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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Sekundarstoffwechsel bei Pflanzen

,Die Existenz der gesamten Lebewesen auf unserer Erde ist an die autotrophe Pflanze
gebunden: d.h., dass sie ihnen als Mittlerin der Sonnenenergie als Nahrung dienen muss. Die
Pflanze ist daher dazu da, gefressen zu werden, und es wiirde diesem klar erkennbaren
Prinzip, das das Lebensgetriebe auf unserer Erde beherrscht, widersprechen, wenn die Pflanze
sich vor dieser Bestimmung schiitzen wiirde.“ Diese aus heutiger Sicht nicht nachvollziehbare
Behauptung wurde von Josef G. Kisser im Handbuch der Pflanzenphysiologie 1958 in einem
Kapitel iiber die 6kologische Bedeutung der Terpenausscheidungen aufgestellt (Kisser, 1958).
Sekundirstoffwechselprodukte in Pflanzen wurden vor 44 Jahren zum Teil noch als Abfall-
oder Entgiftungsprodukte ohne weitere Aufgaben angesehen. Die chemischen Eigenschaften
der Sekunddrmetabolite wurden bereits seit der Mitte des 19. Jahrhunderts von organischen
Chemikern untersucht (Buchanan et al., 2000). Inzwischen werden Sekundirmetabolite als
Stoffe angesehen, die fiir die Interaktionen der Pflanzen mit ihrer Umwelt zustindig sind
(Hartmann, 1996). Beispiele sind die Abwehr von Schidlingsbefall, das Anlocken von
bestdubenden und Samen verteilenden Insekten und Tieren und allelopathische Effekte.
Dienen Sekundirmetabolite von Pflanzen der Abwehr von Schidlingen, kann man zwei
Prinzipien unterscheiden. Phytoalexine werden als Antwort auf eine Schédigung durch ein
Pathogen gebildet, Phytoantizipine werden konstitutiv gebildet (Osbourn, 1996). Um eine
Selbstschddigung zu vermeiden, werden Phytoantizipine in speziellen Zellen aufbewahrt (z.B.
Harzginge, Milchrohren und Driisenzellen), in die Zellwand eingelagert (z.B. Gerbstoffe)
oder in einer inaktiven Form akkumuliert. Das zur Aktivierung benétigte Enzym ist meist in
einem anderen Zellkompartiment vorhanden und kommt erst bei Schidigung der Zellstruktur
mit seinem Substrat in Kontakt (Cicek und Esen, 1998). Neben dem unmittelbaren Nutzen fiir
die Pflanze stellen die Sekundédrmetabolite eine potentielle Quelle fiir die Entwicklung neuer

Medikamente dar.

Die Vielfalt der sekundédren Pflanzenstoffe ist sehr gro3 und damit auch die Anzahl der be-
teiligten Gene. Selbst bei Arabidopsis thaliana (L.) Heynh., die vergleichsweise wenig Se-
kundirstoffe produziert, wird angenommen, dass ungefdhr ein Viertel aller Gene (d.h. ca.
5000) am Sekunddrmetabolismus beteiligt sind (The Arabidopsis genome initiative 2000).
Einige Sekundirstoffwechselwege sind in Pflanzen vollstindig aufgekldrt. Sind die an

Stoffwechselwegen beteiligten Gene und Enzyme bekannt, kann man die Regulation dieser

1



Einleitung

Gene durch Transkriptionsfaktoren untersuchen. Sekunddrmetabolite werden héufig
entwicklungsspezifisch, in definierten Geweben oder nach Induktion durch exogene Faktoren
gebildet. Beispiele fiir gut untersuchte Biosynthesewege sind die Anthocyanbiosynthese, die
Synthese von Vinblastin und die Synthese von DIMBOA in Z. mays. Die Anthocyanbio-
synthese wurde vor allem in Z. mays, Anthirrinum majus und Petunia hybrida untersucht
(Holton und Cornish, 1995). Anthocyane besitzen viele Funktionen in Pflanzen. Neben der
Féarbung der Bliitenblétter und Samen zur Anlockung niitzlicher Insekten koénnen Anthocyane
auch zur Abschreckung von Fraf3feinden und zum Schutz vor UV-Strahlung dienen. In vielen
Pflanzen sind Transkriptionsfaktoren bekannt, die die Anthocyanbiosynthese regulieren
(Holton und Cornish, 1995). Ein weiterer, sehr gut untersuchter Stoffwechselweg ist der des
Terpenoid-Indol-Alkaloids Vinblastin in Catharanthus roseus. Bei diesem Biosyntheseweg
sind neben den Biosynthesegenen ebenfalls einige beteiligte Transkriptionsfaktoren isoliert
(Vom Endt et al., 2002). Die Orte der Expression wurden fiir frithe und spite Schritte der
Vinblastinbiosynthese untersucht (St-Pierre et al. 1999). Mit in situ-Hybridisierungen konnte
festgestellt werden, dass die Gene fiir die frithen Syntheseschritte in der Epidermis der
Stengel, Blétter und Bliitenknospen lokalisiert sind, wohingegen die Gene fiir die letzten
beiden Syntheseschritte in Milchrohrenzellen und Idioblasten exprimiert werden. Diese
rdumliche Aufteilung von Biosynthesewegen ist hdufig beschrieben. Die Synthese der
Pyrrolizidinalkaloide (PAs) in Senecio spec. ist auf unterschiedliche Pflanzenorgane verteilt.
Senecionine-N-oxid, die Grundstruktur der PAs in Senecio spec. wird in Wurzeln syntheti-
siert, iiber das Phloem in den Spross transportiert und dort chemisch verdndert (Ober und
Hartmann, 2000). Durch Immunohistologische Experimente konnte gezeigt werden, dass die
Homospermidinsynthase, das erste Enzym der PA-Synthese in der Endodermis der Wurzeln
in der Ndhe des Phloems lokalisiert ist (Moll et al., 2002). Wiederum scheinen Teile der

Biosynthese auf bestimmte Zelltypen beschrankt zu sein.

1.2 Der DIMBOA-Biosyntheseweg

Benzoxazinone sind eine wichtige Klasse von Sekunddrmetaboliten und kommen hauptséch-
lich in den monokotylen Gramineen vor. Auch bei dikotylen Pflanzen sind einzelne Vertreter
der Acanthaceae, Ranunculaceae und Scrophulariaceae bekannt, die Benzoxazinone produ-
zieren (Sicker et al., 2000). In Mais (Zea mays) und Weizen (Triticum aestivum) ist das vor-
herrschende Benzoxazinon DIMBOA (2,4-Dihydroxy-7-methoxy-2H-1,4-benzoxazin-3(4H)-
on), in Roggen (Secale cereale) DIBOA (2,4-Dihydroxy-2H-1,4-benzoxazin-3(4H)-on).
Benzoxazinone sind Komponenten der generellen Pflanzenabwehr von Schidlingen. Im

2
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Gegensatz zur spezifischen Resistenz werden durch die generelle Abwehr eine Vielzahl
unterschiedlicher Insekten und Pathogene gehemmt (Sicker et al., 2000). In Mais und Weizen
korreliert der Gehalt an Benzoxazinonen mit der Resistenz gegen Schidlinge (Niemeyer,
1988). Benzoxazinone wirken gegen Bakterien, Pilze und Insekten. Gut untersucht ist zum
Beispiel die Wirkung von DIMBOA aus Mais gegen den Maisziinsler (Ostrinia nubilalis).
Das Benzoxazinon fiihrt bei diesem Hauptschddling zu verringertem Larvenwachstum, er-
hohter Mortalitdtsrate und geringerer Reproduktivitdt (Klun et al., 1970). DIMBOA wirkt
auch allelopathisch und autotoxisch (Sicker et al., 2000). Bei Mais und Weizen konnte die
Ausscheidung von DIMBOA {iber die Wurzeln nachgewiesen werden (Collantes et al., 1998,
Wu et al., 2001).

Die Synthese von DIMBOA in Mais findet hauptsédchlich in Keimlingen statt. Die hochste
Konzentration von DIMBOA ist in zwei Tage alten Keimlingen vorhanden (Cambier et al.,
2000). Von zwei bis zehn Tagen sinkt zwar die DIMBOA-Konzentration in den Keimlingen,
aber der Gesamtgehalt nimmt zu. DIMBOA wird also weiterhin produziert. Nach zehn Tagen
nimmt der DIMBOA-Gehalt stark ab, es wird vermutlich in diesem Stadium aktiv abgebaut
oder ausgeschieden (Cambier et al., 2000). Benzoxazinone konnen als Phytoantizipine
bezeichnet werden. Die weniger toxischen Glucoside werden in der Vakuole gelagert. Eine
Glucosidase, die das toxische Aglucon produziert, ist im Chloroplasten lokalisiert (Esen,
1992, Cicek und Esen, 1998). Im intakten Zustand kommen Enzym und Substrat nicht in
Kontakt. Wird die Zellintegritit durch Schidigung (z. B. durch Herbivoren) zerstort, wird das
toxische DIMBOA-Aglucon freigesetzt.

Der Biosyntheseweg von DIMBOA konnte in Mais fast vollstindig aufgeklart werden (Frey
et al., 1997, v. Rad et al., 2001) und geht von Indolglycerin-3-phosphat aus (Abb. 1). Das
erste Enzym der DIMBOA-Biosynthese ist die Indolglycerinphosphatlyase BX1. Dieses
Enzym besitzt Ahnlichkeit zur a-Untereinheit der Tryptophansynthase (TSA) und definiert
den Verzweigungspunkt Primir-/Sekundirstoffwechsel. Gene von Sekundérstoffwechsel-
wegen sind hidufig durch Duplikation und Diversifikation von Primérstoffwechselgenen
entstanden. Die Duplikation der a-Untereinheit der Tryptophansynthase aus Zea mays ist ein
Beispiel hierfiir (Gierl und Frey, 2001). Die Typtophansynthase ist in Bakterien gut charak-
terisiert. Sie ist ein heterotetrameres Enzym, das aus zwei O- und zwei [3-Untereinheiten
besteht und dessen Aktivitét in dieser Kombination am hochsten ist (Creighton und Yanofsky,

1966). Fiir die Tryptophansynthase von Pflanzen scheint dasselbe zuzutreffen (Radwanski et
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al., 1995). Die a-Untereinheit (TSA) katalysiert die Umwandlung von Indolglycerinphosphat
zu Indol, die B-Untereinheit (TSB) die weitere Reaktion zu Tryptophan. Das entstehende In-
dol wird dabei nicht freigesetzt. Die zu der a-Untereinheit der Tryptophansynthase homolo-
gen Gene, BX1 und IGL (Indolglycerinphosphatlyase) sind flir Reaktionen des Sekundérstoff-
wechsels zustindig. Beide Enzyme bendtigen im Gegensatz zu TSA keine B-Untereinheit zur
Aktivierung und setzen Indol frei (Gierl und Frey, 2001). Das Igl-Gen wird durch Volicitin
induziert, das im Speichel des ,,Beet armyworms® enthalten ist. Das nachfolgend syntheti-
sierte Indol lockt zusammen mit einem Gemisch verschiedener Terpenoide Schlupfwespen
an, die durch Eiablage in die Raupen den ,,.Beet armyworm* schiadigen (Frey et al., 2000).
BX1 liefert Indol fiir die DIMBOA-Biosynthese. Weitere Beispiele fiir die Offnung von
Sekundérstoffwechselwegen durch Duplikation eines Gens aus dem Primérstoffwechsel sind
die Homospermidinsynthase von Senecio spec., die aus einer Duplikation der Deoxy-
hyphusinsynthase entstanden ist (Ober und Hartmann, 2000) und in Arabidopsis thaliana ein
Serin-Carboxypeptidase-dhnliches Protein, das im Sekundérstoffwechsel als Acyltransferase

funktioniert (Lehfeldt et al., 2000).

Das durch BX1 produzierte Indol wird durch vier Hydroxylierungen und eine Ringerweite-
rung zu DIBOA umgesetzt. Diese Reaktionen werden durch vier Cytochrom P450-abhingige
Monooxygenasen BX2-BX5 katalysiert. Dabei fiihrt das BX4-Enzym die Ringerweiterung
durch (vgl. Abb. 1, Spiteller et al., 2001). Auch die Gene Bx2-Bx5 sind wahrscheinlich durch
Duplikation entstanden. Hinweise darauf sind die dhnliche Exon/Intron-Struktur und die hohe
Sequenzhomologie dieser Gene (Gierl und Frey, 2001). Eine 2-Oxoglutarat-abhdngige Dioxy-
genase (BX6) katalysiert die Hydroxylierung der C7-Position von DIBOA (Huber, 2002; Frey
et al., in press). Die Ubertragung einer Methylgruppe auf diese 7-Hydroxy-Gruppe durch eine
Methyltransferase ist der letzte Schritt in der DIMBOA-Biosynthese. Das dafiir verantwort-
liche Enzym, BX7, ist noch nicht isoliert. DIBOA und DIMBOA sind autotoxisch und werden
durch Glucosylierung entgiftet. Die UDP-Glucosyltransferasen BX8 und BX9 katalysieren
diesen Schritt (v. Rad et al., 2001).
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Indole-3-glycerol phosphate
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Abb. 1: DIMBOA-Biosyntheseweg und sein Verhéltnis zur Tryptophansynthase, nach Sicker et al.
2000. BX1 ist eine Indolglycerinphosphatlyase mit Homologie zur a-Untereinheit der Tryptophan-
synthase, BX2-5 sind P450 abhédngige Monooxygenasen. BX6 ist eine 2-Oxoglutarat-abhingige
Dioxygenase und BX8 und BX9 sind UDP-Glucosyltransferasen. Die Methyltransferase BX7, die den
Schritt von TRIBOA zu DIMBOA Kkatalysiert, ist nicht isoliert.

1.3 Einbindung in den Primidrmetabolismus

Das iiber den Shikimatweg gebildete Anthranilat (Abb. 2) ist eine spezifische Vorstufe der
Indolbiosynthese. Seiner Bildung kommt also fiir die Tryptophan- und DIMBOA-Biosynthese
eine besondere Bedeutung zu. Anthranilatsynthasen sind Tetramere aus zwei O- und zwei [3-
Untereinheiten. Anthranilatsynthasen werden in Pflanzen im Cytoplasma synthetisiert und mit

Hilfe einer Chloroplasten-Lokalisierungssequenz in den Chloroplasten importiert (Crawford,
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1989, Radwanski und Last, 1995). Die Transitpeptide werden entfernt und das Holoenzym
gebildet (Poulsen et al., 1993, Bohlmann €t al., 1995, Romero und Roberts, 1996).

Shikimatweg

Prephenat «— <«— «— Chorismat —» —» —» p-Amino-

‘ Anthranilat- benzoat
v synthase
Tyrosin Anthranilat
Phenylalanin
Indol-glycerin-phosphat
IGL
TSA
Indol Indol Indol
(flichtig)
l BX2 l
Indolin-2-on Tryptophan
l

3-Hydroxyindolin-2-on

l BX4

HBOA
l BX5
DIBOA-
DIBOA Glucosid
l BX6
TRIBOA
l BX7
DIMBOA-

—
DIMBOA BX8| Glucosid

BX9

ADbb. 2: Der DIMBOA-Biosyntheseweg, eingebunden in den Primérstoffwechsel. BX1-BX9 vgl. Abb.
1 und Text, TSA und TSB: a- und B-Untereinheit der Tryptophansynthase, IGL: Indolglycerin-
phosphatlyase. Fiir die Expressionsanalyse ausgewahlte Gene sind umrandet.
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Die (-Untereinheit der Anthranilatsynthasen besitzt eine Aminotransferaseaktivitit, die Gluta-
min spaltet. Das entstehende Ammonium wird von der a-Untereinheit benutzt, um Chorismat
in Anthranilat umzuwandeln. Diese Reaktion wird bei Vorhandensein von Ammonium in
hoher Konzentration in vitro auch ohne die -Untereinheit katalysiert (Niyogi und Fink, 1992,
Bohlmann et al., 1995).

Die Anthranilatsynthasen sind ,,feed back* reguliert. Tryptophan, das Endprodukt des Biosyn-
theseweges, kann an die a-Untereinheiten binden und dadurch die Aktivitit dieser Enzyme
hemmen. Zwei nicht-allelische Kopien flir a-Untereinheiten von Anthranilatsynthasen
konnten aus folgenden Pflanzen isoliert werden: ASAL und ASA2 aus Arabidopsis thaliana
(Niyogi und Fink, 1992), Asal und Asa?2 aus Ruta graveolens (Bohlmann et al., 1995) und
OASALl und OASA2 aus Reis (Oryza sativa, Tozawa et al., 2001). In Tabak (Nicotiana
tabacum) sind moglicherweise mehr als zwei Gene vorhanden, isoliert ist allerdings bisher
nur eines (Song et al., 1998). Die Gene werden in zwei Gruppen eingeteilt (Tozawa et al.,
2001): OARAL, Asa?2 und ASA2 werden auf einem sehr niedrigen Level exprimiert. OASA2,
Asal und ASAL sind in manchen Pflanzenteilen stiarker exprimiert und induzierbar. Induziert
werden die Gene durch Verwundung oder bakterielle Infektionen. Wahrscheinlich besitzen sie
Aufgaben im Sekunddrmetabolismus. Asal wird z. B. eine Funktion in der Alkaloid-Biosyn-
these zugeschrieben (Bohlmann et al., 1995). Zu Beginn dieser Arbeit lagen keine Informa-
tionen iiber die a-Untereinheiten der Anthranilatsynthasen in Mais vor. Es ist vorstellbar, dass
auch in Mais mehrere a-Untereinheiten der Anthranilatsynthase existieren. Die DIMBOA-
Biosynthese im jungen Keimling verbraucht grole Mengen Anthranilat. Es ist deshalb
moglich, dass es eine Verbindung zwischen der Regulation der DIMBOA-Biosynthese und
der Regulation der Anthranilatsynthase gibt.

1.4 Ziel der Arbeit

Der DIMBOA-Biosynthese ist ein typischer Sekundirstoffwechselweg: BX1, das die
Abzweigung vom Primir- zum Sekundérstoffwechsel bewerkstelligt, ist durch Gendupli-
kation entstanden, wie auch die beteiligten P450 Enzyme BX2-BXS5. Das toxische Endpro-
dukt wird in inaktiver (glucosylierter) Form in der Vakuole gelagert und erst bei Zerstorung
der Zellintegritit wieder aktiviert. Nicht bekannt war zu Beginn dieser Arbeit, in welchen
Pflanzengeweben die DIMBOA-Biosynthese stattfindet und wie stark die beteiligten Gene

exprimiert werden. Diese Expressionsanalyse sollte sowohl auf RNA-, als auch auf Protein-
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ebene durchgefiihrt werden. Auch die Menge und Lokalisierung des Endprodukts DIMBOA-
Glucosid sollten bestimmt werden. Fiir die Expressionsanalyse wurden Vertreter der einzel-
nen Enzymtypen ausgewihlt: Bx1, codierend fiir die Indolglycerinphosphatlyase, BX3, eines
der vier P450 Gene und beide Glucosyltransferasegene, Bx8 und Bx9 (Abb. 2). Die Expres-
sion dieser Gene sollte mit Vertretern aus dem Primérstoffwechsel verglichen werden. Hierfiir
wurde TSB ausgewéhlt, die B-Untercinheit der Tryptophansynthase. Die Expression der a-
Untereinheit der Anthranilatsynthase (ASA), die ein gemeinsames Primédr- und Sekundér-
stoffwechselgen darstellt, sollte ebenfalls in die Untersuchungen miteinbezogen werden. Dazu
sollten die ASA-Gene aus Mais isoliert und bestimmt werden, ob unterschiedliche ASA-Gene

in Primér- und Sekundirstoffwechsel eingebunden sind.

Als Untersuchungsmaterial wurde die Wurzel von Mais ausgewihlt. Zea mays besitzt ver-
schiedene Wurzeltypen, die in unterschiedlichen Entwicklungsstadien gebildet werden. Die
Primarwurzel ist ein endogener Bestandteil des Embryos und wird aus dem basalen Meristem
gebildet. Die Embryonalwurzeln entstehen wéhrend der spiten Phase der Embryogenese aus
dem Skutellarknoten. Die Kronwurzeln iibernehmen in der erwachsenen Maispflanze die
eigentliche Wurzelfunktion und werden aus dem Sprossknoten gebildet (Feix et al., 2001,
Abb. 3a). Sie entstehen erst an ungefahr sieben Tage alten Maiskeimlingen. Jede dieser Wur-
zeln bildet im Laufe ihrer Entwicklung noch Seitenwurzeln aus. Diese entstehen aus dem
Perikambium und fiihren zu einer weiten Verzweigung des Wurzelsystems. Jede Wurzel kann
in drei Zonen unterteilt werden: die Wurzelspitze, die Elongationszone und die Differen-
zierungszone (Nultsch, 1991, Abb. 3b). In der Wurzelspitze befindet sich das Wurzel-
meristem. An ihrer Spitze ist sie von einer schiitzenden Wurzelhaube (Kalyptra) umgeben.
Die dufleren Zellen dieser Kalyptra verschleimen und schiitzen auf diese Weise das empfind-
liche Wurzelmeristem vor Beschiddigung beim Wachstum der Wurzel im Boden. In der
Elongationszone der Wurzel findet keine Zellteilung mehr statt, die Zellen vergrofern sich
durch Streckungswachstum. In der Differenzierungszone bilden sich aus Rhizodermiszellen
die Wurzelhaare, die fiir eine bessere Nahrstoffversorgung zustindig sind. Weiter oberhalb
sterben die Wurzelhaare zusammen mit den Rhizodermiszellen ab. Das duBlere Abschluss-
gewebe wird dann von der dullersten Schicht der Wurzelrinde (Cortex) gebildet (Kiesselbach,
1980). Die Bildung von Seitenwurzeln findet ebenfalls in der Differenzierungszone statt,
ebenso wie eine verstdrkte Einlagerung von Phenolen, eine Lignifizierung und sekundires
Dickenwachstum in dlteren Wurzeln. Wurzeln stellen ein gutes Untersuchungsobjekt dar, da

unterschiedliche Entwicklungsstadien gut iiber die Linge definierbar sind und jede Wurzel
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mit Spitze, Elongations-, und Differenzierungszone unterschiedlich funktionelle Gewebe auf-

weist.

Elongations-

Wurzelspittze

Abb. 3: Maiswurzeln. a: Wurzeltypen, nach Feix et al., 2001; PW: Primarwurzel, EW: Embryonal-
wurzel, KW: Kronwurzel. b: schematischer Langsschnitt durch eine Primérwurzel, nach Nultsch,
1991. aw: abgestorbene Wurzelhaare, ed: Endodermis, ex: Exodermis, ka: Kalyptra, pc: Pericambium,
ph: Phloem, rg: Ringgefile, rh: Rhizodermis, ri: Rindenzellen, sg: Schraubengefile, tg: Tiipfelgefile,
wh: Wurzelhaare, xy: Xylem
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2. Material und M ethoden

2.1 Material und Bezugsquellen

2.1.1 Chemikalien und Reagenzien

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien (analytischer Reinheitsgrad) wurden von fol-
genden Firmen bezogen: BioRad (USA), Fluka (Schweiz), Merck (Darmstadt), Roth (Karls-
ruhe), Serva (Heidelberg), Sigma-Aldrich (USA).

Enzyme fiir DNA-Restriktion und Modifikation wurden bezogen von: Gibco BRL (USA),
New England Biolabs (USA), Qiagen (Hilden), Roche (Schweiz), Serva (Heidelberg), Sigma-
Aldrich (USA), Stratagene (USA)

Fiir PCR-Reaktionen und Sequenzierungen eingesetzte Oligonukleotide wurden von den
Firmen MWG Biotech (Ebersberg), Sigma-Genosys (Grof3britannien) und Sigma-Ark (Darm-
stadt) im Auftrag synthetisiert.

Radioaktiv markierte Nukleotide (**P a-dCTP, 3000 Ci/mol) wurden von Amersham Bio-

sciences (Grofbritannien) bezogen.

Folgende Membranen wurden verwendet: Biodyne B Transfer Membrane, 0,45 um (Pall
Biosupport Membranes), Hybond™ ECL™ Nitrocellulosemembran und Hybond™ N* von

Amersham Biosciences.

Verwendete Kits: NucleoSpin® RNA Plant zur Isolierung von RNA und NUCLEOBOND®
AX5/20 Saulchen zur Reinigung von Plasmid DNA von Macherey und Nagel (Diiren),
Oligotex (Qiagen) zur Isolierung von Poly A" RNA, TagMan Kit (PE Applied Biosystems,
Darmstadt) zur Synthese von cDNA, GFX'™ DNA and Gel Band Purification Kit

(Amersham) zur Elution von DNA aus Agarose.
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2.1.2 E. coli-Stimme

Folgende E. coli-Stimme wurden verwendet:

E. coli XL-1 Blue (Bullock et al, 1987) fiir Klonierungen

E. coli K803 (Wood, 1966) fiir Phagenbankenscreens

E. coli BL21 DE3 (Studier & Mofat, 1986) fiir Proteinexpression

2.1.3 Phagenbanken

Es wurden EMBL3- und NM 1149-A-Bakteriophagen verwendet (Frischauf et al., 1983; Sam-

brook et al., 1989; Murray, 1983).

Folgende Phagenbanken wurden benutzt:

cDNA-Bank: CI31A, 2-4 Tage alte Keimlinge, 60000 Priméartransformanden (Frey et al.,
1995)

cDNA-Bank: Azidoindanon-induziert, 11 Tage, Spross (Frey, nicht veroffentlicht)

cDNA-Bank: Volicitin-induziert, 11 Tage, Spross (Frey, nicht veréffentlicht)

Genomische Bank: AEMBL4-Bank aus der Maislinie CI31A (Frey et al., 1995)

2.1.4 Pflanzenmaterial

Folgende Maislinien wurden in dieser Arbeit verwendet:

Hybridmais LG-22 (Limagrain 22.43) wurde, soweit nicht anders angegeben, als Standard-
Wildtyp-Linie fiir alle Maispraparationen verwendet.

Die Inzuchtlinie CI31A (Ac2175, fiir genomische und cDNA-Banken) wurde von Dr. P. A.
Peterson (Iowa State University) zur Verfiigung gestellt.

Die Maismutante Irtl (Hochholdinger, 1998) wurde von Frank Hochholdinger (Tiibingen) zur
Verfligung gestellt.

Zur Keimung wurden die Maiskérner mindestens 2 Stunden in VE-H,O eingeweicht, in
feuchtes Keimpapier (Filterpapier Sorte 603/N, 75 g/m*, 193 x 580 mm, Firma Sartorius)

eingerollt und bei 28°C im Dunkeln angezogen.

2.1.5 Verwendete Vektoren

pBlueskript KS+ bzw. SK+, Resistenzmarker Ampicillin (Stratagene, USA)
pET-3aHis, Resistenzmarker Ampicillin (Rosenberg €t al., 1987).
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2.1.6 Primer

Es wurden die in den Tabellen 1, 2 und 3 aufgefiihrten Primer verwendet.

Tabelle 1: Primer fiir Light Cycler PCR

Primer fiir: | Primername Primersequenz 5° - 3’

BX1 BXI1f ATG GCT TTC GCG CCC AAA ACG TCC TC
BXl1r CGT GGA CCC CCG CCT CIT TCA TCT CG

BX3 BX3quantf2 AGC TGA CAG AGA TCA ACG TGT
BX3quantr2 CGT CCG GCG AGC GCA TCG T

BX8 GT2A TCG TCA CGG CGC TCA ACG CCG C
GT2LC GAC TGC GIC GIC CIT GCG CTC

BX9 GTI1F TCG TCA CCA CCC TGA ACG CCA G
GTIR GGA TCC TCC TTG CGC TCC TCT TTC

ZmAsal | Asalspezintronf | GAC GCC GIC GCG GIG AGG GAG
Asalspezintronr | GTA CCT CCC CAC ATT GGI' GCC

ZmAsa2 ASSP2F TAA GIT GGA AGT TAC GAG GCG A
PSRev2 CTG GEC TAC TGI CGG CAA CA

T81 TSBlspezf CIT GGT CGC TTG CGT CGG GGG T
TSBlspezr GCT GIC ATA TTC AGC GCG TCC G

TSB2 TSB2spezf ATT GGT TGC CTG CGI' CGG CGG C
TSB2spezr ACT ATC GTA TTC GEC ACG TCC A

GAPDHC | GAPf GCT AGC TGC ACC ACA AAC TG&C CT
GAPr TAG CCC CAC TCG TTG TCG TAC CA

Bluescript | BlueFW4 TGC AGG AAT TCG ATA TCA AGC
BlueREV2 AAG CGG GCA GIG AGC GCA

Tabelle 2: Primer fiir die Isolierung der Anthranilatsynthasen und fiir Klonierungen

Primername Primersequenz 5> 2 3’

ASSPI1F TGA TCA GCT AGA AGI GAG TAT GC
ASAPIR CTC GIC ATC CGG TTT GCT ATC A
ASSP2F TAA GIT GGA AGT TAC GAG GCG A
PSRev2 CTG G&C TAC TGI' CGG CAA CA

Asal 5’ Nde Anfang

CAC ACA CTG CAG CAT ATG GCC ACC CC AGC CTC GCG CTC

Asal 5° Bam Mitte

CCA TGA TTG TCC TGG GGA TCC TCA TGG GAT CAG

Asal 3° Bam Mitte

GCC TGA TCC CAT GAG GAT CCC CAG GAC AAT CAT G

Asal 3° Bam Ende

GIC TTC AAG AAA TGT GGA TCC AGC AAG GIC AAT GGC

Asa2 5’ Nde Anfang

GIG AAG GTA GCC CCA TAT GGA ATC CCT AGC CGC

Asa2 5’ Nde Mitte

CCT CAA ATG GGT TGG CAT ATG TTC GIC TCT CGA AC

Asa2 3’ Nde Mitte

GIT CGA GAG ACG AAC ATA TGC CAA CCC ATT TGA GG

Asa2 3’ Bam Ende

CTC TGC AAG ATC GAT GGA TCC AGC TAG TGC AGC AGC
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Tabelle 3: Primer fiir Sequenzierungen

Primername Primersequenz 5° = 3’
Asall83 CTC ACT TCT AGC TGA TCA ATC
Asal275 GIC ATT GIG TTT GAT CAT GIT
Asal93 TAT ATT CIT CGC TTG ACA TCG T
Asall05 TGT CCA AAC CAG GIT CAG TAA
Asal421 TCT ATA GIG ACG TCA TTG
Asal840 TAA GAA TTT CAG GAC TCG
Asal900 TGC TGG AAC CAT AAG AAG
Asa2r3 TGG TGC ACC ACT GAC TGT TC
Asa2u5s AGI ATA TTG TTA TCC ATT GG
Asa23r CCA AAC TTG CGI' GIG TGC AG
Asa25u CTT GGG ACT CTA TGA TGA TGT
Asa2721 GGT CGA TTA ATA ATC TTC
Asa21140 CGG CAT GCA TCT GIT GAG
Asa2-1 GCG AAC CGCG GGG TCA GIG
Asa2-2 GGT GGA TGG GIT GGG TTC
Asa2-3 CAC CAA CCG GIG TAG TTT CTG
Asad4 GIG CAC TGA TTT GCC TCA G
Asa2-5 GCA TTA TGT GCT CGG CAC
Asa2-6 GAT CAC CAC TTT G&A TCC
Asa2-7 GCA TGT TAA ATA CGG CAG
Asa2-8 GIC GIT TCT AGI TAT CIG
Asa2-9 CTG CTG CTC TCT TTA TCG
Asa2-10 aus 2-1 CAT CAT CAA TCA GCC AAG
Asa2-11 aus SP4-SP5 | CAC TGA CCC CGC GIT CGC
Asa2-12 aus SP2-3 GIG CCC ATG TGG GAG TGC
Asa2-13 aus 2-4-29p | GGA TCC AAA GIG GIG ATC
Asa2-14 aus 2-6 CTA ACC GIT GAG CTG ATG
Asa2-15 aus 2-6 CIT CCC TCA TGC AAT AAA G
Asa2-16 aus 2-8-2r3 | CTG TTC ATT TAA CAA TAC
Asa2-17 aus 2-8 GIC AGT GGI' GCA CCA AAG
Asa2-18 aus 2-1 CCT CAT TGA AGG TAT AAA C
Asa2-19 GGC TTA TTG TAT GAC CGC
Asa2-20 GCA ACG CAA TTG CAT TTG
Asa2-21 GAG GCG GCT TGG TTT GGG
Asa2-22 CIT GGI' TGA TAG GTA TAC
Asa2-23 GIT GIC ATC G&C TGA ACA G
Asa2-24 CCT GIC TTA CTG TCT CCG
Asa2-25 CTC AGC TAA AGG CCC
Asa2-26 CGG ATA TGT TTG CCG
Asa2-27 GAT TCT TGA GIT AAT ACT C
Niki SP5 GGA CGA GGEC ACGC GGT AGG
Niki SP5rev CAG GCG AGC CCA GIG ATT AGC
Karo SP4 GCG CAC ACG AGA AAC GAG AC
Niki SP4 CGA TGC ACT CCC ACA TGG
Niki Asa2s29p TAT TGG TTG CGI' CTA GIC CTG
Niki Asa2s34pl CTG CAA CTG TAG GAC AAT ACT C
GAG TAT TGI CCT ACA GIT CCA G

Niki Asa2s34p2
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Asa2cDNAseq GCT TGT GGA CTT GGG AAG
Asa2 Test CAC AAC ACG ATG TAC TCA TAC
Olil GAG GAG GAC AAG AGG CGG
Oli2 GIC GIC CAC TAC CTG CTC

2.1.7 AntikOrper

Heterolog exprimiertes, gereinigtes ZmASA2-Protein wurde zur Immunisierung von zwei
Kaninchen durch die Firma Eurogentec (Belgien) verwendet. Die gelieferten Antikorper
(Asa2-1161 und Asa2-1162) wurden getestet. Der Antikdrper Asa2-1162 zeigte eine hohere
Sensitivitdt als der Antikorper Asa2-1161. Deswegen wurden alle Western-Analysen im

Folgenden mit dem Antikorper Asa2-1162 durchgefiihrt.

Die Antikorper antiBX1 (Stettner, 1998), BX3 (Glawischnig, 1997), BX8/9 (v. Rad, 2000)
und TSB (Hiittl und Frey, unverdffentlicht) wurden bereits zu einem fritheren Zeitpunkt auf

die gleiche Weise von der Firma Eurogentec hergestellt.

Sekundére Anti-Ig-Kaninchen-Antikorper, an die der Fluoreszenzfarbstoff CY5 gekoppelt ist,
wurden von der Firma Amersham bezogen, Antikorper, die mit einer alkalischen Phosphatase
gekoppelt sind von der Firma Sigma. Anti-DIG-Antikorper, gekoppelt mit alkalischer Phos-

phatase, fiir die in Situ-Analysen, wurden von der Firma Roche (Schweiz) bezogen.

2.2 Molekularbiologische Arbeitsmethoden

2.2.1 Isolierung von DNA

Zur Isolierung von Plasmid-DNA wurden die Methoden ,,Lyse durch Kochen* nach Sam-
brook et al. (1989) und ,,Isolierung durch alkalische Lyse®“ (Birnboim und Doly, 1979) ver-
wendet. Aus Phagen wurde die DNA nach Sommer et al. (1990) und Frey et al. (1990)

isoliert.

2.2.2 Southern Analyse von Phagen-DNA aus cDNA/genomischen Banken

Isolierte Phagen-DNA wurde mit ECORI geschnitten und auf einem Agarosegel der Grof3e
nach aufgetrennt. Fiir die Ubertragung der Phagen-DNA auf eine Biodyne B Transfer
Membran (Pall Biosupport Membranes) und die Hybridisierung mit spezifischen DNA-Son-
den wurde die in Sambrook et al. (1989) beschricbene Methode verwendet. Die Sonden
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(PCR-Fragmente oder komplette cDNAs) wurden mit Hilfe einer Klenow-Reaktion mit **P -
dCTP markiert. Die Auswertung erfolgte mit dem Phosphoimager STORM 860 mit Hilfe des

Programms ,,Image Quant* (Molecular Dynamics).

2.2.3 Sequenzierungen

Die Sequenzierungen erfolgten nach der Didesoxy-Methode von Sanger et al. (1977). Die zu
sequenzierende Plasmid-DNA wurde mit einer PEG-Fillung gereinigt und in einer Konzen-
tration von 0,5 bis 1 pg zur Sequenzreaktion mit dem DYEnamic ET terminator kit (Amer-
sham Biosciences) nach Angaben des Herstellers eingesetzt. Analysiert wurden die Sequenz-
reaktionen mit einem ABI PRISM 377 DNA Sequencer (Perkin Elmer, USA). Ausgewertet

wurden die Sequenzen mit dem Programm Seqman (Lasergene, DNAStar).

2.2.4 Isolierung von RNA und cDNA-Synthese

Die Isolierung von RNA erfolgte bei gréferen Pflanzenmengen nach der Guanidium-Hydro-
chlorid-Methode von Logeman et al. (1987). Bei kleinen Pflanzenmengen wurde zur RNA-
Isolation der Kit NucleoSpin® RNA Plant nach Angaben des Herstellers verwendet.

Zur Isolierung von Poly-A"-RNA aus Gesamt-RNA wurden Oligo(dT)-Latexkugeln nach
Angaben des Herstellers (Oligotex, Qiagen) benutzt.

Zur Uberpriifung der Qualitit der RNA und zur Mengenbestimmung dienten denaturierende

Agarosegele mit Formaldehyd.

10x Gel-Puffer, pH 7,0: 200 mM MOPS
50 mM NaOAc
10 mM EDTA

Proben-Puffer: 1 ml Formamid (deionized, amberlite)
0,38 ml 35 % Formaldehyd
200 pl 10x Gel-Puffer
100 ul 0,25 % Bromphenolblau
(frisch zubereitet)

Northern Gel: 100 ml 1,2 g Agarose
10 ml 10x Gel-Puffer
70 ml VE-H,0
19 ml 37 % Formaldehyd
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Die cDNA-Synthese wurde mit Hilfe des Tagman Kits (Roche, Schweiz) nach Angaben des
Herstellers durchgefiihrt. Es wurde 500 ng Gesamt-RNA eingesetzt. Inkubation: 10 min 25°C,
45 min 48°C, 5 min 95°C.

2.2.5PCR
Fiir PCR-Reaktionen (Sambrook et al., 1989) wurde der Thermoblock UNO (Biometra) und

Tag-Polymerase der Firma Roche verwendet. Die verwendeten Primer hatten eine Linge von
18-30 bp. Die verwendete ,,Annealing“-Temperatur wurde durch Berechnung der theore-
tischen Schmelztemperatur des Primers bestimmt. Bei Amplifikation besonders GC-reicher
Sequenzen aus Mais wurde die DMSO-Konzentration bei Bedarf auf 10 % erhoht (Chester &
Marshak, 1993). Als Standard-Puffer wurde der Puffer KCl V verwendet (50 mM Tris, pH
8,3; 10 mM KCI, 2 mM MgCl,, 3 % DMSO).Standardprogramm: 30-40 Zyklen, 1 min 94°C,
30 s Annealing, 90 s 72°C, 10 min 72°C, Abkiihlung auf Raumtemperatur.

2.2.6 .real time PCR* mit dem Lightcycler

Fiir alle quantitativen PCRs mit Hilfe des Lightcyclers wurde der FastStart DNA Master
SYBR Green I kit der Firma Roche Molecular Biochemicals nach Angaben des Herstellers
verwendet. Fiir jeden Ansatz wurde ein Duplikat durchgefiihrt. Als Standard zur Mengen-
bestimmung dienten linearisierte Plasmide mit der entsprechenden cDNA. Die Konzentration
der Plasmide wurde im Photometer bestimmt und mit Hilfe eines Agarosegels und Ethidium-
bromidfirbung tliberpriift. Die Ergebnisse wurden gegen ein Transkript normiert, das in allen
Zellen vorkommt, ndmlich die cytosolische Glycerinaldehydphosphat-Dehydrogenase
GAPDHC.

Fiir die cDNA-Synthese wurden 500 ng eingesetzt, in diesen 500 ng Gesamt-RNA sind ca.
5 ng PolyA"-RNA enthalten. 1/20 davon, also 250 pg wurde fiir jede Lightcycler-Reaktion
eingesetzt. In den Lightcycler-Experimenten konnte 1 fg des jeweiligen Gens nachgewiesen
werden. Rechnerisch kénnen also Transkripte mit einer Abundanz von 1 in 250 000 (4 ppm)

nachgewiesen werden.

Lightcycler-Bedingungen:
Die MgCl,- und DMSO-Mengen pro Reaktion und die Annealing-, Extension-Temperaturen

und Zeiten wurden gemdl} Tabelle 4 gewihlt.
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Tabelle 4: Bedingungen fiir Lightcycler-PCR.

Untersuchtes Gen ul ul Annealing- | Annealing- | Extension-
MgCl, DMSO Temperatur Zeit Zeit
BX1 0,4 0,6 65°C 8s 27s
BX3 0,8 0,3 64°C 8s 20s
BX8 0,8 0,5 68°C 8s 17s
BX9 0,4 0,5 68°C 10 s 30s
ZmAsal* 0,8 0,3 63°C 8s 15s
ZmAsa2 0,8 0,4 65°C 10 s 18 s
TSB1 1,6 0,4 64°C 10s 15s
TSB2 1,6 0,4 64°C 10 s 15s
GAPDHc 0,4 0,6 65°C 8s 27s
Bluescritpt 1,6 2 57°C 8s I5s
Q-solution!

*): Bei ZmAsal wurde aufgrund von starker Primer-Dimer-Bildung die Fluoreszenz nicht wie sonst
am Ende der Extension gemessen, sondern nach der Extension bei 85°C, da bei dieser Temperatur die
Primer nicht mehr doppelstriangig vorliegen.

2.2.7 Klonierungen

2.2.7.1 Konstrukte fiir heterologe Expression des ZmASA2-Proteins in E. coli

Der Vektor pET3aHis besitzt neben den sechs Histidinen eine Ndel- und BamHI-Schnitstelle,
mit deren Hilfe es moglich ist, das gewiinschte Gen ,,in frame* einzuklonieren. Fiir ZmAsa2
musste in das Startcodon eine Ndel-Schnittstelle gelegt und das Stopcodon durch eine
BamHI-Schnittstelle ersetzt werden. Dies wurde mit mismatch-Primern erreicht (Primerse-
quenzen vgl. Tabelle 2). Die Amplifizierung erfolgte aus verschiedenen cDNA-Banken
(CI31A, 2-3 Tage alte Keimlinge und Volicitin-induziert, 11 Tage Spross). Da in den Genen
interne BamHI und Ndel-Schnittstellen vorhanden waren, erfolgte die Klonierung in zwei
Schritten (siche Abb. 4). Die PCR-Fragmente wurden mit den entsprechenden Enzymen

nachgeschnitten und nacheinander in den Vektor einkloniert.

ZmAsa2 Ndel
|
! !
- <
Ndel
> <
Ndel BamHI
e —
Ndel I |
BamHI

ADbb. 4: Klonierungsschema des Konstrukts fiir die heterologe Expression von ZmAsa2
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Zur Klonierung der Konstrukte wurden die Ligationsansétze in den E. coli Stamm XL1-Blue
transformiert. Das fertige, mit Sequenzierung lberpriifte Konstrukt wurde dann zur Expres-

sion in den E. coli-Stamm BL21(DE3) transformiert.
Ein Expressionskonstrukt wurde nur fiir das Gen ZmAsa2 hergestellt. Die Sequenzierung der

ZmAsal-cDNA zeigte, dass die isolierte cDNA ein Intron enthielt, es lag also keine mature

c¢cDNA vor. Aus der Volicitin-induzierten cDNA-Bank konnte diese isoliert werden.

2.2.7.2 Konstrukte fiir Sonden fiir die in Situ-Hybridisierung

Bei den Konstrukten wurde jeweils das PolyA-Stiick der entsprechenden Gene entfernt.
BX1: Klon p435, Restriktion mit HindIII und Religation (Stettner, 1998)

BX3: Klon p385, Restriktion mit HindIIl und Religation (Frey et al. 1995)

BX9: Klon p545, Restriktion mit BamHI und Religation (v. Rad et al., 2001)

2.3 Proteinchemische Arbeitsmethoden

2.3.1 Gewinnung von heterolog exprimierten Proteinen

Zur heterologen Expression von ZmAsa2 wurde das entsprechende Konstrukt in den E. coli—
Stamm BL21 (DE3) transformiert. Transformanden wurden in Terrific Broth Medium bis zur
ODggo 0,4 angezogen, mit 1 mM IPTG induziert und nach zwei Stunden bei 27°C geerntet.
Die Zellen wurden in 6 M GuHCI-Puffer lysiert (The QIAexpressionist, 2001; Protocol 10)
und das His-getaggte Protein wurde unter denaturierenden Bedingungen mit Ni-NTA-
Agarose nach Angaben des Herstellers aufgereinigt (The QIAexpressionist, 2001; Protocol
17).

2.3.2 Proteingewinnung aus Maiskeimlingen

Zur Isolierung von Proteinen aus Mais wurde das Pflanzenmaterial gewogen, gemorsert, mit
0,3 g Polyclar pro g Pflanzenmaterial vermischt, und pro g Pflanzenmaterial wurden vier mal
so viele ml Protein Extraction Buffer zugegeben. Die Suspension wurde abzentrifugiert, der

Uberstand aliquotiert und bei -70°C aufbewahrt.
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Protein Extraction Buffer: 20 mM Tris-HCI, 140 mM NaCl, 1 mM EDTA, 10% Glycerin, pH
7,5 mit HCL. 1 mM PMSF und 70 pl B-Mercaptoethanol pro 100 ml wurden unmittelbar vor

Gebrauch zugegeben.

2.3.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Fiir die Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht wurden denaturierende
Tris-Glycin SDS-Polyacrylamid-Gele benutzt (Ldmmli, 1970; Trenngele 12,5 %, Sammelgele
5 %). Zur Elektrophorese wurden Mighty-Small Apparaturen (Hoefer) benutzt, Proteine im

Gel wurden mit Coomassieblau (Sigma) angeférbt.

2.3.4 Western-Analyse

Nach der Elektrophorese wurden die Proteingele 15 min in Western Transfer Buffer geschiit-
telt. Zum Transfer wurden der SemiDry-Blotter der Firma BioRad und Hybond™ ECL™
Nitrocellulosemembranen (Amersham) benutzt. Zur Uberpriifung des Transfers wurde die
Membran mit Ponceau-Rot (Sigma) geférbt. Die entfirbte Membran wurde mindestens 1 h in
Tris/Salt/Tween Buffer (TST) geschiittelt. Die Inkubation mit dem ersten Antikorper erfolgte
ebenso fiir 1 h in TST (Verdiinnungen der ersten Antikorper siehe Tabelle 5). Danach wurde
3x 15 min mit TST gewaschen, anschlieBend wurde 1 h mit dem zweiten Antikorper in TST
(Anti-Kaninchen, CY5-gekoppelt; 1:3000) im Dunkeln inkubiert. Nach dreimaligem Waschen
fiir je 5 min wurde die Membran mit Hilfe des STORM Phosphoimagers (Molecular

Dynamics) im Modus Red Fluorescence ausgewertet.

Tabelle 5: Verdiinnungen fiir Antikrper

Antikorper Verdiinnung
Anti BX1 1:300
Anti BX3 1:300
Anti BX8/9 1:300
Anti ZmAsa2 | 1:100
Anti TSB 1:100

Western Transfer Buffer: 5,83 g Tris, 2,93 g Glycine, 3,75 ml 10 % SDS, 200 ml Metha-
nol ad 1 I mit MilliQ-Wasser.

Tris/Salt/Tween Buffer: 10x Puffer: 60,57 g Tris, 87,66 g NaCl ad 1 I mit MilliQ-Was-
ser; Arbeitslosung: 1:10 Verdiinnung und 5 ml/l Tween 20.
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2.4 Histologische Arbeitsmethoden

2.4.1 Fixierung von Maiskeimlingen

Als Material zur Fixierung wurden 1 cm lange Primarwurzeln (1-2 Tage alt), ganze Keimlin-
ge (1 Tag alt), oder 3 cm lange Primirwurzeln (in je 1 cm-Stiicke geteilt) verwendet. Die
Pflanzen wurden in 4 % Formaldehyd in PBS (frisch hergestellt aus Paraformaldehyd) gege-
ben und entgast. Das Fixans wurde anschlieBend erneuert. Nach mindestens zwei Stunden
Fixierung (auch iiber Nacht bei 4°C moglich) wurde zweimal mit 1x PBS gewaschen und
dann mit der aufsteigenden Ethanolreihe begonnen (10 % Ethanol bis 100 % Ethanol, in
0,85 % NaCl in 10er Schritten). Dazu wurde das Pflanzengewebe immer mindestens fiir eine
Stunde (oder iiber Nacht) in der jeweiligen Ldsung inkubiert. Nach der aufsteigenden
Ethanolreihe wurde das Ethanol stufenweise durch Histoclear (Plano) ersetzt: 3:1, 1:1, 1:3
EtOH:Histoclear. Inkubation wiederum mindestens je eine Stunde. AnschlieBend wurden
Paraplast Plus Chips (Sigma) bis zur Séttigung zugegeben. Nach Inkubation iiber Nacht
wurde das Pflanzenmaterial in der geséattigten Histoclear/Paraplast-Losung bei 60°C inkubiert
und die Losung nach einem Tag durch geschmolzenes, pures Paraplast ersetzt. Die Inkubation
bei 60°C wurde fiir mindestens drei Tage fortgesetzt, wobei ein- bis zweimal pro Tag die
Wachslosung gewechselt wurde. Die fixierten Pflanzen wurden zusammen mit dem Paraplast
in kleine Petrischalen gegossen, entgast und nach Abkiihlung wurden mit Hilfe des

Mikrotoms (Leica) 10 pm dicke Schnitte hergestellt.

2.4.2 Technik der In situ-Hybridisierung

2.4.2.1 Herstellung der Sonden

Zur in vitro Transkription wurde der DIG RNA Labeling Mix der Firma Roche Molecular
Biochemicals nach Angaben des Herstellers benutzt. Verwendete Restriktionsenzyme/ Poly-

merasen siche Tabelle 6.

Die Sonden wurden tliber den gesamten Bereich der jeweiligen Gene transkribiert und besal3en
somit eine Grofle von ca. 2 kb. Da diese Lénge fiir die in Situ-Hybridisierungen zu groB ist,
wurden die Sonden mit alkalischer Hydrolyse in 200 bp groBe Stiicke zerkleinert. Dazu
wurden die Sonden 1 zu 1 mit dem Hydrolysepuffer versetzt und bei 60°C inkubiert. Die

Inkubationszeit wurde nach folgender Formel bestimmt:
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Lo: Ausgangsldnge in kb
_ _Lo—Lr Lt gewiinschte Lénge in kb
K (Lo [+ k: 0,11 kb'min™

Die Hydrolyse wurde durch Fillen der Sonde mit Essigsdure, NaAc und Isopropanol gestoppt.

Tabelle 6: Zur in vitro Transkription verwendete Restriktionsenzyme und Polymerasen

Gen antisense (as)/ | Restriktionsenzym | Polymerase
sense (s) zur Linearisierung
BX1 as BamHI T3
S HindIII T7
BX3 as BamHI T3
] HindIII T7
BX9 as Xbal T3
S HindIII T7
ZmAsa?2 | as BamHI T3
] HindIIl T7

Hydrolysepuffer: 240 pl 0,5 M Na,COs3
160 pl 0,5 M NaHCO:s
600 pul DEPC-H,0

Die Konzentration der in DEPC-H,0 resuspendierten Sonden wurde mit Hilfe eines Dot Blots
bestimmt. Dazu wurden die Sonden in unterschiedlichen Verdiinnungen auf eine Biodyne B
Transfer Membrane (PALL) getropft. Als Standard diente DIG-Control-RNA bekannter Kon-
zentration. Nach dem Fixieren der RNA auf dem Filter wurde kurz gewaschen, 30 min
blockiert, 30 min mit dem anti-DIG-Antikdrper inkubiert, zweimal 15 min gewaschen und mit

der Farbelosung inkubiert.

Maleic acid buffer: 100 mM maleic acid, 150 mM NaCl, mit NaOH auf pH 7,5 einstellen
Washing buffer: maleic acid buffer m. 0,3 % Tween

Blocking buffer: maleic acid buffer m. 1 % blocking reagent (Roche)

Detection buffer: 100 mM Tris pH 9,5, 100 mM NacCl, 8 ul NBT/BCIP pro ml Puffer

2.4.2.2 In situ-Hybridisierung

Bei der in situ-Hybridisierung verwendete Puffer und Losungen wurden bis zur RNase-
Behandlung der Objekttrager mit DEPC-Wasser hergestellt bzw. mit DEPC behandelt (Sam-
brook et al., 1989).
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Die 10 pum dicken Schnitte des fixierten Maisgewebes wurden auf Wassertropfen auf
SuperFrost® Plus Objekttrigern der Firma Menzel-Gliser gegeben und durch Erhitzung auf
einer Warmeplatte (42°C) auf den Objekttragern fixiert. AnschlieBend wurde das Gewebe mit
Hilfe von Histoclear (Plano) entparaffiniert und mit einer absteigenden Ethanolreihe auf die
Proteinase K-Behandlung unter wissrigen Bedingungen vorbereitet. Die Proteinase K-Be-
handlung (0,5 bis 1 pg/ml) diente dazu, das Gewebe fiir die RNA-Sonden durchldssiger zu
machen. Anschliefend wurde mit 4 % Formaldehyd (frisch aus Paraformaldehyd) nachfixiert
und die negativen Ladungen mit Essigsdureanhydrid (0,25 % in 0,1 M Triethanolamin-HCI-
Puffer, pH 8) acetyliert. Vor der Hybridisierung mit den entsprechenden RNA-Sonden wurde

das Gewebe mit einer aufsteigenden Ethanolreihe wieder entwissert.

Zur Hybridisierung wurde der fertige Hybridisierungsmix auf die Objekttrager gegeben und
mit einem Deckglas (mit einem weiteren Deckglas als Abstandshalter) bedeckt. Die Inkuba-
tion der Objekttrager erfolgte fiir 16 h in einer feuchten Kammer (2x SSC und Formamid 1:1)
bei 60°C. Nach der Hybridisierung wurden nicht gebundene RNA-Sonden durch Waschen
und eine RNase A-Behandlung (20 pg/ml) entfernt. RNase A greift nur einzelstringige RNA

an.

Vor der Anti-DIG-Antikorper-Inkubation (Verdiinnung 1:3000) wurden die Gewebe zunichst
mit Blocking Reagent (Puffer 2) und BSA (Puffer 3) blockiert. Nach der Antikorper-Inku-
bation wurde mit Puffer 3 gewaschen und mit der Férbelosung iiber Nacht versetzt. Die
Féarbelosung wurde durch Waschen in VE-H,O wieder entfernt. Die trockenen Objekttrager
wurden mit Entellan (Merck) eingedeckelt und mit dem Axiophot der Firma Zeiss mikro-
skopiert. Aufnahmen wurden mit einer digitalen Nikon-Kamera F5 SLR (Kodak DCS 790
Digital Camera) durchgefiihrt und mit Hilfe des Programms Photoshop (Version 6.0, Adobe)

bearbeitet.

Hybridisierungsmix: 0,75 ng/ul ~ RNA
X DEPC-H,0
50% Formamid
0,5 mg/ml tRNA (Sigma)
0,1 mg/ml  PolyA (Roche)
300 mM NaCl

2X TE
1x Denhardt
10% Dextransulfat (Roth)

100 mM DTT
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Waschpuffer: 2x SSC, 50% Formamid

Puffer 1: 100 mM Tris, pH 7,5; 150 mM NaCl

Puffer 2: Puffer 1 mit 0,5% Blocking Reagent (Roche)

Puffer 3: Puffer 1 mit 1% BSA (Sigma), 0,3% Triton-X-100

Puffer 4: Puffer 3 mit anti-DIG-Antikdrper (Roche) 1:3000

Puffer 5: 100 mM Tris, pH 9,5; 100 mM NacCl, 50 MgCl,

Farbelosung: Puffer 5 mit 10% Polyvinylalcohol (Sigma) und NBT (150 png/ml)/BCIP
(75 pg/ml) (Roche).

2.5 Naturstoffanalysen

2.5.1 Benzoxazinon-Fiarbung mit Fisenchlorid

DIBOA/DIMBOA koénnen mit Eisen(IIl)-Chlorid in Maiskeimlingen direkt nachgewiesen

werden (Simcox, 1985, Iwamura, 1996).

Férbelosung: Fiir die Fiarbungen an ganzen, ungeschnittenen Keimlingen wurde folgende
Farbelosung verwendet: 10 g FeCl;-6H,0, 100 ml 95% EtOH, 500 ul 3M HCI, ad 200 ml mit
VE-H;O0. Fiir die Farbungen der geschnittenen Wurzeln wurde folgende Féarbelosung verwen-

det: 5 g FeCl;-6H,0, 49,5 ml EtOH, 0,5 ml rauchende HCI.

Die zu farbenden Gewebe wurden entweder im Ganzen fiir ca. 10 s in die Farbelosung
getaucht oder geschnitten und mit der Farbelosung tliberschichtet. AnschlieBend wurde mit
VE-H,0 entfarbt und sofort mit Hilfe eines Stemi SV 11 Binokulars der Firma Zeiss und der

digitalen Nikon F5 Kamera photographiert.

2.5.2 Isolierung von DIMBOA und HPL.C-Analyse

DIMBOA wurde nach Bailey und Larson (1991) und Glawischnig (1997) isoliert.

Das Pflanzenmaterial wurde gewogen, in fliissigem Stickstoff gemdrsert, in 4 Vol VE-H,O
suspendiert und 30 bis 60 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschliefend wurde der pH mit
3 M HCI auf pH 2 angeséuert (etwa 1/300 Vol) und 5 min bei 65°C inkubiert. Danach wurde
zweimal fiir 5 min bei 14000 rpm abzentrifugiert. Die Uberstinde wurden dreimal mit je

400 pl EtOAc extrahiert. Dir organischen Phasen wurden vereinigt und enthielten DIMBOA.
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Mit Hilfe der Speedvac wurden die DIMBOA-L6sungen eingedampft und der entstehende
Riickstand wurde in 60 ul MeOH gelost. Vor der Analyse in der HPLC wurde noch einmal
abzentrifugiert.

Fiir die HPLC-Analysen wurde das System Gold Nouveau (Autosampler 508, Pumpeneinheit
126, Diodenarraydetektor168) der Firma Beckmann mit der Bedienungssoftware System Gold
V 810 verwendet. Fiir Trennungen nach dem reversed phase Prinzip wurde eine LiChroCART
RP-18-Sdule (250x4, analytisch) der Firma Merck verwendet. Die Detektion von Signalen
erfolgte bei einer Wellenldnge von 254 nm. Folgende Methode wurde verwendet: 20 min
isokratisch 18% MeOH, 82 % 10%ige Essigsdure; 3 min 100% MeOH, um die Siule zu

spiilen; 3 min wieder 18% MeOH, Rest 10% Essigsiure zur Aquilibrierung der Siule.
Der DIMBOA-Gehalt der jeweiligen Proben wurde mit Hilfe einer Eichkurve bestimmt. Dazu

wurde reines DIMBOA eingewogen, das von Dr. Sicker, Leipzig, zur Verfligung gestellt

wurde.
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3. Ergebnisse

Die Expressionsmuster einer Auswahl von Genen der DIMBOA-Biosynthese wurde fiir die
Maiswurzel bestimmt und mit Genen des Primérstoffwechsels verglichen (Abb. 2). Qualitativ
wurde die Genexpression durch in situ-Hybridisierungen, quantitativ durch real time PCR und

Western-Analyse untersucht. Parallel dazu wurde DIMBOA lokalisiert und quantifiziert.

3.1 Isolierung von Anthranilatsynthasegenen aus Mais

3.1.1 Isolierung der cDNA von ZmAsal und ZmAsa2

Zu Beginn dieser Arbeit lagen die Anthranilatsynthasegene von Mais nicht isoliert vor.
Deshalb wurde zunidchst eine Datenbanksuche durchgefiihrt. In 6ffentlichen EST-Daten-

(13

banken konnten vier Eintrdge gefunden werden. Die Sequenzen aus ,ear-, ,tassel”-,
»endosperm‘- und ,,root““~-cDNA-Banken konnten durch Sequenzvergleich den beiden Anthra-
nilatsynthasegenen OASA1 und OASA2 aus Reis zugeordnet werden. Auch in Mais scheint es
also zwei Gene fiir die a-Untereinheiten der Anthranilatsynthasen zu geben. Diese werden im
Folgenden ZmAsal und ZmAsa2 genannt. Fiir beide Gene wurden spezifische Primer herge-
stellt (vgl. Tabelle 2). Die mit diesen Primern in einer A-Phagen-cDNA-Bank von 2-3 Tage
alten Maiskeimlingen gewonnenen PCR-Fragmente von 226 bp fiir ZmAsal und 215 bp fiir
ZmAsa2 wurden als Sonden fiir einen Screen derselben cDNA-Bank verwendet. Isolierte
Phagen wurden mittels einer Southernanalyse iiberpriift. Zur Klonierung der entsprechenden
Phagen-DNA wurde diese mit ECORI geschnitten und in den Vektor pKS Blueskript ein-
kloniert. Fiir ZmAsal wurde ein 1686 bp grofles Fragment isoliert, fiir ZmAsaZ2 ein 1447 bp
grofles Fragment. Beide cDNA-Fragmente wurden doppelstrangig sequenziert. Die 5’-Berei-

che beider Sequenzen waren unvollstindig (siehe Abb. 5, 6, unterstrichene Sequenz und

Anhang).

Um Sequenzinformationen iliber diese 5’-Bereiche und iiber die Promotorsequenzen zu
erhalten und um die Exon-Intron-Strukturen der Gene aufkldren zu kénnen, wurden die geno-

mischen Sequenzen isoliert.
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3.1.2 Isolierung der genomischen Klone von ZmAsal und ZmAsa2

Zur Isolierung der genomischen Klone der beiden Anthranilatsynthasegene wurde jeweils das
komplette cDNA-Fragment als Sonde und eine genomische Phagenbank der Maislinie CI31A
(Frey et al., 1995) verwendet. Die Phagen wurden in einer Southernanalyse iiberpriift und mit
der cDNA hybridisierende Fragmente wurden in den Vektor pKS Blueskript einkloniert. Fiir
beide Anthranilatsynthasen wurden die genomischen Klone isoliert. Fiir ZmAsal (Abb. 5)
wurde ein 8930 bp grofles Fragment sequenziert, fiir ZmAsa2 (Abb. 6) ein 5574 bp groBes
Fragment. Der genomische Klon fiir ZmAsa2 war am 3’-Ende der codierenden Sequenz
unvollstindig. Auch weitere Phagenbankenscreens fiihrten nicht zur Isolierung dieser

Sequenzen.
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GAATTCCCCGGATCAGATCCCCAGT GTCCGGAGATGT TTGT TACT GGCGACGACGAT TGCTGTGTAGATGAT TGCTAGTACGAAGGATCG
TCGTATCGTAGAGCTGGAGCATAT GCCGACCCAGATCCCATTT TCTGAGT CCCGATGGAT TGGT TGCGAACT CGT GCGT GCGECAGCCGG

CGT GGCCACGCCCACGAT GCGT CGCCAAGCAAAGCCCCCGCGCTCACTGCTCCCGATCCGT TTCTTGATGTCGATTCGECT TTTGAATCT

TCCGTCAATAATGAAGACATGACAAAGACTATTTTTTTTCCTTATCGGTAAACACATAAATATTTTATTCTTTTTTCTCATTTTCTTCTC
GITATCATTATAAGGGCATAAATTTATTATATAGAAAGGTAGAGT GACTCAGGCATATGT TTGATACTAACCGACGTAACCTTTTATAGG
GITTCTTAACATTTGGTGTCAATTTTTAATTGATGAACTAAACCGAT GT GCTGGECTACGAAGTAACATGTGTGTCTATCGATTTTATTA

AAAAAAGGT CATTGT CTATCAAGCATACAAAGGT ATATATGGTCATATAGAACATATATACTCTTTGTCGCTGATTTTAATTGATGAACG
AGATTGATAACTATGATGTACCAAAACT GATTATAAGCATGAGGCCAAAACTCTTTTTTTTTGTAAAAT GGGACCCCAAAATTGACTTGG
GGAGCAT GAGGECCGCCGCCGCCT CCAAAGCCAGECCAGAGT CGECCCATTTCTATCCT TAGCTGTACTGAAATGCTGATACTCTTTTTGT
ATCTTCTAATAATAGGEGEEGT CGCTGGT TGGAT TCTGCTGGACT GCTGCTGATACTATGGEECTGGECTCGT TTGCCGT TGEECGT GGCGCTA
TGGGCCCAGCGT GTAAGT TAT CATCCGAATAGCCCAGCACCCCCGGT GGT CGGECCT GGACAACCT AGCAGGATAAAACAAAGCAGT GGGC
CGTGGTGAGCCT CTGT TAGGT GGT CCCAGGAAT AAAACAAGAAT AT CCAGCGGECCACTACACTCGACTCGT TGATAACGT GCACGCTTTC
CCTGGGECTGI CGT CCGT CCAAGTACGT TCGT GCCAGCT CACGT GT GCATGCCGAACCGT TTCTGT TGT CTAGCGT GGCGCAATTGCACAC
GTGATCGATCGT CTTCTTTCTCGCGAAACACACGCCGT TTGCTGCT CGTCATGCCAAAGAT GTCAT TATATGCCAGAGAAGGATGT GACA
ACATATAGCT GTAGACCT TGGCACAAGCAT GCGAT GCGAGCAGT TTCAAACCT CGT GGGCAGAGCAGCACAACACAGCATTCTTTGECGG
AGCACGAGEEGEECCCACGCCT GAAT GCCAGGECCT GEGCCGCGACGT GTCGCGCCTCGCCCTCCCCGACT CCACTCCACT CCACTCCACTCG
CCCECECCCECCECCORCGT GCTCCT CCCT CECECCCCECCCCECCCCGECCCCTATCTATATCCAT TCCCGCT CGTCCCCCTCAACAACC

CTCCTCACCGCGCACTCGT GI TCGT GI'CAT CCCGCCCGCAGGECCGCAGT CCAT GGCCACCGCCAGCCT CGCGCT CTCGCT GCGECCTCGECG
M ATASLA AL SLRLA

CCGT CCTCGCGCCCGCT GAGCCT CCECCGCCEEEEEECCECCEECET CACCT GCCGCGCCACCACCGCCACGT TCCACCAGCTCGACGCC
P SSRPL SLRRRGAAGVYTU CRATTA AT FHOQL DA

GI'CGGTGAGT GCCTGT GCCTCGAT CCGAGGCCGT GT CTGT TCCGCCGGAT TAEGACCGEECGT GCTGCAGT TTTGGT TAACTATTAATGC
\Y

CGTCGAGGTACGGTCTCGT TTCTCGT GT' GCGCGCGCGECAGCGET GAGGGAGGAGGAGT CCAGGT TCCGGACGECEECEECEEAGEECCEC
AV REEESRFRTAAAEGTR

AACCT GCTGCCGCT CACGAGGT GCATCTTCTCCGAT CACCT CACGCCCGT GCT CGCGT ACCGCT GCCT CGT CAAGGAGGACGAACGCGAG

NLLPLTRTCI FSDHLTWPVLAYIRTCLVKTETDTERE

GCCCCCAGCTTTCTCTTCGAGT CTGT TGAGCAGGEEGT CCGAGCGECACCAAT GT GGT GAGT AGT GGAT TCGCCACCCGT GACACCCGCCCG
AP SFLFESVEIOQGSEGTN

ACTGTCGT CCTCTAGT CTGGT GCTCCAGACATTTCACCGAGCATGT GAT T TGCAGGGGAGGT ACAGCGT GGT TGEEECGCAGCCTGCTAT

GRY SVV GAQPAWM

GGAGGT CGT GGCCAAGGCT AACCAT GT GACGGT CAT GGACCAT GAGAT GAAGT CGAGGAGGGAGCACT TCGT GCCTGAT CCCAT GAGGAT
EVVAKANHYVTVMDHEMKSRREWHEFYVPDPMRI

CCCCAGGACAAT CAT GGAGCAGT GGAACCCGCAGAT TGCTGACAGCCT CCCTGATGCATTTTGTGGTACAGT TTTGCCCCCCGCCCTCTT
PRTI MEQWNZPOQI ADSLUPDATFTCSG

CCCGGTACTCTTGITTTAGAATGTGAAGCATCTTAAATTGT TGTCATAGT GTCACT TGCCATAGATCTGTCGAATTGCTTTTGAGGTAAA
AACATCCTCTGCTGCCTCTTGCCATTTCTACTCATGGTATGT GTCTATACT TTCTACAGCAGCACATGATTCCATACTTGTCCTGTTCTC
TCTCCATGCACATGI TGCTGGTACCCCCT CCATCTCAAAATGATAGT AGTATTTTAATGAGGAAAAAGT CTAACAAAATAGACT CCGECC
GITATTTTTTTCTCACTGCATGTI TGT TATTTGCTAATAAATCAATTTCAAATTAGAGGACACT TTGGATATAAGT CTATTGATACAAGT T
TCATATCCTAATCTTGTAGGTAATTTTAATAACTGT TGATCTAAATTTGTAAATTTTGACTCCTTCAGTAGCTAGAATGT TGT TTGGTGA
TATACTAATATTATTTCTCTTCGATATCTAGAATGCTCTTGAGAATGCTCCTTATGGAGGACATGECGATAGT TCTTTTGI TATGTATCA
ATTACAGTCACAATATTTGTATGATATTTTGTAGGAGGATGGGT TGGATTCTTCTCATATGATACAGT GCGT TATGT TGAAACAAAGAAG

GWVGFFSYDTVRYVET KK

CTTCCTTTCAGT AAGGCACCACATGATGATAGGAACCTTCCTGATATTCATTTAGGCCTCTATAGT GACGTCATTGTGT TTGATCATGI T
L PFSKAPHDIDARNLWPDI HLGLY SDVI VFDHYV
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GAAAAGGTATGCACCATATACACCATCCTTTTATATGT TTCAGT TGATTAGATAATGCTCTAATTTGTAATTTATACATGGT TAGCATAC
E K

TCAGATTATTGATGI TGCTTTCTTCCT TAAGAAGCTACT CAAGATACCATAAGAGT GCATGCTTATAAATCAAATGATGT TACACTCCCC
CCGTTTTAAATTATTGI TACT TGGAT TAATCGACTAAGT CTCAGGAAAATATATATTAGCATCTACAGT TGTAAATACAGTACTATAAAA
CATATTTTATAGACAGT CTAATGAAACTAGT TTGATGT TGTAGATATTGAACCATTTTTGTATAAACATGGT TAAAGT TTTAAAAGT TTG
ACCGAGAAAAAACAAAACAAATTATAATTTGGAATAGATGTATGTAATCTTATATGT GGT TAATATACTCATATTATAGATGI TACTTTC
TTCCTTATGAAGCTACTCAAACTTATATAAGAGT GCATGCTACATAATAGT TATGCACATTCTTCATCCTAACGT TTATTAGTATTCTTC
CATTATGCAAGATTGATCTGT TCTCTATAATAAATTAACAAATTTAAGATTTGT TTGTATGT TTTCATACAAGT TCTATTTACATGGTAT

ATCATTGGACATGATTAGGGT TATGTCATCAAATGT TTCCCGCTCTGTKCCTCGTCGTGATTTTTTGCACTTTTTATAAATTATCCACAA

CCACATATTGTGGITGITTTTTGGTATATTATCACTCCCTTAATTATCACAAAATTTTCAAACCACTCTATTATTTTTTATATATTTTTA
AGATTATAATTAGGTAAAAGCACACCATATAGGAACAATGTCTTTTTCAAAATATATTTGT TTTCTCAGTACTTTTGI TCCATATCAAAA

ACAACAACATACGT ATCAAACTATGCGAATAAAGATCTTGT TGCTTACCTGTCTAATCTTTATTTGCAATAGAAAACACATGI TATTCAT
K T HV I H

TGGGTGAGGACAGACTGCTATCGT TCTGT TGAT GAAGCATAT GAAGAT GGAAGAAATCGCCTTGAAGCT TTGT TATCAAGATTACATTGC
WV RTDT CYRSVDEAYEDGRNRLIEALILSRLMHLC

CTCAATGTIGTGAGI TCTAAGACT TGGATAACTCATCATTTTCCACAAGCATTGI TTCTTTCACTAGTGCTCATTTTACTAATCAGCTATT
L N V

AATCATTCTTGTAGCCCAACACTTTCTTCTGGT TCTATAAAACT CAATGT TGAAAACT TTGGCCCAGT AATGCAAAAATCAACGATGI CA

ENF GPV MQKSTMS

AGCGAAGAATATAAAAATAT CGT TGT CCAAGCT AAAGAACACAT CTTGGCCGGT GACATTTTCCAAGT TGTTTTAAGCCAGCGI TTTGAG
S EEYKNI VVQAKEHI L AGDI FQVVLSQRTFE

AGACGGACATTCGCCGACCCCTTTGAAAT CTATCGT GCAT TGCGCAT CGTAAAT CCTAGT CCATATATGGCCTATCTACAGGT GACTATA
R RTFADWPFEI YRALRI VNPSPYMAYILQ

ATACATGCCAAAATATATAGT TTTGTATAACATGI TGACCAACATATACTAATTGATATGCATGTGATTCATCTCTTATGACAACTCTTAG

GCACGAGGT TGTATTCTCGT GECATCGAGT CCTGAAAT TCTTACCCGGGTACAAAAGGTATAGT GAAATATTAAACATATCTCCAAGI TA

AARGCI L VASSPEI L TRVAQK
TAGTTTTACCCCTATTCTTTAGAAATTATTGTATATCTATAGCGACAT TGTAGCACATGT GACATAGCAACATACTTTGTGATTTTTCAA
ATAGTGAATGAAAACGTAGT TGAGAT TGATGT GATAAAAT TAACT GGGAATCCATAACCCTCAACATTGAATATTTAGCAATGI TATTAG
AACCAATGCAGT TTAAATTATATTACCT TTCCATATGCTTAGATTATCATAAATTAACCT TAGTGGT TATTGCACTATCTTAAATATTAT

AAAAAATATTATGGTGAAGTGATCATAATGAACTTTCTTTTCTATAATTATATTTTTTCAGAGGACAATAATCAATCGTCCGCTTGCTGG
R T I I NRPL A G

AACCATAAGAAGAGGCAAAACAAAAGCAGAAGACAAAACT TTAGAACAATTGCTTTTGAGT GATGAAAAGCAGT GTGCTGAACATATTAT
T 1 RRGKTIKAEUDIKTIULEAOQLLULSDEIKIQCAEWUHI M

GCTAGTAGATCT TGGCCGAAATGATGT TGEGAAGGT TCATTTTTTATTTCTTGT TTTTTAGCATGCTTTCTTTCCAATTCATTTTAGAAT
L vDLGRNDVGKYV

TTGTGCCATTTATATTTCTTCATTATCTTCTATATCCGTAATATTGAGAAGCT TCTGGATGACAAGATACTAGAGT GGTCATGGECTTTAT
GTTAGTAAAGT CGGTTCTAAAACTAAATAT TTTGAGCATGGTAAACATCTTAAGAAT CTGGATAGGAATGTAACT CTTTCGAGTAGAAAT
ACTTTGTGGAATGI TTAGATGGT TGTCACT TGCCATGAATCGAACT TTTACCAGT TTTATGGACGACTATATTTTCAGI TTTATGTTTAA
GCAAATTTGAGAAAGT TTCTATAACAAAAAATAGATAAAT TTTCTATCGGACACATCATTTATTCTACATTTTTATTAGT GGATAATAAT
GAAATACATGCAATATCAACGAGAAGGACT TGATTCGGT TACGGT TTAGACAAGACAAACCT TTATATATGCTTGTCGTACTATGGT TCA
GAAAAAAGT TAGT TTGGTGI TTTATTAGT TATTAGT TATTACACATCTATCTTGT TTCATCTACAATGAACTTGTCCTATTTACAGGTGT

CCAAACCAGGT TCAGTAAAGGTAGAGAAAT TGATGAATAT CGAACGATAT TCTCATGT CATGCACATCAGCTCAACAGTGAGTCTTCTTG

S KPGSVKVEKLMNI ERYSHVMHI S ST
TAAAATAATAACAAAATTCATCACTATCACAATTTTCATGGATGTATTAGT TAAACAATTATCGTCTTTATCATATAATACAAGCGTAGC
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ATTAACTGCTTATTATGATTGI TTCTGTGAGTAATCTTTTTATGATTTGTATTATCAAGAATTATTTATAAGAAACATGCCTATTTTAAA

ACTTATGTAGGT AACT GGAGAGCTACGCGATGATCTTACGT GT TGGGAT GCGCTACGAGCCGCAT TGCCAGT TGGAACCGT TAGTGGCGC
vV T GELRDDLTT CWDALIRAALUPVGTV S GA

TCCAAAGGTAACT TGTTGAACATGTAGTAATAGT CATGT ATAACT AAGGAACAAACAAACATGATTGTATCCCTCAATGT TGTTGTGACA
P K

TCGGATCACTATAAACACATTAGT TGAACCACACCCTGT TAAAACAAAACT TTACTTTCTATAAAAGGGGTCCTGCTTTTATAGAAAAAA
CATGGATTTGGTACACCAGCTGGAATACAATAT GATAGAAGGT GAGAAAAACATAATAT CAACATACACAAT CTGTAGAAAGAAGT AAAG
CACCATTAAAAACAGCGGTACTAGCTAAATACATGCAAACTATAAAACATATAGAAGT TGT TGT TAACATGATGAAACATAGTATATGTC
AACTAGGGATGGCAAACCT TCCCGCAGATATATGT ACAAAAT TCCATCCACGGAT GCGAGT CTAGATATAAAATTCTACCAGT GGATATG
GGTGCGGGTATATTGCTTTACCCAT TGGT GCT TGAAAT GCAAGGGGT TATATTATTCTAGT GATAAACCAACT CGCATATGCAGATAATC

ATAGGTATCATATTCAATGTGTATACCTGT GT TTGECCGCCGTAAGGAGCCCATTTTTTGTACTGT TTTTGCCTCCTAAGGCCTATTTTT
CTTCTTAATATAATGATGCGTAGT CCTCCCACT TCTGATAAAAAAAGGT ATGCAAACTGT TACTCGCAGGTATAAAATTTTACCCATTCC
ATACTTCGT TGCGAGT GGTAATTTACT CCATCCGT GCCT TAGCT GGCACACGCATCATTAATGT GAACCT CCCTATCATGACTAAACT GG
TGATAAACTTGT TGTATATTTATGGGT TTTAGTAAACATTTATAAACT TATAATAATTTAGGATATATCATTAGTATTGI TTTCATTGCA

TGACCATTGACTAAGTGGTGTCTTCGCT TCAAATGATGI TGT TGGCAAACATTTTTTTTCTTTTCCCTGAAGCCGTCTTGAGTCTGATTT
CTCATGTCGITTTGI GAACCCAACCAGGT GAGAGCAATGGAGT TGATTGATCAGCTAGAAGT GAGT AT GCGT GGECCGTATAGT GGTGEC

VRAMET LI DQLEV S MRGPY S GG

TTTGGAGGGATTTCCTTTCGCGECGACATGGACAT TGCACTGECT CTTCGCACTATCGT CTTCCCCACCGCATCTCGGT TTGATACCATG
F GGI S FRGDMDI AL AL RTI1I VFPTASR RTEFUDTM

TACTCGTACACAGACAGT AAGT CCCGACAGGAGT GGGT GGCT CACCT CCAGGCCGGAGCT GECATAGT TGCTGATAGCAAACCGGATGAC
Y SYTDSKSRQEWVAHLQAGAGI VADSI KUZPDTD

GAGCACCAAGAGT GTATAAACAAGGCTGCAGGTGT TGCTCGT GCCATTGACCTTGCTGAATCTACATTTCTTGAAGACTAGTCTAGT CTA
EHQET CI NKAAGVARAI DL AESTUFULED

ATGAAGGAAATGTATGT TTAAGT TCTCTGTACAATTATGGAT TGT CCTAGAAAACAGGECT TTCTTAGGCCGAATAAAAACTCAATTGTAA
TAAAGT TAATAAATGGACAACT TTAGCTATCATAGCATGT TAATTTACATTAGAAACT GGCAGT TTAAGGCGGACAAT CAAGAAAAGCAT
GAAAAAACATCCAATATTGTGATGTTCATGTTTTGT TCTTAATCATTTGACATTCTAGT TGTGCTTTTTATCATATATTTTCTTTTCATT
GACGAGGAAAGT CTGTAGT TCGCTGCTCAGT TGACT TCTATGCATATCACAAT CAGCCATGTGCACCGTACTGGT TCTAACCAGAATATC
ATAATAATTTCTTGTAGTCTTTTATCTAAAAATCATTGTAAAAGT GAGAAGT TTATAAGATTGCTATATTATATTACAAGAACTGTGITT
TCGTATTTCAAATAACATTATAGAAGACTAATGTGAGGT TAAGATTTATAATTTTTTTGT TAAAGT GATACT TTTGAAAAAAGAACGAAA
ATTATTTTAAATATTTTCTATCAAATTTGGGAAGAATTAGGACAAAAGCT GTGT TGACGATCTAAAAACT TCACTTAAGAAGT AAGATGT
GIGCATATAGCCTTAAATAATAAATATTGCTCAACCTAACAAATGT TACATACATTTAATTATGAGCAAAACAACAGGECTTCTAGCAATC
TGGTTATCTGTGI GGT CACT GGTCAATCCATATCCTTTGCAAACCAT TGCACT AACACCATCGGCTAGCTAATGCATAATCGATGI TCTT
ATTGCATACATTGGTGCAAGTAATTGCTCAAGT TAATTTTCCTAAGT CGGACTATCCGCTATCCAATCGATCTTGT TCAAGATAATCATC
ATCGT CAGT CCT TAGAAT GT AGT GAGCACACCACACCATCATAAT T TCAAGGAATAAAT GGT CACAAGT CGTACAAAATTATAATAACAA
CTCAAAAGTACTTGACAAAAAAATAGT TTACATACACAACACAAAAAGAAAATATTCCTCAAGAGCAGCT TGTCACACTCCTTTGTGCAC
CCACACTTGCATAATCAAGGTAGCAAGACGATGGT CATGT TTGTCTCGTATATCCAAAT GTAGGCCACCATTTCTGGT TGCAATAATGGA
AATAGCCATAAGCAT CCTTCAACAAT CATGCAAAGCAACT TAAGGGT AGTACCATAAGT ATGAGGT ACCATGT GACT TATCCACAATATA
ATGCTACAATTGAAGT GGGT GCAAT GT TGGT AGCCAAGGT CATTGGAAGGT AAAGT TGAATGTAAGTATCCACAATACAAATTATTGAAA
GCAAAAGAAATATAAT GCCAAGATCTCTAGT CAAGT ACAAAACTGT TTACATAAGTAAATATGATCATATCACATGATCTCAATCTTCCA
TAGTCTCGITTTGAGAATTC 8930
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Abb. 5: Sequenz des genomischen Klons von ZmAsal. Unter der codierenden Sequenz ist die Protein-
sequenz angegeben. Die der cDNA entsprechende Sequenz ist unterstrichen, auf die putative Lage und
Sequenz von Exonl und Intronl wurde durch Vergleich mit der orthologen Reissequenz geschlossen.

Sie sind nicht experimentell bestimmt.
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CTGATGGTTTTTACT TGGACGAACCGGTACCGGT AGCCT CCCCAGACCGT TGTCATCGGECTGAACAGT TTATTGGECTGACGGT CGGTCAC
GATCCTTGGGACGACT GTCGT GAAGACT TTGGAAT ACGGAACGGAGCACACAT GT TCGCCGAT TGCGGAACGAGT TACACGCGCACGCEC
CGCCACGCTGECCGT TTCCCCCT CATCCATCAACT GCGCCTGTAGAT CGT GGCCGCTGCTGCCCATACATTACT TTGCTCCGATCGAGT A
AAAGAGCCECCTCGT TTTCCT CGT GGAGAAACCACAACAT CAGCAACATATAGCTGCGT TCCGCT GAGAAT TGT CGCCTACCAACCACACG

TTGATGCGCGCCGT GGT GCCACGGEECGECT CGCGCCCCGCT GCCGT GCAGT TTCCGCGECACGACCAAGT GAGCAGCGCACGCCGEEEECEG
CGGACTGACACTGCCGTCTAACGT TTAGCTGECT TCAATGCCGTATTTGT TTGGT TGT TTAGAGCGAAGGT TTCTGTGT GCTTAAGGCAC

GGTATACCTATCAACCAAGT AGAGGT GATCAAAT GAAGCT GAACCAT CT GGGATCAATAAT TACGAAAGAGT CCATGAAGAAGGGATGAC
AGACGAGGACACCATCCACT GT GGCT CCAT GCT GCGGGCACAAACCGNCCACGAT TGGT GANT GCCT TGGT GT GGGGACCCAGACACCEEG
ATTTTTCGCTGCAAACAACTTGCAGCTAATTTGGCCCCTGTCTTACTGT CTCCGATACGATAAGGT TACCACGGECAGCGGT CGACAGANT
ATTCCTCCTGI GT CCAGT GTCCACAAAATANATACACCCTATATATATCAAAGAATTAATTTTCAAAATTTCAATGI TTATACCTTCAAT
GAAGT TTATAGGAAATCATATTCCACAACAATATAATAATACACATTATTTACTATATATTTAGT TGATTTATTTCGAGATGAAAGAGTA
ATATTATTATATTTTTTGACAAGTACTGACT CGT CCCCCAT CATCAAT CAGGCAAGCGACGGT GECTTCTTCCTCCCTCCCACT CCCCAG
TCCCCTTCACCCAAACCAAGCCGCCT CGCCAGCACCCAGCAGCCCGCATCACTCGTCTCCATTAAAATCGGT TTTCTCCTTGGAAATCTG
CTGGECGTGTCCCAGGACCCAAATGCCCCACTCTTATTACCTGCTAATTTTGAATTTCCTAATCAGGT TGCAGCTGCTTATATAAGCTCAC
TGACCCCGCGT TCGCTTTCTCCGACT CCCACCT CCAGCCAAAT CGGCCTATAGAT CAAACGCT GCACT GTAGGGAGCGT GAAGCCAGCGG

CGAATGGAAT CCCTAGCCGCCACCT CCGT GT TCGCGCCCT CCCGECGT CECCGT CCCEECEECECEEECCCT GGT TAGGECGEEEACGET G
MESLAATSVFAPSRVAVPAARALVRAGTYV

GTI' ACCAACCAGGCGGACGAGCAGCCGGAGCGEGAACCAGCGEEGT GAAAT GCT CT GCTGCCGT GACGCCGCAGGCGAGCCCAGTGATTAGC
vV P TRRTSS SRS GTS GV K CSAAVTZPQASUZPVI S
AGGAGCGCT GCCCECEECGAAGECCECEEAGGAGGACAAGAGECGGT TCT TCGAGECGEECEECECEEEEGAGCEEGAAGCEEGAACCTGGTG
R S AAAAKAAEEUDIKRRFFEAAARGSG GIKGNILYV

CCCATGTI'GGGAGT GCATCGT GT CGGACCAT CT CACCCCCGT GCTCGCCTACCGCT GCCT CGT CCCCGAGGACAACGT CGACGCCCCCAGC
P MWETCI VSDHLTWPVLAYRTCLVPEUDNVDAPS

TTCCTCTTCGAGT CCGT CGAGCAGGEEECCCCAGGECACCACCAACGT CGTACGT GCCTCATGT TCCCTGT CAAATCTGCTGCTCTCTTTA
FL FESVEIOQGPQGTTNYV

TCGAATTTCATCCCCCGT CAAGAGCT CGCGGT CGCCAT GCGGGACT GATTGGAT TGGAT TGCAGGEGECCGCTACAGCAT GGT GGGAGCCCA

GRY S MV G AH

CCCAGT GATGGAGAT TGT GGCCAAAGACCACAAGGT TACGAT CAT GGACCACGAGAAGAGCCAAGT GACAGAGCAGGTAGT GGACGACCC
PV M™MEI VAKDMHKYVYTI MDHEIKSOQVTEUQVYV DUDP

GATGCAGATCCCGAGGACCAT GAT GGAGGGAT GGCACCCACAGCAGATCGACGAGCTCCCTGAATCCTTCTCCGGT GAGCAGCCTCGATT
MQT P RTMMEGWHPQQT DETLUPETSTFSG

GCTGAGAAGGAGAGAAGAT TTGATGT TGCCGATGATGT TATGTGAATAGTCACT TTTGGTCTTCTGT TCTTGATAGGT GGATGEGT TGGEG

G WV G

TTCTTTTCCTATGATACGGT TAGGTATGI TGAGAAGAAGAAGCTACCGT TCTCCAGT GCTCCTCAGGACGATAGGAACCTTCCTGATGT G
F F SYDTVRY VEIKI K KTLWPZFSSAPQDUDIRNILUP DV

CACTTGGGACTCTATGATGATGI TCTAGI CTTCGATAATGT TGAGAAGGTACTATTCAAGAATTTCTGT TCTCGT TCGTAACTAACT CAT

HL GLYDUDVLVFDNWVEK
GATGITCTCTGTGI TTCAGAGTATTGI CCTACAGT TGCAGI TATGATTAAGTATTAATCACTTTGCCTTGGAGCACCAATTTTTTGGAGG

CTGAATAAGATAGCTAGTAGT TTGATATAGGAAGT TAACTATACTAATTCTAAAGATTATGCATGTAGT TTGTCAGTGT TTCATCCTATT
TTTTTTTTCACATCTACAACAGACAGAAACTACACCGGT TGGTGCATTTAGGT AATTTGCACCT TATGAGGCTGT TCGCTTGGAGACAAT

TTGTGGCGAAAATGTGT TCATCTCAAATGACATGGT TCTTTTCTTGT TTTATTAGAAAGT ATATGI TATCCATTGGGT CAATGT GGACCG

K'v Y VI HWVNYV DR

GCATGCATCTGI TGAGGAAGCATACCAAGAT GGCAGGT CCCGACTAAACATGT TGCTATCTAAAGT GCACAATTCCAATGT GTAAGCTAT
HASVEEAY QD GRS SRLNMMLTILSIKVHNSNYV

GCTGCCTATTTTCATTCGATCCTGCTAATTACTTTGTKTCATTCTCATTGATCTATTTGCTTTGGATTTCAGCCCCACACTCTCTCCTGG

P T L S P G
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ATTTGI GAAGCTGCACACACGCAAGT TTGGTACACCT TTGAACAAGT CGACCAT GACAAGT GATGAGT ATAAGAATGCTGI TCTGCAGEC
FVKLMHTIRIKZFOGTWPLNIKSTMTSDEYI KNAVLQA

TAAGGAACATATTATGGCTGGGGATATCTTCCAGATTGT TTTAAGCCAGAGGT TCGAGAGACGAACATATGCCAACCCATTTGAGGT TTA

K EHI MAGDI FQI VL SQRFERRTYANWPTFEFEWVY
TCGAGCATTACGGAT TGTGAATCCTAGCCCATACATGGCGTATGTACAGGTATAGAAGCATAAAGTACACCCTATTTGAACATTGGTATG
R A LRI VNPSPYMAYVAOQ

TGCACTGATTTGCCTCAGATTTTATAATCAACACCTTTGACTGTICTATTTAGGECAAGAGECTGIGTATTGGT TGCGT CTAGT CCTGAAAT
A RGCVLVASSPE.I

TCTTACACGAGT CAGTAAGGTATATGAATTTTGGACCTTTTATGATTATTCATTAGATTATAAAATTGT CTTCTCACAAATGT GCACATT
L T RV S K

TTTTTAATATTCTCAGGGGAAGATTAT TAATCGACCACT TGCTGGAACT GT TCGAAGGGGCAAGACAGAGAAGGAAGAT CAAAT GCAAGA
GKI I NRPLAGTVIRRGKTEIKEUDO QMQE

GCAGCAACTGT TAAGT GATGAAAAACAGT GT GCCGAGCACATAAT GCTTGT GGACT TGGGAAGGAATGATGT TGGECAAGGTCTGTATTTC
QQLL SDEKQQCAEMHI ML VDL GRNDVGHK

TTTTTCCCTATTAGAACTCCATAATATAGTACATTGCATTCTGATATAAATACAATGCTATTTTTCCTTTGGGAAATTTGGATCCATACC
ATTAAAAGATCACCACT TTGGATCCATACCAT TACTATCTCACT TACAT GT GGGT CCACAT GAGT CAAT GACATGT GGGGT CCATGGTAT
ATATCTAAAGT TTGGATCTTTTAATGGTATAGATCCAATTGTKCCTTTTCCTTTTGAAGTATTTTCTATTGT TAACTCACATTCTGACAT
GATAGCAATGT CATGGCCATAAGAATGECTAGTATGCAATTCTAGCCATCCTTTAAAAGT CATGAAAACGGATATGT TTGCCGCGATATT

GCTCTCCAATGGTGGCTGTATTGGATGI TTTTCTGATGACT GCGGCT TGATAGGT AT CCAAACCAGGAT CAGT GAAGGT GGAGAAGT TGA
vV S K P GSV KV E KL

TGAACATTGAGAGAWACT CCCATGT TATGCACAT CAGCT CAACGGT TAGGCTGI TCTTCCCTCATGCAATAAAGT TATTATGATATATCA
M NI ER? SHVMHI S STV

AATTTTACGCTTTGCAAATTTATAGATACT TGATAATTAAAAATAATCACCTTCATTGAATTGGT TTAGCATGT TTCTTGCGGCAATAAT
CTTTAATTAGATTATAAGCGAACGGEGECCTTTAGCTGAGT TGT TTAGATGGCTCCAGTAGCACTACTCAGATCCTGTGT TCGACTCCTAAT
AAGATCGAAT T TCAGAGT GCGGT TAAAAACGT CAACTGATGGT TTTCCTGGT TGT GT GAACAT GAGACAGACTAACCT AT GCGGEGT GGA
TCCTCATGTAGT GGCTAGGAGACT CAAAGCACGEGT AAAGAT CTGECCTATAGEEEGET GGACCCT TATGT TGCACGEEEECTAGT TTTCG
TGACCTTTTTCGATTGGGCTATAATTGAGCTTCTTCTTAATATGATAATGT GEGGGGT GGTCTTTTCCCACCGECCGAGTI TTTTAATTAAA
TTATAAGGGT TTGCTAACGECAAGEGT TTAGCT CAAAAATACAAAAAAAAT TTATCAATGATTCCTTGAGT TAATACTCTTTTATTTGEC
ATTCAGGAATAGI CTACAATATGGT TTCAGT TCAGAAATACAAAAACAAT TTGT TATACAACT CAGTAAATTACATGCAATGTCGI TTCT
AGTTATCTGGTTTGGECTTATTGTATGACCGCTGACGCCGT TGATATCATTTTGT TACTTTTTGI TTGTCTTCTGCCGTATTTAACATGCA
TACGAACAGCCTTTCATATTTTCCAAATGCCACCTTTGT TATATTTTCTAATATTGACATGATGTATTGT TAAATGAACAGT TGTGAGTC
TACGGGCTTGGT TTCCAACTATGAAAAT TTTCGACAACAATTAATGT TTAATGAACGAGTGT TTTTTTTGI TGTGAAATTTCATTTCATT
CTACAAGATGGATTTTGATTATTAGT GTACATGGTAGAAGAT TCTAGGCT TTGGAAAATAT TGCAAT GT CATGCAAAAATTGTAACATCG

GGTTGAATGI TTGCAGGT TAGT GGACAGT TGGATGATCAT CTCCAGAGT TGGGATGCCT TGGAGAGCT GCCT TGCCCGT TGGAACAGT CA

S GQL DDHL QS WDA AL
GTGGTGCACCAAAGGTGAAGT TGT TTCCAATATTCTTATTTGGATCTTGAACCT TCACTCATGTAATATATTTTTTGTGTGACATGITTG

CCAAATTTTCTGCCTCTTGATATATGI TTATATTAAAGT CACGCAATGCTGGCCTAAAATATCATCAGCGATTGTAACATTTTTAACTTA
TTATAATTTGACATGTGTCTGATATAGATTCTTGATCGT TCTTTAAT TGCAACGCAATTGCATTTGTAGATCTATTTGACTATGTTGCTC

GGTTTAGTGGCTGACATATTTGTGGCTATTCTAAAACCATCCCCATTTTACTGACTTCCTTCTTTTTTAAACAAAGTATTTTTTTCCTGC
TTTCAAACAGT TGT TTAGAGCTAGT TTGACAACCCTATTTTTTAAAGGGATTTTCATTTTCTTAACGCCCCGT TTGGATCATTG 5574
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Abb. 6: Sequenz des genomischen Klons von ZmAsa2. Unter der codierenden Sequenz ist die Protein-
sequenz angegeben. Die der cDNA entsprechende Sequenz ist unterstrichen, auf die putative Lage und
Sequenz von Exonl wurde durch Vergleich mit der orthologen Reissequenz geschlossen. Sie ist nicht

experimentell bestimmt.
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3.1.3 Vergleichende Charakterisierung von ZmAsal und ZmAsa2

Die putative codierende Sequenz von ZmAsal ist 1734 bp lang, die von ZmAsa2 1742 bp. Die
genomische Sequenz von ZmAsal weist 10 Introns unterschiedlicher Lénge auf, die Sequenz
von ZmAsa2 vermutlich nur 9 (Abb. 7). Vergleicht man die Exon-/Intronstrukturen beider
Gene, fillt auf, dass die Lage der Introns identisch ist. Ausnahme ist das erste Exon von
ZmAsa?2, das bei ZmAsal vermutlich in zwei Exons mit einer kurzen Intronsequenz aufgeteilt
ist (vgl. Abb. 7). Fiir das 3’-Ende der beiden Sequenzen kann keine Aussage getroffen wer-
den, da hier die Sequenzinformation fiir ZmAsa2 fehlt.

]
NN \ [T 11 77 A\
AN NG AN [ T T 11 1/ AR
\\\\ \:\\\ AR 11 11 1 " AR
NN A | ! TR 17 A\
SSLOSS N AN o1 ) 77 A
\:\\ \:\\\ AN 11 1 n !4 17 A
N NN fry 1o /" N ? ?
~ N X

ﬁ)bp

Abb. 7: Exon-/Intronstruktur der beiden Gene ZmAsal und ZmAsa2. Exons sind als Késtchen darge-
stellt, nicht codierender Bereich (Introns, 5’- und 3’-Bereich) als schwarze Linie. Durch die Frage-
zeichen soll das Fehlen des 3’-Endes im genomischen Klon von ZmAsa2 verdeutlicht werden.

Ein Vergleich der Proteinsequenzen beider Mais-Anthranilatsynthasen ergibt eine Amino-
sdureidentitit von 69,7 % (Tabelle 7). Dagegen haben ZmASA1 (Z. mays) und OASA1 (Ory-
za sativa) 85,3 %, ZmASA2 und OASA2 87,9 % Identitdt (Tabelle 7). Das Alignment dieser
vier Proteinsequenzen in Abb. 8a sowie der daraus resultierende Stammbaum in Abb. 8b zei-
gen, dass die Duplikation der Anthranilatsynthasegene in den Grasern vor der Aufspaltung
von Z. mays und O. sativa stattgefunden hat und ZmAsal und ZmAsa2 einen monophy-

letischen Ursprung haben.

Tabelle 7: Homologie der Anthranilatsynthasen auf Proteinebene (% Identitdt). ZmASA1l, ZmASA2:
Anthranilatsynthasen aus Z. mays, OASA1, OASA2: Anthranilatsynthasen aus O. sativa

ZmASA1 | ZmASA2 | OASA1 | OASA2
ZmASA1 69,7 85,3 69,2
ZmASA2 67,6 87,9
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a 1 MATASLALSLRLAPSSRPLS- - - - - - - - - - -« - - - - - - L R AsalProt
1 --MASLVLSLRIAPSTPPLG- - - - - - - - - - - - - - - - - - G OS_AsalProt
1 --MESLAATSVFAPSRVAVP- - - - - AARALVRAGTVVPTR Asa2Prot
1 --MESI AAA- TFTPSRLAARPATPAAAAAPVRARAAVAAG O5_AsazProt
23 - ---RRGAAGVTCRATT---AT---F-HQLDAVAVREEES AsalProt
21 GGRFRGRRGAVACRA- - - - - AT---F- QQLDAVAVREEES 0s_AsalProt
34 RTSSRSGTSGVKCSAAVTPQASPVI SRSAAAAKAAEEDRKR Asa2Prot
38 GRRRTSRRGGVRCSAGK-PEASAVI N- GSAAARAAEEDRR 05_Asa2Prot
52 RFRTAAAEGR---NLLPLTRCIFSDHLTPVLAYRCLVKED AsalProt
52 KFKAGAAEGC---NILPLKRCIFSDHLTPVLAYRCLVRED O0s_AsalProt
74 RFFEAAARGSGKGNLVPMWECI VSDHLTPVLAYRCLVPED Asa2Prot
7% RFFEAAERGSGKGNLVPMWECI VSDHLTPVLAYRCLYVPED OS_Asa2Prot
89 EREAPSFLFESVEQGSEG- TNVGRYSVVGAQPAMEVYVAKA AsalProt
89 DREAPSFLFESVEQGSEG- TNVGRYSVVGAQPAMEI VAKA OS_AsalProt
114 NVDAPSFLFESVEQGPQGTTNVGRYSMVGAHPVMEI VAKD Asa2Prot
116 NMETPSFLFESVEQGPEGTTNVGRYSMVGAHPVMEVVAKE OS_Asa2Prot
128 NHVTVMDHEMKSRREHFVPDPMRI PRTI MEQWNPQI ADS L AsalProt
128 NHVTVMDHKMKSRREQFAPDPMKI PRSI MEQWNPQI VEGL OS_AsalProt
154 HKVTI MDHEKSQVTEQVVDDPMQI PRTMMEGWHPQQI DEL Asa2Prot
156 HKVTI MDHEKGKVTEQVVDDPMQI PRSMMEGWHPQQI DQL OS_Asa2Prot
168 PDAFCGGWVGFFSYDTVRYVETKKLPFSKAPHDDRNLPDI AsalProt
168 PDAFCGGWVGFFSYDTVRYVETKKLPFSNAPEDDRNLPDI OS_AsalProt
194 PESFSGGWVGFFSYDTVRYVEKKKLPFSSAPQDDRNLPDV Asa2Prot
196 PDSFTGGWVGFFSYDTVRYVEKKKLPFSGAPQDDRNLPDYV Os_Asa2Prot
208 HLGLYSDVI VFDHVEKKTHVI HWVRTDCYRSVDEAYEDGR AsalProt
208 HLGLYNDI VVFDHVEKKTHVI HWVRVDCHESVDEAYEDGK OS_AsalProt
234 HLGLYDDVLVFDNVEKKVYVI HWVNVDRHASVEEAY QD GR Asa2Prot
236 HLGLYDDVLVFEFDNVEKKVYVI HWVNLDRHATTEDAFQDGK OS_Asa2Prot
248 NRLEALLSRLHCLNVPTLSSGSI KLNVENFGPVMQKST MS AsalProt
248 NQLEALLSRLHSVNVPTLTAGSVKLNVGQFGSALQKSSMS OS_AsalProt
274 SRLNMLLSKVHNSNVPTLSPGFVKLHTRKFGTPLNKSTMT Asa2Prot
276 SRLNLLLSKVHNSNVPKLSPGFVKLHTRQFGTPLNKSTMT OS_Asa2Prot
288 SEEYKNI VVQAKEHI LAGDI FQVVLSQRFERRTFADPFEI AsalProt
288 REDYKKAVVQAKEHI LAGDI FQVVLSQRFERRTFADPFEYV O _AsalProt
314 SDEYKNAVLQAKEHI MAGDI FQI VLSQRFERRTYANPFEV Asa2Prot
316 SDEYKNAVMQAKEHI MAGDI FQI VLSQRFERRTYANPFEV 05_Asa2Prot
328 YRALRI VNPSPYMAYLQARGCILVASSPEI LTRVQKRTI | AsalProt
328 YRALRI VNPSPYMAYLQARGCILVASSPEI LTRVEKRTI V 0Os_AsalProt
354 YRALRI VNPSPYMAYVQARGCVLVASSPEI LTRVSKGKI | Asa2Prot
356 YRALRI VNPSPYMAYVQARGCVLVASSPEI LTRVRKGKI |I 0s_Asa2Prot
368 NRPLAGTI RRGKTKAEDKTLEQLLLSDEKQCAEHI ML VDL AsalProt
368 NRPLAGTI RRGKSKAEDKVLEQLLLSDGKQCAEHI ML VDL Os_AsalProt
394 NRPLAGTVRRGKTEKEDQMQEQQLLSDEKQCAEHI ML VDL Asa2Prot
396 NRPLAGTVRRGKTEKEDEMQEQQLLSDEKQCAEHI ML VDL Os_Asa2Prot
408 GRNDVGKVSKPGSVKVENLMNI ERYSHVMHI SSTVTGELR AsalProt
408 GRNDVGKVSKPGSVKVEKLMNVERYSHVMHI SSTVTGELR 0Os_AsalProt
434 GRNDVGKVSKPGSVKVEKLMNI ERYSHVMHI SSTVSGQL D Asa2Prot
436 GRNDVGKVSKPGSVKVEKLMNI ERYSHVMHI SSTVSGEL D Os_Asa2Prot
448 DDLTCWDALRAALPVGTVSGAPKXRAMELI DQLEVSMRGP AsalProt
448 DDLTCWDALRAALPVGTVSGAPKVRAMELI DQMEGK MR GP 0s_AsalProt
474 DHLQSWDALRAALPVGTVSGAPKVKAMELI DKLEVTRRGP Asa2Prot
476 DHLQSWDALRAALPVGTVSGAPKVKAMELI DELEVTRRGP 0s_Asa2Prot
488 YSGGFGGI SFRGDMDI ALALRTI VFPTASRFDTMYSYTDS AsalProt
488 YSGGFGGVSFRGDMDI ALALRTI VFPTGSRFDTMYSYTDK 0s_AsalProt
514 YSGGLGGI SFDGDMQI ALSLRTI VFSTAPSHNTMYSYKDA Asa2Prot
516 YSGGLGGI SFDGDMLI ALALRTI VFESTAPSHNTMYSYKDT OS_Asa2Prot
528 KSRQEWVAHLQAGAGI VADSKPDDEHQECI NKAAGVARAI AsalProt
528 NARQEWVAHLQAGAGI VADSKPDDEHQECLNKAAGLARAI Os_AsalProt
554 DRRREWVAHLQAGAGI VADSSPDDEQRECENKAAALARAI Asa2Prot
556 ERRREWVAHLQAGAGI VADSSPDDEQRECENKAAALARAI OS_Asa2Prot
568 DLAESTFLED. AsalProt
568 DLAESTFVDE 0s_AsalProt
594 DLAESAFVDKE. Asa2Pr ot
596 DLAESAFVDKE OS_Asa2Prot

[ AsalProt

_I ' OS_Asal
[ Asa2Prot

' OS_Asa?

| | | | | | | | | |
18 16 14 12 10 8 6 4 2 0

Nukleotidaustausche (x100)

19.2

Abb. 8: a: Alignment der Proteinsequenzen fiir die einzelnen Anthranilatsynthasen aus Mais (Zea
mays) und Reis (Oryza sativa), identische AS sind unterlegt. b: Stammbaum, resultierend aus a.
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3.1.4 Heterologe Expression von ZmAsa2

Zur Gewinnung von polyklonalen Antikérpern und als Kontrollprotein fiir Westernanalysen
wurde ZmAsa2 heterolog exprimiert. Die entsprechende cDNA-Sequenz wurde wie unter
2.2.7.1 beschrieben in den Vektor PET3AHis einkloniert und mit Hilfe des E. coli-Stammes
BL21 (DE3) nach Induktion mit 1 mM IPTG exprimiert. Aus 1,8 1 E. coli-Kultur wurden mit
Hilfe von Nickel-NTA-Agarose 820 pg ZmASA2-Protein isoliert.

3.2 Experimente auf RNA-Ebene

Zur Expressionsanalyse auf RNA-Ebene wurden zwei Methoden verwendet. Zum einen die
quantitative real time PCR mit Hilfe des Lightcyclers (Roche), zum anderen die Technik der
in situ-Hybridisierungen. Mit der PCR-Methode koénnen quantitative Aussagen tiiber die
Transkriptmengen der jeweiligen Gene getroffen werden, die in Situ-Hybridisierungen liefern

Informationen iiber die Lokalisierung der Gene.

3.2.1 Quantitative real time-PCR mit dem Lightcycler

Neben der Information iiber die einzelnen Transkriptmengen bietet diese Methode auch die
Moglichkeit, zwischen sehr dhnlichen Genen zu unterscheiden. Dazu wurden die Primer so
ausgewdhlt, dass sie in den spezifischen Bereichen der jeweiligen Gene binden. Die Spezifitét

wurde mit den klonierten cDNA-Sequenzen iiberpriift.

3.2.1.1 Verwendetes Pflanzenmaterial

Fiir die Lightcycler-Experimente wurden Primér-, Embryonal-, und Kronwurzeln von Z. mays
der Linie LG22 in unterschiedlichen Entwicklungsstufen verwendet. Da Maiskeimlinge
gleichen Alters Wachstumsunterschiede aufwiesen (vgl. Abb. 9a), wurden die Entwicklungs-
stufen nicht {iber das Alter der Keimlinge festgesetzt, sondern iiber die Lange der jeweiligen
Wurzeln. Fiir die Primédrwurzeln wurden folgende Langen verwendet: 1 cm, 3 cm und 12-15
cm (Abb. 9b - d). Fiir die Embryonal- und Kronwurzeln wurden 1 und 3 c¢cm lange Wurzeln
untersucht (Abb. 9e, f). Die 1 cm langen Wurzeln wurden im Ganzen analysiert, ldngere
Wurzeln wurden in drei Abschnitte geteilt. Wurzeln besitzen, wie bereits beschrieben drei

Zonen: Die Wurzelspitze (mit Wurzelmeristem und Kalyptra), die Elongationszone und die
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Differenzierungszone. Allerdings gehen diese drei Zonen fliefend ineinander {iber. Deswegen

wurde die Einteilung folgendermallen vorgenommen:

* 0-1 cm: die Wurzelspitze (SP), sie enthilt die Wurzelhaube, das Wurzelmeristem und die
Elongationszone,

* 1-2 cm: die Ubergangszone (UBZ) zwischen Elongations- und Differenzierungszone,

* der obere Rest der Wurzel: die Differenzierungszone (DIFFZ).

Bei den 12-15 cm langen Wurzeln ist in der Differenzierungszone eine grofle Anzahl von

Seitenwurzeln vorhanden (Abb. 9d). Diese wurden in die Untersuchungen miteinbezogen, d.

h. nicht entfernt. Die Embryonal- und Kronwurzeln wurden fiir die Expressionsanalysen

ausgewdhlt, weil sie unterschiedliche Entstehungsorte besitzen. Die Embryonalwurzelprimor-

dien entstehen aus dem Skutellarknoten wéhrend der spdteren Phase der Embryogenese,

wohingegen die Primérwurzel aus dem basalen Meristem gebildet wird und ein endogener

Bestandteil des sich entwickelnden Embryos ist. Die Kronwurzeln schlieBlich werden aus den

Sprossknoten gebildet (Feix et al., 2001).

a

Abb. 9: Verwendetes Pflanzenmaterial der Linie LG22. a: 2-3 Tage alte Maiskeimlinge; wegen der
stark unterschiedlichen Grofle wurde das Entwicklungsstadium nicht iiber das Alter, sondern {iber die
Lange der Wurzeln festgesetzt. b-d: Primdrwurzeln, 1 cm, 3 cm und 12-15 ¢m Lénge; in d sind die
Seitenwurzeln zu erkennen. € Embryonalwurzeln, 1 und 3 cm. f: Kronwurzeln, 1 cm Lange.

EW: Embryonalwurzel, KW: Kronwurzel, PW: Primirwurzel, SW: Seitenwurzel.

Das Pflanzenmaterial wurde nach dem Zerschneiden sofort in fliissigem Stickstoff eingefro-
ren und bis zur Verarbeitung bei -70°C aufbewahrt. Die Herstellung der RNA und die cDNA-
Synthese erfolgten wie in 2.2.4 beschrieben.
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3.2.1.2 Analyse von Primédrwurzeln von Z. mays

Die Expression folgender Gene wurde in den Primdrwurzeln von Mais untersucht: Bx1, Bx3,
Bx8, Bx9, ZmAsal, ZmAsa2 und TSB2. Alle Daten wurden gegen das ,,housekeeping gene*
cytosolische Glycerinaldehyd-Dehydrogenase (GAPDHC) normalisiert. Die hier gezeigten
Daten sind die Mittelwerte aus zwei Lightcycler-Experimenten einer cDNA (Abb. 10).

< 2
%175 @ Bx1
Q 15 B Bx3
3 O Bx8
2 125 0O Bx9
% ' @ ZmAsal
£ 0.75 T mAsa
N B ZmAsa2
2 05 T-fi—| oTse2
(@)
S 0.25 T

N JId i

lcm SP UBZ DIFFZ SP UBZ DIFFZ
(3cm) (3cm) (3cm) (12cm) (12 cm) (12 cm)

Abb. 10: Ergebnisse der Lightcycler-Analyse mit Primédrwurzeln unterschiedlicher Lange. Die Daten
wurden gegen GAPDHC normalisiert. SP: Spitze, UBZ: Ubergangszone, DIFFZ: Differenzierungs-
zone. Die Standarndabweichungen sind angegeben.

Die relativ hochsten Transkriptmengen fiir die Bx-Gene werden in der 3 cm langen Wurzel
nachgewiesen. Das Transkript fiir Bx1 ist in der 1 cm langen Primarwurzel nachweisbar, die
nicht unterteilt wurde. In der Spitze der 3 cm langen Wurzel konnte die mRNA fiir Bx1 nicht
nachgewiesen werden, in der Ubergangszone nur in geringen Mengen. In der Differenzie-
rungszone ist die relative Transkriptmenge fiir Bx1 extrem hoch. In der 12-15 cm langen
Wurzel ist die Differenzierungszone die einzige, in der Bx1 nachgewiesen werden konnte. Die
Transkriptmenge fiir Bx3 ist generell geringer als Bx1, das Muster stimmt ansonsten iiberein.
Die Gene fiir die Glucosyltransferasen Bx8 und Bx9 konnten in allen untersuchten Geweben
nachgewiesen werden, wobei die Transkriptmengen von Bx8 stets von denen von BXx9 {iiber-
troffen werden. Die relativ hochste Menge fiir beide Gene ist in der Ubergangszone

vorhanden. Die drei Primarwurzelgene ZmAsal, ZmAsa2 und TSB2 werden in allen Geweben
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exprimiert. Die Werte von ZmAsa2 liegen stets hoher als die von ZmAsal. Wihrend der
Entwicklung der Primirwurzel kommt es zu einer Erh6hung der ZmAsa2-Transkriptionswer-

te, sie sind am hochsten in der Ubergangs- und Differenzierungszone (UBZ u. DIFFZ) der

3 cm langen Wurzel.

3.2.1.3 Analyse von Embryonal- und Kronwurzeln von Z. mays

Wiederum wurden zwei Entwicklungsstadien dieser drei Wurzeltypen untersucht, 1 und 3 cm.

Exemplarisch sind in Abb. 11 die Ergebnisse fiir die 3 cm langen Wurzeln dargestellt.

2.25 T
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:)-)_ 0.5
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Abb. 11: Ergebnisse der Lightcycler-Analyse mit Primér-, Embryonal- und Kronwurzeln von 3 cm
Léange. Die Daten wurden gegen GAPDHC normalisiert. DIFFZ: Differenzierungszone, EW: Embryo-
nalwurzel; KW: Kronwurzel, PW: Primirwurzel, SP: Spitze, UBZ: Ubergangszone. Die Standard-
abweichungen sind angegeben.

Obwohl die drei Wurzeltypen unterschiedliche Entstehungsorte besitzen, stimmen die
Expressionsmuster der verschiedenen Gene in den drei Wurzeltypen iiberein (Abb. 11). Kon-
sistent flir alle Wurzeltypen weist BX1 einen extrem hohen Wert in der Differenzierungszone
auf. Dieser Wert liegt in der gleichen GrdéBenordnung wie die Transkriptmenge von
GAPDHC. Von allen DIMBOA-Glucosid-Biosynthesegenen sind in der Wurzelspitze nur die
Gene Bx8 und Bx9 nachweisbar.
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3.2.1.4 Analyse der Mutante Irtl

Die Expressionsanalyse wurde zusétzlich mit der Mutante Irtl durchgefiihrt. Die Mutante
kann weder in Primér- noch in Embryonalwurzeln Seitenwurzeln ausbilden (Hochholdinger
und Feix, 1998). Durch histologische Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die Seiten-
wurzelentwicklung bereits in einem sehr frithen Stadium gestort ist, da keine Seitenwurzel-
primordien nachgewiesen werden konnten. Auch die Kronwurzelentwicklung am ersten No-
dus des Sprosses ist in dieser Mutante gestort. Allerdings konnten hier noch undifferenzierte
Primordien nachgewiesen werden und an hoheren Nodi ist die Bildung der Kronwurzeln

normal (Hochholdinger und Feix, 1998).

Die Mutante Irtl lag in Form von segregierenden Maiskdrnern mehrerer Familien vor. Die
Analyse erfolgte nach sieben Tagen Anzucht, die Wurzeln besitzen eine ungefdhre Linge von
12 cm. Zu diesem Zeitpunkt sind die ausgebildeten Seitenwurzeln gut zu erkennen, so dass
die Irtl-Mutanten von den Wildtypen getrennt werden konnten (vgl. Abb. 12). Die Wurzeln
wurden wiederum in die drei Zonen aufgeteilt, der Spross wurde im Ganzen in die Analysen
mit aufgenommen. Als Wildtyp-Kontrolle wurden die Keimlinge dieser Familie mit Seiten-
wurzeln (Wildtyp) verwendet, um die Analyse im gleichen genetischen Hintergrund durchzu-

fihren.

Abb. 12: Die seitenwurzellose Mutante Irtl (a), im Vergleich mit dem Wildtyp (b).
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Generell sind die relativen Transkriptmengen aller Bx-Gene geringer als in der Maislinie
LG22. Wihrend in der Linie LG22 der Transkriptionswert von BX1 stets ca. 10-mal héher war
als der von Bx3, ist der Wert in Wildtyp und Mutante nur ca. 2-mal hoher. Die Expressions-
muster der restlichen untersuchten Gene sind wiederum mit den Mustern aus den vorherigen
Analysen vergleichbar (Abb. 13). In keiner der untersuchten Proben unterscheidet sich das
Expressionsmuster der Wildtyppflanzen von denen der Mutanten. Auch in der Differen-
zierungszone sind die Muster identisch. Die hohe Transkriptmenge von Bx1 und Bx3 in der
Differenzierungszone kann also nicht auf die Bildung der Seitenwurzeln zurilickgefiihrt
werden. Im Spross sind die Transkriptmengen aller untersuchten Gene deutlich hoher als in

den unterschiedlichen Wurzelproben.
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Abb. 13: Ergebnisse der Lightcycler-Analyse mit der Mutante Irtl. Die Daten wurden gegen
GAPDHC normalisiert, es wurden Wurzeln von rund 12 cm Linge verwendet. Sp: Spitze, UBZ:
Ubergangszone, DIFFZ: Differenzierungszone, MUT: Irtl-Pflanzen, WT: Wildtyppflanzen im glei-
chen genetischen Hintergrund. Die Standardabweichungen sind angegeben.

3.2.2 In situ-Hybridisierungen

Neben der Bestimmung der Transkriptmenge wurde die Lokalisierung der mRNAs fiir die
jeweiligen Gene untersucht. Als Pflanzenmaterial wurden ganze, 1-2 Tage alte Keimlinge und
1 cm lange Primarwurzeln verwendet. Auch mit der Differenzierungszone der 3 cm langen
Wurzeln wurden in Situ-Hybridisierungsexperimente durchgefiihrt. Allerdings war es in die-
sem Gewebe nicht moglich, die Transkripte zu lokalisieren, da auch die Negativsonden

(sense) ein starkes unspezifisches Signal zeigten (Abb. 14).
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Abb. 14: In situ-Hybridisierungen an Wurzelquerschnitten der Differenzierungszone von 3 cm langen
Primédrwurzeln. a: Bx1 antisense und sense Sonde, b: Bx3 antisense und sense Sonde, ¢: Bx9 antisense
und sense Sonde, d: ZmAsa2 antisense und sense Sonde. Zwischen antisense und sense Sonde sind
keine Unterschiede zu erkennen, die vorhandenen Signale sind unspezifisch. Der Balken entspricht bei
allen Wurzelquerschnitten 119 pm

3.2.2.1 Auswahl der Sonden

Fiir die ersten Hybridisierungsversuche wurden kurze, spezifische Bereiche als Sonden ausge-
wiahlt. Die Hybridisierung mit diesen Sonden war nicht sensitiv genug, so dass Sonden ver-
wendet werden mussten, die an den gesamten Bereich der mRNA hybridisieren. Diese Son-
den mussten nach der in vitro Transkription durch alkalische Hydrolyse in kleinere Stiicke
gespalten werden, um eine Hybridisierung im Pflanzengewebe gewéhrleisten zu konnen. Die
Verwendung der langen Sonden fiihrt zum Verlust der Spezifitét, so dass zwischen den Tran-
skripten von ZmAsal und ZmAsa2 bzw. Bx8 und Bx9 nicht mehr unterschieden werden kann.
Fiir alle hier gezeigten in situ-Hybridisierungen wurden als Sonde die antisense RNA und als
Negativkontrolle die entsprechende sense RNA verwendet. Es zeigte sich, dass es fiir die
Negativkontrolle wichtig ist, einen vergleichbaren GC-Gehalt zu haben wie die eigentliche
Sonde. Dies, sowie die Ausbildung eventuell vorhandener Sekundirstrukturen, ist mit der
sense Sonde am besten gewihrleistet. Die Bedingungen der in situ-Hybridisierung wurden so
eingestellt, dass die sense Sonde kein Signal zeigte. Die Verwendung einer nicht-pflanzlichen
Negativkontrolle in Form des transkribierten Plasmids pKS Blueskript erwies sich als

untauglich.

Die Expressionsmuster von folgenden Genen wurden mit den in situ-Hybridisierungsexperi-
menten untersucht: Bx1, Bx3, Bx9 und ZmAsa2. Fir TSB wurden keine in Situ-Hybridi-
sierungen durchgefiihrt, da die Lightcycler-Experimente zeigten, dass TSB sehr gering

exprimiert ist und deswegen nicht mit einem Signal zu rechnen war.
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3.2.2.2 Ergebnisse der in situ-Hybridisierungsexperimente

1-2 Tage alte Keimlinge zeigen deutliche Hybridisierungssignale mit den antisense Sonden
von Bx1, Bx3, Bx9 und ZmAsa2 (Abb. 15). Die stirksten Signale finden sich jeweils im
Spross. Die Transkripte von Bx1, Bx3 und ZmAsa2 sind vor allem in der Koleoptile und in
den dullersten Bldttern lokalisiert, wiahrend Bx9 in allen Bléttern vorkommt. Auch in den
Embryonalwurzelprimordien sind Bx1, Bx3 und Bx9 gut nachweisbar. In den Primédrwurzel-
spitzen ist nur fiir BX9 und ZmAsa2 eine deutliche Hybridisierung zu erkennen. Die BX3-
antisense Sonde liefert, verglichen mit der sense-Sonde, ein sehr schwaches Signal, das an der
Wurzelspitze in der Exodermis und im Prokambium lokalisiert ist (Abb. 15d, Pfeile). Dies
steht in Einklang mit fritheren in situ-Hybridisierungen mit Bx3 (Frey et al., 1995). Im
Bereich des Mesokotyls scheint sich das Expressionsmuster zwischen den untersuchten Ge-
nen zu unterscheiden. Dies ist allerdings hauptsichlich auf die Anderung der Schnittebene
innerhalb der seriellen Schnittabfolge und damit auf die Anderung der Strukturen des Gewe-

bes zuriickzufuhren.

Abb. 15: In situ-Hybridisierungen an seriellen Langsschnitten von 1-2 Tage alten Keimlingen.

a: Ubersichtsbild (nach Kiesselbach, 1980), b und c: Bx1 antisense und sense Sonde; d und e: Bx3
antisense und sense Sonde, die Pfeile weisen auf das Signal von Bx3 hin; f und g: Bx9 antisense und
sense Sonde; h und i: ZmAsa2 antisense und sense Sonde. E: Embryonalwurzelprimordium, Ko: Ko-
leoptile, Me: Mesokotyl, N: erster Nodus, P: Plumula, PW: Primarwurzel, Sk: Skutellarknoten. Der
Balken in b entspricht einer Lange von 430 pm

Bei den in situ-Hybridisierungen an 1 ¢cm langen Primarwurzeln (Abb. 16) konnten Bx1 und
Bx3 nicht lokalisiert werden. Nur fiir Bx9 und ZmAsa2 war dies in der Wurzelspitze moglich.
Bx9 wird nicht in der Rhizodermis exprimiert. Die Expression in der Exodermis dagegen ist

deutlich nachweisbar. In den LeitgefaBen kann kein Bx9 lokalisiert werden. Ein dhnliches
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Muster ergibt sich fiir ZmAsa2, mit dem Unterschied, dass die mRNA auch in der Rhizo-

dermis nachweisbar ist.
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Abb. 16: In situ-Hybridisierungen an seriellen Léngsschnitten von 1 cm langen Primdrwurzeln. a und
a’: Bx1 antisense und sense Sonde, b und b’: Bx3 antisense und sense Sonde, ¢ und ¢': Bx9 antisense
und sense, d und d': ZmAsa2 antisense und sense Sonde. Der Balken entspricht in a-d 170 um, in a’-d’
250 pm.

Bei Wurzelquerschnitten (Primdrwurzel, 1 cm, Abb. 17) sind die Transkripte von Bx1 und
Bx3 wiederum nicht lokalisierbar. Wie schon bei den Léngsschnitten hybridisiert Bx9 in der
Wurzelspitze am stirksten in der Exodermis der Wurzel. Ein schwécheres bzw. kein Signal
findet sich in der Rhizodermis und in den Leitgefilen der Wurzel (Abb. 17c II). Richtung
Spross nimmt die Expression in der Exodermis ab (Abb. 17c III) und ist weiter oben in der
Endodermis lokalisierbar (Abb. 17¢ 1V). Die mRNA fiir die Anthranilatsynthase ist an der
Wurzelspitze nicht auf bestimmte Zelltypen konzentriert, Richtung Spross ist auch dieses

Transkript in der Endodermis lokalisiert (Abb. 17d IIT und IV).
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Abb. 17: In situ-Hybridisierungen an seriellen Querschnitten von 1 c¢m langen Primdrwurzeln. a:
Léangsschnitt einer Primirwurzel, hybridisiert mit Bx9, Pfeile kennzeichnen die Schnittebenen I-IV der
Querschnitte; b: Bx1 antisense und sense Sonde, ¢: Bx3 antisense und sense Sonde, d: Bx9 antisense
und sense Sonde, € ZmAsa2 antisense und sense Sonde, f: Schematischer Querschnitt einer
Primarwurzel. aw: abgestorbene Wurzelhaare, ed: Endodermis, ex: Exodermis, pc: Pericambium, ph:
Phloem, rh: Rhizodermis, ri: Rindenzellen, xy: Xylem. Der Balken in a entspricht 140 um, in c-f 75
um.
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3.3 Experimente auf Protein-Ebene

Neben der Quantifizierung und Lokalisierung der Transkripte der jeweiligen Gene wurde
auch die Verteilung der Proteine untersucht. Dazu wurden die Methoden der Westernanalyse
und immunohistologische Untersuchungen benutzt. Die immunohistologische Lokalisierung
der Proteine war nicht moglich. Deswegen wurden auf Proteinebene nur Westernanalysen
durchgefiihrt, die im Gegensatz zu den Lightcycler-Analysen keine quantitativen Aussagen

liefern.

3.3.1. Westernanalyse von Primirwurzeln

Als Pflanzenmaterial flir diese Analysen wurden Primédrwurzeln in unterschiedlichen
Entwicklungsstufen (1 cm, 3 cm und 12-15 cm) verwendet, wobei die lingeren Primarwur-
zeln wiederum in die drei Zonen geteilt wurden. Es wurden je 30 pg Protein des Pflanzen-
extraktes und zur Kontrolle jeweils das heterolog exprimierte, gereinigte Protein aufgetragen.
Zusitzlich zu den Proteinextrakten aus der Wurzelregion wurde der Proteinextrakt vom
Spross eines drei Tage alten Maiskeimlings analysiert. Dieser Proteinextrakt diente als Kon-
trolle im Experiment, da von friiheren Westernanalysen bekannt war, dass die Proteine BX1
und BX3 in der Wurzel kaum nachweisbar sind (v. Rad, 2000). Der Proteintransfer wurde mit

Hilfe einer PonceauS-Férbung tiberpriift.

Die Grofle der Kontrollproteine unterscheidet sich von der Grofe der erhaltenen Signale
(Abb. 18), da die Kontrollproteine BX3, BX8, ZmASA2 und TSB noch das His-Tag besitzen,
mit dem die Proteine nach der heterologen Expression gereinigt wurden (sieche Material und
Methoden). Das Signal fiir das BX1-Kontrollprotein ist kleiner als das in den Proteinextrak-
ten, weil hier nur das Core-Protein heterolog exprimiert wurde (Stettner, 1998). Die Hybridi-
sierung mit dem Antikorper gegen BXI1 liefert bei den Extrakten aus dem Spross ein ca.
34 kD grof3es Signal. Bei den Wurzelextrakten ist das Protein nur in der Differenzierungszone
der 3 und 12-15 cm langen Wurzeln nachweisbar. Diese Verteilung des Proteins entspricht
dem Verteilungsmuster der RNA. BX3 ist bei den Proteinextrakten der Wurzel nicht nach-
weisbar, mit Extrakten des Sprosses liefert es ein schwaches Signal von 59 kD. Die Signal-
stirke in der Kontrollproteinspur ldsst vermuten, dass der Antikorper fliir BX3 dhnlich sensitiv
wie der fir BX1 ist, d.h. in den Wurzelextrakten ist also tatsdchlich kaum BX3-Protein
enthalten. Die Glucosyltransferasen, die beide durch den Antikérper gegen BX8 erkannt
werden, zeigen ein deutliches Signal von ca. 48 kD in allen untersuchten Proben. Ebenso

gleichmiBig ist das ZmASA?2 Protein in allen Extrakten vorhanden (66 kD). Fiir TSB ist in
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der 1 cm langen Wurzel, in den Spitzen der 3 und 12-15 cm langen Wurzeln und im Spross

ein etwas stirkeres Signal (48 kD) zu beobachten.
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Abb. 18: Westernanalysen mit Proteinextrakten der Primdrwurzel. In der jeweils ersten Spur sind
Kontrollproteine aufgetragen (BX1: 48 ng, BX3: 25 ng; BXS8: 150 ng, ZmASA2: 600 ng, TSB: 250
ng), pro Spur Pflanzenextrakt wurden 30 pg Protein aufgetragen. SP: Spitze, UBZ: Ubergangszone,
DIFFZ: Differenzierungszone.

3.3.2 Die Mutante Irtl

Auch mit der Mutante Irtl wurden Westernanalysen durchgefiihrt. Die Proteinextrakte der

Mutante wurden mit Proteinextrakten der Wildtyppflanzen verglichen.

Wie bei der Quantifizierung der RNA unterscheiden sich Mutanten und Wildtyppflanzen
nicht in den Mengen der untersuchten Proteine (Abb. 19). Das BX1-Protein konnte in den
Wurzelextrakten nicht nachgewiesen werden, BX3 auch nicht im Sprossextrakt. BX8 und
ZmASA?2 sind wiederum in allen Proben gleichmiBig verteilt. TSB scheint in der Differen-

zierungszone geringer und in der Wurzelspitze in groBerer Menge vorhanden zu sein.
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Abb. 19: Westernanalysen mit Proteinextrakten verschiedener Wurzelproben. In der jeweils ersten
Spur sind Kontrollproteine aufgetragen (BX1: 48 ng, BX3: 25 ng; BX8: 150 ng, ZmASA2: 600 ng,
TSB: 250 ng), pro Spur Proteinextrakt wurden 30 pg Protein aufgetragen. Mutanten und Wildtyp-
pflanzen stammen aus einer segregierenden Population. SP: Spitze, UBZ: Ubergangszone, DIFFZ:
Differenzierungszone.

3.4 Experimente auf Endprodukt-Ebene

Neben den Untersuchungen auf RNA- und Proteinebene wurde in dieser Arbeit auch die
Menge von DIMBOA bestimmt und lokalisiert. Zur quantitativen Mengenbestimmung wurde
DIMBOA isoliert und der Gehalt mit Hilfe einer HPLC-Analyse bestimmt. Zur Lokalisierung
von DIMBOA im Gewebe wurde eine Benzoxazinonfiarbung verwendet (Iwamura et al.,
1996). Als Pflanzenmaterial dienten wie bei den Experimenten auf Proteinebene die Primar-

wurzeln in unterschiedlichen Entwicklungsstadien.

3.4.1 DIMBOA-Isolation und HPLC-Analyse

DIMBOA wurde, wie in 2.5.2 beschrieben, nach Bailey und Larson (1991) und nach
Glawischnig (1997) isoliert. Das isolierte DIMBOA wurde mit Hilfe der HPLC von anderen
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isolierten Stoffen getrennt (siche Material und Methoden). Die Mengenbestimmung erfolgte

durch den Vergleich der Fliche des DIMBOA-Peaks mit einer erstellten Eichkurve.
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Abb. 20: DIMBOA-Gehalt in der Primdrwurzel von Z. mays. Langere Wurzeln wurden in drei Zonen
unterteilt. Sp: Spitze, UBZ: Ubergangszone, DIFFZ: Differenzierungszone.

Die relativ hochste Konzentration von DIMBOA ist in Wurzelspitze der 3 cm langen
Primirwurzel vorhanden (Abb. 20). Die Konzentration nimmt von der Wurzelspitze iiber die
Ubergangszone zur restlichen Differenzierungszone kontinuierlich ab. Dies ist unabhiingig

vom Alter der Wurzeln.

3.4.2 Benzoxazinon-Firbung

Zur Lokalisierung von DIMBOA im Gewebe wurde die Benzoxazinonfarbung nach Iwamura
et al. (1996) verwendet. Hierbei bildet sich zwischen dem Eisenchlorid in der Farbelosung
und den vorhandenen Benzoxazinonen (bei Mais sind die vorherrschenden Benzoxazinone
DIMBOA und DIBOA) ein violetter Komplex. Bei der 3 cm langen Wurzel ist die hochste
DIMBOA-Konzentration in der Wurzelspitze lokalisiert (Abb. 21). Dies bestétigt die quanti-
tativen Experimente der DIMBOA-Isolierung. Bei der 1 cm langen Wurzel ist in ungeschnit-
tenem Zustand keine Férbung zu erkennen. An Lings- bzw. Querschnitten der Wurzelspitze
3 cm langen Wurzel und der ganzen 1 cm langen Wurzel (Abb. 21) erkennt man, dass
DIMBOA an der Spitze in der Exodermis lokalisiert ist. Ob DIMBOA auch in der

Rhizodermis vorhanden ist, konnte bei dieser Auflosung nicht bestimmt werden. Am oberen
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Ende der Wurzelspitze wird DIMBOA mit Ausnahme der Leitgefile im gesamten Bereich
gefunden.

</

0/39

Abb. 21: a-c: DIMBOA-Férbung an 3 cm langen Primarwurzeln. a: Farbung einer ungeschnittenen
Wurzel, b: Léngsschnitt der Wurzelspitze einer 3 c¢cm langen Wurzel, die Pfeile kennzeichnen die
Schnittebenen fiir die Querschnitte, ¢: Querschnitte; d-f: DIMBOA-Féarbung an 1 ¢cm langen Primér-
wurzeln. d: DIMBOA-Férbung einer ungeschnittenen Wurzel, es ist keine Farbung zu erkennen, € und
f: Langs- und Querschnitte von 1 cm langen Primirwurzeln. Der Balken entspricht in a und d einer
Lange von 1 mm, in b 0,4 mm, in ¢ 0,25 mm, in e 0,5 mm, in f bei den Langsschnitten 0,3 mm, bei
den Querschnitten 0,5 mm.

Auch mit der Irtl Mutante wurde die DIMBOA-Féarbung durchgefiihrt. Mutante und Wildtyp
unterscheiden sich in ihrem Firbungsmuster in Wurzelspitze und Ubergangszone nicht (Abb.
22a-d). In der Differenzierungszone (Abb. 22e-h) sieht man bei der Wildtypwurzel im Gegen-
satz zur Mutante die Bildung der Seitenwurzeln. Dort, wo die Seitenwurzeln aus den Primér-
wurzeln wachsen, ist eine deutliche DIMBOA-Farbung am basalen Ende der Wurzeln zu er-
kennen (Abb. 22f). Bei lingeren Seitenwurzeln (Abb. 22h) lokalisiert DIMBOA in der Wur-

zelspitze.
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Abb. 22: DIMBOA-Farbung in der segregierenden Population der Mutante [rtl. Oben Mutante, unten
die Wildtyp. a und b: Wurzelspitze, mit Ubergangszone, c-h untere, mittlere und obere Differenzie-
rungszone.
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4. Diskussion

4.1 Die a-Untereinheiten der Anthranilatsynthasen ZmAsal und ZmAsa2

4.1.1 Genstruktur von ZmAsal und ZmAsa2

Die Gene ZmAsal und ZmAsa2 haben eine dhnliche Struktur. ZmAsal besitzt 10 Introns,
ZmAsa? wahrscheinlich nur 9 (Abb. 7). Die Intronsequenzen selbst sind nicht konserviert. Die
GrofBe der Introns betrdgt bei ZmAsal 93-1011 bp, bei ZmAsa2 82-1052 bp. Hoch konserviert
sind die Splice-sites von Introns. Bei 99 % aller bis 1996 bekannten Introns monokotyler
Pflanzen sind die ersten beiden Nukleotide G und T, die letzten beiden A und G (Simpson
und Filipowicz, 1996). Alle Introns von ZmAsal und ZmAsa2 besitzen diesen Konsensus.
Auch die an die GT-Nukleotide angrenzende Sequenz beeinflusst die Effizienz der Prozes-
sierung der RNA. Die Sequenz AG|GTAAGT an der 5’-Splice-site ist komplementér zur Er-
kennungssequenz einer Untereinheit des Splicosoms (Simpson und Filipowicz, 1996). Je
besser die Ubereinstimmung mit dieser Sequenz ist, desto effizienter werden die Introns aus
der RNA entfernt. Kein Intron aus ZmAsal und ZmAsa2 besitzt eine 100%ige Uberein-
stimmung mit dieser Konsensussequenz (Tabelle 8). Die Effizienz des Splicens wird auch
durch den A/T-Gehalt der Introns beeinflusst. Ein hoher A/T-Gehalt ist zwar nicht zwingend
notwendig, verbessert aber die Effizienz (Luehrson und Walbot, 1994). Bei beiden Genen
liegt der A/T-Gehalt in den meisten Introns mit 57-76 % fiiber dem der codierenden
Sequenzen mit 48,8 % fiir ZmAsal und 46,6 % fiir ZmAsa2 (Tabelle 8). Nur die ersten beiden
putativen Introns von ZmAsal haben einen niedrigereren A/T-Gehalt als die entsprechende

cDNA.

Tabelle 8: Konsensussequenz der 5’-Splice-sites im Vergleich zu der entsprechenden Sequenz in
Intron 1-10 von ZmAsal und 1-8 von ZmAsa2 und A/T-Gehalt der entsprechenden Introns. Verdnderte
Nukleotide sind fett gedruckt.

ZmAsal ZmAsa?2

Konsensus AGGTAAGT | A/T-Gehalt | AGGTAAGT | A/T-Gehalt
Intron 1 CGGTGAGT | 38,7 % TCGTACGT | 473 %
Intron 2 TGGTGAGT | 42.0 % CGGTGACC | 57,6 %
Intron 3 TGGTACAG | 64,4 % AGGTACTA | 65,1 %
Intron 4 AGGTATCC | 71,7 % GIGTAAGC | 64,2 %
Intron 5 GIGTGAGT | 66,6 % AGGTATAG | 65,6 %
Intron 6 AGGTGACT | 71,7 % AGGTATAT | 75,9 %
Intron 7 AGGTATAG | 73,6 % AGGICTGT | 63,7 %
Intron 8 AGGITCAT | 70,2 % CCGITAGG | 64,2 %
Intron 9 CAGTGAGT 75,4 %

Intron 10 AGGTAACT | 643 %
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4.1.2 Vergleich verschiedener a-Untereinheiten der Anthranilatsynthasen

Aus mehreren Pflanzen wurden die Gene der a-Untereinheiten von Anthranilatsynthasen
(ASAs) kloniert. Aus Ruta graveolens (ASal und 2), Arabidopsis thaliana (ASAL und 2) und
Oryza sativa (OASAL und 2) wurden je zwei nicht-allelische Kopien fiir die a-Untereinheiten
der Anthranilatsynthasen isoliert (Bohlmann et al., 1995, Niyogi und Fink, 1992, Tozawa et
al., 2001). In Tabak (Nicotiana tabacum) wurde bis jetzt nur ein ASA-Gen isoliert, es gibt
aber Hinweise auf mehrere nicht-allelische Kopien (ASA2, Song et al., 1998). Auch in Mais
liegen mit ZmAsal und ZmAsa2 zwei ASA-Gene vor. In den 6ffentlichen EST-Datenbanken
wurden Sequenzinformationen fiir zwei nicht-allelische Kopien der ASAs gefunden, sowohl
aus der cDNA-Bank wie auch aus der genomischen Bank wurden zwei Kopien isoliert. Dies
spricht dafiir, dass mit den zwei Genen ZmAsal und ZmAsa2 alle in Mais vorhandenen ASA-
Gene isoliert wurden. Die Expression aller ASAs ist auf einem sehr geringen Level konsti-
tutiv, bzw. auf bestimmte Pflanzenteile beschréinkt. Jeweils eine der nicht-allelischen Kopien
der ASAs kann durch Verwundung oder durch Stoffe, die die Pathogenabwehr ausldsen,
induziert werden. Je einem ASA-Gen kann hier also eine Aufgabe im Sekundirstoffwechsel
zugeordnet werden (Bohlmann et al., 1995, Niyogi und Fink, 1992, Tozawa €t al., 2001).
Auch in Mais konnte diese Aufgabenverteilung bestehen. Wéhrend die Transkriptmenge von
ZmAsal in allen untersuchten Geweben vergleichbar war, war die Expression von ZmAsa2 in
der Ubergangszone der 3 cm langen Wurzeln und in der Differenzierungszone der 3 und 12-
15 cm langen Wurzeln hoher als in den iibrigen untersuchten Wurzelproben. In den Differen-
zierungszonen wurde auch die hochste Transkriptmenge fiir die DIMBOA-Biosynthesegene
Bx1 und Bx3 gefunden (Abb. 10 und 11). Mdglicherweise stellt ZmASA?2 also Vorstufen fiir

den Sekundiarmetabolismus bereit.

Bei einem Vergleich der kompletten Proteinsequenzen der pflanzlichen ASAs, und der
Sequenzen aus Saccharomyces cerevisiae (TRP2) und E. coli (TRPE) spiegelt sich die enge
Verwandtschaft zwischen den beiden monokotylen Pflanzen Reis und Mais wider (Abb. 23).
Die ASAs dieser Pflanzen heben sich deutlich von denen der dikotylen Pflanzen und den
Sequenzen von Hefe und E. coli ab. Dabei bilden ZmASA1 und OASAIl, ebenso wie
ZmASA2 und OASA2 getrennte Zweige (Abb. 23b). Bei den dikotylen Pflanzen konnten
ASal aus R. graveolens und ASA1 aus A. thaliana sowie Asa2 und ASA2 jeweils einen
gemeinsamen Vorfahren besitzen (Abb. 23b). Interessanterweise bilden hier mit Asal und

ASA1 die induzierbaren Formen der ASAs eine Gruppe, hingegen sind Asa2 und ASA2
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konstitutiv auf einem geringen Level exprimiert, ihnen wird eine Aufgabe in der Tryptophan-

biosynthese zugeschrieben (Bohlmann et al., 1995, Niyogi and Fink, 1992).

a 1 -------MATASLALS-----LRLAPS--=----------- AsalZm
1 ---------MESLAATSVFAPSRVAVP-----AARALVRA Asa2zm
1 - --------MASLVLS-----LRI ARS--=---=-------- AsalCs
1 ---------MESIAAA-TFTPSRLAARPATPAAAAAPVRA Asa2s
1 --MSAAATSMQSLKFS-----NRLVPP-SRRLSPVPNNVT AsalRy
1 --MITLNVETPPLTRSQLPSTFRVSSAASVNFNDRVATSR AsazRy
1 MSSSMNVATMQALTFS-----RRLLP-----------SVA ASAlA
1 ---------MSAVSISAVKSDFFTVEAI AVTHHRTPHPPH ASAA
1 - --------MQSLPIS-----YRLFP-----------ATH AsazN
I e S - - - - - - - - TRP2Hefe
1 === === - MQTQKPT- - =~ - === . TrpEColi
16 SRPLSLR----RRGAAGVTCRAT------T-----ATFH- AsalZm
27 GTVVPTRRTSSRSGTSGVKCSAA------VTPQASPVI SR Asa2zm
14 TPPLGLGGGRFRGRRGAVACRA- - -----------ATFQ- Asals
31 RAAVAAGGRRRTSRRGGVRCSAG------K-PEASAVI N- Asa2Cs
33 CNNLPKSAAPVRTVKCCASSWNS------TINGAAATTNG AsalRy
39 WRPNSLSLTTSSYRLRTLKCAAS------ASTSASTSAS- AsazRy
25 SRYLSSSSVTVTGYSGRSSAYAP------SFRSI KCVS- - ASAlA
32 FPSLRFPLSLKSPPATSLNLVAGSKLLHFSRRLPSI KCS- ASAA
16 RKVLP---FAVISSRSSTSALAL------RVRTLQCRC- - Asa2N
1 S e - - S MTASIKIQP- - - - - - - - - TRP2Hefe
8 LTCEGAYRDNPTALFHQLCG- - - - -~ =---=-------- TrpEColi
40 - - - -----QLDAVAVRE- EESRFRTAAAEGR---NLLPLT AsalzZm
61 -------SAAAAKAAEE- DKRRFFEAAARGSGKGNLYVPMW Asa2zZm
40 - - - - -- - -QLDAVAVRE-EESKFKAGAAEGC- -- NI LPLK AsalOs
63 -------GSAAARAAEE- DRRRFFEAAERGSGKGNL VP MW Asa2cs
67 ASAASNGASTTTTTYVS-DATRFIDSSKRA----NLVPLY AsalRy
72 - - - -----PSPSPSLVD- QSANFHEASKKG- ---NLIPLY Asa2Ry
57 --------VSPEASIVS-DTKKLADASKST----NLIPI Y ASAlA
71 - - - -----YTPSLDLSEEQFTKFKKASEKG----NLVPLF ASAA
45 - - -------LHSSSLVM-DEDRFIEASKSG----NLIPLH Asazm
0 - - -----------DIDS--LKQLQQQNDDSS--1NMYPVY TRP2Hefe
3 ----------DRPATLLLESADIDSKDDLK----SLLLYVD TrpEColi
68 RC| FSDHLTPVLAYRCLVKEDERE- APSFLFESVEQGSE d Asaizm
98 ECIVSDHLTPVLAYRCLVPEDNVD-APSFLFESVEQGPR G Asa2zm
68 RC| FSDHLTPVLAYRCLVREDDRE- APSFLFESVEQGS [ § Asal®s
95 ECIVSDHLTPVLAYRCLVPEDNME- TPSFLFESVEQGPE G Asa2as
102 RClI FADHLTPVLAYRCLVQEDDKE- TPSFLFESVEPG- RI|AsalRy
9 RCI| FSDHLTPVLAYRCLVKEDDRD- APSFLFESVEPGSQA|Asazry
84 RCI FSDQLTPVLAYRCLVKEDDRE-APSFLFESVEPGSQM ASAlA
9 RCVFSDHLTPI LAYRCLVKEDDRD- APSFLFESVEPGS S| Asaa
71 KTI FSDHLTPVLAYRCLVKEDDRE- APSFLFESVEPGFR G Asa2n
33 AYLPSLDLTPHVAYLKLAQLNNPDRKESFLLESIAKTN- - - TRP2Hefe
57 SALRITALGDTVTI QALS- - GNGEALLALLDNALPAGVES TrpEColi
107 - TNVGRYSVVGAQPAMEVVAKANHVTVMDHEMKSRREHF V Asalzm
132 TTNVGRYSMVGAHPVME|I VAKDHKVTI MDHEKSQV TEQVV Asa2zZm
107 - TNVGRYSVVGAQPAMEI VAKANHVTVMDHKMKSRREQF A AsalCs
134 TTNVGRYSMVGAHPVMEVVAKEHKVTI MDHEKGKVTEQV V Asa2Gs
140 - STVGRYSVVGAHPVMEVI AKDNMVTVMDHEKGSL VEEVV AsalRy
138 - SS1 GRYSVVGAQPAI EI VAKENMVTI LDHEGGQRTEQF V Asa2Ry
123 - SSVGRYSVVGAQPAME|I VAKENKVI VMDHNNETMTEEF V ASAlA
138 - SNI GRYSVVGAQPTI EIl VAKGNVVTVMDHGASLRTEEEV ASAA
110 - SSVGRYSVVGAQPSME|I VAKEHNVTI LDHHTGKL T QK TV Asa2n
70 - NELDRY[S[FI GI SPRKTIKTG-------------PTEGI E TRP2Hfe
95 - EQSPNCRVLRFPPVSPLLDEDAR----------LCSL SV TrpEColi
146 PDP MRI PRTI MEQWNP- - QI ADSLPDAFCGGWYV GFFSYDT AsalZm
172 DDPMQI PRTMMEGWHP - - QQI DELPESFSGGWV GFFSYDT Asa2zm
146 PDP MKI PRSI MEQWNP- - QI VEGLPHAFCGGWVGFFSYDT AsalCs
174 DDPMQI PRSMMEGWHP - - QQI DQLPDSFTGGWV GFFSYDT Asa2Gs
179 DDP ME| PRRI SEDWKP- - QI | DDLPEAFCGGWVGFFSYDT AsalRy
177 EDPMDVPRRI MEGWKP- - QLI DELPEAFCGGWVGYFSYDT Asa2Ry
162 EDPME| PRKI SEKWNPDPQLVQDLPDAFCGGWYV GFFSYDT ASAlA
177 DDP MMV PQKI MEEWNP - - QGI DELPEAFCGGWV GYFSYDT ASAAt
149 QDPMT | PRSI SEGWKP- - RLI DELPDTFCGGWVGYFSYDT Asa2n
9% TDPLEILEKEMSTFKVA-ENVPGLP-KLSGGAI GYI SYDC TRP2Hefe
124 FDAFRLLQNLLNVPKE------EREAMFFS---GLFSYDL TrpEColi
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456 LRAALPVGTVSGAPKXRAMELI DQLEVSMRGPYSGGFGGI| AsalZm
482 LRAALPVGTVSGAPKVKAMELI DKLEVTRRGPYSGGLGGI| Asa2Zm
456 LRAALPVGTVSGAPKVRAMELI DQMEGKMRGPYSGGF GGV AsalCs
484 L RAALPVGTVSGAPKVKAMELI DELEVTRRGPYSGGLGGI| Asa2Cs
489 LRAALPVGTVSGAPKVKAMELI DELEVNRRGPYSGGF GGI AsalRg
487 LRAALPVGTVSGAPKVKAMEI | DKLEVTRRGPYGGGF GG Asa2Rg
474 LRAALPVGTVSGAPKVKAMELI DELEPTRRGPYSGGF GGV ASALAt
487 LRAVLPVGTVSGAPKVKAMELI DELEVTRRGPYSGGFGGI| ASA2At
459 LRAALPVGTVSGAPKVKAMELI DQLEVARRGPYSGGFGGI Asa2Nt
399 FRSI| FPAGTVSGAPKVRAMELI AELEGERRGVYAGAVGHW TRP2Hefe
417 YRACMNMGTLSGAPKVRAMQLI AEAEGRRRGSYGGAVGY F TrpEColi
496 SFRG- DMDI ALALRTI VFPTASRFDTMYSYTDSKSRQEWV AsalZm
522 SFDG- DMQI ALSLRTI VFSTAPSHNTMYSYKDADRRREWV Asa2Zm
496 SFRG- DMDI ALALRTI VFPTGSRFDTMYSYTDKNARQEWV AsalCs
524 SFDG-DMLI ALALRTI VFSTAPSHNTMYSYKDTERRREWYV Asa2Cs
529 SFTG- DMDI ALALRTI VFQTGTRYDTMYSYKNATKRRQWYV AsalRg
527 SFTG- DLDI ALALRTMVFQTATRYDTMYSYKDVDKRREWI Asa2Rg
514 SFTG- DMDI ALSLRTI VFPTACQYNTMYSYKDANKRREWV ASA1At
527 SFNG- DMDI ALALRTMVFEFPTNTRYDTLYSYKHPQRRREWI ASA2At
499 SFSG- DMDI ALALRTMVFLNGARYDTMYSYTDASKROQEWV Asa2Nt
439 SYDGKTMDNCI ALRTMVYKDG- - - - - = - = - - - - - - - - - | TRP2Hefe
457 TAHG-DLDTCI VI RSALVENG- - - - - - - - - - - - - - - - - -1 TrpEColi
535 AHLQAGAGI VADSKPDDEHQECI NKAAGVARAI|I DLAEST F AsalZm
561 AHLQAGAGI VADSSPDDEQRECENKAAALARAI DL AESAF Asa2Zm
535 AHLQAGAGI VADSKPDDEHQECLNKAAGLARAI DLAEST F AsalGCs
563 AHL QAGAGI VADSSPDDEQRECENKAAALARAI DL AESAF Asa2Cs
568 AYLQAGAGI VADSDPDDEHRECQNKAAGLARAI DLAESAF AsalRg
566 AHLQAGAGI VADSDPADEQRECENKAAALARAI DL AESSF Asa2Rg
5653 AYLQAGAGVVADSDPQDEHCECQNKAAGLARAI DL AES AF ASAlAt
566 AHI QAGAGI VADSNPDDEHRECENKAAALARAI DL AE SSF ASA2At
538 AHLQSGAGI VADSNPDEEQI ECENKVAGLCRAI DL AESAF Asa2h
461 AYLQAGGGI VYDSDEYDEYVETMNKMMANHSTI VQAEEL W TRP2Hefe
478 ATVQAGAGVVLDSVPQSEADETRNKARAVLRAI ATAHHA Q TrpEColi
57 LE- - - D. AsalZm
601 VD- - - KE. Asa2Zm
575 VvVD- - - E AsalCs
603 VD- - - KE Asa20s
608 VN- - - KSSS AsalRg
606 | E K Asa2Rg
503 VK- - - K ASA1At
606 LEAPEFTTI TPHI NNI ASA2 At
578 VKGRHKPSVKI NGSVPNLFSRVQRQTSVMSKDRVHEKRN Asa2Nt
501 ADI VGSA TRP2Hef e
518 ETF Tr pECol i
———___/salam
AsalOs
:AsaZZm
Asa20s
Asa2Rg
ASA2At
AsalRg
[' ASALAL
i Asa2ZNt
TRP2He
TrpECaoli
76.8
T T T T T T T ]

Nukleotid-Austausche x100

Abb. 23: a: Alignment verschiedener ASAs. Potentiell funktionelle Aminosduren (siehe Text) sind
umrandet, identische Aminosduren sind grau unterlegt. b: Stammbaum, resultierend aus a. Zm: Zea
mays, Os: Oryza sativa, Rg: Ruta graveolens, At: Arabidopsis thaliana, Nt: Nicotiana tabacum.

54



Diskussion

Alle pflanzlichen ASAs besitzen eine putative Plastidenlokalisierungssequenz und sind
vermutlich, wie die meisten an der Tryptophanbiosynthese beteiligten Enzyme (Radwanski
und Last, 1995), in Plastiden lokalisiert. Fiir ASal und ASa2 aus Ruta graveolens wurde die
Lokalisierung in Chloroplasten mit Importexperimenten nachgewiesen (Bohlmann et al.,
1995). Bei Reis wurde eine Lokalisierung in den Chloroplasten durch Expression einer gfp-
Fusion gezeigt (Tozawa et al., 2001, Tozawa und Wakasa, nicht veroffentlicht). Die NH,-
Termini von ZmASA1 und ZmASA?2 zeigen die gleiche Signatur wie die Reissequenz, es
finden sich hier die indikativen Aminoséuren Ser, Thr, Lys und Arg und dieser Bereich ist
zudem arm an sauren Aminosduren, was typisch fiir ein chloroplasten-spezifisches Signal-
peptid ist (Abb. 23a, Tozawa et al., 2001). Eine Vorhersage mit dem Programm TargetP V1.0
(Emanuelsson et al., 2000) fiir ZmASA1 gibt mit nahezu gleicher Wahrscheinlichkeit eine
Lokalisierung in den Mitochondrien oder Chloroplasten an. Nach der Vorhersage ist
ZmASA2 mit hoher Wahrscheinlichkeit im Chloroplasten lokalisiert. Die intrazelluldre Loka-

lisation der Maisenzyme muss noch experimentell bestimmt werden.

ASAs werden hiufig durch das Endprodukt Tryptophan gehemmt. In Hefe (S. cerevisiae) und
Salmonella typhimurium sind einige essentielle Positionen und Aminoséuren fiir diese feed-
back-Hemmung bekannt (Graf et al., 1993, Caligiuri und Bauerle, 1991; Abb. 23a, dic
Elemente sind umrahmt). In héheren Pflanzen liegen Aminosduren, die einen Einfluss auf die
Hemmung haben, in der Ndhe dieser Bereiche (Song et al., 1998). Zum Beispiel fiihrt in
OASAL1 eine Mutation der Asparaginsdure zu Asparagin an Position 323 zum Verlust der
feed-back-Hemmung und damit zu einem hoheren Tryptophangehalt (Tozawa et al., 2001).
ZmASA2, nicht aber ZmASAL, besitzt an der entsprechenden Position ein Asparagin, kdnnte
also nicht feed-back-inhibierbar sein. OASA2, das an der entsprechenden Position ebenfalls
ein Asparagin besitzt, also nicht durch Tryptophan inhibierbar sein sollte, fiihrt bei Uber-
expression in Reis nicht zu einer verdnderten Sensitivitit gegeniiber Tryptophan. Dies wire
zu erwarten, wenn es sich bei OASA2 um ein nicht feed-back-inhibiertes Enzym handeln
wiirde (Tozawa et al., 2001). Fiir die Anthranilatsynthasen von R. graveolens und N. tabacum
sind ebenfalls Aminosduresequenzen bekannt, die fiir die Hemmung durch Tryptophan essen-
tiell sind. Diese befinden sich bei R. graveolens an Postion 138 (Bohlmann et al., 1996), bei
N. tabacum an Position 107 und 108 (Song €t al., 1998). Bei R. graveolens kann aufgrund der
jeweils gefundenen Sequenzen spekuliert werden, dass eine feed-back-hemmbare und eine
nicht feed-back-inhibierte Form des Enzyms vorliegt. Die ASAs der monokotylen Pflanzen

Mais und Reis besitzen an diesen Positionen nicht die fiir R. graveolens und N. tabacum
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gefundene Signatur. Bei den verschiedenen Enzymen kann also aus der Aminoséuresequenz
nicht eindeutig auf eine Hemmbarkeit durch Tryptophan geschlossen werden. In Mais ist eine
Mutante bekannt, bfl (blue fluorescent-1), deren Anthranilatsynthase 3-40-mal aktiver ist und
nicht mehr durch Tryptophan gehemmt wird (Singh und Widholm, 1975). Welche der beiden
ASAs in Mais bei dieser Mutation betroffen ist und somit im nicht-mutierten Zustand durch

Tryptophan gehemmt wird, ist nicht bekannt.

4.1.3 Expression von ZmAsal und ZmAsa2

In der Expressionsanalyse war ZmAsa2 stets geringfiigig stirker exprimiert als ZmAsal, etwa
auf dem Niveau von TSB. Im Vergleich zu den geringen RNA-Mengen konnten die Proteine
in den Western-Analysen in allen untersuchten Proben gut nachgewiesen werden. Gleiches
gilt auch fiir TSB: in allen Geweben ist TSB-Protein vorhanden. Dies steht im Gegensatz zu
BX1, das bei vergleichbaren Mengen RNA (z.B. in der 1 cm langen Primarwurzel) kein
Signal in der Western-Analyse zeigt. Nur bei den sehr hohen RNA-Werten in den Differen-
zierungszonen war auch der Proteinnachweis moglich (Abb. 18). Aufgrund der verwendeten
Kontrollproteinmengen und der Signalstirken in den Western-Analysen (Abb. 18) ist anzu-
nehmen, dass die Antikdrper fiir BX1 und BX3 effizienter sind als die von ZmASA2 und
TSB. Da trotzdem in allen untersuchten Proben ZmASA2 und TSB nachweisbar waren,
scheint die Translationseffizienz dieser mRNA-Spezies sehr hoch zu sein oder die Proteine

der ,,house-keeping““-Gene ZmAsal, ZmAsa2 und TSB sind sehr stabil.

4.2 Techniken der Expressionsanalyse und ihre Grenzen

4.2.1 Quantitative PCR

Zur quantitativen Expressionsanalyse auf RNA Ebene wurde der Lightcycler der Firma Roche
verwendet. Dieses Gerit bietet die Moglichkeit, die Konzentration geringster Mengen cDNA
mit einer real time-PCR zu bestimmen. In den Experimenten war der Nachweis von 1 fg des
jeweiligen Gens mit guter Reproduzierbarkeit moglich. Damit konnen rechnerisch Transkripte
mit einer Abundanz von 4 ppm nachgewiesen werden (siche Material und Methoden). Fiihrt
man eine RT-PCR durch, kann auf diese Weise die bei der RNA-Isolation vorhandene Tran-
skriptmenge bestimmt werden. Kritisch fiir die Aussage ist die Genauigkeit der Bestimmung
der zur cDNA-Synthese eingesetzten RNA-Menge. Diese wurde auf denaturierenden Aga-
rosegelen tiiberpriift (siche Material und Methoden). Im Pflanzengewebe enthaltene Stoffe

konnen die Reverse-Transkriptase-Reaktion stéren. Die Effizienz der cDNA-Synthese wurde
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durch die Bestimmung der Transkriptmengen der cytosolischen Glycerinaldehydphosphat-
dehydrogenase (GAPDHC) fiir jede RNA-Priparation analysiert. Dieser Wert wurde zur
Normierung innerhalb jeder Versuchsreihe verwendet. Die GAPDHC ist konstitutiv

exprimiert und wurde bereits in Northern-Analysen als Mengenstandard eingesetzt.

4.2.2 In situ-Hybridisierungen

In situ-Hybridisierungen werden eingesetzt, um Transkripte qualitativ im Gewebe zu lokali-
sieren. Die Hybridisierung ist nur nachweisbar, wenn in einer Zelle eine kritische RNA-
Menge {iberschritten wird. Bx1 lag in der 1 cm langen Primédrwurzel unter diesem
Detektionslimit (Abb. 16). Da die quantitative PCR fiir dieses Gewebe gleichzeitig mittlere
Mengen von spezifischer RNA nachweist, muss von einer gleichméfigen Verteilung geringer
Bx1-RNA-Mengen ausgegangen werden. Der in Situ-Nachweis von Bx1 im Spross zeigt, dass
beim Nachweis dieses Transkripts keine prinzipielle Schwierigkeit vorhanden ist (Abb. 15).
Die Lightcycleranalysen dieser Arbeit und dhnliche Untersuchungen mit ganzen Keimlingen
verschiedener Maislinien (J. Brotherton, nicht ver6ffentlicht) zeigen, dass wohl generell mehr
Bx1- als Bx3-Transkript vorhanden ist. Dennoch wird bei den in situ-Hybridisierungen mit
dem P450-Gen Bx3 ein stirkeres Signal erhalten. Dies konnte dadurch erkldrt werden, dass
die verwendete Sonde auch an die Transkripte der anderen am DIMBOA-Bisyntheseweg
beteiligten P450 Enzyme Bx2, Bx4 und Bx5 hybridisiert. Die Gesamtidentitét der codierenden
Sequenz von Bx3 zu Bx2 / Bx4 und BXx5 betrigt 55,7% / 65,4% und 65,5%. Einzelne Bereiche
dieser Gene weisen allerdings 74% bis 84% Identitdt auf (Abb. 24). Es ist also vorstellbar,
dass mit der Sonde fiir Bx3 auch die Transkripte der anderen P450 Gene detektiert werden.

BX3 | 1
Gesamt-

78% 81% _78% _ 81% identitat

B2 — T 55,7%
74% 77% 78%

BX4 —— ——— —————— 65,4%
0, 0 ) 0

BXE 79% __T8% 79% __84% o5 5%

Abb. 24: Homologie innerhalb der vier P450-Gene Bx2-Bx5 (% Identitdt). Die als Sonde verwendete
Bx3-cDNA und Bx2/4/5 weisen in verschiedenen Bereichen hohe Identitét auf Nukleotidebene auf.
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4.3 Die DIMBOA-Biosynthese: Verteilungsmuster der mRNA und Proteine der beteiligten

Gene und des Endprodukts

Die DIMBOA-Synthese in der Entwicklung von Maiskeimlingen wurde bereits in friiheren
Arbeiten untersucht. Bei diesen Analysen wurden die Keimlinge nur in Wurzel und Spross
geteilt (Cambier et al., 2000) oder die Experimente waren auf die oberirdischen Teile der
Maispflanzen beschrankt (Argandofa et al., 1985). In der vorliegenden Arbeit wurden Menge
und Lokalisierung von DIMBOA in drei verschiedenen Entwicklungsstadien der Primér-
wurzel, 1 cm, 3 cm und 12-15 cm in Primdrwurzeln von Z. mays untersucht. Die Bestimmung
zeigt geringste relative DIMBOA-Mengen in der 1 cm langen Wurzel und hochste Mengen in
der 3 cm langen Wurzel. Innerhalb der Wurzel findet sich die hochste DIMBOA-Konzen-
tration in der Wurzelspitze. Diese Ergebnisse belegen, dass die DIMBOA-Biosynthese in der
Wurzel mit der Keimung beginnt und bei Alterung der Wurzel reduziert wird. Die relativ
hochste Konzentration von DIMBOA in der Wurzelspitze konnte darin begriindet sein, dass
dieses Gewebe den Schutz durch die Einlagerung des toxischen Sekundidrmetaboliten
besonders bendtigt. Die Wurzelspitze ist besonders empfindlich und in der Erde vielen poten-
tiellen Schadlingen ausgesetzt. DIMBOA wird aber auch im Exudat von Maiswurzeln
gefunden (M. Schulz, personliche Mitteilung). Alternativ kann daher spekuliert werden, dass
hohe DIMBOA-Konzentrationen in der Wurzelspitze fiir diese Exudatbildung notwendig
sind. Welche Teile der Wurzel DIMBOA-Exudate bilden, wurde allerdings bisher nicht
bestimmt. Die Konzentrationen des Endprodukts konnten in dieser Arbeit durch die quantita-
tiven und qualitativen Analysen den Protein- und Transkriptmengen der Biosynthesegene

gegeniibergestellt werden.

Eine Aussage liber die gewebespezifische Verteilung der Transkripte war nur fiir die Wurzel-
spitze der 1 cm langen Wurzel und das Gen Bx9, mit Einschrdnkungen auch fiir das Gen Bx3
moglich. Bx9 konzentriert sich im Cortex der Wurzelspitze, nicht aber in der Rhizodermis, in
den Leitbiindeln und im Mark. Die Verteilung der BX9-mRNA stimmt auffallend mit der in
der Wurzelspitze gefundenen Verteilung des DIMBOA-Glucosids iiberein (Abb. 25). Signi-
fikant ist auch der Unterschied zum Expressionsmuster von Bx3 in der Wurzel. Das Bx3-
Signal beschriankt sich in der Wurzelspitze auf einen kleinen Bereich innerhalb der meriste-
matischen Zone und hier auf das Grundmeristem des Cortex und des Marks; in den
Leitbiindeln ist kein Transkript nachweisbar (Abb. 15 und 16). Dieser Befund stimmt mit
fritheren Arbeiten tliberein (Kliem, 1994, Frey et al., 1995). Auch bei den in situ-Hybridi-

sierungen am ganzen Keimling unterscheiden sich die Verteilung der Transkripte von Bx1
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und Bx3 gegeniiber der Verteilung von Bx9 (Abb. 15). Wihrend Bx1 und Bx3 im Spross
hauptsédchlich in der Koleoptile lokalisieren, ist Bx9 gleichmédBig {iber den gesamten Spross

verteilt.

Abb. 25: Vergleich der in situ-Hybridisierungsergebnisse mit der Bx9-Sonde (&) und der DIMBOA-
Farbung (b). a und b zeigen Querschnitte von 1 cm langen Primirwurzeln. Der Balken in a entspricht
75 um, in b 500 um. Vergleichbare Bereiche sind mit gleichen romischen Ziffern bezeichnet.

Fiir die langeren Wurzeln kann auf die Verteilung der spezifischen mRNA-Species nur aus
der quantitativen Bestimmung der Transkripte geschlossen werden. Auch hier ergibt sich ein
Unterschied zwischen der Verteilung der Transkripte der Glucosyltransferasen Bx8 und Bx9
und der DIMBOA-Biosynthesegene Bx1 und Bx3. Die Transkriptmengen von Bx8 und Bx9
sind bei den 3 cm langen Wurzeln in der Ubergangs- und Differenzierungszone ungefihr
gleich hoch, wohingegen die Transkriptmengen von Bx1 und Bx3 in der Ubergangszone
wesentlich geringer sind als in der Differenzierungszone (Abb. 10). Die Transkripte und
Proteine der Glucosyltransferasen Bx8 und Bx9 konnten auch in der Spitze der lingeren
Wurzeln deutlich nachgewiesen werden, entsprechendes war fiir die Gene der DIMBOA-
Synthese Bx1 und Bx3 nicht moglich. Da die untersuchten Enzyme vergleichbare katalytische
Kenndaten besitzen (Tabelle 9), steht in der Wurzelspitze eine Uberkapazitit an DI(M)BOA-

Glucosyltransferasen zur Verfligung. Damit konnten die Glucosyltransferasen in diesem
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Gewebe eine von der Biosynthese abweichende Funktion ausiiben. In Experimenten mit
transformierten Arabidopsis thaliana-Pflanzen konnte gezeigt werden, dass die Glucosyl-
transferasen Bx8 und Bx9 dazu in der Lage sind, in Arabidopsis thaliana exogen appliziertes
DI(M)BOA zu entgiften (v. Rad et al., 2001). Die Enzyme konnten also auch in Z. mays die
Aufgabe besitzen, exogenenes DIMBOA zu glucosylieren. Mit dieser Funktion ist auch die
Verteilung der Bx8/Bx9-Transkripte im &uBleren Bereich der 1 cm langen Wurzeln gut

vereinbar.

Bei den quantitativen Analysen féllt die im Vergleich zu Bx3 sehr hohe Transkript- und
Proteinmenge von BX1 in den Differenzierungszonen auf. Im Gegensatz zu BX3 kann BX1
durch Western-Analysen nachgewiesen werden. Das BXI-Protein findet sich, wie die
hochsten mRNA-Mengen von Bx1, in der Differenzierungszone (Abb. 18). Da die kinetischen
Eigenschaften von BX1 und BX3 dhnlich sind (Tabelle 9), wiirde man gleiche Proteinmengen
erwarten. Eine mogliche Erkldrung fiir die relativ grole Menge an BX1 wire, dass dieses
Enzym eine weitere Aufgabe in einem anderen Stoffwechselweg besitzt und deswegen in
grofleren Mengen benétigt wird. Fiir die Auxinbiosynthese werden neben der Tryptophan-
abhingigen Synthese mehrere Tryptophan-unabhingige Biosynthesewege postuliert (Ljung et
al., 2002). In Experimenten mit Zellextrakten aus Maiskeimlingen konnte Indol als Vorstufe
in IAA eingebaut werden (Ostin et al., 1999). In Maiskdrnern konnte allerdings nachgewiesen
werden, dass die natiirliche Auxinbiosynthese nicht iiber Indol lauft (Glawischnig et al.,
2000). Allerdings konnte durch BX1 produziertes, freies Indol iiber TSB in Tryptophan ein-
gebaut und so in den Auxinbiosyntheseweg eingeschleust werden. Die Tatsache, dass die
Maismutante bx1bx1l (benzoxazineless) auBler der fehlenden DIMBOA-Produktion keine
weiteren Phianotypen zeigt (Melanson et al., 1997), spricht allerdings nicht fiir diese Hypo-

these. Moglicherweise wird Indol in der Maiswurzel anderweitig verwendet.

Tabelle 9: Vergleich der kinetischen Eigenschaften von BX1 fiir das Substrat IGP (Frey et al., 1997),
BX3 fiir 2-Indolinon (Glawischnig, 1997), BX8 und BX9 fiir DIMBOA (v. Rad, 2000).

Enzym BX1 | BX3 | BX8 | BX9
Kum (pM) 13 | 10 | 81 | 71
Kiat (s™) 2,8 | 1,9 [22,7] 11,6
kat/Kn (mM's7) [ 0,21 [ 0,19 [ 0,28 | 0,16
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4.4 Wird das DIMBOA-Glucosid transportiert?

Ein weiterer Unterschied zeigt sich bei einem Vergleich der Verteilung von Transkripten von
Genen und Proteinen der DIMBOA-Biosynthese mit der Lokalisierung des DIMBOA-Gluco-
sids. Die relativ hochste Transkriptmenge fiir Bx1 wurde jeweils in der Differenzierungszone
der 3 bzw. 12-15 cm langen Wurzel detektiert (Abb. 26). Auch das Protein BX1 konnte in den
Western-Analysen nur in der Differenzierungszone nachgewiesen werden (Abb. 18). Das
Endprodukt DIMBOA wird dagegen in hochster Konzentration in der Wurzelspitze gefunden,
in der Bx1 und auch Bx3 kaum nachweisbar waren (Abb. 26, 10 und 11). Dies spricht dafiir,
dass Synthese- und Speicherort von DIMBOA nicht iibereinstimmen, DIMBOA also
transportiert wird. Da DIMBOA selbst autotoxisch wirkt, ist anzunehmen, dass das weniger
giftige DIMBOA-Glucosid transportiert werden muss. Der Transport von ungiftigen
Sekundérstoffwechselprodukten ist bei Pflanzen weit verbreitet. Beispiele sind die

Biosynthesen von Vinblastin und Pyrrolizidinalkaloiden.

Das stark cytotoxische Vinblastin wird enzymatisch aus den ungiftigen Stoffen Vindolin und
Catharanthin hergestellt (St-Pierre et al., 1999). Die Vorstufen von diesen beiden Stoffen
werden vermutlich in den Wurzeln und in der Epidermis der Stengel und Blatter synthetisiert.
AnschlieBend werden die Vorstufen in die Milchrohrenzellen und Idioblasten der Blétter
transportiert, wo die letzten Schritte der Vinblastinbiosynthese stattfinden (St-Pierre et al.,
1999). Fiir die kurze Transportstrecke zwischen Epidermis- und Milchrohrenzellen/Idio-
blasten wird ein interzelluldrer Transport vorgeschlagen. Weitere Beispiele fiir den Transport
von Sekundidrmetaboliten sind die Nikotinalkaloide, die iiber das Xylem und Pyrrolizidin-
alkaloide (PAs), die liber das Phloem transportiert werden (De Luca und St Pierre, 2000). Die
Synthese der PAs wurde besonders gut in Senecio-Spezies untersucht (Ober und Hartmann,
2000). Senecionine-N-oxid, die Grundstruktur der Senecionin-Typ-PAs wird in Wurzeln syn-
thetisiert, iber das Phloem in den Spross transportiert und dort chemisch verandert (Ober und
Hartmann, 2000, Moll et al., 2002). Auch Glucosinolate werden in Arabidopsis iiber das
Phloem in die Samen transportiert (Chen et al., 2001).
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Bx1-RNA

Bx3-RNA

Bx8-RNA

Bx9-RNA

DIMBOA

IFF

Proteine  |-oX - i - - i - -
BX3 - - - - - - -
BX8/9 + + + + + + +

Abb. 26: Zusammenfassung der Ergebnisse auf RNA-, Protein und Endproduktebene. Die Grofen der
Kreise fiir RNA/DIMBOA korrelieren mit den Gesamtmengen an Transkript/Endprodukt in 1, 3 und
12-15 cm langen Wurzeln. Die Verteilung der Gesamt-Transkriptmenge bzw. des Produkts auf die
untersuchten Gewebe ist durch die Sektoren dargestellt: DIFFZ gelb, UBZ Violett, SP blau. Die 1 cm
Wurzeln wurden in ihrer Gesamtheit analysiert (tiirkis). SP: Wurzelspitze, UBZ: Ubergangszone,
DIFFZ: Differenzierungszone. RNA: Einheit: (pg spez. RNA)/(pg GAPDHC-RNA); Bx1: 1 cm: 0,128,
3 cm: 0,502, 12-15 cm: 0,150; Bx3: 1 cm: 0,008, 3 ¢cm: 0,110, 12-15 cm: 0,010; Bx8: 1 cm: 0,052, 3
cm: 0,124, 12-15 cm: 0,110; Bx9: 1 cm: 0,267, 3 cm: 0,654, 12-15 cm: 0,372; DIMBOA: Einheit:
(nmol DIMBOA)/(mg Frischgewicht); 1 cm: 3,750, 3 cm: 4,361 , 12-15 cm: 2,634;
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Uber weite Strecken erfolgt der Sekundirmetaboliten-Transport im Xylem oder Phloem. Im
Xylem wird mit dem Transpirationsstrom von den Wurzeln zu den Orten der Transpiration
transportiert. Deswegen kann ein Transport von gelosten Stoffen iiber das Xylem nur in einer
Richtung, von den Wurzeln zu den Blattern erfolgen. Der Transport iiber das Phloem erfolgt
immer vom Produktionsort zum Empfangsort (Buchanan, 2000). Ein Transport des
DIMBOA-Glucosids von der Differenzierungszone zur Wurzelspitze wiirde also vermutlich
iiber das Phloem oder iiber einen interzelluliren Kurzstreckentransport stattfinden, zumal in
Xylemexudaten von Maisbléttern kein DIMBOA nachgewiesen werden konnte (Argandofia et
al., 1985). Der putative Transport des DIMBOA-Glucosids konnte durch radioaktiv markierte
Produkte nachgewiesen werden. Vorstellbar ist, dass das DIMBOA-Glucosid in die Wurzel-
spitze transportiert wird, um als Aglucon ausgeschieden zu werden. Im Boden konnte das
ausgeschiedene DIMBOA zum einen Schutz vor Pathogenen bieten und zum anderen allelo-

patisch auf andere Pflanzen wirken.

4.5 Das ubereinstimmende Entwicklungsprogramm der Maiswurzeln

Unabhédngig vom Ursprung der Wurzel im basalen Meristem (Primédrwurzel), den
embryonalen Nodien (Embryonalwurzeln) oder den Sprossnodien (Kronwurzeln) findet sich
dasselbe charakteristische Transkriptmuster fiir die Bx-Gene der DIMBOA-Glucosid-Bio-
synthese und fiir die Gene ZmAsal, ZmAsa2 und TSB (Abb. 11). Lediglich TSB zeigt in allen
Geweben konstante Transkriptmengen, die anderen untersuchten Gene weisen hier signifi-
kante Unterschiede auf. Die Werte fiir ZmAsa2, Bx8 und Bx9 veriandern sich zwischen Uber-
gangszone und Differenzierungszone kaum und liegen generell iiber den in der Wurzelspitze
gefundenen Werten. Besonders auffillig ist die zuvor diskutierte relativ hohe Bx1-Transkript-
menge in der Differenzierungszone, im dltesten und am stiarksten differenzierten Gewebe der
Waurzel. Es scheint also, dass sich die Wurzeln immer nach dem selben Programm entwickeln,

unabhingig davon, aus welchem Organ sie gebildet werden.

Die Analysen der Seitenwurzelmutante Irtl zeigen, dass die relativ hohen Transkriptmengen
von Bx1 in der Differenzierungszone der 12-15 cm langen Wurzeln durch die Bildung der
Seitenwurzeln nicht beeinflusst wird (Abb. 13). Bei der Seitenwurzelentwicklung in Mais
werden ausdifferenzierte nicht-meristematische Perizykelzellen und manchmal auch Endo-
dermiszellen zur Zellteilung und Bildung der Seitenwurzelprimordien angeregt. Dieser Pro-
zess wird durch Auxin induziert (zusammengefasst in Hochholdiger et al., 2001). Exogen an

der Schnittfliche Wurzel/Hypokotyl appliziertes Auxin wird unter anderem auch in die
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Differenzierungszone der Wurzel transportiert (Kerk und Feldmann, 1995). Neben dem
Transport von Auxin wire auch eine direkte Synthese des Pflanzenhormons in der Differen-
zierungszone denkbar. Postuliert man eine Beteiligung von durch BX1 produziertem Indol an
der Auxinbiosynthese, wire die nachgewiesene relativ hohe Bx1-Transkriptmenge als ,,Aus-
16ser” fur die Seitenwurzelentwicklung erkliarbar. Die bx1lbx1-Mutante spricht allerdings

gegen diese Hypothese.
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5. Zusammenfassung

Die Benzoxazinone DIBOA und DIMBOA sind Sekundirmetabolite der generellen Pflanzen-
abwehr. Die DIMBOA-Biosynthese zweigt von der Tryptophan-Biosynthese ab und ist in Zea
mays fast vollstindig aufgeklirt. Die vorhandenen Informationen wurden in dieser Arbeit
genutzt, um eine umfassende Expressionsanalyse durchzufiihren. Auch Gene aus dem Primaér-
stoffwechsel (Anthranilatsynthase, Tryptophansynthase) wurden in die Expressionsanalyse
mit aufgenommen. Zunichst wurden die cDNAs und die genomischen Klone fiir die beiden

Anthranilatsynthasen (ZmAsal, ZmAsa?2) isoliert.

Die Expression der Biosynthesegene wurde auf RNA-Ebene mit quantitativer PCR und in
situ-Hybridisierungen, auf Proteinebene mit Westernanalysen untersucht. Zusitzlich wurde
der DIMBOA-Gehalt der Gewebe bestimmt. Als Pflanzenmaterial dienten Primér-,
Embryonal- und Kronwurzeln in unterschiedlichen Entwicklungsstadien von Z. mays, die in

Wurzelspitze, Ubergangs- und Differenzierungszone unterteilt wurden.

Die RNA-Expressionsmuster gleichen sich in allen Wurzeltypen, dieses Muster ist also unab-
héngig davon, ob die untersuchte Wurzel aus embryonalem Gewebe oder aus Sprossnodien

entstanden 1ist.

In den untersuchten Geweben ergeben sich fiir TSB und ZmAsal keine Unterschiede auf
Transkriptebene, dagegen nimmt die Transkriptmenge von ZmAsa2 in der Ubergangs- und
Differenzierungszone zu. In der Westernanalyse wird eine gleichmifBige Auspriagung dieser
Gene des Primérstoffwechsels detektiert. Bx1, das den DIMBOA-Biosyntheseweg erdftnet, ist
sowohl auf RNA-, wie auch auf Proteinebene am stirksten in der Differenzierungszone expri-
miert. Bx3, ein P450-Enzym des DIMBOA-Biosyntheseweges, ist stets schwécher exprimiert
als Bx1. Dies konnte darauf hindeuten, dass Bx1 Indol fiir weitere Biosynthesen bereitstellt.
Die Glucosyltransferasen Bx8 und Bx9 zeigen hdochste Expression in der Ubergangs- und
Differenzierungszone. Im Gegensatz zu Bx1 und Bx3 weist fiir BXx8 und Bx9 aber auch die
Wurzelspitze signifikante Transkript- und Proteinmengen auf. Diese Wurzelspitzenexpression
konnte notwendig sein, um eine Detoxifizierung exogenen DIMBOAs durch Glucosylierung

zu gewihrleisten.

Im Gegensatz zu den DIMBOA-Biosynthesegenen ist die Konzentration von DIMBOA in der

Wurzelspitze am hochsten. Vorstellbar wire also ein Transport von DIMBOA-Glucosid von
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der Differenzierungszone der Wurzeln zur Wurzelspitze. Dort konnte die Aufgabe darin
bestehen, die empfindliche Wurzelspitze moglicherweise auch durch Ausscheidung von

DIMBOA vor Schiadigung durch Pathogene zu schiitzen.
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Anhang

7. Anhang

Sequenz cDNA-Fragment ZmAsal:

GAACGCGAGGECGCCCAGCTTTCTCT TCGAGT CTGT TGAGCAGGGEGT CCGAGGEGECACCAAT GTGGGEGAGGTACAGCGT GGT
TGGGEECGCAGCCT GCTATGGAGGT CGT GGCCAAGGCTAACCAT GT GACGGT CATGGACCAT GAGAT GAAGT CGAGGAGEG
AGCACTTCGT GCCT GAT CCCAT GAGGAT CCCCAGGACAAT CAT GGAGCAGT GGAACCCGCAGAT TGCT GACAGCCTCCCT
GATGCATTTTGTGGAGGATGGGT TGGATTCTTCTCATATGATACAGT GCGT TATGT TGAAACAAAGAAGCTTCCTTTCAG
TAAGGCACCACATGATGATAGGAACCT TCCTGATATTCATTTAGGCCTCTATAGTGACGTCATTGTGTTTGATCATGI TG
AAAAGAAAACACATGT TATTCAT TGGGT GAGGACAGACT GCTATCGT TCTGT TGATGAAGCATAT GAAGAT GGAAGAAAT
CGCCTTGAAGCTTTGT TATCAAGAT TACATTGCCTCAATGT CCCAACACTTTCTTCTGGT TCTATAAAACTCAATGT TGA
AAACTTTGGCCCAGTAATGCAAAAAT CAACGAT GTCAAGCGAAGAATATAAAAATAT CGT TGT CCAAGCTAAAGAACACA
TCTTGECCGGTGACATTTTCCAAGT TGT TTTAAGCCAGCGT TTTGAGAGACGGACAT TCGCCGACCCCT TTGAAATCTAT
CGTGCATTGCGCATCGTAAATCCTAGT CCATATAT GGCCTATCTACAGGCACGAGGT TGTATTCTCGT GGCATCGAGT CC
TGAAATTCT TACCCGEGT ACAAAAGAGGACAAT AAT CAAT CGT CCGCT TGCT GGAACCAT AAGAAGAGGCAAAACAAAAG
CAGAAGACAAAACTTTAGAACAATTGCTTTTGAGT GATGAAAAGCAGT GTGCTGAACATATTATGCTAGTAGATCTTGEC
CGAAATGAT GT TGGGAAGGT GTCCAAACCAGGT TCAGTAAAGGTAGAGAAT TTGATGAATAT CGAACGATAT TCTCATGT
CATGCACATCAGCTCAACAGTAACT GGAGAGCTACGCGATGATCTTACGT GT TGGGATGCGCTACGAGCCGCATTGCCAG
TTGGAACCGT TAGT GGCGCT CCVAAGKT GAGAGCAAT GGAGT TGATTGATCAGCTAGAAGT GAGT ATGCGT GGSCCGTAT
AGTGGTGECTTTGGAGGGATTTCCTTTCGCGECGACAT GGACATTGCACTGECTCTTCGCACTATCGT CTTCCCCACCGC
ATCTCGGTTTGATACCATGTACT CGT ACACAGACAGT AAGT CCCGACAGGAGT GEGT GECT CACCT CCAGECCGGAGCT G
GCATAGT TGCTGATAGCAAACCGGAT GACGAGCACCAAGAGT GTATAAACAAGGCTGCAGGT GTTGCTCGTGCCATTGAC
CTTCCTGAATCTACATTTCTTGAAGACTAG

Sequenz cDNA-Fragment ZmAsaZ2:

TACCGCT GCCT CGT CAAGGAGGACGAACGCGAGGCGCCCAGCT TTCTCT TCGAGT CTGT TGAGCAGGGEGT CCGAGGEGECAC
CAATGT GGEGAGGTACAGCGT GGT TGEEECECAGCCT GCTAT GGAGGT CGT GECCAAGGECTAACCATGTGACGGT CATGG
ACCATGAGAT GAAGT CGAGGAGGGAGCACT TCGT GCCTGAT CCCAT GAGGAT CCCCAGGACAAT CATGGAGCAGT GGAAC
CCGCAGATTGCTGACAGCCTCCCTGATGCATTTTGT GGAGGATGGEGT TGGAT TCTTCTCATATGATACAGTGCGT TATGT
TGAAACAAAGAAGCT TCCTTTCAGT AAGGCACCACAT GATGATAGGAACCT TCCTGATATTCATTTAGECCTCTATAGT G
ACGTCATTGTGI TTGATCATGT TGAAAAGAAAACACATGT TATTCAT TGGGT GAGGACAGACTGCTATCGT TCTGT TGAT
GAAGCATATGAAGAT GGAAGAAATCGGCT TGAAGCT TTGT TATCAAGAT TACATTGCCTCAATGT CCCAACACTTTCTTC
TGGTTCTATAAAACT CAATGT TGAAAACT TTGGCCCAGT AAT GCAAAAAT CAACGAT GT CAAGCGAAGAATATAAAAATA
TCGTTGT CCAAGCT AAAGAACACATCTTGGECCGGTGACATTTTCCAAGT TGT TTTAAGCCAGCGT TTTGAGAGACGGACA
TTCGCCGACCCCTTTGAAATCTATCGT GCATTGCGCATCGTAAAT CCTAGT CCATATAT GECCTAT CTACAGECACGAGG
TTGTATTCTCGT GGCATCGAGT CCTGAAAT TCT TACCCGEGT ACAAAAGAGGACAATAAT CAATCGT CCGCTTGCTGGAA
CCATAAGAAGAGGCAAAACAAAAGCAGAAGACAAAACT TTAGAACAATTCCTTTTGAGT GATGAAAAGCAGT GTGCTGAA
CATATTATGCTAGTAGATCT TGGCCGAAATGATGT TGGGAAGGT GTCCAAACCAGGT TCAGTAAAGGTAGAGAATTTGAT
GAATATCGAACGATATTCTCATGT CATGCACATCAGCTCAACAGT AACT GGAGAGCTACGCGATGATCTTACGTGT TGEG
ATGCGCTACGAGCCGCATTGCCAGI TGGAACCGT TAGT GGCGCT COVAAGKT GAGAGCAATGGAGT TGATTGATCAGCTA
GAAGTGAGTATGCGTGGSCCGTATAGT GGTGGECT TTGGAGGGAT TTCCT TTCGCGGECGACATGGACATTGCACTGECTCT
TCGCACTATCGT CTTCCCCACCGCATCTCGGT TTGATACCATGTACT CGTACACAGACAGT AAGT CCCGACAGGAGT GGG
TGGCTCACCT CCAGGCCGGAGCTGGCATAGT TGCTGATAGCAAACCGGAT GACGAGCACCAAGAGT GTATAAACAAGGCT
GCAGGTGITGCTCGTGCCATTGACCTTGCTGAATCTACATTTCTTGAAGACTAG
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