ml 10%iger Glycerin-Lésung auf-
genommen. Nach einer Zentrifugation (4 °C, 5000 rpm, 10 min) wurden die Zellen in 9 ml
10%iger Glycerin-Lésung resuspendiert, aliquotiert, in flissigem Stickstoff schockgefroren und

bis zur Verwendung bei -80 °C gelagert.

4.3.4 Transformation von Agrobacterium tumefaciens

Die elektrokompetenten A. tumefaciens-Zellen wurden auf Eis aufgetaut (15 min) wahrend
gleichzeitig die Elektroporationskivette (Elektrodenabstand 2 mm) auf Eis vorgekihlt wurde.
Die Bakterien wurden mit 10-50 ng DNA gemischt und in die Kuvette Uberflhrt. Die Elek-tro-
poration erfolgte bei 2500 V, 25 pF und 700 Q fir mindestens 4 s. Anschliel3end wurden 800 pl
LB-Medium zugefligt und die Bakteriensuspension in ein Eppendorf-Reaktionsgefald tber-
fuhrt. Die Bakterien wurden fir 2 h bei 30 °C unter leichtem Schatteln inkubiert. Danach wurde
die Suspension zentrifugiert und die Bakterien auf einer selektiven LB-Agarplatte ausplattiert.
Die LB-Agarplatten wurden bei 30 °C fir 2 d inkubiert.

4.3.5 Plasmid-Préaparation aus Escherichia coli

Die Praparation von Plasmid-DNA aus E. coli erfolgte mit verschiedenen DNA-Praparationskits
von Macherey-Nagel oder mit dem ,JETSTAR Maxiprep-Kit* von Genomed (Léhne, Deutsch-
land). Dabei wurden die Anweisungen der Hersteller befolgt. Die Plasmid-DNA wurde in ddH>O
aufgenommen und die Konzentration wurde Uber Agarose-Gelelektrophorese oder photomet-

risch mit dem NanoDrop-Photometer bestimmt.

4.3.6 Polymerasekettenreaktion

Die Amplifikation von DNA-Fragmenten fur Klonierungen erfolgte mit der Polymerase ,Phusion
High-Fidelity“ bzw. ,Pfu native® von Thermo Fisher Scientific. Fur alle weiteren Amplifikationen
wurde die ,GoTag" von Promega verwendet. Die Polymerasen wurden nach den Angaben der
Hersteller verwendet. Fir SDMs wurde nach dem Protokoll des ,QuikChange® Site-Directed

Mutagenesis Kit“ von Stratagene (La Jolla, Kalifornien) gearbeitet.
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4.3.7 Agarose-Gelelektrophorese

Fur die Separierung von Nukleinsaure-Fragmenten anhand ihrer Gré3e und zur Bestimmung
der Konzentration von Nukleinsauren wurde die Agarose-Gelelektrophorese angewendet. Die
Proben wurden vor dem Auftragen auf das Agarose-Gel mit Ladepuffer versetzt. Als Ladepuf-
fer wurde der ,10 x FastDigest Green Buffer® von Thermo Fisher Scientific verwendet. Die
Agarose wurde durch Aufkochen in 1 x Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)-Acetat-
EDTA-Puffer (TAE-Puffer) gel6st. Fur die Konzentrationsbestimmung wurde ein 0,8%iges
Agarose-Gel verwendet und fiur die Separierung von Fragmenten variierte die Agarose-Kon-
zentration zwischen 0,8-2 %. Beim Giel3en wurde dem Agarose-Gel fur die spatere Visuali-
sierung der Nukleinsduren Ethidiumbromid zugesetzt (0,5-0,75 pg/ml; Stammlésung
10 mg/ml). Das polymerisierte Agarose-Gel wurde in eine mit 1 x TAE-Puffer gefillite Elek-
trophoresekammer gelegt. Neben den Proben wurde als Gré3en- und Konzentrationsvergleich
ein Langenstandard von Thermo Fisher Scientific auf das Gel aufgetragen. Die Auftrennung
der Proben erfolgte bei 200 V (6,7 V/cm) und 400 mM fir 30 min. Die Visualisierung der Nuk-
leinséuren erfolgte mit UV-Licht.

50 x TAE-Puffer Tris-Base 2 mM
Eisessig 5,71 % (viv)
EDTA (pH 8) 50 mM

4.3.8 Klonierungsmethoden

Fur den Verdau von Plasmid-DNA und PCR-Produkten wurden Restriktionsenzyme von
Thermo Fisher Scientific und New England Biolabs verwendet. Die Enzyme wurden nach den
Angaben der Hersteller angewendet. Der Erfolg der Restriktion wurde, wenn gréf3ere Frag-
mente entstanden, Uber Agarose-Gelelektrophorese uberprift. Die anschlie3ende Reinigung
erfolgte mit dem ,NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Kit* von Machery-Nagel. Auch hier wur-
den die Angaben des Herstellers befolgt. Um eine Religation des Vektors zu minimieren wurde
dieser dephosphoryliert. Dafiir kam die Antarctic Phosphatase von New England Biolabs zum
Einsatz und wurde nach Angaben des Herstellers eingesetzt. Der Vektor wurde anschliel3end
wieder mit dem ,NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Kit“ von Machery-Nagel gereinigt. Fur
die Ligation von Insert und Vektor wurde die T4-DNA-Ligase von Thermo Fisher Scientific nach
Gebrauchsanweisung verwendet. Das entstandene Konstrukt wurde in chemisch-kompetente

E. coli-Zellen transformiert.
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4.3.9 Sequenzierung

Fur die Sequenzierung wurden Proben an GATC Biotech (Konstanz, Deutschland) gesendet.
Die Proben wurden nach den Anforderungen von GATC Biotech vorbereitet. Die Auswertung

der Sequenzierung erfolgte mit der Software Chromas Lite und ApE.

4.3.10 DNA-Isolation aus Arabidopsis thaliana

Die Isolation von DNA aus A. thaliana erfolgte mit der CTAB-Extraktion in Anlehnung an Mur-
ray und Thompson (1980). Etwa 50 mg Pflanzenmaterial wurden zusammen mit Glasperlen in
einem 2-ml-Eppendorf-Reaktionsgefal mit Spitzboden durch flissigen Stickstoff schockgefro-
ren und mit dem ,Tissuelyser II* von Qiagen zerkleinert. Das Pflanzenmaterial wurde mit 300 pl
2 x CTAB-Puffer versetzt und flir mindestens 10 min bei 65 °C inkubiert. Die Suspension
wurde abgekuhlt, mit 300 ul Chloroform versetzt und durch Vortexen gemischt. Die Phasen
wurden durch Zentrifugation (11000 x g, 1 min) voneinander getrennt. Die obere wassrige
Phase wurde in ein 1,5-ml-Eppendorf-Reaktionsgefal’ tberfiihrt und mit 300 ul Isopropanol
gemischt. Die DNA wurde durch Zentrifugation bie 11000 x g fur 5 min pelletiert. Der Uber-
stand wurde abgenommen und das Pellet mit 500 pl 80%igem Ethanol gewaschen. Danach
wurde erneut zetrifugiert (11000 x g, 30 s), das Ethanol abgenommen und das Pellet fir
10 min bei 37 °C getrocknet. Die DNA wurde in 40 pl ddH20 mit 0,3 pg/ul RNAse bei 65 °C fur
10 min gel6st. Von der isolierten DNA wurde 1 pl fir einen PCR-Ansatz verwendet.

2 x CTAB-Puffer CTAB 2 % (wiv)
NaCl 14M
Tris-HCI (pH 8) 100 mM
EDTA 20 mM

4.3.11 RNA-Isolation aus Arabidopsis thaliana

Die Isolation von RNA aus A. thaliana erfolgte mit dem ,innuPREP Plant RNA Kit“ von Analytik
Jena AG. Das Pflanzenmaterial wurde zusammen mit Glasperlen in einem 2-ml-Eppendorf-
Reaktionsgefald mit Spitzboden durch flissigen Stickstoff schockgefroren und mit dem , Tissu-
elyser II“ von Qiagen zerkleinert. Fir die Isolation der RNA wurde nach Angaben des Herstel-
lers vorgegangen. Anstelle des ersten Waschschritts mit Puffer HS wurde eine DNAse-Be-
handlung mit dem ,innuPREP DNase | Kit* von Analytik Jena AG durchgefuhrt. Die Konzent-
ration der isolierten RNA wurde mit dem NanoDrop-Photometer und die Qualitat iber Agarose-

Gelelektrophorese bestimmt.
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4.3.12 Synthese der komplementaren DNA

Die Synthese der komplementaren DNA (cDNA) erfolgte mit dem ,RevertAid First Strand
cDNA Synthesis Kit“ von Thermo Fisher Scientific. Pro Reaktion wurden 500 ng RNA einge-
setzt. Das Kit wurde nach den Angaben des Herstellers verwendet. Die erzeugte cDNA wurde
1:20 verdunnt und aliquotiert. Bei direkter Verwendung wurde die cDNA im Kuhlschrank gela-
gert. Fur die Aufbewahrung Uber einen langeren Zeitraum wurde die cDNA in fliissigem Stick-

stoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

4.3.13 Quantitative Echtzeit-Polymerasekettenreaktion
Fir die gPCR wurde der ,GoTaq® gPCR Master Mix“ von Promega verwendet. Die gPCR-
Ansatze wurden nach Herstellerangaben vorbereitet. Pro Reaktion wurde anstelle des 40-ul-

Ansatzes ein 10-pl-Ansatz (Tabelle 10) verwendet.

Tabelle 10: Zusammensetzung eines qPCR-Ansatzes.

Bestandteil 10-pl-Ansatz Endkonzentration
2 x GoTag® gPCR Master Mix Sul 1x

10 pM forward-Primer 0,5 pl 0,5 uM

10 pM reverse-Primer 0,5l 0,5 uM

cDNA, 1:20 verdiinnt 2 ul 1:200
nukleasefreies Wasser 2,54l -

Far die Durchfiihrung wurde der ,LightCycler® 480 von Roche mit den vorgegebenen Einstel-
lungen von Promega verwendet. Als Referenzgene dienten TIP41L, UBC9 und UBI10. Die
verwendeten Primer sind im Anhang in der Tabelle 13 aufgefihrt. Die Primer wurden mithilfe
des Online-Programms ,Primer3Plus® erstellt. Fir jeden Parameter wurden drei technische
Replikate erzeugt, aus denen das arithmetrische Mittel gebildet wurde. Die Versuche wurden
zweimal unabhangig wiederholt. Fir die Auswertung wurden folgende Gleichungen angewen-
det:

1. Aus den cycle threshold (CT)-Werten der drei biologischen Replikate von UBI10 (b), UBC9 (c)
und TIP41L (d) wurden die arithmetrischen Mittelwerte gebildet. Mit den arithmetrischen Mittel-

werten von UBI10 (b), UBC9 (c) und TIP41L (d) wurde der geometrische Mittelwert der Refe-

renzgene (a) berechnet.

a= Vb-c-d
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2. Berechnung des Unterschieds zwischen der Transkriptmenge des Zielgens und der der Refe-

renzgene (f)

fo p(-Ce-a)

e = CT-Wert eines biologischen Replikats fur ein Zielgen

3. Berechnung des Unterschieds der Transkriptmenge zwischen einer Linie im Verhaltnis zur Kon-
trolllinie (h)

0 | =

g = arithmetrisches Mittel von f1, f2 und f3 der Kontrolllinie

Aus hi, h2 und hs, die sich fir jede Linie ergaben, wurden das arithmetrische Mittel und die

Standardabweichung berechnet.

4.3.14 Transfomation von Saccharomyces cerevisiae

Die Transformation von Saccharomyces cerevisiae erfolgte in Anlehnung an Gietz und Woods
(2002). 5 ml YPD wurden mit einer Einzelkolonie angeimpft. Die Kultur wurde Gber Nacht bei
30 °C und 200 rpm inkubiert. Danach wurde eine 50-ml-Hauptkultur mit YPD auf eine ODggo
von 0,3 angeimpft und erneut bei 30 °C und 200 rpm inkubiert. Nach dem Erreichen einer
ODsoo von 0,6-0,8 wurden die Hefezellen geerntet (1500 x g, 5 min). Das Pellet wurde mit
25 ml ddH.0 gewaschen und erneut zentrifugiert (1500 x g, 5 min). Der Uberstand wurde ab-
genommen und die Hefezellen wurden in 1 ml einer 100-mM Lithiumacetat-L6sung aufgenom-
men. Die Suspension wurde in ein 2-ml-Eppendorf-Reaktionsgefald mit Rundboden tberfihrt
und zentrifugiert (11000 x g, 15 s). Der Uberstand wurde abgenommen und das Pellet wurde
in 500 pl der 100-mM Lithiumacetat-Losung aufgenommen. Pro Transformation wurden 50 pl
der Hefesuspension in ein 2-ml-Eppendorf-Reaktionsgefald mit Rundboden tUberfihrt und zent-
rifugiert (11000 x g, 15 s). Der Uberstand wurde abgenommen und zum Pellet wurden die in
Tabelle 11 aufgefuhrten Komponenten nacheinander zugegeben. Die Carrier-DNA wurde zu-
vor bei 95 °C fur 5 min erhitzt und bis zur Transformation auf Eis gelagert. Der Transformati-
onsansatz wurde gemischt und 40 min bei 42 °C inkubiert. Danach wurde der Transformati-
onsansatz zentrifugiert (11000 x g, 15 s). Der Uberstand wurde abgenommen und das Pellet
wurde in 100 pl ddH2O resuspendiert. Die Hefen wurden auf einer selektiven SD-Agarplatte
ausplattiert und bei 30 °C fur 2 d inkubiert.
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Tabelle 11: Zusammensetzung eines Hefe-Transformationsansatzes

Komponente Konzentration Volumen (ul)

PEG 4000 50 % (w/v) 240

Lithiumacetat 1M 36

Carrier-DNA 2 mg/ml 50

Plasmid-DNA 80 ng/pl 2

ddH20 - auf 360 pl auffillen

4.3.15 Yeast two-hybrid

Fir das Y2H-Spotting wurde das Protokoll von Scholz (2018) verwendet. Eine Hefe-Einzelko-
lonie wurde in 100 pl ddH2O resuspendiert und dann 1:10 und 1:100 verdiinnt. Die Verdin-
nungsreihe wurde unter Zuhilfenahme einer 96-Well-Platte erzeugt. Fir das Spotting wurde
eine 12-Kanal-Pipette verwendet. Jeweils 10 ul der Hefesuspension wurden auf selektives SD-
Medium (-L/-W, -L/-W/-H), das zum Teil mit ABA (10 uM Endkonzentration) oder mit 3-AT (1—
15 mM Endkonzentration) versetzt war, aufgetropft. Nachdem die Platten getrocknet waren,
wurden sie mit Parafilm verschlossen und fur 3 d bei 30 °C inkubiert. Fur die Dokumentation

des Wachstums wurden die Platten mit dem HP Scanjet G4050 eingescannt.
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5. Anhang

5.1 Weiterfihrende Ergebnisse

5.1.1 Y2H-Wachstumskontrollen von Interaktionsstudien mit AHR11, JAM2 und

TPL/TPRs
AD-AHR11
dEAR1  dEAR2  dEAR1/2

eo-r. [ ECEA [ EE
BD-TPR1 [ N '
so-trr2 [ I
BD-TPR3 [ ¢ B
BD-TPR4 | |

Abbildung 74: Wachstumskontrolle der Interaktionsanalyse zwischen TPL/TPRs und AHR11-Va-
rianten mit deletierten EAR-Motiven. Y2H von BD-TPL/TPRs mit AD-Varianten von AHR11, in denen
ein oder beide EAR-Motive deletiert wurden, auf selektivem Medium (-L/-W, Wachstumskontrolle). Die
Anzucht und das Spotting erfolgten wie zuvor beschrieben.

>
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Abbildung 75: Wachstumskontrolle der Interaktionsanalyse zwischen TPL/TPRs und AHR11-
Fragmenten. Y2H von BD-TPL/TPRs mit AD-AHR11-Fragmenten auf selektivem Medium (-L/-W,
Wachstumskontrolle). Die Anzucht und das Spotting erfolgten wie zuvor beschrieben.
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a) AD-AHR11

BD-TPL
BD-TPR1
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BD-TPR4
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Abbildung 76: Wachstumskontrolle der Interaktionsanalyse zwischen AHR11-RD-Varianten und
TPL/TPRs. a) Y2H von BD-TPL/TPRs mit AD-AHR11-RD-Varianten auf selektivem Medium (-L/-W,
Wachstumskontrolle). b) Y2H von BD-TPL/TPRs mit AD-AHR11-Varianten, in denen einzelne Amino-
sauren der partiellen RD (?*°DLN242) und umliegende Aminosauren ausgetauscht wurden, auf selekti-
vem Medium (-L/-W, Wachstumskontrolle). Die Anzucht und das Spotting erfolgten wie zuvor beschrie-
ben.

BD-LV BD-TPR2

seari_acr [CITEH T K
dEAR2_dCR Lm O @ &
IR ® & @ &
Abbildung 77: Wachstumskontrolle der Interaktionsanalyse zwischen TPR2 und AHR11-Varian-
ten mit deletierter konservierter Region sowie ein oder beider EAR-Motive. Y2H von BD-TPR2 und

AD-AHR11-Varianten — deletierte CR sowie ein oder beide EAR-Motive deletiert — auf selektivem Me-
dium (-L/-W, Wachstumskontrolle). Die Anzucht und das Spotting erfolgten wie zuvor beschrieben.
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Abbildung 78: Wachstumskontrolle der Interaktlonsanalyse ZW|schen AHR11 und JAM2-Frag-
menten. Y2H von AD-AHR11 und BD-JAM2-Fragmenten und einer BD-JAM2-Variante mit deletierter
QRR auf selektivem Medium (-L/-W, Wachstumskontrolle). Die Anzucht und das Spotting erfolgten wie
zuvor beschrieben.
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1-247 aa
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Abbildung 79: Wachstumskontrolle der Interaktionsanalyse von JAM2 mit AHR11-Fragmenten.
Y2H zwischen BD-JAM2 und AD-AHR11-Fragmenten auf selektivem Medium (-L/-W, Wachstumskon-
trolle). Die Anzucht und das Spotting erfolgten wie zuvor beschrieben.

5.1.2 Y2H-Wachstumskontrollen von

RCARs

a)

b)

-L-w

AD-JAM1
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BD-RACR1
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Interaktionsstudien mit MYC2, JAMs und

Abbildung 80: Wachstumskontrolle der Interaktionsanalyse zwischen MYC2/JAMs und RCARs.
a) Y2H-Interaktionsanalyse zwischen MYC2/JAMs und RCAR8 bzw. RCAR9. MYC2 bzw. die JAMs
wurden fir die Interaktionsanalyse mit der AD und die RCARs mit der BD fusioniert. Eine Hefeeinzelko-
lonie wurde in 100 pl ddH20 resuspendiert und 1:10 bzw. 1:100 verdinnt. Die Verdinnungsreihe wurde
auf SD-Medium ohne Leucin und Tryptophan (-L/-W, Wachstumskontrolle) aufgetropft und fir 3 d bei
30 °C inkubiert. b) Y2H-Interaktionsanalyse zwischen JAM2 und RCARs. Der Versuch erfolgte wie unter
a) beschrieben. Der Y2H (a, b) wurde zweimal unabhéngig wiederholt.
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5.2 Verwendete Oligonukleotide

Tabelle 12: Oligonukleotide fur Klonierungen oder Sequenzierungen.

# Gen Bezeichnung Sequenz

2426 JAM2 Seq_Jam2_r2 GCAGATTCTCGTCGCTTCC

2476 AHR11 del_EAR1_for GAAGAGCCTACAGAAAGCAAGGGCGTCTGT
CCCGC

2477 AHR11 del_EAR1_rev GCGGGACAGACGCCCTTGCTTTCTGTAGGC
TCTTC

2478 AHR11 del_EAR2_for GTTAATCCCACCTGCTCAAGTTCATATCCTC
C

2479 AHR11 del_EAR2_rev GGAGGATATGAACTTGAGCAGGTGGGATTA
AC

2719 AD pACT2-FP GATGATGAAGATACCCCAC

2720 AD pACT2-RP CAGTTGAAGTGAACTTGC

2721 BD pGBT9-FP AGTGCGACATCATCATCG

2722 BD pGBT9-RP CGTTTTAAAACCTAAGAGTCAC

2724 AHR11 AHR11 A238 f CAACAGTGGCCTGAACAGAGAAGCTTGGGA
TTTGAATACTACC

2725 AHR11 AHR11_A238 r GGTAGTATTCAAATCCCAAGCTTCTCTGTTC
AGGCCACTGTTG

2726 AHR11 AHR11 68laa_f ATTAGAATTCTCTACAGTGTCAGGCGGCATT
G

2730 AHR11 AHR11 213aa_f ATTAGAATTCAGCAAGGGAGTTTGTCCCGC

2731 AHR11 AHR11 313aa r ATTAGTCGACTGAGCATGTGGGATTAACATG
ATTATC

2732 AHR11 AHR11 1168aa r ATTAGTCGACTTAAAAACCATCACCACCGAG
CTC

2733 AHR11 AHR11 dCR_f CCAAATCTGGCAACAGTGGCCTGGATGCTC
TAGATCGCACAAGTGG

2734 AHR11 AHR11 dCR_r CCACTTGTGCGATCTAGAGCATCCAGGCCA
CTGTTGCCAGATTTGG

2735 TPL TPL_laa_f ATTACCCGGGCATGTCTTCTCTTAGTAGAGA
GCTCG

2736 TPL TPL_288aa_r ATTAGTCGACTGGAGGAGTTCTCGGGTGC

2737 TPL TPL_37aa f ATTACCCGGGCAATATGAAGTATTTTGAGGA
TGAGGTTCAC

2738 TPL TPL_289aa_f ATTACCCGGGCACTAATGCTTCTTTAGACTA
CCCGTC

2739 TPR2 TPR2_288aa r ATTAGTCGACAGGGTGTTTCAGCTCATTAAC
TG

2740 TPR2 TPR2_37 aa f ATTAGAATTCAACATTAAGTACTTTGAAGAG
AAAGCTCTTG

2741 TPR2 TPR2_289aa f ATTAGAATTCCGGGCACCGTCTAACTCTC

2742  JAM2 JAM2_laa f ATTAGAATTCATGAATATTGGTCGCCTAGTGTGG

2743 JAM2 JAM2_372aa r ATTAGTCGACCCTCTGCGATGATTGCTGC

2744  JAM2 JAM2_373aa_f ATTAGAATTCCTGCTTCCTCCTGCTCAAATGC

2745 AHR11 AHR11 AH f GTGGCCTGAACAGAGAAAATTGGGCCCATA
ATACTACCATGGATG

2746 AHR11 AHR11 AH r CATCCATGGTAGTATTATGGGCCCAATTTTC
TCTGTTCAGGCCAC

2747 AHR11 AHR11 3l4aa f ATTAGAATTCCTTAGTCTAGGCCTCAGTTCA
TATCC

2748 AHR11 AHR11 212aa r ATTAGTCGACTAATGACAAATTCAGTTCTGT
AGGCTC
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2749 AHR11 AHR11_dPRD2_f GGATTTAGTTCTCCTAAGGTGGATAATCATG
TTAATCCCAC

2750 AHR11 AHR11 _dPRD2_r GTGGGATTAACATGATTATCCACCTTAGGAG
AACTAAATCC

2751 AHR11 AHR11 248aa_f ATTAGAATTCTGGGAAGATGCTCTAGATCGC
A

2752  JAM2 CC4_JAM2_f ATTG TGGTCGCCTAGTGTGGAACG

2753 JAM2 CC4_JAM2_r AAAC CGTTCCACACTAGGCGACCA

2756 AHR11 AHR11 S218 f CCCAAAAAAAGAGATCGAATTCCCCGCTCAT
AACACAG

2757 AHR11 AHR11_S218 r CTGTGTTATGAGCGGGGAATTCGATCTCTTT
TTTTGGG

2758 AHR11 AHR11_S223_f CCCAAAAAAAGAGATCGAATTCGATTCTACT
TCTACC

2759 AHR11 AHR11_S223 r GGTAGAAGTAGAATCGAATTCGATCTCTTTT
TTTGGG

2760 AHR11 AHR11_S228 f CCCAAAAAAAGAGATCGAATTCAAATCTGGC
AACAGTGG

2761 AHR11 AHR11_S228_r CCACTGTTGCCAGATTTGAATTCGATCTCTTT
TTTTGGG

2762 AHR11 AHR11_S233 f CCAAAAAAAGAGATCGAATTCGGCCTGAAC
AGAGAAAATTGG

2763 AHR11 AHR11_S233_r CCAATTTTCTCTGTTCAGGCCGAATTCGATC
TCTTTTTTTGG

2764 AHR11 AHR11_S238 f CCCAAAAAAAGAGATCGAATTCAATTGGGAT
TTGAATACTACC

2765 AHR11 AHR11_S238_r GGTAGTATTCAAATCCCAATTGAATTCGATC
TCTTTTTTTGGG

2766 AHR11 AHR11_S243_f CCCAAAAAAAGAGATCGAATTCACTACCATG
GATGTTTGG

2767 AHR11 AHR11_S243 r CCAAACATCCATGGTAGTGAATTCGATCTCT
TTITTTTGGG

2768 AHR11 AHR11_A240_f GGCCTGAACAGAGAAAATTGGGCCTTGAAT
ACTACCATGG

2769 AHR11 AHR11_A240_r CCATGGTAGTATTCAAGGCCCAATTTTCTCT
GTTCAGGCC

2770 AHR11 AHR11 H241 f GGCCTGAACAGAGAAAATTGGGATCATAATA
CTACCATGGATG

2771 AHR11 AHR11_H241 r CATCCATGGTAGTATTATGATCCCAATTTTCT
CTGTTCAGGCC

2772 AHR11 AHR11_A242_f GAACAGAGAAAATTGGGATTTGGCTACTACC
ATGGATGTTTGG

2773 AHR11 AHR11_A242_r CCAAACATCCATGGTAGTAGCCAAATCCCAA
TTTTCTCTGTTC

2774 AHR11 AHR11_C245_f GGGATTTGAATACTACCTGCGATGTTTGGGA
AGATGCTCTAG

2775 AHR11 AHR11_C245 r CTAGAGCATCTTCCCAAACATCGCAGGTAGT
ATTCAAATCCC

2776 AHR11 AHR11_G241 f GCCTGAACAGAGAAAATTGGGATGGGAATAC
TACCATGGATG

2777 AHR11 AHR11_G241_r CATCCATGGTAGTATTCCCATCCCAATTTTCT
CTGTTCAGGC

2778 AHR11 AHR11_L245_f GGGATTTGAATACTACCTTGGATGTTTGGGA
AGATGCTC

2779 AHR11 AHR11_1245 r GAGCATCTTCCCAAACATCCAAGGTAGTATT
CAAATCCC

2780 AHR11 AHR11_554aa_r ATTAGTCGACAGTTCCACGAGAATTACAAG
GG

2783 TPL S_TPL_F TCCGCTAGCGAATTCGATGTCTTCTCTTAG

TAGAGAG
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2784 TPL S TPLR AGAATGAGCTCACCGGTCATCTCTGAGGCT
GAT

2788 AHR11 S AHR11 F TCCGCTAGCGAATTCGATGTCTGGAAGCCA
AG

2789 AHR11 S_AHR11_R AGAATGAGCTCACCGGTTAAAAACCATCACC
ACC

2790 TPR2 S TPR2_F TCCGCTAGCGAATTCGATGTCGTCTTTGAG
CAG

2791 TPR2 S TPR2_R AGAATGAGCTCACCGGTTACCTTTGAATCTG
ATCCG

2794 JAM2 S JAM2 _F TCCGCTAGCGAATTCGATGAATATTGGTCGC
CT

2795 JAM2 S_JAM2_R AGAATGAGCTCACCGGCTATCTACCTGATGA
TGTTC

2796 AHR11 AHR11_ESVGF f GTTTCTGAAAGACAGAAGAGTTCTCCTAAGG
TGACG

2797 AHR11 AHR11_ESVGF r CGTCACCTTAGGAGAACTCTTCTGTCTTTCA
GAAAC

2798 AHR11 AHR11_DNHVNP_f CGTTGATGCAGTTTACATGCTCACTTAGTCT
AGG

2799 AHR11 AHR11_DNHVNP_r CCTAGACTAAGTGAGCATGTAAACTGCATCA
ACG

2800 AHR11 AHR11 W239A f GGCCTGAACAGAGAAAATGCGGATTTGAAT
ACTACCATGG

2801 AHR11 AHR11 W239A r CCATGGTAGTATTCAAATCCGCATTTTCTCT
GTTCAGGCC

2802 AHR11 AHR11_L241A_f GAACAGAGAAAATTGGGATGCGAATACTAC
CATGGATGTTTGG

2803 AHR11 AHRI11 L241A r  CCAAACATCCATGGTAGTATTCGCATCCCAA
TTTTCTCTGTTC

2804 AHR11 AHR11 T243A f  GAACAGAGAAAATTGGGATTTGAATGCTACC
ATGGATGTTTGG

2805 AHR11 AHR11 _T243A r  CCAAACATCCATGGTAGCATTCAAATCCCAA
TTTTCTCTGTTC

2806 AHR11 AHR11_T244A f  CAGAGAAAATTGGGATTTGAATACTGCCATG
GATGTTTGGG

2807 AHR11 AHR11_T244A r CCCAAACATCCATGGCAGTATTCAAATCCCA
ATTTTCTCTG

2814 TPR1 TPR1_Seql_r GTTGACAGGGGATGGTGCTC

2815 TPR1 TPR1_Seql_f GCAACACCAGCTTTGTAAGAACC

2816 TPR1 TPR1_Seq2_f CACGGTGGTGAAGACATGAGG

2817 TPR1 TPR1_Seq3_f GGTGGATGTGAAGCCAGTG

2818 TPR1 TPR1_Seq4_f CTGTGCGTGAATCAGCAGC

2819 TPR3 TPR3_Seql_f GCTAGTTGGATGGCTGCTG

2820 TPR3 TPR3_Seql_r GTGGTGTTCTTGGTCGCTTCAAG

2821 TPR3 TPR3_Seq2_f CCACGACGCTCCAGTTTATTCC

2822 TPR3 TPR3_Seq3_f TGCTGGAATCTTGGCACTAGG

2823 TPR4 TPR4_Seql_r CAGTAGGGTGTTGTACCGATGG

2824 TPR4 TPR4_Seql_f GGAGGCTTCCCACCATTAGG

2825 TPR4 TPR4_Seq2_f CAAGGTCTGGGATGCTGTTAC

2826 TPR4 TPR4_Seq3_f GCTTCGTACTCTGCGGCTTC

2827 TPR1 TPR1_Seq2_r CATAGTTGCTTGTTCGGAGTGG

2828 TPR1 TPR1_Seq3_r GGAGTCTCAATGAACGGCAC

2837 AHR11 AHR11_1000aa_r ATTAGTCGACATTCGATGGTCTATGCGAGA

AAGG
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2838 AHRI1 AHR11 804aa r  ATTAGTCGACGCTTTCTGTGTTATCAGGTAA
TCTCC

2839 AHRI1 AHR11 680aa r  ATTAGTCGACGACACCTGACGTTCCTTCACC

2840 AHRI1 AHR11 805aa f  ATTAGAATTCAATCTGCATGACCAGGACACA

2841 AHRI1 AHR11 555aa f  ATTAGAATTCGATGAACTTTCCAGAAATGAT
GAAGAG

2842 TPR4 SDM_TPR4dA_f  GCTTTGCACTCTCAAAAAATGATTCTTATGT
CATGTCAGCCTC

2843 TPR4 SDM_TPR4dA_ r  GAGGCTGACATGACATAAGAATCATTTTTTG
AGAGTGCAAAGC

2844 TPR4 SDM_TPR4_ mT_f  CGACATTCAACGAAGAGCTTTTTAAGGAGAT
TACCATGC

2845 TPR4 SDM_TPR4_ mT_r  GCATGGTAATCTCCTTAAAAAGCTCTTCGTT
GAATGTCG

2846 TPR1 SDM_TPRL_ mG_f GGGATCTTAATGACAAACGATGTGGCTGAAA
CTAATCC

2847 TPR1 SDM_TPRL_mG_r GGATTAGTTTCAGCCACATCGTTTGTCATTA
AGATCCC

2848 JAM2 JAM2_CRIS_r CTTTAGGCTCTCTGCAATATCCATCG

2849 JAM2 JAM2_CRIS_f GAGAAAATCTCGGTGGAAGAGACTTG

2850 AHRI1 AHR11_Bglll_r ATTAAGATCTAAAACCATCACCACCGAGCTC

2861 ahrll ahrl1_Bglll_r ATTAAGATCTAACATCCATGGTAGTATTCAA
ATCCC

2862 AHRIISV AHRI11SV Bgllr  ATTAAGATCTGGTAGAGCATGCTTTAATATG
TTTATTACC

2863 pTATL TAT1_mGB_f GTCTTCTATGTTGATGTTAATATCCAGGTCA
AGATATCAAATGTTTAGAAC

2864 pTATL TATL_mGB_r GTTCTAAACATTTGATATCTTGACCTGGATAT
TAACATCAACATAGAAGAC

2865 PAT Sq_PAT_f CAGATTTCGGTGACGGGCAG

2866 PAT Sq_PAT r GTCTGCACCATCGTCAACC

2886 JAM2 JAM2_dQRR_f GCACAATTCAGGGTTTCTTTTTAGAGAGAAAC
TCACGG

2887 JAM2 JAM2_dQRR_r CCGTGAGTTTCTCTCTAAAAAGAAACCCTGA
ATTGTGC

2928 ABI5 ABI5_A1313C_f CATTGATGAGGAACCCGAGTTGTCCACTCT
AG

2929 ABI5 ABI5_A1313C_r CTAGAGTGGACAACTCGGGTTCCTCATCAA
TG

2961 AHRI1 AHR11_Seq r CAGCTCCATGTAGATGGTCTGATC

3195 ABI5 ABI5_GtoA r GGATTAGTGGGATGTTCTCTAACCACACCA
GCCTTCACC

3196 ABI5 ABI5_GtoA_f GGTGAAGGCTGGTGTGGTTAGAGAACATCC
CACTAATCC

3464 JAM2 JAM2_dBR_f CCTGCCAACGGAAGAGCGGAGAAGCTTAAC
CAGAGG

3465 JAM2 JAM2_dBR_r CCTCTGGTTAAGCTTCTCCGCTCTTCCGTTG

GCAGG

Tabelle 13: Oligonukleotide fir die gPCR.

# Gen Bezeichnung Sequenz

3448 ABF3 ABF3_gP4 f ATTGGTGGGTTAGCTGTTGG

3449 ABF3 ABF3 _gP45 r CCTTCATCAGCTCCTTCCAG

3426 ABI5 ABI5_qP1_f AGACAGAGGAGGATGATCAAGAAC
3427 ABI5 ABI5 gP1 r CAGCTTCCAATTCCACTGTATATG

151



Anhang

3428 AHG1 AHG1_gP1_f AATAGAATGGCTCAAGAAGACGAC
3429 AHG1 AHG1 gP1 r GAGCTATTCTTGAGATCAATGACG
3430 AHG3 AHG3_qP2_f GAACGGTTGCATGATATAGTGAAG
3431 AHG3 AHG3_gP2_r TCTCGTTGGCTAACTTCTTTATCC
3432 AHR11 AHR11_qP_6f CTCCACTCAGATTCCACAACC
3433 AHR11 AHR11 gP_6r TCCCAATGCTCTTCCCTTTAC

3450 CYP707A1  CYP707Al_qP2_f CTGCTAAGTTCGTGCTGGTG

3451 CYP707A1  CYP707Al_qP2_r TGTTTCCCCAACATCCTCTC

3438 HAB1 HAB1_gP2_f GATACCAATACTTCGGAGGTTGTC
3439 HAB1 HAB1_gP2_r CATCCTCCATCTCAGATCTATTCC
3436 HAIL HAIL_gP1_f TCCTGAAGCTTATCCTAAATACGG
3437 HAIL HAI1_gP1_r GGATGAATATTCCGTCTGATGAC
3444 HAI2 HAI2_qP2_f GTAGCTTCACACGTATGGACAAAG
3445 HAI2 HAI2_qP2_r TTGAAGCTCACACCTACAATTAGC
3440 JAM2 JAM2__gP1_f TACCTTTGCAGCAATCATCG

3441 JAM2 JAM2_qP1_r CTCTGAAGCCCTTGAACTCG

3454 LUC Luc_qP23_f AACACCCCAACATCTTCGAC

3455 LUC Luc_qP2_r TTTTCCGTCATCGTCTTTCC

1866 RCAR1 RT RCARL fw TGAGACTTGCTACTTTGTTGAAGC
1867 RCAR1 RT RCARL1 rev GTAATGTCCTGAGAAGCCAATCTT
1868 RCAR2 RT RCAR2 fw CTATGGTGATGGAGTCTTTTGTTG
1869 RCAR2 RT RCAR2 rev CACTTTATGAGTGATTCCACGAAG
1870 RCAR3 RT RCAR3 fw CCAGAAGGAAACACAAAGGATG
1871 RCAR3 RT RCAR3 rev GTCGTGTCTTGAACCGCAAG

1876 RCARG RT RCARG fw GAAGACAGTGGTTGTGGAGAGTTA
1877 RCARG RT RCARS rev CCAACGATAGTATCAGCAAACAAC
1880 RCARS RT RCARS fw GACCACAGGCTCAAGAACTACC
1881 RCARS RT RCARS rev CACATCAACGATGTAAGACTCCAC
1884 RCAR10 RT RCAR10 fw TACGATGCAATCTTCAATCTCTTG
1885 RCAR10 RT RCAR10 rev TCACAGAGACATCTTCTTCTTGCT
1890 RCAR13 RT RCAR13 fw CAACGAGTTCGTCGTCTTGG

1891 RCAR13 RT RCAR13 rev CGACCGTATCCACAAACATCC
1892 RCAR14 RT RCAR14 fw TTACACGGTGGTTCTTGAATCTTA
1893 RCAR14 RT RCAR14 rev TCCACAAACATTTTAGTGTCTTCC
3414 RD22 RD22_gP1_f ACGGGTAAACCCGGTAAAAG

3415 RD22 RD22_qP1_r AAGGGTTTGCTCCTGGTTTC

3416 RD29B RD29B_qP2_f ACTGATCCCACGCATAAAGG

3417 RD29B RD29B_qP2_r GTCTTCTTCGCGTCCTTGTC

3418 SnRK2.3 Snrk23_qpl_f CCAAAGTCAACTGTTGGTACTCC
3419 SnRK2.3 Snrk23_qgpl_r GTCACACCACATGACCATACATC
3410 TIP41L TIP41L_01_fw GTGAAAACTGTTGGAGAGAAGCAA
3411 TIP41L TIP41L_01_rev TCAACTGGATACCCTTTCGCA
2582 UBC9 UBC9_01_fw TCACAATTTCCAAGGTGCTGC
2583 UBC9 UBC9_01_rev TCATCTGGGTTTGGATCCGT

3412 UBI10 UBI10_01_fw GGCCTTGTATAATCCCTGATGAATAAG
3413 UBI10 UBI10_01_rev AAAGAGATAACAGGAACGGAAACATAGT
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5.3 Verwendete Plasmide

Tabelle 14: E. coli-Glycerinkulturen mit den Plasmiden fir die Interaktionsanalyse im Y2H. Die
Zahl (#) gibt jeweils die Position in der Stammsammlung an.

# Stamm Plasmid Resistenz
1864 DH5a pGAD_empty Amp
3594 XL1blue pGAD_ABF1 Amp
5228 DH5a pGAD_ABF2 Amp
5235 DH5a pGAD_ABF3 Amp
5234 DH5a pGAD_ABF4 Amp
3590 XL1blue pGAD_ABI5 Amp
4583 DH5a pGAD_AHR11 Amp
7424 XL1blue pGAD_AHR11 dEAR1 Amp
7426 XL1blue pGAD_AHR11_dEAR2 Amp
7436 XL1blue pGAD_AHR11_dEAR1_dEAR2 Amp
7734 XL1blue pGAD_AHR11 dRD1 Amp
8097 XL1blue pGAD_AHR11_dRD2 Amp
7568 DH5a pGAD_AHR11 dCR Amp
7794 XL1blue pGAD_AHR11_dEAR1_dCR Amp
7795 XL1blue pGAD_AHR11_dEAR2_dCR Amp
7733 XL1blue pGAD_AHR11 dEAR1/EAR2_dCR Amp
7730 XL1blue pGAD_AHR11_1 212aa Amp
4555 DH5a pGAD_AHR11 1 247aa Amp
7605 DH5a pGAD_AHR11_1 313aa Amp
7809 XL1blue pGAD_AHR11_1_554aa Amp
8349 DH5a pGAD_AHR11_1_673aa Amp
7606 DH5a pGAD_AHR11_213_313aa Amp
7811 XL1blue pGAD_AHR11 213 554aa Amp
8244 XL1blue pGAD_AHR11_213_680aa Amp
8243 XL1blue pGAD_AHR11_213_804aa Amp
8242 XL1blue pGAD_AHR11_213_1000aa Amp
7607 DH5a pGAD_AHR11_213_1168aa Amp
7732 XL1blue pGAD_AHR11_248_1168aa Amp
7731 XL1blue pGAD_AHR11_314_1168aa Amp
8245 XL1blue pGAD_AHR11_555_804aa Amp
8371 XL1blue pGAD_AHR11_555_1000aa Amp
8246 XL1blue pGAD_AHR11_555_1168aa Amp
8370 DH5a pGAD_AHR11_681_1168aa Amp
8247 XL1blue pGAD_AHR11_805_1168aa Amp
8422 XL1blue pGAD_AHR11_N238A Amp
8098 XL1blue pGAD_AHR11_W239A Amp
7797 XL1blue pGAD_AHR11_D240A Amp
8101 XL1blue pGAD_AHR11_L241A Amp
7798 XL1blue pGAD_AHR11_N242A Amp
8099 XL1blue pGAD_AHR11_T243A Amp
8100 XL1blue pGAD_AHR11_T244A Amp
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7796 XL1blue pGAD_AHR11 _M245C Amp
7799 XL1blue pGAD_AHR11_M245L Amp
7553 XL1blue pGAD_JAM1 Amp
7399 XL1blue pGAD_JAM2 Amp
7551 XL1blue pGAD_JAM3 Amp
7555 XL1blue pGAD_MYC2 Amp
3218 DH5a pBRIDGE_empty Amp
7554 XL1blue pBRIDGE_JAM1 Amp
7400 DH5a pBRIDGE_JAM2 Amp
7552 XL1blue pBRIDGE_JAM3 Amp
7556 XL1blue pBRIDGE_MYC2 Amp
7722 XL1blue pBRIDGE_JAM2_1_372aa Amp
7812 XL1blue pBRIDGE_JAM2_1 429aa Amp
8368 DH5a pBRIDGE_JAM2_145 429aa Amp
8369 DH5a pBRIDGE_JAM2_145_590aa Amp
7814 XL1blue pBRIDGE_JAM2_296_429aa Amp
7813 XL1blue pBRIDGE_JAM2_296_590aa Amp
7723 XL1blue pBRIDGE_JAM2_373_590aa Amp
8423 XL1blue pBRIDGE_JAM2_dQRR Amp
2166 DH5a pBRIDGE_RCAR1 Amp
3968 DH5a pBRIDGE_RCAR2 Amp
2163 DH5a pBRIDGE_RCARS3 Amp
3844 XL1blue pBRIDGE_RCAR4 Amp
3976 DH5a pBRIDGE_RCARS5 Amp
3076 DH5a pBRIDGE_RCARG Amp
3962 XL1blue pBRIDGE_RCARY Amp
3972 DH5a pBRIDGE_RCARS Amp
3888 DH5a pBRIDGE_RCAR9 Amp
3892 DH5a pBRIDGE_RCAR10 Amp
3896 DH5a pBRIDGE_RCAR11 Amp
3883 DH5a pBRIDGE_RCAR12 Amp
3078 DH5a pBRIDGE_RCAR13 Amp
3081 DH5a pBRIDGE_RCAR14 Amp
8320 XL1blue pBRIDGE_TPR1 Amp
8353 DH5a pBRIDGE_TPR1_1 288aa Amp
8354 DH5a pBRIDGE_TPR1_37_288aa Amp
8355 DH5a pBRIDGE_TPR1_37_1119aa Amp
8356 DH5a pBRIDGE_TPR1_289 1119aa Amp
7564 XL1blue pBRIDGE_TPR2 Amp
7727 XL1blue pBRIDGE_TPR2_1 288aa Amp
7728 XL1blue pBRIDGE_TPR2_37_288aa Amp
7818 XL1blue pBRIDGE_TPR2_37_1131laa Amp
7729 XL1blue pBRIDGE_TPR2_289 113laa Amp
8176 XL1blue pBRIDGE_TPR3 Amp
8358 DH5a pBRIDGE_TPR3_1 288aa Amp
8359 DH5a pBRIDGE_TPR3_37_288aa Amp
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8360 DH5a pBRIDGE_TPR3_37_1108aa Amp
8361 DH5a pBRIDGE_TPR3_289_1108aa Amp
8319 XL1blue pBRIDGE_TPR4 Amp
8363 DH5a pBRIDGE_TPR4_1_288aa Amp
8364 DH5a pBRIDGE_TPR4_37_288aa Amp
8365 DH5a pBRIDGE_TPR4_37 1137aa Amp
8366 DH5a pBRIDGE_TPR4_289 _1137aa Amp
7468 XL1blue pBRIDGE_TPL Amp
7724 XL1blue pBRIDGE_TPL_1_288aa Amp
7725 XL1blue pBRIDGE_TPL_37_288aa Amp
7859 XL1blue pBRIDGE_TPL_37 113laa Amp
7726 XL1blue pBRIDGE_TPL_289_1131aa Amp

Tabelle 15: E. coli-Glycerinkulturen mit den Plasmiden fir die transiente Transformation in Pro-

toplasten. Die Zahl (#) gibt jeweils die Position in der Stammsammlung an.

# Stamm Plasmid Resistenz
9033 XL1blue pABF3::ABF3 Amp
9034 XL1blue pABF3::LUC Amp
8923 XL1blue pABI5::LUC Amp
8921 XL1blue pAHG1::LUC Amp
4893 XL1blue p8xABRE::LUC Amp
9025 XL1blue pCYP707A1::LUC Amp
7847 XL1blue pGAL4_UAS::LUC Amp
8920 XL1blue pRCAR13::LUC Amp
3041 DH5a pRD29B::LUC Amp
883 DH5a p35S::GUS Amp
6570 DH5a pPTATL:LUC Amp
8331 XL1blue pTAT1mGbox::LUC Amp
7641 XL1blue p35S::MCS Amp
8459 XL1blue p35S::ABF2 Amp
8460 XL1blue p35S::ABF4 Amp
8528 XL1blue p35S::ABF3 Amp
7820 XL1blue p35S::AHR11 Amp
8535 XL1blue p35S::JAM1 Amp
7821 XL1blue p35S::JAM2 Amp
8930 XL1blue p35S::JAM2-dBR Amp
8821 XL1blue p35S::GFP-JAM2 Amp
8822 XL1blue p35S::JAM2-GFP Amp
8536 XL1blue p35S::JAM3 Amp
8534 XL1blue p35S::MYC2 Amp
8342 DH5a p35S:: TPR1 Amp
7822 XL1blue p35S:: TPR2 Amp
8343 DH5a p35S:: TPR3 Amp
8344 DH5a p35S:: TPR4 Amp
7819 XL1blue p35S:: TPL Amp
8254 XL1blue p35S::MCS-VP16 Amp
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8339 DH5a p35S::AHR11-VP16 Amp
8309 XL1blue p35S::JAM1-VP16 Amp
8308 XL1blue p35S::JAM2-VP16 Amp
8931 XL1blue p35S::JAM2-dBR-VP16 Amp
8539 XL1blue p35S::JAM3-VP16 Amp
7266 DH5a p35S::NINJA-VP16 Amp
7267 DH5a p35S::TPL-VP16 Amp
8446 XL1blue p35S::N-TPL-VP16 Amp
8255 XL1blue p35S::GAL4ABD-MCS Amp
8447 XL1blue p35S::GAL4BD-ABF1 Amp
8394 DH5a p35S::GAL4ABD-ABF2 Amp
8395 DH5a p35S::GAL4BD-ABF3 Amp
8396 DH5a p35S::GAL4ABD-ABF4 Amp
8858 XL1blue p35S::GAL4BD-ABI5 Amp
7263 DH5a p35S::GAL4BD-AHR11 Amp
8537 XL1blue p35S::GAL4BD-JAM1 Amp
7860 XL1blue p35S::GAL4BD-JAM2 Amp
8538 XL1blue p35S::GAL4BD-JAM3 Amp
7265 DH5a p35S::GAL4BD-NINJA Amp
8338 DH5a p35S::GAL4BD-TPL Amp
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