Molekulare Analyse des Etchedl Gens aus Zea mays L.
unter Einbeziehung von Transposon

induzierten Mutanten

Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades der Naturwissenschaften
am Fachbereich Biologie der Universitit Hamburg

vorgelegt von

Martina WaBBmann
aus Hamburg

Hamburg 2002



Genehmigt vom
Fachbereich Biologie der
Universitat Hamburg

auf Antrag von Herrn Professor Dr. U. WIENAND

Weitere Gutachter der Dissertation:
Herr Professor Dr. W. SCHAFER

Tag der Disputation: 29. November 2002

Hamburg, den 15. November 2002

Professor Dr. A. Fruhwald
Prodekan




Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis I-VI

Abkiirzungsverzeichnis VII-VIII

1 Einleitung

1.1 Transponierbare Elemente 2
1.2 Struktur und Entwicklung des Maikorns und des Endosperms 4
1.2.1 Befruchtung, Entwicklung und Keimung des Maiskorns 4
1.2.2 Endosperm-Mutanten 8
1.3 Entwicklung/Funktion der Plastiden 8
1.4 Mutationen die Pigmente und den Photosyntheseapparat betreffen 8
1. 5 Die etchedl Mutationen 10
1.6 Zusammenfassung bisheriger Forschungsergebnisse 13
1.7 Ziel der Arbeit 16
2.1 Material
2.1.1 Chemikalien und Enzyme 18
2.1.2 Puffer und Ndhrmedien 18
2.1.3 Antibiotika 21
2.1.4 Biologisches Material 20
2.1.4.1 Mikroorganismen 20
2.1.4.2 Pflanzenmaterial 21
2.1.4.3 Vektoren 21
2.1.4.4 Oligonukleotide 21
2.1.5 Arbeitsgerite 23
2.2 Methoden
2.2.1 DNA 25
2.2.1.1 DNA-Priparation (genomisch) 25
2.2.1.2 Plasmid-DNA-Préparation 26
2.2.1.3 NucleoSpin System 26
2.2.1.4 Restriktion von DNA 26
2.2.1.5 Spin column 27
2.2.1.6 Inhibition von Enzymaktivitit 27

II



Inhaltsverzeichnis

2.2.1.7 Agarose Gelelektrophorese von DNA
2.2.1.8 Southernblot
2.2.1.9 Isolierung von Fragmenten aus Agarosegelen
2.2.1.10 Extraktion von DNA mit Phenol/Chloroform
2.2.1.11 Fallung von DNA
2.2.1.12 Mengenbestimmung von Nukleinsduren
2.2.1.13 Klonierung von PCR-Fragmente mittels des
TOPO TA Cloning Kits®
2.2.2 RNA
2.2.2.1 RNase-Inaktivierung
2.2.2.2 Isolierung von Gesamt-RNA aus pflanzlichen Gewebe
2.2.2.3 RNA-Auftrennung in Formaldehyd-Gelen
2.2.2.4 Northernblot
2.2.3 Proteine
2.2.3.1 Proteinisolierung
2.2.3.2 Analyse von Proteinen durch Gelelektrophorese und Westernblots
2.2.3.2.1 SDS-PAGE
2.2.3.2.2 Coomassie-Fiarbung
2.2.3.2.3 Silberfarbung
2.2.3.2.4 Westernblots
2.2.3.2.5 Immunodetektion
2.2.3.2.5 a) Alkalische Phosphatase-Reaktion
2.2.3.2.5 b) Peroxidase-Reaktion
2.2.3.3 Proteinexpression des ETCHEDI1 Proteins in Bakterien
2.2.4 Bakterien
2.2.4.1 Anzucht von Bakterienkulturen
2.2.4.2 Anzucht von Bakterienzellen fiir A-Phagen
2.2.4.3 Herstellung kompetenter E. coli Zellen
2.2.4.4 Transformation kompetenter Zellen mittels Hitzeschock

2.2.4.5 Uberexpression von Proteinen

I

27
28
28
29
29
30

32
32
32
32
33
33
34
34
34
34
35
35
36
36
37
37
37
42
42
42
42
43
43



Inhaltsverzeichnis

2.2.5 Herstellung genomischer et/-m15 Banken in Lamda-Phagen

2.2.5.1 Partieller Verdau/Enzymkinetik

2.2.5.2 Partielles Auffiillen der vereinigten Fraktionen
2.2.5.3 Ligationsreaktionen

2.2.5.4 Verpackungsreaktion

2.2.5.5 Titerbestimmung

2.2.5.6 Plattierung der genomischen Banken

2.2.5.7 Phagenlifts/Behandlung der Nitrocellulosefilter
2.2.5.8 Waschen der Phagenfilter

2.2.6 Phagen-Lysate zur DNA-Préparation

2.2.6.1 Minilysate
2.2.6.2 Midilysate mit dem QIAGEN Lambda Midi Kit
2.2.6.3 GroBlysate

2.2.7 Arbeiten mit radioaktiven Nukleotiden

2.2.7.1 Herstellen radioaktiv markierter Sonden
2.2.7.2 Prihybridisierung und Hybridisierung
2.2.7.3 Waschen der Membranen

2.2.7.4 Abwaschen einer Sonde

2.2.8 Sequenzierung

2.2.8.1 Plasmid-DNA Priéparation fiir Sequenzreaktionen
2.2.8.2 Sequenzreaktion

2.2.9 PAM/Fluoreszenzmessung

2.2.10 Biolistische Transformation

2.2.10.1 Herstellung/Klonierung von sense und antisense
Actin-EtchedI-Konstrukten

2.2.10.2 Herstellung transgener Pflanzen

2.2.11 In situ Hybridisierung von Gewebeschnitten

2.2.11.1 Fixierung/Einbettung des Pflanzenmaterials
2.2.11.2 Bearbeitung der Schnitte

2.2.11.3 Detektion

2.2.11.4 RNA Sondenherstellung

v

44
44
45
46
46
47
47
48
48
48
48
49
50
51
51
52
52
52
52
52
53
54
55

55
56
57
57
58
58
58



Inhaltsverzeichnis

2.2.12 Isolierung von Plastiden 59
2.2.13 In vitro Transkription/Translation von LC und Zmzrl cDNAs 60
2.2.13.1 PCR zur Herstellung einer am 5° Ende verkiirzten
Etchedl cDNA 60
2.2.13.2 In vitro Transkription 62
2.2.13.3 In vitro Translation 62
2.2.13.4 Einbaukontrolle 63

2.2.14 Fluoreszenzmikroskopische Strukturanalyse von Maiskdrnern
und transgenem Kallusgewebe 63

2.2.15 PCR mit genomischer DNA, aus efchedl Mutantenlinien

und Wildtyplinien 64
2.2.16 Protokoll der Herstellung von polyklonalen Kaninchen Antikrpern
gegen das Etched1 Protein 66
3 Ergebnisse
3.1 etchedl Mutantenanalysen
3.1.1 Analyse von et/-ml5 Klonen 67
3.1.2 Analyse von PCR Produkten aus ez/ Mutantenlinien 71

3.1.3 Vergleichende Sequenzanalysen aller bisher analysierten ez/-

Mutantenlinien 76

3.1.4 Southernanalysen verschiedener ef/-Mutanten Linien 78
3.2 Lokalisation des etched! Genprodukts

3.2.1 In situ Experimente mit Maiskornschnitten und E#/-RNA-Sonden 81

3.2.2 Uberexpression eines Etched1-Fusionsprotein 86

3.2.3 Proteingele, Westernblots und Immunodetektion von verschiedenen

Pflanzengeweben mit Anti-Etched1-Kaninchen Antikdrpern 89

3.3 Funktionsanalysen zum Etchedl

3.3.1 In vitro Transkription von cDNA der Linien LC, Zmzrl und einem

S’verkiirztem LC cDNA-Fragment 93

3.3.2 In vitro Translation der drei Transkripte 96

3.3.3 Transgene sense und antisense Pflanzen 98
3.3.1 Analyse transgener pActEt]-Sense Pflanzen 99
3.3.2 Analyse transgener pActEz/-Antisense Pflanzen 103

\%



Inhaltsverzeichnis

3.4 Physiologische Analysen zum efchedl Phénotyp
3.4.1 Messungen der Chlorophyllfluoreszenz

4 Diskussion
4.1 Handelt es sich bei dem klonierten Gen tatsdachlich um das von der
etchedl Mutation betroffene Gen?
4.1.1 Analyse der Genstruktur der Mutantenlinien
4.1.2 Die Klonierung des Etchedl Gens wird auch durch den
Phinotyp der Maiskorner und Sédmlinge transgener Pflanzen bestitigt
4.2 In welchen Geweben des Maiskorns erfolgt die Expression der
Etchedl RNA?
4.3 Wo erfolgt die Expression des ET1-Proteins in Sdmlingen/Chloroplasten?
4.4 Warum war die Uberexpression des ET1-Proteins in Bakterien schwierig?
4.5. In vitro Transkriptionen/Translationen der Etched]cDNA aus LC und
der Zmzrl cDNA aus etl-ref
4.6 Unterscheidet sich die Effizienz des Photosystems II in ez]-ref-,
Wildtyp- und transgenen pActEtched-Sense Pflanzen?
4.7 Ausblick

S Zusammenfassung

6 Literaturverzeichnis

Anhang

VI

107

110
110

113

115

117

120

121

122
124

125

127

134



Inhaltsverzeichnis

Abkiirzungsverzeichnis

Abb. Abbildung

Ac Acetat

Amp Ampicillin

AS Aminosdure

ATP Adenosin-5" Triphosphat

ca. circa

c9.1 cDNA des Etchedl Gens der Linie LC
cDNA complementary DNA

DAP Tage nach der Bestdubung

DEPC Diethylpyrocarbonat

DIG Digoxygenin

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonucleicacid (Desoxyribonukleinsédure)
dNTPs Desoxynukleotide

DTT Dithiothreitol

EDTA Ethylendiamintetraessigsaidure

IPTG Isopropyl-B-D-thiogalaktopyranosid

Kan Kanamycin

MOPS 3-(N-Morpholino)propansulfonsiure
mRNA messenger RNA

OD Optische Dichte

ORF Open Reading Frame/ offener Leserahmen
PCR Polymerase Chain Reaction (Polymerase Kettenreaktion)
RNA Ribonucleic Acid (Ribonukleinsdure)

RT Raumtemperatur

S. Siehe

SDS Natriumdodecylsulfat

SDS-PAGE SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
SSC Natriumchlorid-Natriumcitrat

Tab. Tabelle

TAE Tris-Acetat-EDTA

TE Tris-EDTA

Tris Tris-(hydroxymethyl-)aminomethan

Vol Volumen

X-Gal 5-Bromo-4-chloro-2-indoyl--D-Galaktopyranosid
z. B. zum Beispiel

VII




Inhaltsverzeichnis

Einheiten

ug Mikrogramm mm Millimeter

ul Mikroliter mM Millimolar

um Mikrometer mol Mol

AS Aminoséure(n) ug Mikrogramm

bp Basenpaare nm Nanometer

cm Zentimeter OD Optische Dichte

g Gramm % Prozent

kb Kilobasen psi pounds per square inch
kDa Kilo Dalton sec Sekunde(n)

1 Liter rpm Umdrehung pro Minute
M molar um Mikrometer

mg Milligramm \Y Volt

min Minute(n) v/v Volumen pro Volumen
ml Milliliter WV Gewicht pro Volumen
Aminosiuren

A Ala Alanin M Met Methionin

C Cys Cystein N Asn Asparagin

D Asp Asparaginsidure P Pro Prolin

E Glu Glutaminsédure Q Gln Glutamin

F Phe Phenylalanin R Arg Arginin

G Gly Glycin S Ser Serin

H His Histidin T Thr Threonin

I Ile Isoleucin \Y Val Valin

K Lys Lysin w Trp Tryptophan

L Leu Leucin Y Tyr Tyrosin

VIII




Einleitung

1 Einleitung

Schon bei den Maja hatte die Maispflanze eine groBe Bedeutung fiir die Kultur und die
Gesellschaft.

,,» Als die Gotter merkten, dafl ihre Welt 6de war und leer, beschlossen sie ein Wesen zu schaffen,
daB sie verehren und anbeten sollte. Als Material fiir diesen Schopfungsakt kam nur eines in Frage:

Nur gelbe Maiskolben wurden ihr Fleisch, nur sie der Néhrstoff von Beinen und Armen des Menschen.*

Das ist die Beschreibung der Erschaffung der ersten Menschen im Schopfungsmythos ,,Popol
Vuh* der Quiché-Maja (s. GEO 5/96,128).

Mais gehort zusammen mit Weizen und Reis zu den drei weltwirtschaftlich bedeutendsten
Kulturpflanzen. Mais hat, mit durchschnittlich fiinf Prozent des Ernteertrags weltweit,
bezogen auf alle pflanzlichen und tierischen Produkte, einen sehr hohen Anteil an der
Weltproduktion von Nahrungs- und Futtermitteln (Land und Forst 9/1999). Mais ist in vielen

Lindern das Grundnahrungsmittel oder dient der Fiitterung von Nutztieren.

Auch in der Forschung hat der Mais (Zea mays L.) einen hohen Stellenwert. Er ist ein in der
Genetik besonders intensiv bearbeitetes Studienobjekt. Der Mais ist genetisch gut zu
analysieren, weil Maiskolben bis zu 300 Korner tragen, die genetisch eigenstindigen
Nachkommen entsprechen. Gerade bei phinotypisch leicht zu identifizierenden Eigenschaften
wie Farbe, Oberfldchenstruktur, Form etc. sind Mutationen in den Kornern sofort nach der
Reifung des Kolbens zu erkennen. Man muf} somit nicht die Entwicklung der gesamten
Pflanze abwarten, bis einige grundlegende Verdnderungen entdeckt werden konnen. Bei Mais
besonders gut untersucht sind u.a. Mutationen, die durch die Insertion von transponierbaren
Elementen ausgelost werden.

Diese Arbeit dient u. a. der niheren molekularen und physiologischen Charakterisierung von
etchedl-Mutanten. Die etchedl-Mutation ist eine rezessive pleiotrope Mutation, die die
Amyloplastenentwicklung der Korner und die Plastidenentwicklung der Sdmlinge beeinfluft.
Weitere etchedl-Mutantenlinien, die durch die Insertion transponierbarer Elemente
entstanden sind, sollten dabei analysiert werden. Nachfolgend erfolgt hier deshalb eine kurze
Beschreibung transponierbarer Elemente, der Korn- und Endospermentwicklung, der

Plastidenentwicklung und einiger Mutationen bei Maiskdrnern und Samlingen.
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1.1 Transponierbare Elemente

Transponierbare Elemente (Transposons) werden als mobile genetische Elemente definiert,
die in alle Bereiche der DNA ,springen* konnen (Transposition). Barbara McClintock hat
zusammen mit anderen Forschern diese mobilen genetischen Elemente bei Mais seit 1950
niher charakterisiert. Unter den Transponierbaren Elementen gibt es autonome und nicht
autonome Elemente (McClintock,1950/1951). Die autonomen transponierbaren Elemente
konnen die Transposition selbst bewirken, wihrend nicht-autonome Elemente der
Transposase eines autonomen Elementes bediirfen (Trans-Aktivierung), um mobilisiert zu
werden. Transposons konnen an nahezu jeder Stelle eines Chromosoms inserieren.
Transponierbare Elemente besitzen an ihren Enden entgegengesetzte identische Sequenzen
(terminal inverted repeats/TIR) unterschiedlicher Linge (mind. ca. 20 bp). Bei der Insertion
eines Transposons verdoppelt sich die Zielsequenz an der Integrationsstelle (target site
duplikation). Eine bis zu zwolf Basenpaare lange Sequenz, die vorher nur einmal vorhanden
war, ist danach doppelt vorhanden, auf jeder Seite der Insertionssequenz einmal. Diese
verdoppelte Sequenz der Rezeptorstelle ist eine direkte Wiederholung. Im Fall des
Herausspringens eines Transposons aus einer solchen Sequenz bleibt es hédufig bei einer
Verdoppelung dieser Sequenz, es konnen aber zusitzlich auch noch Sequenz-Veridnderungen
innerhalb dieses Bereiches auftreten. Punktmutationen, zusitzliche Nukleotide, oder
Deletionen einzelner oder mehrererer Nukleotide konnen dabei entweder zum Austausch
einer Aminosdure in der Proteinsequenz, oder zu einer Verschiebung des offenen
Leserahmens fiihren.

Die Transponierbaren Elemente bei Mais werden in verschiedene Familien eingeteilt. Es gibt
z.B. die Gruppe der Aktivator Elemente mit den Elementen Ac und Ds, die Mutator-Elemente
und die Suppressor-Mutator bzw. Enhancer Familie. Die Familie der Mutator (Mu) Elemente
wurde 1978 von Robertson entdeckt (Robertson et al., 1985). Es gibt eine groBe Anzahl von
Mutator-Elementen, die sich aufgrund der hohen Transpositionsfrequenzen sehr gut zum
Transposon-Tagging (Wienand et al., 1982) und damit auch zur Klonierung und zur
molekularen Charakterisierung von Zielgenen, eignen. Die einzelnen Mutatorelemente
unterscheiden sich untereinander stirker als z. B. Ac/Ds Elemente. Gemeinsamkeiten aller
Mu Elemente sind die etwa 200 Basenpaare langen terminal inverted repeats (TIR). Die
internen Sequenzen der Mu Elemente, zwischen den inverted repeats, konnen sehr
unterschiedlich aussehen. Das Mul Element ist 1367 bp lang und enthélt terminal inverted

repeats von 220 Basenpaaren (Barker et al.,1984).
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AuBerdem enthilt es noch interne direkte Wiederholungssequenzen (direct repeats) von 104
bp. Das Mu3 Element ist 1824 Basenpaare lang und hat 200 bp lange TIR, die homolog zu
denen des Mul Elementes sind (Oishi und Freeling, 1988). Die Sequenz des Mu4 Elementes
unterscheidet sich von der Sequenz des Mu3 Elementes durch zusitzliche 294 Basenpaare der
inverted repeats, was bedeutet, daf} eine 514 bp lange Sequenz der TIR vorhanden ist (Talbert
et al.,1989). Das Mu5 Element ist 1320 Basenpaare lang und enthélt eine Sequenz von 220
Basenpaaren die wieder homolog zur Sequenz der TIR des Mul sind. AuBlerdem ist die
Sequenz der TIR im Mu5 Element insgesamt 358 bp lang, sie ist um 138 bp ldnger als im
Mul Element (Talbert et al., 1989). Die verlidngerten Sequenzen der TIR im Mu4 und Mu5-
Element zeigen keine Sequenzhomologie zu einander. Das Mutatorelement 8 (Mu8) wurde
1990 isoliert (Fleenor et al., 1990) und ist 1410 Basenpaare lang. Die 185 Basenpaar lange
Sequenz der inverted repeats ist ebenfalls homolog zur Sequenz der Mul TIR. Das autonome
Element MuDR ist 5 Kilobasen lang. Es wurde gezeigt, da3 das MuDR Element der
genetische Regulator der Mutator Elemente ist (Chomet et al., 1991). Das MuDR Element
enthilt Sequenzen, die fiir zwei konvergente Transkripte kodieren (Hershberger et al., 1991).
Die Sequenzen, die fiir die beiden Transkripte kodieren iiberlappen nicht, wobei nur 200
Basenpaare der zwischen den TIR liegenden internen MuDR Sequenz nicht transkribiert
werden. Die Sequenzen der beiden Transkripte zeigen eine ungewohnliche Anordnung der
Exons und Introns, zeigen differenzielles Splicing und multiple Polyadenylierungs-Stellen.
Eines der beiden Proteine (MURA) des MuDR besitzt Homologie zu einem Motiv der
Transposasen bakterieller Insertionssequenzen (Hershberger ef al,. 1995). Die Anwesenheit
der beiden MuDR Proteine allein bewirkt aber nicht unbedingt eine Mutatoraktivitit. Die
meisten Mutatorlinien besitzen mehrere Kopien des MuDR und sind, bezogen auf ihre
Aktivitdt, sehr instabil. Der Verlust der Aktivitdt beruht auf Methylierungen bei autonomen
und nichtautonomen Elementen (Fedoroff und Chandler, 1994). So kann aus einer voll
aktiven Mutatorlinie innerhalb einer Generation eine inaktive Linie werden (Chandler und
Walbot, 1986). Ublicherweise nimmt die Aktivitiit einer Mutatorlinie aber eher graduell, tiber
mehrere Generationen, ab (Walbot, 1986).

Durch das Transposon Tagging mit Mutatorelementen konnten im Maisgenom erfolgreich
Gene detektiert und kloniert werden. Dazu werden gepoolte, das Mutatorelement enthaltende,
Samlinge einer PCR mit Primern des Mutorelementes und Primern des gesuchten Gens
unterzogen. Dadurch konnen Amplifkate von Fragmenten der gesuchten Gene isoliert und

kloniert werden.
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Die Methode des Transposon Tagging wurde auch fiir das in dieser Arbeit niher
charakterisierte Gen Efchedl angewandt und ermdglichte die Isolierung und Klonierung eines

Gens, das vermutlich an der phédnotypischen Ausprigung der Mutation beteiligt ist.

1.2 Struktur und Entwicklung des Maiskorns und des Endosperms

Die etchedl Mutation wirkt sich auf die Entwicklung der Amyloplasten des
Endospermgewebes der Korner aus. Das Endosperm stellt das Nédhrgewebe fiir den

Maisembryo dar. Aufgrund des Befruchtungsmechanismus bei Angiospermen ist es triploid.

1.2.1 Befruchtung, Entwicklung und Keimung des Maiskorns

Beim Mais liegen die méinnlichen Gametophyten als Pollen in den Staubblittern vor, die sich
als Quasten am oberen Teil der Pflanze befinden. Der weibliche Gametophyt entwickelt sich
aus den Makrosporen in den Fruchtknoten, die sich zu den Ahren der Pflanze entwickeln. In
den Staubblittern teilen sich einzelne diploide Mikrosporenmutterzellen meiotisch unter
Bildung von vier haploiden Mikrosporen. Jede dieser Mikrosporen kapselt sich zu einem
Pollenkorn ab. Der haploide Pollenkern teilt sich dann noch einmal mitotisch und bildet einen
vegetativen und einen generativen Kern. Der generative Kern teilt sich dann noch ein weiteres
mal und wird zum ménnlichen Gametophyten.

In den Griffeln findet die Entwicklung der Makrosporenmutterzellen zu haploiden
Makrosporen statt. Nur einer der vier Makrosporenkerne wird zum funktionsfihigen
Bestandteil des weiblichen Gametophyten/Embryosacks. Der Kern dieser Zelle teilt sich
mitotisch in zwei Tochterkerne, die sich noch zweimal teilen. Dadurch entstehen insgesamt
acht haploide Kerne, vier an jedem Ende des Embryosacks. Durch die Vereinigung je eines
Kerns aus jeder Vierergruppe in der Mitte der Zelle entsteht der diploide Endospermkern.

Die drei der am weitesten von der Mikropyle des Pollenschlauchs entfernt liegenden Kerne
werden als Antipoden bezeichnet. Die andere Gruppe besteht aus dem weiblichen
Gametenkern und zwei Synergiden. Bei der Befruchtung gelangt das Pollenkorn auf die
Narbe des Griffels und keimt dann zu einem langen Pollenschlauch aus, in welchem die
beiden minnlichen Gametenkerne zum Embryosack wandern. Unter Bildung der diploiden
Zygote befruchtet ein méannlicher Gametenkern den weiblichen Gametenkern, wéhrend der
andere sich mit dem diploiden Endospermkern zu einem triploiden Kern vereinigt. Nach
dieser doppelten Befruchtung entwickeln sich zwei Gewebetypen: der diploide Embryo und

das triploide Endosperm (Strickberger, Genetik, 1988, s. Abbildung 1).
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Bei den Angiospermen entsteht aus dem triploiden Endospermkern das Niéhrgewebe
(sekundires Endosperm). Die Polyploidie der Endospermzellen bedeutet eine physiologische
Leistungssteigerung.

Die Entwicklung des Endosperms geht meist der Entwicklung des Embryos voraus. Beim
Mais beginnt die Entwicklung des Endosperms mit einer raschen Folge von Kernteilungen
des Endospermkerns, wobei zunédchst die Wandbildung unterbleibt und ein grofles zellulires
Syncytium entsteht. Nach diesem Stadium erfolgt eine Mitose der einzelnen Zellkerne ohne
anschlieende Cytokinese. Dann werden in der Peripherie des zukiinftigen Endosperms
antiklinal Zellwinde ausgebildet. Danach folgt die perikline Zellwandbildung zwischen den
beiden Tochter-Zellkernen und damit die Abtrennung des Endospermgewebes vom
zukiinftigen Aleuron. Mittels Mitose werden dann Endospermzellen in Richtung des
Endospermzentrums aufgefiillt (Olsen et al., 1995). Das ,Auffiillen“des Endosperms ist beim
Mais etwa 3-5 Tage nach der Befruchtung beendet.

Im Maiskorn liegt der diploide Embryo umgeben vom triploiden Endosperm vor. Das
starkehaltige Endosperm ist von einer ebenfalls triploiden, einzelligen Schicht, dem Aleuron

umgeben. Ganz auflen schlieBt das diploide maternale Perikarp das Korn ab.

p e - ricarp
Endosperm
uron }
4

"~ Embryo //

Abbildung 2 Querschnitt durch ein Maiskorn, Embryo, Aleuron, Endosperm und Perikarp
(Abb. entnommen aus Garg, 2002 )
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Zur Keimung des Maiskorns sind mehrere Schritte notig. Der erste Schritt der Samenkeimung
ist die Quellung (Mayer und Poljakoff-Mayber, 1982). Dies ist ein rein physikalischer
Vorgang, bei dem der meist trockene Samen zur Quellung hydratisiert wird. Diese
Samenquellung ist vom Grad der Dehydrierung des Samens, der Wasserdurchlédssigkeit der
Samenhiille und der Verfiigbarkeit des Wassers abhiingig. Der ndchste Schritt zur Keimung
beginnt mit einer auf mehreren Ebenen verstirkten Stoffwechselaktivitit (Hemleben, 1990),
welche die Aktivierung inaktiver Enzymvorstufen, die Prozessierung und Translation
inaktiver mRNA-Vorstufen und die Transkriptionsregulation (z.B. die Aktivierung der
Amylase- oder Lipidsynthese) beinhaltet. Ein weiterer Vorgang bei der Keimung eines
Maiskorns ist die Mobilisierung von Speicherstirke, die sich in den Amyloplasten des
Endosperms befindet und zu Zucker abgebaut wird. Die abbauenden Enzyme o~ und -
Amylase, sowie L-Glucanphosphorylase werden im Aleuron gebildet. Fiir eine ausreichende
Synthese von o—Amylase wird das Phytohormon Gibberellin benétigt, das im Embryo, im
Aleuron und der Embryoachse synthetisiert und dann ans Endospermgewebe abgegeben wird
(Stoffwechselphysiologie der Pflanzen, 1998). Insgesamt spielen Phytohormone wie
Gibberelline, Cytokinine und Auxin bei der Transkriptionsaktivierung eine zentrale Rolle.
Diese Phytohormone werden zwischen den verschiedenen Geweben Endosperm/Aleuron und
Embryo/Scutellum ausgetauscht. Im Scutellum synthetisierte Gibberellinsdure bewirkt die
Mobilisierung von Reservestoffen im Endosperm und Aleuron durch Effekte wie
Auxinproduktion, Lipaseexpression und Amylaseexpression. Die mit dem Abschluf3 der
Samenentwicklung eingestellte Entwicklung des Embryos wird ebenfalls mittels
Gibberellinsdure vorangetrieben. Gibberellinsdure bricht die Samenruhe und fordert mit
anderen Hormonen zusammen die Sprofentwicklung und die Entwicklung der Primédrwurzel.
Als Gegenspieler der Gibberelinsdure fungiert die Abscisinsdure. Diese reichert sich im
entstehenden Embryo an und kontrolliert die Reifung und Bildung von Reserve- und
Speicherstoffen. Dabei wird die Expression ,keimungsspezifischer Gene bis zur Keimung

unterdriickt (Stoffwechselphysiologie der Pflanzen, 1998).
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1.2.2 Endosperm Mutationen

Die Mutation zahlreicher Gene bewirkt drastische Veridnderungen der Endosperm-
Komponenten. Das Maiskorn erscheint dadurch z.B. verformt bzw. kollabiert. Andere
Genmutationen beeinflussen das Erscheinungsbild des Korns nicht so extrem. Ihre Wirkung
zeigt sich in verdnderter Hérte, Transparenz und in der Zusammensetzung bestimmter
Protein- oder Stdrkebestandteile. Auerdem konnen Mutationen Konzentrationsunterschiede
verschiedener Farbstoffe wie Carotinoide und Anthocyane hervorrufen und dadurch zu
Farbverdnderungen der Aleuronschicht fithren. Zu den verschiedenen morphologischen
Gruppen der Endosperm-Mutanten zédhlen z.B. die Mutationen brittle, shrunken, sugary oder
glossy, waxy, defective, opaque oder floury, etchedl oder pitted (Uberblickartikel: Coe et al.,
1988). Analysen dieser Mutanten sind fiir das Verstindnis der Entwicklung des Endosperms
und damit der ganzen Maispflanze auBerordentlich wichtig und hilfreich.

Die etchedl Mutation ist ein besonders interessantes Studienobjekt, da sie pleiotrop ist. Es
tritt hierbei sowohl eine Verdnderung der Struktur des Endosperms als auch zusitzlich bei

jungen Pflanzen ein Defekt in der Chloroplastenentwicklung auf.

1.3 Entwicklung/Funktion der Plastiden

Die Etchedl-Mutation nimmt nicht nur auf das Korn, sondern auch auf die
Plastidenentwicklung in jungen Sdmlingen Einfluf3. Plastiden sind semi-autonome Organellen
in nahezu allen Zellen von Pflanzen und Algen. Alle Plastidentypen entwickeln sich aus
Proplastiden. Diese sind relativ kleine Organellen, die in den undifferenzierten Zellen z.B. der
Pflanzenmeristeme vorhanden sind. Wachstum einer Pflanze im Dunkeln bewirkt die
VergroBerung der Plastiden und es entwickeln sich Etioplasten. Etioplasten enthalten
semikristalline Membranstapel, die als Prolamellarkdrper bezeichnet werden und statt des
Chlorophylls den gelben Chlorophyll-Vorldufer Protochlorophyllid enthalten. Setzt man
etiolierte Pflanzen dem Licht aus, entwickeln sich Etioplasten rasch zu Chloroplasten
(Photokonversion), wobei Protochlorophyllid in Chloropyll a umgewandelt wird und der
Chloroplast neue Membranen, Pigmente, Photosynthese-Enzyme und Bestandteile der

Elektronen-Transportkette synthetisiert.
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Leukoplasten sind Plastiden, die in vielen epidermalen und inneren Geweben vorkommen, die
nicht griin oder photosynthetisch inaktiv sind. Sie sind teilweise nur vergoferte Proplastiden.
Eine hiufige Form der Leukoplasten sind die Amyloplasten der Speichergewebe (z. B. in
Wurzeln, Friichten und Samen), die groe Stirkemengen enthalten. In den meisten Fillen
liegt die Stirke als Amylose (200-1000 Einheiten 1— 4 glycosidisch verkniipfte alpha-D-
Glucose-Ketten) oder Amylopektin (2000-22000 Einheiten 1— 4 glycosidisch verkniipfte und
1— 6 verzweigte alpha-D-Glucose-Ketten) vor.

Eine weitere Differenzierungsform der Plastiden sind Chromoplasten. Chromoplasten
kommen in Friichten und Bliiten vor und entstehen in griinen Geweben. Sie produzieren und
speichern Pigmente, wie z.B. unterschiedliche Carotinoide, in kristallosen, tubuldsen,
membrandsen und globuldsen Membran-Strukturen.

Die Plastiden sind nicht nur die Orte der Photosynthese und dienen der Ablagerung von
Speichersubstanzen. Pflanzen nutzen Plastiden auflerdem innerhalb der zelluldren
Kompartimentierung fiir Reaktionen des Intermediirstoffwechsels: Die Plastiden produzieren
neben Energie und Reduktionskraft (ATP/NADH), Purine und Pyrimidine, Aminoséduren und
Fettsduren bzw. deren Vorstufen. Bei Tieren werden viele dieser Verbindungen im Cytosol

hergestellt (Alberts, Molekularbiologie der Zelle, 1995).

1.4 Mutationen, die Pigmente und den Photosyntheseapparat betreffen

Es sind beim Mais etwa 200 Genloci bekannt, die die Pigmententwicklung oder mit der
Photosynthese verbundene Prozesse beeinflussen (Ubersichtsartikel, Coe et al.,1988). Durch
Mutationen innerhalb dieser Gene konnen Albinos, sowie blaBgriine oder verzogert
ergriinende Sidmlinge entstehen. Viele dieser Mutationen beruhen auf Effekten, die die
Carotinoide betreffen. Carotinoide stabilisieren u.a. auch die Chloroplastenmembranen.
Deshalb konnen Mutationen, die sich auf die Carotinoide des Korns auswirken z.B. auch
Effekte in der Chlorophyll-Entwicklung haben, weil der Verlust von Carotinoiden einen
Verlust von Redoxpuffern bedeutet. Die fehlenden Carotinoide konnen das Chlorophyll nicht

mehr vor Oxidation durch freie Radikale schiitzen.
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Einige Mutationen, die die Pigmentsynthese und den Photosyntheseapparat im Mais betreffen,
heillen virescent, albascent, striped, cross banded, piebald, speckled, finally streaked und
necrotic. Es konnte gezeigt werden, dal die Morphologie der Sdmlinge und der adulten
Pflanzen bei vielen Mutanten durch eine Veridnderung der Temperatur und der Lichtintensitit
dramatisch beeinflut werden kann (Uberblickartikel Coe et al., 1988) Die Mutationen, bei
der junge Siamlinge reduzierte Chlorophyllmengen aufweisen aber éltere Pflanzen dann

normale Chlorophyllmengen entwickeln, werden als virescent bezeichnet.

1.5 Die etchedl Mutation

Etchedl-reference ist eine rezessive Mutante bei Zea mays, die 1940 erstmals von Stadler
beschrieben wurde. Es handelt sich bei dem betroffenen Gen vermutlich um ein Gen, das
sowohl in der Entwicklung des Maiskorns als auch wéhrend der Endospermdifferenzierung
eine Rolle spielt. Die Korner zeigen phinotypisch unterschiedlich tiefe und unregelmifBige
Risse und Fissuren, die das Endosperm und das Aleuron durchziehen (Abb. 3A). Das Etchedl
Gen scheint pleiotrop auf Endosperm und Sidmlingsentwicklung im Bereich der
Plastidendifferenzierung einzuwirken. Die Thylakoidstrukturen in jungen Chloroplasten sind
kaum vorhanden bzw. deutlich unterentwickelt (Abb. 3 E-G). Etchedl Pflanzen ergriinen erst
10-15 Tage nach der Keimung vollstandig. Das putative Etchedl Gen wurde auf dem langen
Arm des Chromosoms 3 kartiert. Der efchedl Phanotyp der Maiskorner ist bei den einzelnen
Kornern eines Maiskolbens unterschiedlich stark ausgepridgt und zeigt sich gleichbleibend
unabhéngig vom jeweiligen genetischen Hintergrund (Sangeetha et al., 1988).

Durch Transposon-Mutagenese mit den Transposons der Mutator-Familie sind bislang 16
Transposon-induzierte Mutantenallele isoliert worden (Scanlon et al., 1994, Stinard,

Schnable, unveroffentlicht). Diese Allele wurden etl-ml bis etl-ml6 bezeichnet.
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Die Korner der verschiedenen efchedl-Mutanten zeigen einen unterschiedlich stark
ausgepragten Phédnotyp (Abb. 3A), der im Endosperm moglicherweise auf einen starken
Gendosis-Effekt zuriickzufiihren ist. Abhédngig davon, welcher Endosperm-Genotyp bei den
Kreuzungen von verschiedenen Mutanten mit et/-ref vorliegt (das Endosperm ist triploid!),
kann der Phinotyp des Maiskorns unterschiedlich in Bezug auf die Grofle und die Form, und
ebenso unterschiedlich beziiglich der Grofle und Form des Embryos sein. Dadurch ist die
Intensitdt der Auspriagung der efchedl Strukturen sehr verschieden (Scanlon et al., 1994).
Einige Kombinationen homozygot triploider et/m—Allele (z.B. etl-m3, etl-m4) im
Endosperm sind letal. Insgesamt gilt: je hoher der Anteil des etl-ref Allels, desto weniger
stark ausgeprigt ist der efchedl Phinotyp. D.h. der etl-ref Genotyp wirkt sich bei den
verschiedenen et/-m-Variationen mildernd auf den Phiinotyp der Maispflanze aus. Ahnliche
Beobachtungen wurden auch am Phinotyp des Sdmlings gemacht (Scanlon ez. al., 1994).

Aus etchedl-Mutanten-Kornern konnen Pflidnzchen entstehen, die fast normal griine Blitter
mit blassen Teilbereichen besitzen, deren Blitter aber nach 10-15 Tagen voll ergriinen, oder
Samlinge, deren Blitter Albinimus zeigen und die nach 10-15 Tagen ebenfalls griin werden
(Abb. 3 C). Manche Samlinge aus Mutantenlinien werden nicht griin. Sie bleiben blafl und
sterben ab.

Es gibt auch eine efched? (et2) Mutation. Diese unterscheidet sich phédnotypisch nur wenig
von der von efchedl. Die Korner sind ebenfalls ,,etched* und zeigen die charakteristischen
Endospermverédnderungen, junge Pflinzchen sind aber Albinos mit hellgriinen Blattspitzen.
Im Unterschied zu etchedl ist diese Mutation jedoch letal (Stinard et al., 1993).

Die folgende Seite zeigt die efchedl Mutation bei Maiskornern und Sdmlingen.
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et] -ref

Wildtyp LC

Abbildung 3 A: Korner von et]I-Mutanten und ein Korn des Wildtyps LC B: Fluoreszenzmikroskopische
Aufnahmen, Schnitt durch den Randbereich eines etchedl Korn (links) und eines Wildtypkorns (rechts).
A=Aleuron, P=Perikarp, E= stirkehaltiges Endosperm, C: virescente Keimlinge (et/-m3)

D, E, F, G : ungewohnliche Chloroplastenstrukturen der etched! Keimlinge (Elektronenmikroskop) im
Vergleich zum Wildtyp. Der Balken entspricht immer 1 pm. D: Wildtyp LC E, F, G: Kreuzung aus et/-ref und
etl-m3
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1.6 Zusammenfassung bisheriger Forschungsergebnisse

Uber die AIMS-Methode (Amplification of Insertion Mutagenized Sites, Frey et al., 1998),
eine auf PCR-basierende Methode zur Identifizierung von Mutator Insertionen in
genomischer DNA, konnte ein DNA-Fragment (171 bp) aus genomischer DNA der Linie et!-
m3/etl-ref isoliert werden, das mit der Mutation et/-m3 cosegregiert (da Costa e Silva,
unverdffentlicht). Mit Hilfe dieses Fragmentes wurden zugehorige genomische Lambda
Klone aus einer Linie des Genotyps et/-m3/Wt (B73) isoliert und sequenziert. Einer der
isolierten Klone, et/-m3A 5.1, enthilt ein Mu8 Transposon, wihrend drei andere keine
Mutatorelemente enthalten und dem Et/ Wildtypallel entsprechen. Vergleiche dieser Efchedl
Wildtyp Sequenz mit der Wildtyp Sequenz aus der Linie LC ergaben nur sehr geringe
Sequenzunterschiede (< 2% innerhalb der Exons /Abb. 4). Der grofite Unterschied besteht im
Vergleich zwischen diesen Linien darin, da bei der Linie B73 im Exonl neun zusitzliche
Nukleotide, die fiir drei zusitzliche Proline im putativen ETCHEDI-Protein kodieren,

vorhanden sind.

e I |
et 164 58 129 281
i I T
173 38 129 2581

Zmzr] 1167 .154 -

215 79 129 279

Abbildung 4 Exon-Strukturen des Etchedl Gens aus den Wildtyplinien LC und B73 im Vergleich zum ZmzrI-
Gen aus etl-ref. Die Exons sind blau, die Introns gelb dargestellt. Die Nukleotidanzahl der Exon und Intron
Bereiche ist unter den Exons bzw. in den Introns angegeben.

Aus der Wildtypsequenz der Linie B73 wurden spezifische Sonden des Et/-Allels hergestellt
und zur Klonierung des et/-ref-Allels verwendet.

Die Sequenzierung der identifizierten Lambda Klone einer genomischen et/-ref Bank zeigte
umfangreiche Strukturverinderungen im betroffenen Gen. Eine Deletion des kompletten
Genbereichs des Etchedl Gens konnte gezeigt werden (Ahrend, 1998). Sequenzen, die dem
transkribierten Bereich des Etchedl Gens entsprechen, sind in et/-ref-Klonen nicht mehr
vorhanden. Durch Southernblots der et/-ref Klone konnte aulerdem gezeigt werden, dal}

groere Bereiche um das urspiingliche Gen anders orientiert vorliegen als im Wildtyp.
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Diese grofen Veridnderungen des Genlocus stehen im Einklang mit der Erzeugung der et!/-ref
Mutantenlinie, die durch Rontgenbestrahlung von Pollen erfolgte (Stadler, 1940).

Die Kartierung des efchedl Gens im Maisgenom des Wildtyps erfolgte mit einem Fragment
der Linie et/-m3. Dabei konnte bestitigt werden, daf dieses Fragment, ebenso wie vorher das
etl-ref Allel (s. 1.5, Neuffer et al.,1997), auf dem langen Arm des Chromosoms 3 lokalisiert
ist. Ebenso konnte mit einer der genomischen Sonden der Linie B73 eine Et/-cDNA (c9.1)
aus einer cDNA Bibliothek aus sich entwickelnden Kornern der Linie LC isoliert werden
(Garg, 2002).

Durch die Analyse weiterer Klone aus dem Screening der et/-ref genomischen Bank, die im
Gegensatz zu den etl-ref Klonen mit der Etchedl LLC cDNA hybridisieren (Ahrend, 1998),
konnte gezeigt werden, dafl mindestens ein Etchedl-homologes Gen im Mais vorhanden ist
(Garg, 2002). Nach Klonierung dieses zweiten Gens wurde festgestellt, da3 die Exon-Langen
mit denen des Et/ Gens nahezu identisch sind. Die Sequenzhomologie zwischen den beiden
Genen betrigt 87%. Die Intronsequenzen und die Intronldngen, der 3” untranslatierte und der
5" untranslatierte Bereich sowie der Promotor unterscheiden sich hingegen stark (61%
Homologie 5'UTR, 55% Homologie 3°UTR). Die abgeleiteten Proteine sind zu 83%
homolog. Werden verwandte Aminosiduren mit eingerechnet, besteht eine Homologie von bis
zu 87% zwischen den beiden Sequenzen (Garg, 2002). Beide Genprodukte besitzen eine
Domine, die eine gewisse Ahnlichkeit zu der ,zinc-ribbon““Domine verschiedener

eukaryotischer Proteine hat. Deshalb wurde das aus der etl-ref Bank stammende Efchedl
homologe Gen, Zmzr1 (Zea mays zinc ribbonl) benannt.

Durch in vitro Transkriptions- und in vitro Translationsexperimente mit >>S-markiertem
Cystein wurde gezeigt, dal das Efchedl Protein eine Transitsequenz enthdlt und diese den
Import in das Stroma von Spinatchloroplasten ermoglicht (Garg, 2002). Ferner konnte in
diesem Zusammenhang auch gezeigt werden, dal3 dieser Import iiber den General Import
Pathway der Chloroplasten erfolgt (Michl et al., 1994).

Die Proteine ET1 und auch ZMZR1 besitzen eine ,zinc-ribbon““Doméne (siehe oben). Diese

ist unter anderem im eukaryotischen Transkriptionsfaktor TFIIS enthalten, der der RNA-
Polymerase II das Hindurchlesen durch Pausen- und Terminationssequenzen, Nukleosomen
und sequenzspezifische DNA-Bindeproteine ermoglicht. Die Sequenzen fiir den
Transkriptionsfaktor TFIIS sind in Sédugetieren, Drosophila und Hefen hochkonserviert. Die
,zinc-ribbon‘Struktur in TFIIS (Abb.5) ist durch drei antiparallele B-Faltblattstrukturen, die
aromatische AS (Phenylalanin/Tyrosin) enthalten, und das, iiber vier Cysteine in einem

Chelatkomplex assoziierte, Zinkion gekennzeichnet.
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Abbildung 5 Zinc-ribbon Doméne von TFIIS aus Sacharomyces cerevisiae, das
Zinkion ist rot, B-Faltblatt-Stringe sind griin und Seitenketten aromatischer AS, welche
wichtig fiir die Nukleinsdure-Interaktion sind, blau dargestellt (aus Awrey et al.,1998)

F308 C

Die Sekundérstruktur des nach Abspaltung der Signalsequenz vermutlich |y

aus 99 AS bestehenden ET1 Proteins wird je nach Programm und

Berechnungsmethode unterschiedlich vorausgesagt (Garg, 2002).

Insgesamt findet man zwischen den Aminosduresequenzen und den Sekundirstrukturen von
ET1 und TFIIS deutliche Gemeinsamkeiten, aber auch einige Unterschiede. Die erste [3-
Faltblatt-Struktur des TFIIS im putativen ET1 Protein kann entweder durch eine o-Helix
ersetzt sein, oder als B-Faltblatt-Struktur erhalten sein. Die Sequenz des ET1-Proteins besitzt
innerhalb dieser Sequenz auch keine aromatische Aminosdure (in TFIIS : Tyrosin, Abb. 5).
Die darauf folgende Loop-Region des ETI ist kleiner als die entsprechende Region des
Proteins bei TFIIS (Garg, 2002).

Nachfolgend sind homologe Aminosdure-Sequenzen verschiedenster Organismen dargestellt.
Alle Sequenzen beinhalten die vier, fiir ,zinc-ribbon‘“Strukturen charakteristischen,

Cysteinmolekiile (markiert mit roten Pfeilen).

* 20 * 40 *
ET1 83 : AIDIINLPRRSIHLYOIIHEN AGCERULK — N TAENIHVA04E R{€ T\YE 1RO QVY]sl
Atl 96 : SIDIMLPRRSIEQ EFTCNSCGERTK—RLINQHAYEKGLVFVQ LKH}sl
At2 111 : SLET|KSPRRRNMRMYAINHENVGGORUET —NANNP HE-W4T D€ TWE WYOGICE@®NVE 5l :
Dm 92 : LKRFERMORRUEMVMREGKLGNTINNT —ISTIISEELRMY S€ViY IO @A VD)l
Sp 66 : DADQLOPKPTYNMYSENET VI®NTINSIN -HNE S|HOEMHNETMLO®P KI®KNRI :
Sc 90 : LGSFE|®¥VDKPKNMIMAIRNHOK K@N TINS|S —H TV SIROENE K€ T\WLINS @GP HEK VRISl :
Mm 63 :AALG;VEADHYQ YTCKVCGTRSS—KR!S LEWMHOEVIYINYT®P E®ONHsl :
Ce 25 :ATPLGKQEPQES SMINGKVONSINEGPIMTEAINS SMEKEVIYTIYT®SE®HNHzl :

$o4 $4

60
ET1 132 : VEYDLREENELQGENAV : |57
Atl 145 IVEYDFRETSKDLGTDHV : {70
At2 160 : HEVKYYVSSSSFDYTDA . g5
Dm 141 : TGSDGDSSISSGIST-S : 165
sp 115 : SEERV--TIEDILAKKG ; |33
sc 139 ; HDHHV--TVEQLMKANG . 162
Mm 112 SDLKGKRNIEEILAARG ; 137
Ce 75 : EDFKGK-NIEDHLKTRG : g9

$ 131
¢ 144

159

¢ 140

114
138
111

74

Abbildung 6 Aminosiduresequenzen verschiedener putativer Proteine mit vorausgesagten zinkbinde-Motiven im
Vergleich zum putativen ET1-Protein. Im Sequenzvergleich sind charakteristische vier Cysteine (rote Pfeile), die ein
Zinkion binden konnen, markiert. Obwohl es sich um unterschiedliche Organismen handelt, sind Homologien der
Sequenzen vorhanden At = Arabidopsis thaliana, Dm = Drosophila melanogaster, Sp = Schizosaccharomyces

pombe, Sc = Saccharomyces cerevisiae, Mm = Mus musculus) und Ce =Caenorhabditis elegans.
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1.7 Ziel der Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit war herauszufinden, ob es sich bei dem, von da Costa é Silva

klonierten, als ,,efchedl “ bezeichneten, Gen tatsichlich um den Ausloser des Phinotyps

handelt.

Zur Bearbeitung der zentralen Fragestellung dieser Arbeit sollten weitere efchedl Mutanten-
Allele hinsichtlich vorhandener Gendefekte (Mutator-Insertionen) im als etchedl
bezeichneten Gen analysiert werden, um so eine weitere Bestitigung fiir den ursichlichen
Zusammenhang zwischen Mutation und Gen zu erhalten. Dies sollte einerseits iiber die
Herstellung genomischer Lambda Banken, das Screening dieser Banken und die
anschlieBende Sequenzierung positiver etchedl-Klone erfolgen. Anderseits sollten iiber PCR
von verschiedenen genomischen DNAs aus Mutanten-Allelen mit Primern des Etchedl Gens
und Primern der inverted repeats der Mutatorelemente, PCR-Fragmente amplifiziert und

sequenziert werden.

Ergédnzend hierzu sollten auch die Expressionsorte der £t/ mRNA und des ET1-Proteins in
den Geweben der Maiskorner und Sdmlinge nidher charakterisiert werden. Zur Lokalisation
der mRNA sollten in situ Experimente mit Maiskornern durchgefiihrt werden. Geplant waren
unter anderem auch Versuche zu einer Uberexpression des ET1-Proteins, um Antikorper zu
generieren und mittels Immunodetektion Gewebe verschieden alter Maispflanzen (Wildtyp,
etl-ref), und deren Chloroplasten zu untersuchen. Zur weiteren Funktionsanalyse sollten
auBBerdem in vitro Transkriptions- und in vitro Translationsversuche der Etchedl cDNA
beitragen. Das in vitro translatierte Protein sollte anschlieend als weitere Kontrolle fiir die

Spezifitit des Anti-Efchedl-Kaninchenantikdrpern eingesetzt werden.
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Um die Auswirkungen der Efchedl Gen-Dosis in Maiskdrnern und Maispflanzen zu
tiberpriifen und auf diese Weise die Funktion des Efchedl Gens zu untersuchen, sollten
transgene Pflanzen, die die Etchedl cDNA in sense und antisense Orientierung exprimieren,
hergestellt werden. Diese transgenen Pflanzen sollten mittels Northern- und Southern-
Analysen und hinsichtlich der Ausprigung eines ,.etchedl-dhnlichen‘ Phinotyps iiberpriift

werden.
Der Einflul der etchedl Mutation auf die Effizienz des Photosystems II sollte durch die

Messung der Chlorophyllfluoreszenz untersucht werden, um so ebenfalls Hinweise auf eine

mogliche Funktion des Etchedl-Genproduktes zu erhalten.
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2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Enzyme

Die Chemikalien und Enzyme (Reinheitsgrad p.a.) von folgenden Firmen wurden verwendet:
Gibco-BRL (Eggenstein), Sigma-Aldrich (Deisenhofen), Serva (Heidelberg), Diffco (USA),
Merck (Darmstadt), Boehringer (Mannheim), MBI Fermentas (St. Leon-Rot), Biozym
(Oldendorf), Amersham Pharmacia Biotech.

Losungen, Standardpuffer und -medien, wie LB-Medium, SSC-, TAE-, TBE- und TE-Puffer,
wurden nach Sambrock et al. (1989) mit deionisiertem Wasser aus der
Ionenaustauscheranlage Milli-QpLys der Firma Millipore (Eschborn) angesetzt. Zur
Sterilisation wurde entweder 20 min bei 121°C (1,2 bar) im Varioklav Typ 500 der Firma
H+P Labortechnik (Miinchen) oder im Sanoklav der Firma Wolf (Geislingen) autoklaviert.
Ansonsten wurde mittels 0,2 Mikrometer-Syringe oder Bottle Top Filtern der Firma Nalgene
(Rochester, USA) sterilfiltriert.

Die verwendeten radioaktiven Nukleotide alpha®P-dCTP (3000 Ci/mMol), sowie die
Nitrocellulosemembranen, wurden von der Firma Amersham Buchler bezogen. S-
Methionin bzw. Cystein fiir die in vitro Translationsexperimente wurden von den Firmen

Amersham bzw. NEN, gekauft.

2.1.2 Puffer und Nahrmedien

Falls nicht anders beschrieben, wurden alle Lésungen mit lonenaustauschwasser hergestellt.

BMM (50 ml) 40 ml Butylmetacrylat; 10 ml Methylmetacrylat; 0,5% (250 mg)
Ethylbenzoin; 10 mM (0,08 g) DTT durch vorsichtiges Schiitteln

16sen, den Eintrag von Sauerstoff vermeiden

Bjierum-Schifer-Nilson- |48 mM Tris base; 39 mM Glycin; 20% Methanol; 0,037% SDS
Puffer

Blockierungspuffer 4% Magermilchpulver in 1x TBST

Coomassie-Firbelosung | 0,25 g Coomassie Brillant Blue R 250; 45 ml Methanol; 45 ml
H,0; 10 ml Essigsdure (96%ig)

Denaturierungspuffer 1,5M NacCl; 0,5 M NaOH
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Detektionslosung 1

2,5 M Luminol (3-Aminophtalhydrazide); 400 mM p-
Coumarsédure; 0,1 M Tris-HCI pH 8,0

Detektionslosung 11

5,4 mM H,0,; 0,1 M Tris-HCI pH 8,5

DNA-Probenpuffer

0,25% Bromphenol Blau; 30 % Glycerol

1 M Dithiothreitol (DTT)

1,55 ¢ DTT in 10 ml 10 mM Natrium Acetat (pH 5,2) 16sen und
nach Sterilfiltration bei —20 °C lagern

EB-Puffer 100 mM Tris/HCI pH 8; 50 mM EDTA pH 8; 500 mM NaCl
ohne 0,1% B-Mercaptoethanol (It urspr. Protokoll von Dellaporta
(1983))

EDTA (0,5 M) 186,1 g EDTA, auffiillen auf 1 Liter mit H,O

Ethidiumbromid 1 g Ethidiumbromid ad 100 ml

Entfarbelosung 10% Methanol; 10% Essigsiure (96%ig)

5x GM-Puffer (11)

8 mM Na-Pyrophosphat (2,13 g) in 40 ml kochendem H,O 16sen;
250 mM HEPES (59,58 g); 1,65 M Sorbitol (300,6 g); 10,7 mM
MgCl, x 6 H,O (2,17 g); 6 mM MnCl; x 2 H,O (0,97 g); 2 mM
DTT (2 ml IM DTT erst vor Gebrauch zugeben!); pH auf 6,8 mit
6 N NaOH einstellen und ad 1000 ml H,O auffiillen

1x GM-Puffer

60 ml 5x GM; 0,6 ml 1 M DTT; 240 ml H,O

Hybridisierungsmix

In situ

50% Formamid; 300 mM NaCl; 10 mM Tris-HCI pH 7,5; 1 mM
EDTA; 1% Denhards; 10% Dextransulfat; 10 mM DTT; 250 ng/
ml tRNA; 100 pg/ ml Poly(A)

In situ Puffer 1

100 mM TRIS; 150 mM NaCl; 1% Boehringer Blocking Reagenz

In situ Puffer 2 0,5% BSA; 0,3% Triton X100; 100 mM Tris-HCI pH 7,5; 150 mM
NaCl

In situ Puffer 3 100 mM Tris-HCI pH 9,5; 100 mM NaCl; 50 mM MgCl,

In situ Puffer 4 10 mM Tris-HClL; ImM EDTA auf pH 8,0 einstellen

IPTG (100mM) 238 mg Isopropylthio-B-D-Galactoside in 10 ml H,O 16sen und

sterilfiltrieren (e -20°C)

10x Laemmli

144 g/1 Glycine; 30 g/l Tris-base; 0,1% SDS

LB-Medium (11)

10 g Trypton; 5 g Hefe-Extrakt; 10 g NaCl //
LB-Platten: + 15 g Agar/l pH 7,5

Lysozymldsung

10 mg/ml in TELT-Puffer

MOPS (1M)

209,3 g, auffiillen auf 1 Liter

19




Material und Methoden

Natriumacetat (3M)

40,8 g NaAc x3 H,0, auffiillen auf 100 ml, pH 5,2 od. 4,6

Neutralisationspuffer

1,5 M NaCl; 0,5 m Tris-HCI, pH 7,2; 1 mM EDTA

NTE-Puffer

10 mM TRIS; 1 mM EDTA; 500 mM NacCl pH 8,0

1% Organosilan

2 ml 3-Aminopropyltriethoxysilan auf 200 ml Aceton

Percoll-Losung 94%ig

0,5 ml 1 M HEPES KOH ph 8,0; 0,6 g Sorbitol; 80 ul 250 mM
EDTA; 10 ul IM MgCl,; 9,4 ml PCBF; 1,7 mg Glutathion; 20 ul
IM DTT

Percoll-Losung 40%ig

0,75 ml 1 M HEPES KOH ph 8,0; 0,9 g Sorbitol; 120 ul 250 mM
EDTA; 15 ul 1M MgCl,; 6,0 ml PCBF; 2,5 mg Glutathion; 30 pl
IM DTT; ad 15 ml H,O

PBS-Stock 10x

80 g NaCl; 2 g KCI; 14,4 g Na,HPO,; 2,4 ¢ KH,PO, ad 11 H,0,
pH 7.4

PCBF 17,5 ml Percoll; 0,525 g Polyethylenglycol (PEG 6000); 0,175 g
BSA; 0,175 g Ficoll
PFA 8%ig (100 ml) 8g Paraformaldehyd + 95 ml DEPC-Wasser in 60°C unter

Zugabe von NaOH l6sen; pH auf 7,4 mit HCI einstellen

Phenol-Chloroform

1 Vol. Phenol (Tris pH 7,8-8,0 stabilisiert); 1 Vol. Chloroform

Ponceau S

20 ml Ponceau S Konzentrat (Sigma p7767); 180 ml H,O

Prahybridisierungslosung

IM NaCl, 1% SDS, 10% Dextransulfat + 100 ng/ml
Heringssperma DNA (10 min denaturiert)

Proteinase K

10 mg/ml in H,O

QIAGEN Puffer L1 300 mM NaCl; 100 mM TrisHCI, pH 7,5; 10 mM EDTA; 0,2
mg/ml BSA; 20 mg/ml RNase A; 6 mg/ml DNase |

QIAGEN Puffer L2 30% Polyethylenglycol (PEG 6000), 3M NaCl

QIAGEN Puffer L3 100 mM NaCl; 100 mM TrisHCI, pH 7,5; 25 mM EDTA

QIAGEN Puffer L4 4% SDS

QIAGEN Puffer L5 3 M Kaliumacetat, pH 5,5

QIAGEN Puffer QBT 750 mM NaCl; 50 mM MOPS, pH 7,0; 15% Ethanol; 0,15%
Triton X-100

QIAGEN Puffer QC 1,0 M NaCl; 50 mM MOPS, pH 7,0; 15% Ethanol

QIAGEN Puffer QF 1,25 M NaCl; 50 mM TrisHCI , pH 8.5; 15% Ethanol

RNase 10 mg/ml in H,O

Sephadex G25 1 g Sephadex G25, 20 ml H,O
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SDS-Probenpuffer 0,25% Bromphenol Blau; 3% SDS; B-Mercaptoethanol; 20%
Glycerol

SM- Puffer / Top- Agar |[11,9 g NaCl; 4 g MgSO,4 x 7 H,O; 100 ml 1 M Tris pH 7,5; 10 ml
2% Gelatine /Top-Agar: + 7g Agarose

SSC (20x) 17,53% NaCl; 8,82% Natriumcitrat, pH auf 7,0 mit HCI einstellen

TAE (50x%) 242 g Tris; 57,1 g Eisessig; 100 ul 0,5 M EDTA pH 8.0
fiir 1-fach TAE verdinnen mit H,O

TBST (10x) 12,1 g/l Tris-base; 87,66 g/l NaCl; 5 g/l TWEEN 20, pH 8,0

TE T (100 ml) 1,0 ml 1M TrisHCI pH 8,0 (10 mM); 0,2 ml 0,5M EDTA pH 8.0
(ImM)

TE II (100 ml) 5,0 ml 1M TrisHCI pH 8,0 (50 mM); 2,0 ml 0,5M EDTA pH 8,0

TELT (10 ml) 500 pul 1M Tris pH 7,5 (50 mM); 1,25 ml 0,5M EDTA (62,6
mM); 5,0 ml SM LiCl (2,5M); 40 pl Triton-X-100 (0,4%)

T{BI RbCl 100 mM; MnCl, 45 mM; KAc 35 mM; CaCl, 10 mM; LiCl
0,5 mM; Glycerin 15%; pH mit Essigsdure auf 5,8 einstellen

TB II MOPS 10 mM; RbCl 10 mM; CaCl, 10 mM; Glycerin 15%, mit
NaOH auf pH 7,0 einstellen

Waschlosung I 2 x SSC; 1% SDS

Waschlosung II 0,2 x SSC; 0,1% SDS

X-Gal 400 mg X-Gal in 10 ml Dimethylformamid 16sen (e -20°C)

Tabellel

2.1.3 Antibiotika

Die verwendeten Antibiotika waren Kanamycin und Ampicillin, wurden mit einer
Konzentration von 40 mg/ml bzw. 50 mg/ml in H,O angesetzt und in einer 1:1000-

Verdiinnung im Selektionsmedium verwendet.
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2.1.4 Biologisches Material

2.1.4.1 Mikroorganismen

Bakterienstamm | Genotyp Firma/Referenz
Epicurian Coli® |E.coli BF dem ompT hsdS(rg Stratagene, Weiner et al.
BL21(DE3) mg)gallambda(DE3) (1987)
ER2566 FlambdafhuA2 [lon] ompT lacZ::T7 genel |New England
gal sulA11 delta(mrC-mrr)114::1S10 R(mcr- BioLabs®Inc
73::miniTnl0-TetS)2 R(zgb- (cat#801-0)
210::Tnl0)(TetS) endAl[dcm]
One Shot® E.coli |F-mcrA delta(mrr—hstMS—mchC)C)SOlacZ Invitrogen
TOP10 deltaM15 deltalacX74 recAl deoR araD139
delta(ara-leu)7697 galU galK rpsL (StrR)
endAl nupG
One Shot® E.coli |F” {lacl® Tnl0 (Tet R) }mcerA delta(mrr- Invitrogen
TOP10’ hsdRMS-mcrBC) O80lacZdeltaM 15 Alac
(Screening: X74 recAl deoR araD139 delta(ara-
+IPTG) leu)7697 galU galK rpsL (Str™) endA1 nupG
XLI1Blue recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 | Stratagene, Bullock et al.
relAl lac[F proAB lac® ZdeltaM 15 Tnl0 (1987)
(Ten)]
XL1Blue MRF" |delta(mcrA)183 delta(mcrCB-AsdSMR- Stratagene, Jerpseth et al.
mrr)173 endAl supE44 thi-1 recAl gyrA96 | (1987)
relAl lac[F proAB lac? ZdeltaM15 Tnl0
(Ten)]
Tabelle 2

2.1.4.2 Pflanzenmaterial

Maislinien:

LC, etlref (farbige Korner), a etlref (farblose Korner),W22, Q2, Q66, B72, A188, H99, Padl,

etl-ml, etl-m2, etl-m3, etl-m4, etl-m5, etl-m7, etl-mS, etl-m9, etl-m10, etl-ml1, etl-mli2,
etl-mli3, etl-mI14,GH-Nr. 1738 (aus GH-Nr.1438/1 geselbstet (etl-m15/etl-ref)) und GH-
Nr.1739 (aus GH-Nr. 1438/2 geselbstet (etl-m15/etl-ref "))
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2.1.4.3 Vektoren

Vektor Verwendung Firma/ Referenz
pActl.cas Maistransformation McElroy et. al., 1990
pBS Klonierung Stratagene

pZErO-2.1 Klonierung/ Sequenzierung Invitrogen

pRSET (B) Proteinexpression Stratagene

pTYB2 Proteinexpression/ Inteinfusionsprotein New England BioLabs
pTYBI2 Proteinexpression/ Inteinfusionsprotein New England BioLabs
Lambda FixII | genomische Phagenbanken Stratagene

PCR®2.1- Klonierung von PCR Produkten Invitrogen

TOPO®

Tabelle 3

Folgende Plasmide wurden freundlicherweise zur Verfiigung gestellt:

Vektor

Verwendung

Zur Vefiigung gestellt von

pBluescript c9.1

Etchedl cDNA; Klonierung / Sonden

Garg, 2002

pAct c9.1 sense Maistransformation da Costa € Silva,

unveroffentlicht
pBAT ¢9.1 In vitro Transkription/ Translation Garg, 2002
pBAT Zmzrl In vitro Transkription/ Translation Garg, 2002
Tabelle4

2.1.4.4 Oligonukleotide

Verwendete Primer

Etchedl und andere

Sequenz

TACGGTGGACAGCCCAGTTACTAA

Promoter forward ET1(LC)=

Promoter reverse ET1(LC) &

TTAGTAACTGGGCTGTCCACCGTA

Exon2 forward ETI(LC) =

TGAGAGTTTCGAACCGTCCAAGGA

Exon2 reverse ET1(LC) <« TCCTTGGACGGTTCGAAACTCTCA
Exon3 forward ET1(LC) = CAGAGTAGCCTATGAAAGAGGCAC
Exon3 reverse ET1(LC) <« GTGCCTCTTTCATAGGCTACTCTG
Exon4 forward ETI(LC) = GGTGGACACCAGTTCTGAAGATTG
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Exon4 reverse ET1(LC) <« CAATCTTCAGAACTGGTGTCCACC
Etl (Garg, 2002 ; LC cDNA 5° Ex1=) GGCAAAGCGGCTATGACGAC
Et2 (Garg, 2002 ; LC cDNA 37« stop) TCAGAACTGGTGTCCACCGC

Et8 (Garg, 2002 ; LC ¢cDNA 3" UTR 548
< 570)

CCAATGTTGTCAAAAACCTACAG

Et10 (Garg, 2002 ; LC cDNA 124 < 144)

TTCGAGGAGGAGGCGACAAG

Etl1 (Garg, 2002 ; LC cDNA 317 < 334)

GCTTGGTCCTTTCGCCAC

Et12 (Garg, 2002 ; LC cDNA 127 = 144)

GTCGCCTCCTCCTCGAAG

Etl13 (Garg, 2002 ; LC cDNA 335 = )

CGCTTGATAAACAGAGTAGCCTATG

Etl16 (Garg, 2002 ; LC Etl Intron2 = )

ATTGGGTAGCCACCAGCAACG

Et32 (etl-ref 1.3 kb Xhol 5" =)

TCGAGGGTATACATGTGGATGA

Et33 (etl-ref 1.3 kb Xhol 3" <)

CTCGAGAGGTTCGTCAGGAG

Et34(Garg, 2002 ; LC cDNA Promoter = )

GTCGGGACCGTGACGCT

-21M13/UP (Universal sequencing Primer)

GTAAAACGACGGCCAGT

M13Rev./RP (Reverse sequencing Primer)

AACAGCTATGACCATG

Mu SEL (Patricia Lauert )

TCTATAATGGCAATTATCTC

Mu Primer allg.

GCBCTCTTCGTCYATAATGGCAAT

Ndel Primer fiir Intein Fusionsprotein =

CAAAGCGCATATGACGACGACGGCCGCCGG

Xhol Primer fiir Intein Fusionsprotein <

CAGCCTCGAGATCTTCAGAACTGGTGTCCAC

Ndel Primer fiir kurzes Intein Fusionsprot.

GCTATTCATATGAAGCTTCCTAGAAGAACC

Xhol Primer fiir kurzes Intein Fusionsprot.

CGCGTCCGAATTGGCTCGAGGGAGGAGGA

EcoRI Primer fiir c9.1 ohne Signalsequenz

GCTTCCGAATTCGGCATGGCCAATTCGGAC

Reverse Primer f. c9.1 ohne Signalsequenz

CCACCGCCGGCGAGATCTTAATCACCTAGG

Tabelle 5

Eine Darstellung der efchedl-Primer mit ihren Positionen im Etchedl-Gen ist im Anhang

unter 7.3 und 7.4 aufgefiihrt.
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2.1.5 Gerite

Gerit
Thermomixer

Zentrifugen

UV-Crosslinker
Hybridisierungsofen
Gelkammern

Powersupply

Heizblock
Sequenzierer

Thermoblock

Waagen

Magnetriihrer
Vortex
UV-Tisch
Kamera
Drucker

Sterilbank

Modell
Modell 5436
Variofuge 3.0
Sigma 113

Sigma 201 M

Sigma 2 K 15

Sorvall RC 24
SF UVC 1000

GNA-200

Power Pac 300

GPS 200/400

Techne Dri Block 2A
377 DANN Sequencer
DANN Thermalcycler
Trio-Thermoblock
Feinwaage basic

GT 600-G

RET

G560

UVT-28 M

Video Copy Processor
UVF 612 S

25

Hersteller
Eppendorf-Netheler-Hinz
Heraeus

B. Braun Biotech
International

B. Braun Biotech
International

B. Braun Biotech
International

Du Pont

Hoefer Scientific Instruments
Appligene

Pharmacia

Bio-Rad

Pharmacia

Gesellschaft fiir Labortechnik
PE Applied Biosystems
Perkin Elmer

Biotron

Sartorius AG

Sartorius AG
IKA-Labortechnik
Scientific Industries
Herolab

Herolab

Mitsubishi

BDK Luft und

Reinraumtechnik
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pH-Meter
Spektrophotometer
Wirmeschrank
Inkubationsschiittler
Dampfsterilisator
Schiittler
Szintillationszihler

Geigerzihler

Tabelle 6

ph 530

UVIKON 922

WTB Binder

HT Multitron

2540 EL

IKA HS 250 basic

Scotlab Easycount QC 2000
Contamat FHT 111M
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WTW

Kontron
Labortechnik GmbH
Infors

Tuttnauer
IKA-Labortechnik
Bioscan, Inc.

FAG
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2.2 Methoden

2.2.1 DNA

2.2.1.1 DNA-Préparation (genomisch)

Genomische Mais-DNA wurde nach der Methode von Dellaporta (Dellaporta et al., 1983)
gewonnen: Bis zu 2 g Blitter oder junge Maiskdlbchen wurden mit fliissigem Stickstoff zu
einem feinen Pulver zermorsert, mit 10 ml EB-Puffer versetzt und in ein Falkon-Rohrchen
(50ml) tberfithrt. Dann wurde 1 ml SDS (20%) zugegeben und 10 min bei 65°C im
Wasserbad inkubiert. Nach Zugabe von 5 ml 5SM KOAc wurde griindlich aber vorsichtig
gemischt und die Proteine fiir 20 min bei 0°C (auf Eis) gefillt. Es folgte eine Zentrifugation
fiir 20 min bei 3000 rpm und 4°C. Der Uberstand wurde durch Miracloth filtriert und 0.7-0.9
Vol. Isopropanol zugegeben. Nach einer Fillung von 30 min auf Eis folgte eine weitere
Zentrifugation fiir 20 min bei 3000 rpm, 4°C. Der Uberstand wurde vorsichtig abgenommen
und das DNA-Pellet 15 min an der Luft getrocknet. AbschlieBend wurde das Pellet in 900 pl
(50/10 TE) iiber Nacht im Kiihlschrank gelost. Am nichsten Tag wurde ein RNase-Verdau in
einem 2 ml Eppendorfgefa durchgefiihrt, indem 8 ul RNase-Stocklosung (10 mg/ ml)
zugegeben und fiir 1 h bei 37°C inkubiert wurde. Danach wurde 2 x mit dem gleichen
Volumen (ca. 900 pl) Phenol/Chloroform extrahiert und anschlieBend bei 13000 rpm
zentrifugiert und die jeweilige obere Phase abgenommen. AbschlieBend wurde mit einem
Volumen Chloroform nachgewaschen, die DNA mit 1/10 Volumen 3M Na-Acetat und 2
Volumenteilen Ethanol bei —20°C gefillt und dann fiir 20 min bei 13000 rpm und 4°C

pelletiert. Das Pellet sollte kurz an der Luft trocknen und wurde dann in TE aufgenommen.
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2.2.1.2 Plasmid-DNA-Préparation:

TELT-Minipriparation:

3 ml LB wurden mit einer Bakterien-Einzelkolonie angeimpft und iiber Nacht bei 37°C und
ca. 180 rpm inkubiert. Von der Kultur wurden 1,5 ml pelletiert (1,5 ml Reaktionsgefid3: 3 min,
13000-15000 rpm, RT). Nach dem Absaugen des Uberstandes wurde das Zellpellet in 200 ul
TELT- Losung resuspendiert. Nach der Zugabe von 20 ul Lysozymlosung (10 mg/ml in TE)
wurden die Proben fiir 3 min auf 95°C (Heizblock) erhitzt und anschlieend auf Eis
abgekiihlt. Daraufhin folgte eine Zentrifugation fiir 20 min bei 4°C und 15000 rpm. Das Pellet
wurde mit einem sterilen Zahnstocher entfernt, wihrend der Uberstand mit 100 ul
Isopropanol (RT) gemischt wurde. Dann wurde wieder fiir 20 min zentrifugiert (4°C 15000
rpm), der Uberstand vorsichtig abgenommen und das Pellet mit 500 ul 70% igem Ethanol (-
20°C) vorsichtig gewaschen. Nach nochmaliger Zentrifugation (wie vorher) wurde der
Uberstand sorgfiltig abgenommen und das kurz getrocknete Pellet in 40-50 ul TE I pH 8

aufgenommen.

2.2.1.3 NucleoSpin System

Die Aufreinigung von Plasmid DNA zur Sequenzierung erfolgte mit dem NucleoSpinPlasmid
DNA Purification Kit (Macherey-Nagel, Diiren) nach Anweisung des Herstellers mit
folgender Anderung: Der Puffer A4 wurde zweimal hintereinander zum Waschen der Siule

eingesetzt.

2.2.1.4 Restriktion von DNA

Die verwendeten Enzyme wurden laut Herstellerangaben mit den entsprechenden Puffern in
einem Endvolumen von 20 pl (Plasmid-DNA) und 30 pl (genomische DNA) eingesetzt.
Dabei sollte die maximale Konzentration des verwendeten Enzyms 1% des Gesamtvolumens
betragen, damit die Aktivitdt nicht durch hohe Konzentrationen an Glycerol inhibiert wird.
Plasmid-DNA wurde 1-2 Std.,, genomische DNA 3-5 Std. bei den erforderlichen

Temperaturen inkubiert.
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2.2.1.5 Spin column

Um nicht eingebaute Nukleotide oder Salze in Losungen von DNA zu trennen, kdnnen
Molekiile mit geringerem Molekulargewicht iiber eine Gelfiltration entfernt werden. Kleinere
Molekiile verweilen lidnger in der Sédule mit pordsen Kiigelchen aus stark hydratisiertem und
quervernetztem Polymer, weil ihnen ein groeres Volumen zur Verfiigung steht als den
gro3en Molekiilen, die in die Rdume innerhalb des Sdulenmaterials nicht eintreten.

In die Spitze einer 1 ml Pipettenspitze wurde Glaswolle gegeben und mit Sephadex G 25
aufgefiillt. Um die Sephadexsdule zu dehydratisieren, wurde die gefiillte Spitze in den
eingeschnittenen Deckel eines Eppendorfgefidles gesteckt und in einem 50 ml Falkongefal3
fir 5 min bei 2500 rpm und RT =zentrifugiert. Die Probe wurde auf das trockene
Sadulenmaterial aufgetragen und durch erneute Zentrifugation in ein frisches Eppendorfgefal3

eluiert.

2.2.1.6 Inhibierung von Enzymaktivitdten

Um die Aktivitdt von Restriktionsenzymen zu beenden, wurde der Reaktionsansatz bei 65°C

oder 75°C (Herstellerangaben) fiir 10 —20 min erhitzt.

2.2.1.7 Agarose Gelelektrophorese von DNA

Zum Auftrennen von DNA wurde die Agarose-Gelelektrophorese benutzt. Agarose wurde in
einer Konzentration, je nach Trennbereich des fertigen Gels (s. Tabelle nédchste Seite), mit 1 x
TAE Puffer aufgekocht. Nach dem Abkiihlen auf ca. 50-60°C wurde Ethidiumbromid
(0.5ug/ml) hinzugegeben und die Fliissigkeit in das vorbereitete Gelbett gegossen. Nach dem
Erhirten des Gels wurde es in eine, mit 1 x TAE Puffer gefiillte Gelkammer, gelegt. Die
DNA-Proben wurden mit 1/10 Probenpuffer versetzt und in die Geltaschen pipettiert. Zur
Auftrennung von Plasmid-DNA wurde fiir 1-2 Std. eine Spannung von 10 Volt/cm Gellidnge
angelegt. Die Auftrennung genomischer DNA erfolgte mit 25-35 Volt iiber Nacht. In den, in
dieser Arbeit, durchgefiihrten Experimenten, wurden zur Auftrennung der verschiedenen
DNA-Proben von genomischer-, Plasmid- und Lambda-DNA fast immer 0.7%ige

Agarosegele verwendet.
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Konzentration in % Trennbereich in kb

0.3 5-60
0.6 1-20
0.7 0.8-10
0.9 05-7
1.2 04-6
1.5 02-4
2.0 0.1-3

Tabelle 7

2.2.1.8 Southernblot

Nach der Restriktionsspaltung der DNA und Auftrennung in einem Agarosegel wurden die
Gelspuren mit dem Molekulargewichtsmarker abgeschnitten. Ein mit genomischer DNA
beladenes Gel wurde dann 1 h lang in einer Denaturierungslosung geschwenkt, dann 2 x 30
min in Neutralisationslosung und danach kurz mit 10x SSC inkubiert. Die DNA des so
behandelten Gels wurde mit 10x SSC auf eine Hybond Nx- Membran iiber Nacht iibertragen.
Lambda- oder Plasmid-DNA kann ohne diese Schritte direkt mit 0,4 M NaOH auf Hybond
N+- Membranen geblottet werden. Am niichsten Tag wurde die DNA auf der Membran durch
UV-Bestrahlung im UV-Crosslinker fixiert. Die Membran wurde danach noch fiir 30 min in 2

x SSC geschwenkt und konnte anschlieBend prahybridisiert werden (s. 2.2.7.2).

2.2.1.9 Isolierung von Fragmenten aus Agarosegelen

A) Zentifugation durch Glaswolle und anschlieBende Phenol/Chloroform-Extraktion:

Nach erfolgter Auftrennnung im Agarosegel wurde das zu isolierendes Fragment unter UV-
Licht aus dem Gel ausgeschnitten und in eine 1 ml Pipettenspitze gegeben, deren Spitze mit
ein wenig Glaswolle gefiillt war. Diese Spitze wurde dann in den eingeschnittenen Deckel
eines Eppendorfgefdles gesteckt und in einem 50 ml Falcongefall 10 min lang bei 3500 rpm
und RT zentrifugiert. Das Eluat wurde durch eine Phenol/Chloroform—Extraktion aufgereinigt

und anschlieBend gefillt.
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B) Pharmacia/Biotech DNA + Gel Band Purification Kit:

Ein gewogenes Gelstiick mit dem zu isolierenden Fragment wurde mit 10 pl/10 pug Capture
Puffer gevortext und 5-15 min lang bei 60°C inkubiert, bis die Agarose darin gelost war. Die
DNA wurde kurz abzentrifugiert. Der Uberstand wurde auf eine Siule gegeben und 1 min
stehengelassen. Danach wurde fiir 30 Sekunden bei 12000 rpm zentrifugiert. Das Filtrat
wurde entfernt und die Sdule mit der DNA wurde mit 500 pul Waschpuffer gewaschen.
Danach wurde sie trockenzentrifugiert. Zuletzt wurde die Sdule in ein neues Rohrchen gesetzt

und erst mit 30 pl und danach mit 20 pl autoklaviertem H,O eluiert.

2.2.1.10 Extraktion von DNA mit Phenol/Chloroform

Die Extraktion von DNA mit Phenol/Chloroform-Gemisch (1:1) dient der Entfernung von
Proteinverunreinigungen. Das Volumen der aufzureinigenden DNA-L6sung wurde auf 0.5-1
ml gebracht, mit dem gleichen Volumen Phenol/Chloroform versetzt und bis zur
Emulsionsbildung vermischt. Nach Zentrifugation fiir 3—5 min bei 15000 rpm und RT wurde
der wissrige Uberstand ohne Interphase abgenommen und ein zweites Mal mit einem
Volumen Phenol / Chloroform emulgiert und anschlieBend zentrifugiert. Anschlieend wurde
das geloste Phenol im Uberstand durch eine Extraktion mit Chloroform entfernt und die DNA

gefillt (s. 2.2.1.11).

2.2.1.11 Fallung von DNA

Zu der DNA-enthaltenden wissrigen Losung wurde 1/10 Vol. 3M Na-Acetat pH 5.2 und ein
zweieinhalbfaches Volumen Ethanol oder statt Ethanol ein 0.5-0.7faches Volumen
Isopropanol gegeben. Die DNA wurde 30 min bei —20°C gefillt und anschlieBend 15 bis 30
min bei 15000 rpm und 4°C pelletiert. Der Uberstand wurde entfernt und das Pellet mit
70%igem Ethanol gewaschen. Das an der Luft getrocknete Pellet wurde in Wasser oder TE

aufgenommen.
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2.2.1.12 Mengenbestimmung von Nukleinsduren

Die Mengenbestimmung eines Aliquots einer DNA-LOsung erfolgte iiber die Auftrennung im
Agarosegel mittels eines mitlaufenden Standards (Smartladder Eurogentech). Mit einer
computergestiitzten Kamera (Programm E.A.S.Y. plus Rev 3.24. DNA-Sequenzierung und
Sequenzanalyse) ist eine Abschidtzung der Intensitdt der Ethidiumbromid-gefiarbten Banden
im Vergleich moglich. Die quantitative Bestimmung von Nukleinsduren erfolgte
photometrisch mit Hilfe des GeneQuant-Spektralphotometers DNA/RNA Calculator der

Firma Biotech.

2.2.1.13 Klonierung von PCR-Produkten mittels des TOPO TA Cloning® Kits

Die Klonierung von PCR-Fragmenten in den PCR®2.1-TOPO® Vektor erfolgte nach dem

Protokoll des Invitrogen Instruction Manuals Version O.

2.2.2 RNA-Aufarbeitung

2.2.2.1 RNase-Inaktivierung

Alle Losungen, die bei Arbeiten mit RNA verwendet wurden, wurden zuvor, falls moglich,
mit dem RNase-Inhibitor Diethylpyrocarbonat (DEPC) behandelt (Sambrook et al., (1989),
oder mit DEPC-behandeltem deionisiertem H,O angesetzt. Gerite wie Hybridisierungsrohren
und Elektrophoresekammern wurden vor der Benutzung mit Seifenwasser und Ethanol

gereinigt und mit DEPC-Wasser gespiilt.

2.2.2.2 Isolierung von Gesamt-RNA aus pflanzlichem Gewebe

Bis zu 2 g Pflanzenmaterial wurden in Stickstoff bzw. zusammen mit Trockeneis zerkleinert
und noch gefroren in 50 ml Falcon-Tubes mit 5 ml Lysepuffer (100mM Tris pH 9, 100 mM
NaCl, 20 mM EDTA auf pH 9 einstellen und auf 2% SDS bringen) versetzt. Danach wurden
100 11 B-Mercaptoethanol und 2,5 ml Phenol zugegeben und der gesamte Ansatz direkt auf
einen Taumelschiittler gestellt. 5 min nach dem Auftauen wurden 2,5 ml Chloroform

zugegeben und erneut fiir 5 min gemischt. Durch Zentrifugation bei 3000 rpm fiir 10 min/RT
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wurden die Phasen getrennt, und die obere wirige Phase in 15 ml Falcon-Tubes iiberfiihrt.
Die wilrige Phase wurde zuvor mit Phenol und Chloroform behandelt (ohne B-
Mercaptoethanol) bis keine deutliche Interphase mehr zu sehen war. Danach wurde noch
einmal mit Chloroform extrahiert und die wissrige Phase einer NaAc/EtOH- Fillung
unterzogen (1-2 h/-80°C oder iN/-20°C). Das Pellet wurde in 2,5 ml gelost und mit 2,5 ml
LiCl (4M) versetzt. Die Féllung erfolgte entweder bei 3 h auf Eis oder iN, bei 4°C. Danach
wurde bei 3000 rpm und 4°C fiir 30 min zentrifugiert und das Pellet in 1 ml H,O gelost.
Anschlieend erfolgte eine NaAc/EtOH-Fillung und zweimaliges Waschen mit 70% EtOH.
Nach kurzzeitigem Trocknen wurde das Pellet in moglichst wenig H,O aufgenommen und

Konzentration photometrisch bestimmt.

2.2.2.3 RNA-Auftrennung in Formaldehyd-Gelen

Zur Auftrennung von RNA unter denaturierenden Bedingungen wurden 1,5 bis 2%ige
Agarose-Gele mit Formaldehyd (Endkonzentration 6%ig) in 1xMEN-Puffer (200 mM MOPS;
50 mM Na-Acetat: 10 mM EDTA; pH 8,0) verwendet. Als Léangenstandard fiir die RNA-
Elektrophorese diente die 0.24-9.5 kb RNA Ladder der Firma Life Technologies/Gibco BRL.
DieRNA-Praoen (6-201 gRNA) wurden mit dem arefach kanzentrierten RNA-Praoenpuffer
(65% Formamid; 8% Formaldehyd;; 1x MOPS; pH 8,0) versetzt, 10 min auf 65°C erhitzt und
nach Zugabe von 1-2 ml Ethidiumbromid (1 mg/ml) sofort aufgetragen. Als Laufpuffer fiir
die Gelelektrophorese wurde 1x MEN-Puffer verwendet.

2.2.2.4 Northernblot

Die im Formaldehyd-Gel aufgetrennten RNA-Fragmente wurden aus dem Gel auf eine
Nylonmembran (Hybond-NX) iibertragen. Der Transfer erfolgte wie beim Southern-Blot als
Kapillarblot nach Sambrook et al.(1989) mit 20x SSC als Transferpuffer. Nach dem Transfer
wurde die RNA durch Bestrahlung mit UV-Licht der Stirke 120 mlJoules/cm2 (UV-
Crosslinker UVC 1000/Hoefer/San Francisco/lUSA) auf der Membran fixiert. Die
Hybridisierung und Herstellung der DNA-Sonden fiir die Hybridisierung erfolgte wie unter
2.2.7 beschrieben.
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2.2.3 Proteine

2.2.3.1 Proteinisolierung/ Isolierung von denaturiertem, pflanzlichen

Gesamtprotein und von Gesamtprotein aus E. coli

Zur Herstellung von nicht-nativem Gesamtprotein aus Mais-Pflanzen und Sdmlingen wurde
das Pflanzenmaterial in fliissigem Stickstoff schockgefroren und anschlieBend gemorsert.
Danach wurde das Material in SDS-Puffer (50 mM Tris-HCI; 2% SDS; 30% Glycerin; 100
mM DTT; pH 6,8) aufgenommen (2 ml Puffer/lg Pflanzenmaterial) und 5-10 Minuten
aufgekocht. Nach 10 Minuten Zentrifugation bei 4°C und 12.000 rpm in der Tischzentrifuge
wurde der proteinhaltige Uberstand abgenommen und bei —70°C eingefroren.

Fiir die Isolierung von Gesamtprotein aus E.coli wurden pro Pellet (aus 1 Milliliter
Bakterienkultur) 100 ul des SDS-Puffers zugegeben. Diese Suspension wurde aufgekocht
zentrifugiert und der Uberstand abgenommen und eingefroren.

Mit den Uberstinden konnte dann eine Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford

(Bradford, 1976) durchgefiihrt werden.

2.2.3.2 Analyse von Proteinen durch Gelelektrophorese und Westernblot

Zur  Analyse von  Proteinen  wurden  diskontinuierliche = SDS-Polyacrylamid

Gelelektrophoresen (SDS-PAGE) und Western-Blots durchgefiihrt.

2.2.3.2.1 SDS-PAGE

SDS-Polyacrylamidgele nach dem Prinzip der diskontinuirlichen Elektrophorese wurden nach
Sambrook ef al. (1989) mit Acrylamid rotiphorese®Gel30 der Firma Roth im Mini Protean-
Gielstand der Firma Bio-Rad prépariert. Es wurden Trenngelkonzentrationen von 10-15%
Acrylamid und eine Sammelgelkonzentration von 5% verwendet. Vor dem Auftragen wurde
zu den Proteinlosungen % Volumen Protein-Probenpuffer (0,19 M Tris-Hcl; 7% SDS; 15%
B-Mercaptoethanol; 30% Glycerin; 0,225% Bromphenolblau; pH 6,8) gegeben und kurz
aufgekocht. Als Liangenstandard diente der Color-Marker Wide Range der Firma Sigma.
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Fiir die Elektrophorese wurde Tris-Glycin-Laufpuffer (25 mM Tris-HCl; 200 mM Glycin;
0,1% SDS; pH 8,8) verwendet. Die Elektrophorese wurde in der Mini Protean-Gelkammer bei
80-120 Volt durchgefiihrt.

Nu-PAGE® Bis-Tris SDS-PAGE Fertig-Gele

Teilweise wurden fiir die Protein-Analysen auch fertige 10%ige bzw. 12%ige Gele der Firma
Invitrogen, zusammen mit der XCell SureLock™ Mini-Cell und Nu-PAGE® MES SDS
Running Buffer, oder Nu-PAGE® MOPS SDS Running Buffer verwendet. Bei konstant 200
Volt liefen diese Gele fiir ca. 35 min (MES Buffer) bzw. 50 min (MOPS Buffer).

Das Firben der Gele erfolgte entweder mit dem SilverQuest™ Silver Staining Kit oder
SimplyBlue™Self Staining der Firma Invitrogen. Getrocknet wurden die Gele mittels des

DryEase®Mini-Gel Drying System (Invitrogen).

2.2.3.2.2 Coomassie-Firbung

Die Coomassie-Fiarbungen der Proteine folgten den Beschreibungen von Sambrook et al.
(1989). Fiir die Fiarbung wird ein Gel 30 - 60 min. unter leichtem Schwenken in Coomassie
Brillant Blue G-250 Losung inkubiert. AnschlieBend wird fiir mehrere Stunden mit der
Entfarbelosung (siehe 2.1.2) entférbt, bis die Proteinbanden deutlich zu sehen sind. Um das
Gel leicht zu entwiéssern wird der Entfirbelosung 1 ml 75 %iges Glycerol zugegeben und fiir
weitere 10 min inkubiert. Die vollstindige Trocknung des Gels erfolgt in einem Rahmen
zwischen zwei Lagen aufgespannter "Klarsicht-Folie" oder mittels des DryEase™ Gel Drying

Systems und Cellophanfolien.

2.2.3.2.3 Silberfirbung

Die Silberfirbung der Proteine wurde mittels des SilverQuest™ Silver Stain Kit der Firma

Invitrogen durchgefiihrt.
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2.2.3.2.4 Westernblots

Die Proteine wurden fiir die Western-Analysen aus dem Gel bzw. NuPAGE®—Fertig—Gel
durch Elektroblot auf Nitrocellulosemembranen Hybond-C (RPN2020W) transferiert (nach
Sambrook et al.). Der Transfer erfolgte 30-40 min bei 15 V in der Blotting-Apparatur Trans-
Blot® SD der Firma Bio-Rad mit Hilfe des Spannungsgerites GPS3030 D der Firma Phase
(Liibeck). Der erfolgreiche Transfer der Proteine auf die Membran wurde vor der
Immundetektion durch Anfirben der Proteine mit dem Reagenz Ponceau S nach Sambrook et

al. (1989) kontrolliert.

2.2.3.2.5 Immunodetektion

Die auf die Membran iibertragen Proteine wurden mit Hilfe spezifischer Antikdrper detektiert,
die entweder iiber alkalische Phosphataseaktivitit bzw. ECL-Detektion mit ihren spezifischen
Substraten reagieren. Als Primér-Antikorper wurden polyklonale Antikorper zweier
Kaninchenseren (4206 und 4207) gegen das ET1-Protein verwendet (siehe hierzu 2.2.18). Vor
der Antikorperbindung wurden die Membranen iiber Nacht bei 4°C in 4% Magermilchpulver
in TBST geschiittelt, um unspezifische Bindestellen zu blockieren. Nach dem zweimaligen
Abspiilen der Membranen mit TBST Puffer wurden sie einmal 15 min und zweimal 5 min bei
RT mit TBST gewaschen. Nach einer Stunde Inkubationszeit mit dem ersten
Antikorper/Antiserum, unter leichtem Schiitteln, wurde wieder wie vorher gewaschen. Die
beiden Anti-Etchedl-Peptid-Antiseren 4206 und 4207 wurden, wie die ihnen entsprechenden
Priaimmunseren, 1:500 verdiinnt (4% Milchpulver in TBST). Danach erfolgte fiir eine Stunde
die Inkubation mit dem zweiten gekoppelten Anti-Kaninchen Antikorper (Verdiinnung:
1:5000). Danach wieder mit TBST gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt erfolgte die
Detektionsreaktion (2.2.3.2.5 a und b).
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2.2.3.2.5a Alkalische Phosphatase-Reaktion

Zum Nachweis spezifischer Proteinbanden werden als sekundire Antikorper héaufig
Antikorper benutzt die eine alkalische Phosphatase-Aktivitit besitzen. Die Alkalische
Phosphatase reagiert mittels der Substrate BCIP (X-Phosphat/5-Bromo-4-Chloro-3-Indoyl-
Phosphat) und NBT (Nitroblue Tetrazolium Chlorid) zu einem violetten Farbstoff, der auf den
entsprechenden Proteinbanden prizipitiert. Zur Nachweisreaktion wurden 33 ul BCIP (50%ig
in DMF) in 10 ml Alkalische Phosphatase Puffer gegeben, vermischt und 33 pl NBT (10%ig
in DMF) hinzugegeben. Diese Reaktionsmischung wurde auf die Membranen gegeben und
innerhalb von 20 min musste die Farbreaktion erfolgen. Gestoppt wurde die Reaktion
dadurch, dafl die Membran(en) in einer Schale mit 50 ml PBS Puffer + 200 ul 0,5 M EDTA;
pH 8,0 geschiittelt wurde.

2.2.3.2.5b Peroxidase-Reaktion

Fiir die Peroxidase-Reaktion wurden gleiche Volumina der Detektionslosungen 1 (0,1 M Tris-
HCI; 2,5 M Luminol (3-Aminophtalhydrazid); 400 uM p-Coumarséure; pH 8,5) und 2 (0,1M
Tris-HCI; 5,4 mM H,0,) gemischt, auf glattgezogene Frischhaltefolie iiber einer Glasplatte
pipettiert und die Membran(en) mit der Frontseite nach unten 1 min in dem Losungsgemisch

inkubiert. Die Dokumentation erfolgte auf Rontgenfilmen (Hyperfilm™-ECL).

2.2.3.3 Proteinexpression des Etchedl1 in Bakterien

Die Herstellung eines Etchedl-Fusionsproteins sollte, mittels des NEB IMPACT™-CN
Systems durchgefiihrt, zur Isolation des Etched1 Proteins dienen. Das IMPACT™-CN System
basiert auf der Herstellung von Fusionsproteinen, die in Bakterien iiberexprimiert und iiber
Affinitdtschromatographie mit Chitin aufkonzentriert werden konnen. Diese Aufreinigung des
tiberexprimierten Fusionsproteins ist durch eine Chitin-Bindedoméne des Inteins moglich.
Ferner besitzen die Fusionsproteine eine, iiber DTT induzierbare, Schnittstelle, die die

Abspaltung des Zielproteins vom Fusionsproteins ermoglichen soll (s. Abb.7)
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Cterminal Fusion Nterminal Fusion

N+ gn'hal C-terminal N+ erminal C4eminal

N /
b’ "

T7 Pramoter

Abbildung 7 Prinzip des IMPACT™-CN Systems. Das Fusionsprotein kann aufgrund der Chitin-Affinitit der
Inteindomiine am Siulenmaterial (bestehend aus Chitinbeads) binden und von anderen Proteinverunreinigungen

gereinigt werden. AnschlieBend kann mit DTT das Zielprotein vom Fusionsprotein abgespalten werden.
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Zur Herstellung der Konstrukte fiir die Intein-Fusionsproteine muften modifizierte Primer
hergestellt werden. Die Et/ cDNA sollte sowohl N-terminal (Vektor pTYB2), als auch C-
terminal (Vektor pTYBI12) iiber Ndel und Xhol Schnittstellen, hinter bzw. vor die
Inteinsequenz, kloniert werden. Es muflte daher ein Primer mit Ndel-Schnittstelle und einem
Startcodon fiir den 5” Bereich desEtchedl Gens ausgesucht werden. Ein zweiter (Riickwiirts-)
Primer muflte mit einer Xhol-Schnittstelle im 3 translatierten Bereich des Gens versehen
sein.

Original-Sequenz 5" C AAA GCG GCT ATG ACG ACG ACG GCC GCC GG 3

a) Sequenz Primer Ndel 5 C AAA GCG CAT ATG ACG ACG ACG GCC GCC GG 3°

Original-Sequenz 5" GTG GAC ACC AGT TCT GAA GAT TGA TCT GCT G 3
Modifizierte Sequenz 5" GTG GAC ACC AGT TCT GAA GAT CTC GAG GCT G 3°
b) Sequenz Primer Xhol 3°CAC CTG TGG TCA AGA CTT CTA GAG CTC CGA C 5§
AuBerdem wurden separat der LC ¢cDNA Bereich, der der Signalsequenz des ET1-Proteins
entspricht, und der cDNA Bereich, der der AS-Sequenz des TFIIS-homologen Bereiches aus
dem ET1 entspricht, mittels PCR und den entsprechenden modifizierten Primern amplifiziert.
Dabei wurde ein Startcodon vor dem TFIIS homolgogen Bereich eingefiigt

Original TFIIS-homolog 5" GTC ATT GAT ATA AAG CTT CCT AGA AGA AGC 3

c¢) Primer Ndel TFIIS 5" GCT ATT CAT ATG AAG CTT CCT AGA AGA ACC 3

Original Sequenz 5" TCC TCC TCC GGC GAG GCC AAT TCG GAC GCG 3
Modifizierte Signalsequenz 5" TCC TCC TCC CTC GAG GCC AAT TCG GAC GCG 3°

d) Primer Xhol Signalsequenz3® AGG AGG AGG GAG CTC CGG TTA AGC CTIG CGC 5

Primer Positionen im Etchedl Gen
a) CAAAGCGCATATGACGACGACGGCCGCcGs D
CGTTGTCTGACAGGCAAAGCGGCTATGACGACGACGGCCGCCGGGCACGGCTGC Abbildung 8
TGCTGGGCGGGGATTCCGCCCTTCGCGTTGTTGCCGCGGATTCTCTCGACCGGE Positionen der
CGGGAGACTCCTCCTCCTCGCGCTTCCCTTGTCGCCTCCTCCTCGAAGCTCAGG modifiierten Primer
GCGCTGGCACCGCGGCTGAGAGTTTCGAACCGTCCAAGGAGGCTCATTGTCTCC innerhalb des
@ CTCCTCCCTCGAGGCCAATTCGGACGCG c) Etchedl Gens
GCTTCCTCCTCCGGCGAGGCCAATTCGGACGCGE TGCCGTCGCCAACGGAAGCC Schwarz sind
d) GCTATTCATATGAAGCTTCCTAGAAGAAGC ) Startcodons, kursiv
GCTATTGATATAAAGCTTCCTAGAAGAAGCTTGC TTGTTCAATTTACATGCAAC und unterstrichen
GCATGTGGCGAAAGGACCAAGCGCTTGATAAACAGAGTAGCCTATGAAAGAGGC Ndel und Xhol-
ACAGTTTTTCTTCAGTGTGCAGGGTGCCAGGTGTACCATAAGTTTGTTGATAAT Schnittstellen
CTTGGGCTAGTTGTTGAGTATGATCTACGAGAAGAAAACGAGCTACAAGGAGAA |  dargestellt
@ ) GGTGGACACCAGTTCTGAAGATCTCGAGGCTG Pfeile zeigen die
AATGCGGTGGACACCAGTTCTGAAGATTGATCTGCTGTGAGAAGCGATGTTGGT Richtung der PCR
ATGCAAAACGCCCTGTACTCTGTAGGTTTTTGACAACATTGGTTATTTGTATAG
CATAAAAATGGCACTTTTTAAAGTTGTTGCACATACTCATCTGAAATTCTGAAT
ACAGCAGGGCCTACATTGTACTTTTT (A) ¢
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Durch PCR des Plasmids pBluescriptc9.1 mit Pwo Proofreading Polymerase konnte die ca.
700 bp grosse Bande (Primerpaar zur Amplifkation des gesamten Efchedl cDNA-Bereiches),
aus einem 0.7%igen Agarosegel ausgeschnitten und iiber das Pharmacia/Biotech DNA + Gel
Band Purification Kit isoliert werden. Ebenso konnten auch der vordere und der hintere
Teilbereich der Etchedl cDNA in einer PCR mit den modifzierten Primern amplifiziert
werden. Diese Amplifikate, die in ihrer AS Sequenz der Signalsequenz, bzw. dem TFIIS-
homologen Bereich entsprechen, wurden ebenfalls iiber das Pharmacia/Biotech DNA + Gel

Band Purification Kit aus einem Agarosegel isoliert.

PCR Ansitze

1 ul Template pBSc9.1(50 ng/ul)

5 ul 10x Komplettpuffer

1,5 ul dNTP-Mix 10 mM

1,5 pl forward Primer 10 pM Ndel / Ndel TFIIS homolog
1,5 ul reverse Primer 10 pM Xhol / Xhol Signalsequenz
37,5 ul H,O

1ul DMSO

1ul Pwo Polymerase

+ Mineralol

Bedingungen:

96°C, 2 min Denaturierung

96°C, 45 sec. Denaturierung

63-65°C, 45 sec. Annealing der Primer 25 Zyklen
72°C, 2 min Auffiillreaktion

72°C, 10 min. Abschluf

4°C, endlos

Die PCR Produkte wurden zur Sequenzierung in den TOPO-Vektor kloniert (s. 2.2.1.13).
Nach der Sequenzierung der Klone mittels Universal und Reverse Primern wurden
Maxipriparationen der Plasmide (Gibco-Maxi-Prip-Kit) gemacht. Die Plasmide und die
Vektoren pTYB2 und pTYB12, kloniert in den Vektor TOPO wurden mit den Enzymen Ndel
und Xhol geschnitten. Inserts und restringierte Vektoren wurden aus dem Gel isoliert
(Pharmacia/Biotech DNA + Gel Band Purification Kit), zusammenligiert und in ER2566
E.coli kompetente Zellen transformiert. Danach wurden die Klone fiir die Fusionsproteine

noch einmal durch Sequenzierung, auf den richtigen Leserahmen hin tiberpriift.
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Folgende sechs verschiedene Plasmide wurden auf diese Weise hergestellt:

-Etchedl cDNA in pTYB2
-Etched]cDNA in pTYBI12

-5” Bereich detEtchedIcDNA in pTYB?2, der Signalsequenz des ET1-Proteins entspricht
-5” Bereich detEfchedIcDNA in pTYB12, der Signalsequenz des ET1-Proteins entspricht

-3” Bereich derEtchedIcDNA in pTYB2, der TFIIS-homologen Bereich des ET1-Proteins
entspricht
-3” Bereich derEtchedIcDNA in pTYB12, der TFIIS-homologen Bereich des ET1-Proteins

entspricht

Mit diesen Plasmiden sollten Intein Fusionsproteine in den ER2566 kompetenten Zellen

tiberexprimiert werden (2.2.4.5).

Da das Fusionsprotein aus dem TFIIS-homologen Bereich, C-terminal in den Vektor pTYB12
kloniert, als einziges liberexprimiert wurde, erfolgte die Aufreinigung iiber eine Sédule mit
Chitinbeads. 5 ml Siulenmaterial wurden mit 45,0 ml Column Buffer 20 min, unter
gelegentlichem Schiitteln, bei 4°C im Erlenmeyerkolben equilibriert. Alle weiteren Schritte
erfolgten ebenfalls bei 4°C im Kiihlraum. Nach der Equilibrierung der Chitinbeads wurde der
Puffer durch eine Zentrifugation entfernt und 10 ml des Uberstandes, welcher das o. g.
Fusionsprotein enthalten sollte, hinzugegeben. Beads und Uberstand wurden dann fiir 60 min
geschiittelt. Danach wurde die Suspension in eine Sdule gegeben und der aufgefangen. Dann
wurde das Sédulenmaterial 4x mit dem 2,5 fachen Ausgangsvolumen Column Buffer
gewaschen und die Waschfraktionen ebenfalls aufbewahrt. AnschlieBend wurde das dreifache
Sdulenvolumen Cleavage Buffer, bis auf ein wenig Uberstand iiber dem Sidulenmaterial,
durch die Sdule gegeben und die Sidule verschlossen. Der Durchlauf des Cleavage Buffer
wurde ebenfalls aufbewahrt und die Sdule wurde ii.N. bei 4°C stehen gelassen.

Am nichsten Tag wurde abermals das dreifache Sdulenvolumen Cleavage Buffer (aber ohne
DTT) durch die Sdule gegeben und 1,5 ml-Fraktionen gesammelt. Von allen Fraktionen
wurden Proteinbestimmungen nach Bradford durchgefiihrt. Dabei stellte sich heraus, daf die
Proteingehalte in den Elutionsfraktionen iiber eine Bradford-Bestimmung nicht meBbar

waren.
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Deshalb wurde die Séulenaufreinigung des pTYB12 TFIIS-homologen ETI-Intein-
Fusionsprotein ~ mit  frisch  transformiertem, iiberexprimiertem und lysiertem
Bakterieniiberstand wiederholt. In den Elutionsfraktionen waren diesmal Proteingehalte

meBbar. Die Proteingele mit den Proben wurden silbergefirbt (Abb. 22, 3.2.2)

2.2.4 Bakterien

2.2.4.1 Anzucht von Bakterienkulturen

Mit einem sterilen Zahnstocher wurden Bakterien einer Einzelkolonie entnommen, in 3 bis 10
ml Flissigmedium iberfiihrt oder auf einem festen Medium ausgestrichen. Im
Inkubationsschiittler erfolgte die Anzucht bei 37°C und 180 rpm fiir Fliissigmedien, fiir

Platten erfolgte die Inkubation bei 37°C im Warmeschrank, jeweils tiber Nacht.

2.2.4.2 Anzucht der Bakterienzellen fiir Transfektion durch A-Phagen

Bakterienzellen XL Blue MRA(P2) wurden in 50 ml LB + 500 ul Maltose (0.2%) + 500 pl
MgSO, (1M) gegeben und 5-6 Stunden lang im Inkubationsschiittler bei 37°C und 180 rpm
angezogen. Die OD der Kultur wurde bei 600 nm am Photometer bestimmt (ca. 0.5) und 25
ml der Kultur wurden abzentrifugiert. Das Pellet wurde in einem errechneten Volumen von 10

mM MgSO, gelost, daB3 einer OD = 1 entsprach.

2.2.4.3 Herstellung kompetenter E. coli Zellen

Mit 2 ml einer 5 ml E. coli Vorkultur wurden 100 ml Medium angeimpft, bis zum Erreichen
einer ODgpp von 0,3-0,5 wachsen gelassen und danach 1 bis 2 h auf ein Eis/Wasser-Gemisch
gestellt. Nach dem Zentrifugieren in 50 ml Falcongefdfen fiir 10 min bei 4°C mit 3000 rpm
wurde das Pellet in 10 ml TfB-Puffer I vorsichtig resuspendiert und 10 min auf Eis inkubiert.
Alle nachfolgenden Schritte erfolgten auf Eis und mit vorgekiihlten Losungen. Nach einer
Zentrifugation fiir 10 min bei 4°C wurde das Pellet in 4 ml TfB—Puffer II vorsichtig
resuspendiert und in Aliquots zu 100 ul in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -

80°C gelagert.
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2.2.4.4 Transformation kompetenter Zellen mittels Hitzeschock

Ein 100 pl Aliquot auf Eis aufgetauter Bakterienzellen wurde mit 0,1-1 ug DNA versetzt und
fiir 30-45 min auf Eis inkubiert. Nach 5 min Hitzeschock bei 37°C wurde 1 ml Medium
zugegeben und noch 30 min bei 37°C, im Inkubationsschiittler inkubiert. Anschliefend
wurden 100 pl des Transformationsansatzes (1/10) direkt und der Rest nach Zentrifugation (5
min, 15000 rpm) und Verwerfen eines groBen Teils des Uberstandes (bis auf ca. 100 — 150 pl)
auf Festmedium plattiert (LB-Platten mit dem entsprechenden Antibiotikum).

Bei Ampicilinresistenz eines Vektors wurde direkt nach dem Hitzeschock, ohne Zugabe von

Fliissigmedium und anschlieBender 30miniitiger Inkubation, ausplattiert.

2.2.4.5 Uberexpression von Proteinen

Das Plasmid mit der Sequenz des zu exprimierenden Proteins wurde frisch in entsprechend
geeignete Zellen (2.2.4.3) transformiert (LB-Medium mit Antibiotikum) und {iber Nacht bei
37°C inkubiert. Am nichsten Tag wurde eine 4 ml Ubernachtkultur angeimpft
(LB/Antibiotikum + 0,4% Glucose). Zur Kontrolle wurde der Vektor ohne Insert mit
angeimpft. Am nichsten Tag wurden 2,5 ml der Kulturen in 100 ml (LB/Antibiotikum + 0,4%
Glucose) tiberimpft und bis zu einer ODgyy von 1,0-1,5 wachsen gelassen (ca. 3 h). Bei
Erreichen der entsprechenden OD wurde 1 ml jeder Kultur in einem Eppendorfgefif fiir 2-3
min zentrifugiert. Die Bakterienpellets wurden bei —20°C eingefroren, und bis zur
Auftrennung auf Proteingelen aufbewahrt. Zur restlichen Bakterienkultur wurde dann IPTG in
einer Endkonzentration von 2 mM hinzugegeben und noch 3 h weiter im Inkubationsschiittler
inkubiert. Dabei wurden alle dreilig Minuten 1 ml der Kultur zentrifugiert und eingefroren.
Nach 3 h Inkubation wurde der Rest der Kulturen in 50 ml Falcontubes uberfiihrt,
zentrifugiert und die Pellets eingefroren. Diese konnten dann einer Proteinbestimmung nach
Bradford (Bradford, 1976) unterzogen werden und auf Proteingele (2.2.3.2) aufgetragen

werden.
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2.2.5 Herstellung genomischer et/-m15 Banken in Lamda-Phagen

2.2.5.1 Partieller Verdau/Enzymkinetik

Die Priparation der genomischen DNA der beiden et/-ml5 Linien erfolgte aus jungen
Maisblittern nach Dellaporta (2.2.1.1). Diese et/-ml5 Pflanzen stammten aus geselbsteten
Kornern (Genotyp: etl-ml5/etl-ref) eines direkten Transposon Tagging Experimentes. Die
gepoolte genomische DNA der Nachkommen beider Linien (jede Linie separat) wurde mit
dem Restriktionsenzym Sau3A partiell verdaut. Fiir eine Enzymkinetik wurden insgesamt ca.
30 ug der jeweiligen DNA eingesetzt, um die Enzymmenge zu bestimmmen, die zu DNA-
Fragmenten der Grofen zwischen 9 und 21 kb fiihrte.

Pipettierschema fiir die Enzymkinetik:
X ul DNA (=30 pg)

15 ul Puffer Gibco REact 4

Y ul H20

150 ul Gesamtvolumen

Nach kriftigem Durchmischen des Reaktionsansatzes (150 pul Gesamtvolumen) wurden je 15
ul des Ansatzes in sieben von neun Reaktionsgefidflen (Nr. 2-8) pipettiert und 30 pl in ein mit
Nr.1 bezeichnetes Reaktionsgefidll. AnschlieBend wurden auf Eis 4 U Sau3A aus einer 1:10-
Verdiinnung des Enzyms Sau3A (10 U/ul) in das erste Gefdl pipettiert, gevortext und 15 pl
davon in Reaktionsgefdl Nr. 2 gegeben (siehe Pipettierschema unten). Nach griindlichem
Mischen wurde mit neuer Pipettenspitze dieser Vorgang mit jeweils 15 upl des neuen
halbkonzentrierten Enzymgemisches bis zum Reaktionsgefil Nr. 8 weitergefiihrt. Dabei
blieben etwa 15 pl des Reaktionsansatzes in Nr. 9 als Kontrolle, ohne Enzymzugabe, zuriick.
Die Reaktionsansitze 1-8 wurden dann exakt 60 Minuten in ein 37° C Wasserbad gestellt und

danach je ein Mikroliter von 1-9 auf ein 0.4 %iges Agarosegel aufgetragen.

Tube Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Units Enzym |2 1 0.5 0.25 0.125 10.0625 {0.0313 [0.01565 [0

U/ug DNA ]0.333 |0.167 [0.083 [0.0417 [0.0208 [0.0104 |0.0052 ]0.0026 [0.0013

Der Reaktionsansatz der hauptsichlich 9-21 kb grole Fragmente erhielt, wurde im groBeren
MaBstab (Volumen von drei Millilitern) mit den entsprechenden Units des Enzyms
wiederholt, und bei 37°C iiber einen Zeitraum von 50, 60 und 70 Minuten partiell mit dem

Enzym Sau3A verdaut. Die drei Reaktionsansidtze wurden dan*ach gepoolt.
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Diese gepoolte partiell geschnittene DNA wurde einer zweifachen Phenol/Chloroform-
Extraktion unterzogen, mit dem zweieinhalbfachen Volumen Ethanol gefillt, in 500 pul TE
aufgenommen und durch einen Kaliumacetatgradienten (13 ml, 5-20%) fiir 20 Stunden bei
20°C und 20000 rpm in der Ultrazentrifuge (Rotor: Kontron TST41.14-41000 rpm)
fraktioniert. Vom Gradienten wurden von oben nacheinander jeweils 600 ul abgenommen und
20 pl jeder zweiten Fraktion auf ein Testgel aufgetragen. Die Fraktionen, die Fragmente
zwischen 9 und 21 kb enthielten, wurden gepoolt und mit dem zweieinhalbfachen Volumen

Ethanol gefillt, mit 70%igem Ethanol gewaschen und in 10 ul TE aufgenommen.

2.2.5.2 Partielles Auffiillen der vereinigten Fraktionen

Die Hilfte der genomischen DNA-Fragmente (2.2.5.1) wurde dann mit dATP und dGTP
partiell aufgefiillt und eine Testligation durchgefiihrt. Die aufgefiillten Enden der Sau3A-
Schnittstellen sollten nicht mehr zusammen ligiert werden konnen, da sie nicht mehr

zusammenpassen.

Partielles Auffiillen:

5.0 ul DNA

+ 10 ul dATP (10mM)

+ 10 ul dGTP (10mM)

+ 20 ul 5 x fill in Puffer MBI

+ 2 ul Klenow Fragment (Polymerase I, Gibco)

+ 8 ul H,O (ad 50 ul)

Der Reaktionsansatz wurde 30 Minuten bei 37° C und 15 Minuten bei 65° C inkubiert. Zur
VergroBerung des Volumens auf 200 ul wurden 150 ul TE-Puffer hinzugegeben, 2 x mit
Phenol/Chloroform extrahiert und anschliefend mit Chloroform extrahiert. Die DNA wurde
durch Zugabe von 1/10 Natriumacetat und 2,5 Vol. Ethanol gefillt (30 Minuten, -80° C).
AnschlieBend wurde 30 Minuten bei 13500 rpm und 4° C zentrifugiert, das Pellet mit 70%

Ethanol gewaschen, 15 Minuten bei RT getrocknet und die DNA in 10 ul H,O aufgenommen.
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2.2.5.3 Ligationsreaktionen

Zur Uberpriifung der Auffiillreaktion wurden Ligationsversuche durchgefiihrt. Dabei sollte
nur nicht aufgefiillte DNA mit der Ligase ligiert werden konnen und ein grofle Bande
ergeben. Die anderen Spuren auf dem Testgel (aufgefiillt+Ligase, nicht aufgefiillt —Ligase)

sollten weiterhin die Bandbreite der 9-21 kb Fragmente zeigen.

Testligationen:
aufgefiillt+ nicht aufgefiillt + Ligase |nicht aufgefiillt - Ligase
Ligase

DNA (dquivalente 0.5 ul 2.0 ul 2.0 ul

Mengen)

H,0 3.0 ul 1.5 ul 2.0 ul

Ligations 1.0 ul 1.0 ul 1.0 ul

puffer (5x)

T4-DNA-Ligase (1U/ 0.5 ul 0.5 ul -

pul)

Ligation der genomischen aufgefiillten Fragmente mit dem A- FixII-Vector:

Fiir die Ligation wurden 400 ng der partiell verdauten und aufgefiillten etl-M15/etl-ref
genomischen Mais DNA als Insert eingesetzt. Die Ligation erfolgte im Thermostaten bei
14°C iiber Nacht. Die Ligationsansitze der Lambda-et/-m15-Klone sollten danach in Phagen
verpackt werden.

4ul-Ligationsansatz:

1ul A-FixII-Vektor (Stratagene) mit Xhol verdaut und partiell aufgefiillt
+ X ul (=400 ng) Insert-DNA

+ 0,8 ul 5x Ligationspuffer

+ 0,5 ul T4-DNA-Ligase (1U/ pul)

+Y ul HyO (ad 4.0 pul)

2.2.5.4 Verpackungsreaktion

Verpackung des Ligationsansatzes (Lamda-Arme ligiert mit genomischen et/-ml5
Fragmenten:

Am nichsten Tag wurde die Verpackungsreaktion mit dem Stratagene Verpackungsextrakt
Gold-Pack III durchgefiihrt, der Reaktionsansatz fiir zwei Stunden bei 22° C belassen und mit
500 ul SM-Puffer und 20 pl Chloroform versetzt.
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2.2.5.5 Titerbestimmung

Der Titer der beiden erstellten genomischen et/-mI5 Lambda-Banken des
Verpackungsansatzes (s. 2.2.5.4) wurde folgendermafen bestimmt:

Iul des Reaktionsansatzes + 200 pl Bakterien (XL-Blue MRA (P2) frisch angezogen
ODgpo=1, in 10 mM MgSO,)

10 pl einer 1:100-Verdiinnung mit SM-Puffer + 200 ul Bakterien

1 pl der 1:100- Verdiinnung mit SM-Puffer + 200 ul Bakterien

Bakterien und Phagen wurden 15 Minuten bei 37° C im Wassserbad vorinkubiert, in jeweils 4
ml SM-Top-Agar (50° C) gegeben, gemischt und ausplattiert (Platten: LB + 10 mM MgSO,).
Die Inkubation erfolgte im Wirmeschrank bei 37° C iiber Nacht. Plattiert wurden je eine
Verdiinnungsreihe mit 1 pl, 10 pl (einer 1:100 Verdiinnung) und 1 pl (einer 1:100

Verdiinnung). Die Plaques konnten dann zur Titerbestimmung ausgezihlt werden.

2.2.5.6 Plattierung der genomischen et/-ml5 Banken

Jeweils 50000 plaque forming units (pfu) wurden zusammen mit 600 pl frisch angezogenen
Bakterien fiir 15 min bei 37°C vorinkubiert, zu 9 ml Top-Agar gegeben und auf grofle Platten
(132 mm) ausplattiert. Die Platten wurden iiber Nacht bei 37°C im Warmeschrank inkubiert.
Am néchsten Tag wurden Phagenlifts mit Nitrozellulosefiltern (s. 2.2.5.7) durchgefiihrt, die
Filter priahybridisiert und anschlieBend hybridisiert (Sonde: Etchedl cDNA). Nach erfolgter
Hybridisierung wurden die Filter gewaschen (s. 2.2.5.8) und nach Exposition iiber Nacht
konnten positive Plaques mittels Rontgenfilm nachgewiesen werden. Diese Plaques konnten
mit Pasteurpipetten fiir die zweite Runde ausgestochen werden.

2. Runde: Plaques die in der 1. Runde des Screenings mit der Sonde hybridisiert hatten
wurden mit einer Pasteurpipette aus der Platte ausgestochen und in 1 ml SM- Puffer mit 20 ul
Chloroform i.N. im Kiihlschrank eluiert. Diese Phagensuspensionen wurden 1:200 verdiinnt
und 1 pl davon mit 200 ul Bakteriensuspension (s. 2.2.4.2) bei 37°C fiir 15 min vorinkubiert,
zu 4 ml Top-Agar gegeben und auf LB- Medien + 1 mM MgSO, (mittelgroBBe Petrischalen)
plattiert.

3. Runde: Alle Plaques die bei der Hybrisierung mit der Etchedl cDNA Signale zeigten
wurden isoliert und eluiert (s. 2. Runde). Je 1 ul einer 1:100- Verdiinnung wurde wie vorher
plattiert — Abschliessend konnten positive Einzelplaques isoliert und nach der DNA-

Préparation aus Lysaten (2.2.6.1-2.2.6.3) analysiert werden.

47



Material und Methoden

2.2.5.7 Phagenlifts/Behandlung der Nitrocellulosefilter

Die Nitrocellulosefilter wurden luftblasenfrei und faltenfrei auf den Top-Agar gelegt,
beschriftet und ihre Position auf dem Agar markiert. Nach ca. 5-10 Minuten wurden die Filter
mit der Phagenseite nach oben, fiir ca. 4 Minuten auf ein Whatman-Papier, getrinkt mit
Denaturierungslosung, und fiir 5-10 Minuten auf ein Whatman-Papier, getrdnkt mit
Neutralisierungslosung, gegeben. Abschlieend wurden sie fiir mindestens 10 Minuten in eine
Schale mit 2x SSC gegeben. Danach wurden die Filter zwei Stunden bei 80°C inkubiert. Dann
wurden sie fiir 30-60 Minuten bei 65°C im Wasserbad in 2xSSC/ 0.1% SDS geschiittelt.
AnschlieBend erfolgte eine dreistiindige Prihybridisierung (2.2.7.2). Danach konnte die
radioaktiv markierte Sonde hinzugegeben werden und die Membranen im Wasserbad bei 65-

68°C, u.N. inkubiert werden.

2.2.5.8 Waschen der Phagenfilter

Nach der Hybridisierung wurde die Hybridisierungslosung von den Phagenfiltern abgegossen.
Das Waschen der Phagenfilter erfolgte zuerst mit Waschlosung I (kalt, 2 x kurz) und danach 2
x 30 min mit Waschlosung II bei 65°C. Die Exposition eines Rontgenfilms der Phagenfilter

erfolgte ii.N. bei —70°C

2.2.6 Phagen-Lysate zur DNA-Priparation

2.2.6.1 Minilysate

1 pl einer Verdiinnung von 1:50 bis 1:200, der in SM-Puffer vorliegenden Phagen wurde
zusammen mit 200 ul Bakterien (XL Blue MRA(P2), OD = 1) fiir 15 min bei 37°C inkubiert
und dann zu 5 ml LB + 10 mM MgSO, gegeben und ii. N. bei 37°C und 180 rpm geschiittelt.
Am nichsten Morgen wurden 50 ul Chloroform zugefiigt und die Bakterien nochmals 30 min
geschiittelt. Dann wurden die Bakterienzellen abzentrifugiert und der Phageniiberstand auf 2—
3 2-Milliliter-SchraubdeckelgefiBe verteilt, zum Uberstand noch jeweils 50 ul Chloroform

zugefiigt. Die Lysate wurden bei 4°C gelagert.
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2.2.6.2 Midilysate mit dem QIAGEN Lambda Midi Kit

Mittelgroe Lysate aus Bakteriensuspensionen (Midilysate) werden aus Volumina von etwa
50 ml gemacht. Aus Minilysaten wurden, je nach Qualitit, 1:1000 bzw. 1:200 Verdiinnungen
mit SM-Puffer hergestellt. 5 ul davon wurden 15 min mit 250 pl Bakterien (s. Minilysate) bei
37°C inkubiert und anschlieend in 50 ml LB + 10 mM MgSO, gegeben. Es folgte eine
Inkubation ii.N. bei 180 rpm und 37°C. Am nichsten Morgen wurde 500 pl Chloroform
zugefiigt und nochmal 30 min geschiittelt. Dann wurden die Bakterienzellen abzentrifugiert
und der Phageniiberstand mit 100 pl Puffer L1 fiir 30 min bei 37°C inkubiert. Danach erfolgte
die Zugabe von 10 ml eiskaltem Puffer L2 und eine Inkubation fiir 1 Stunde auf Eis.
AnschlieBend wurde 30 min bei 3500 rpm zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das
Pellet wurde in 3 ml des Puffers L3 resuspendiert und zusitzlich zum QIAGEN-Protokoll
einem 30miniitigen Verdau mit ProteinaseK (Endkonz. 0,1-0,2 mg/ ml) bei 55°C unterzogen.
Nach Zugabe von 3 ml des Puffers L4 und vorsichtigem Mischen wurde 20 min bei 70°C
inkubiert und danach auf Eis abgekiihlt. Danach wurde 3 ml des Puffers L5 hinzupipettiert,
vorsichtig gemischt und bei 4°C und 3500 rpm fiir 45 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde
dann nochmals 10 min lang zentrifugiert und auf eine mit Puffer QBT (3 ml) dquilibrierte,
Sdule (QIAGEN-tip 100) gegeben. Die Sdule wurde mit 10 ml Puffer QC gewaschen und
danach die DNA mit 5 ml Puffer QF eluiert. Die DNA wurde mit einem 0,7fachen Volumen
Isopropanol gefillt und bei 4°C und 3500 rpm fiir 45 min zentrifugiert. Abschlieend wurde
die Phagen-DNA mit 70%igem Ethanol gewaschen und fiir 5 min an der Luft getrocknet und

in 50 ul H,O aufgenommen.
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2.2.6.3 GroBlysate/ Lysate aus Bakteriensuspensionen mit einem Volumen bis

zu 2 Litern

Von dem 1:1000 mit SM-Puffer verdiinnten Phagen-Minilysat wurden 500 pul mit 2.5 ml XL
Blue MRA(P2)-Bakterienzellen gemischt und fiir 15 min bei 37°C inkubiert. Anschlieend
wurde in 500 ml LB + 10 mM MgSO, iiberimpft und i.N. bei 37°C und 180 rpm geschiittelt.
Am nichsten Morgen wurde das Lysat fiir 30 min mit Chloroform geschiittelt. Dann wurden
200 pl DNase (10 mg/ ml) und 100 pl RNase (10 mg/ ml) zugegeben und 1 Std. bei RT
inkubiert. Danach wurden 30 g NaCl hinzugegeben und gelost. Die anschlieBende
Zentrifugation erfolgte fiir 30 min bei 6000 rpm. Der Uberstand wurde durch Miracloth in
einen neuen Kolben filtriert, 50 g PEG zugefiigt und geldst. Dann wurde wie vorher
zentrifugiert und der Uberstand abgenommen. Das Pellet wurde in 5 ml SM-Puffer
resuspendiert und in ein 15 ml-Falconrohrchen iiberfiihrt. Nach zweimaliger Chloroform-
Extraktion wurde zur wissrigen Phase 0,75 g/ml CsCl gegeben und der Brechungsindex auf
1.3815 eingestellt. Die Probe wurde anschlieBend in ein Ultrazentrifugen- Rohrchen gefiillt
und exakt austariert (SM/CsCl). Die Ultrazentrifugation erfolgte im SW-60-Rotor bei 20°C
fiir 20 Stunden bei 33000 rpm. Die Phagenbande wurde am néchsten Tag mit Hilfe einer

Pasteurpipette entnommen und in ein Eppendorfgefal3 gegeben.

Phagen-DNA-Extraktion:
100 pl Phagen-Losung wurden mit 900 ul 10 mM Tris pH 7,5 und 20 pl 10% SDS und 50 pl

ProteinaseK (5 mg/ml) versetzt und bei 37°C fiir 20 min inkubiert. Nach zweimaliger Phenol/
Chloroform-Extraktion und Chlorofom-Extraktion wurde die obere Phase mit dem doppeltem
Volumen Ethanol abs. (—20°C) gemischt und fiir 30 min bei 3500 rpm und 4°C zentrifugiert.
Das Pellet wurde mit 70% Ethanol gewaschen und nach dem Trocknen in 100 pul TE

aufgenommen.
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2.2.7 Arbeiten mit radioaktiven Nukleotiden

2.2.7.1 Herstellen radioaktiv markierter Sonden

Préparation der Fragmente zur Sondenherstellung:

Es standen bereits Glycerol-Stocks von Bakterien, die Plasmide mit DNA-Fragmenten fiir
Sonden enthielten, zur Verfiigung. Zur Isolation der Fragmente fiir die Sonden, wurden
Glycerolstocks mit sterilen Zahnstochern auf einer Medienplatten ausgestrichen und ii.N.
inkubiert. Am folgenden Tag wurden die jeweiligen FEinzelkolonien fiir die Midi-
Priparationen in 50 ml LB + 50 pg/ml Kanamycin, oder 40 pg/ml Ampicillin iiberimpft. Es
wurden Midiprdparationen der DNA (Gibco-Séulen) gemacht. Die Inserts wurden iiber einen
Verdau mit den entsprechenden Enzymen aus dem Vektor ausgeschnitten und {iiber
Elektrophorese eines Agarosegels davon getrennt. Die DNA-Fragmente fiir die Sonden
wurden aus dem Agarosegel ausgeschnitten und mit dem Pharmacia Biotech DNA + Gel
Band Purification Kit aufgereinigt, oder wurden mittels einer mit Glaswolle gestopften
Pipettenspitze und Phenol/Chloroform—Extraktion aufgereinigt und isoliert.

Fiir die Markierung einer Sonde wurde die Methode des “random priming*‘ mit dem Prime-It
I Labeling-Kit der Firma Stratagene verwendet. DNA (25 ng) wurden in insgesamt 25 ul
H,0 mit 10 pl Primer fiir 7 Minuten bei 94° C im Heizblock denaturiert. Dann wurden 10 pl
dCTP und 35 pCi o-**P dCTP- Nukleotide hinzupipettiert.

Nach mindestens 30-miniitiger Inkubation mit Klenow (Exo-)-Polymerase (37° C, Heizblock)
wurde das Reaktionsvolumen mit Wasser von 50 upl auf 100 pl erhoht und iiber eine
Sephadexsdule (G-25, 5 Minuten, 2000 rpm) die nicht eingebauten dNTPs abgetrennt.
AnschlieBend konnte der Durchlauf mit den DNA-Sonden in Prihybridisierungslosung

gegeben und fiir Southern- und Northern-Analysen benutzt werden.
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2.2.7.2 Priahybridisierung und Hybridisierung

Die Membranen wurden mit 10-20 ml Prihybridisierungslosung 2—4 Stunden lang in
Hybridisierungsgefilen bei 65°C inkubiert. AnschlieBend wurde die radioaktive Sonde in
diese Losung pipettiert. Die Hybridisierung erfolgte meist bei 65°C iiber Nacht.

2.2.7.3 Waschen der Membran

Die Hybridisierungslésung wurde entfernt und die Membran zweimal kurz mit Waschldsung 1
(niedrige Stringenz) bei RT gewaschen. Danach erfolgte fiir mindestens 20 min eine
Behandlung bei 65°C mit Waschlosung II (hohe Stringenz). Die Membran wurde in
Polyethylenfolie eingeschweiflt und ein Rontgenfilm, je nach Signalstdrke 1-14 Tage in einer

Rontgenfilmkasette exponiert.

2.2.7.4 Entfernen einer Sonde von einer Membran

Eine bereits hybridisierte Membran kann erneut hybridisiert werden, wenn die alte Sonde
vollstindig entfernt wird. Dazu wurde eine 0,1%ige SDS- Losung aufgekocht und die
Membran fiir 30 min bei 80°C darin geschiittelt. Der Waschvorgang wurde wiederholt bis nur

noch wenig bzw. keine Hintergrundstrahlung mehr zu messen ist.

2.2.8 Sequenzierung

2.2.8.1 Plasmid-DNA Préparation fiir Sequenzreaktionen

Die Priparation von Plasmid-DNA erfolgte unter Anwendung des NucleoSpin Kit der Firma
Macherey & Nagel. Das Bakterienpellet von ca. 3 Millilitern Ubernachtkultur wurde
vorsichtig in 250 ul Puffer Al resuspendiert, danach mit 250 ul Puffer A2 gemischt und bei
RT 5 min inkubiert. Dann erfolgte die Zugabe von 300 ul des Puffers A3, ein vorsichtiges
Mischen und Inkubation auf Eis fiir 5 min. Danach wurde fiir 10 min bei 12000 x g und 4°C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde auf eine Siule transferiert und 1 min zentrifugiert, der

Durchlauf verworfen.
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Danach folgten 2 Waschschritte: 1x Waschen mit 0,5 ml Puffer AW, 2x Waschen mit 0,7 ml
Puffer A4 (danach wurde jew. 1 min =zentrifugiert). Dann wurde die S&ule trocken
zentrifugiert. Anschlieend wurde sie in ein neues Zentrifugengefill gesteckt und die DNA

mit 1x 40 pl und abschlieend 20 ul Wasser eluiert.

2.2.8.2 Sequenzreaktion

Die Sequenzierungen erfolgten nicht-radioaktiv nach der Methode von Sanger et al. (1977).
Bei diesem Kettenabbruch-Verfahren werden zusitzlich zu den normalen Desoxy-Nukleosid-
Triphosphaten 2” 3” -Didesoxy-Nukleosid-Triphosphate verwendet. Durch den Einbau der
Didesoxynukleotide fehlt die 3 -Hydroxylgruppe fiir die weitere DNA-Strangsynthese. Es
kommt zum Kettenabbruch. Das Konzentrationsverhéltnis von normalen Desoxynukleotiden
zu Didesoxynukleotiden wird so gewihlt, dal diese Nukleotide an verschiedenen Positionen

eingebaut werden konnen. Dadurch werden unterschiedlich lange Fragmente erzeugt.

Mit Hilfe von markierten Primern bzw. Didesoxynukleotiden kann die Sequenz durch eine
gelelektrophoretische Trennung in hochauflosenden Polyacrylamid-Sequenzgelen aus diesen
direkt abgelesen werden.

Sequenzreaktion mit Dye-Terminatoren (ABI PRIM"™VDYE Terminator Cycle Sequencing

Ready Reaction Kit)

Big Dye Terminator Mix 4 ul
Half-Therm-Puffer 6 ul
Template DNA 500 ng
Primer (10 uM) 1,5 ul
DMSO (bei Bedarf) (1 pl)
H,0 ad 20 pul

Der Ansatz wurde anschlieBend mit Mineral6l iiberschichtet und eine PCR durchgefiihrt.

Sequenz-PCR-Bedingungen:

Temp [°C] |Zeit Anzahl der Zyklen
96 4 min

96 30s }

50 15s 125

60 30s }

4 °
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Nach der PCR wurde das Ol abpipettiert und die Sequenzprobe mit 2 ul 3 M NaAc pH 4.6
und 50 pl Ethanol gefillt. Dazu wurde die Probe in der Laborzentrifuge bei RT 30 min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit einer ausgezogenen Glaspipette moglichst griindlich
entfernt und das Pellet nachfolgend mit 250 ul 70%igem Ethanol gewaschen. Hierbei wurde
das Eppendorfgefdl kurz durchgemixt und anschlieBend nochmals 15 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde entfernt und das Pellet kurz getrocknet. Bis zum Gellauf wurden die Proben
bei —20°C gelagert. Die Sequenzierungsprodukte wurden nach Herstellerangaben auf 4,5
%igen Acrylamidgelen auf dem DNA-Sequenzierer 311 der Firma Perkin Elmer/ Applied
Biosystems bei 2500 Volt in 1 x TBE fiir 4 Std. analysiert.

Die Analysen und Vergleiche von DNA- und Aminosduresequenzen erfolgte durch die
Programme Seqman und MegAlign (DNASTAR 3.5 Inc., USA), MacVector™ 4.1.4
(Scientific Imaging Systems, USA), GeneDoc 2.6.001 (Nicholas et al., 1997) und Blast 2.x
(Altschul et al., 1997).

2.2.9 PAM/ Fluoreszenzmessungen

Bestimmung der Chlorophyllfluoreszenz als Parameter fiir die Aktivitéit des Photosystems II.
Die zu messenden Pflanzen der Wildtyp-Linien (LC, A188, Pa91, H99, A188xB73), der Linie
etl-ref und transgene Pflanzen (pActEtchedl-Sense, siehe 2.2.10.1) wurden 30 Minuten im
Dunkeln inkubiert. Unter diesen Bedingungen werden die Reaktionszentren des Photosystems
IT in den oxidierten Zustand iiberfiihrt. Mit gepulstem 1,6 kHz Schwachlicht wurde eine
Grundfluoreszenz F, erzeugt. Durch Auslosung eines sittigenden Weillichtpulses von 1 s
Dauer konnten alle vorhandenen PSII- Reaktionszentren reduziert und die maximale
Fluoreszenz Fm induziert werden. Der Quotient (Fm-Fy;) + Fm dient als Mal fiir die
Quantenausbeute der an der photochemischen Reaktion beteiligten aktiven PSII-
Reaktionszentren. Fm-F, wird auch als variable Fluoreszenz Fv bezeichnet (Humbeck er al.,
1994). Die Messung der Chlorophyllfluoreszenz wurde mittels eines PAM (Puls-Amplituden-
Modulation) Fluorometer durchgefiihrt. Dafiir wurden Korner verschiedener Wildtyp Linien ,
transgene Etchedl-Sense Korner und et-1R-Korner genommen und als neun Tage alte
Séamlinge vermessen und die variable Fluoreszenz des 1., 2. und manchmal 3. jungen Blattes
bestimmt. Gemessen wurden je 9 Pflanzen von LC und et/-R und bis zu fiinf Pflanzen von

A88xB73, A188, Pad1, H99 und transgenen Efchedl-Sense Pflanzen.
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2.2.10 Biolististische Transformation

2.2.10.1 Herstellung/Klonierung von Sense- und Antisense-Etchedl Actin-

Konstrukten

Das pActEtl-Sense Konstrukt war bereits von Dr. da Costa e Silva hergestellt worden. Zur
Herstellung eines Antisense Konstruktes zur Transformation/Herstellung transgener
Antisense Pflanzen, mufte der Vektor pActl.cas (McElroy et al., 1991) mit den Enzymen
Sall und Xbal geschnitten werden. Das Etchedl(c9.1) cDNA-Fragment, EcoRI / Xhol kloniert
in pBlueskriptSK, mufite mit den Enzymen Xbal und Xhol geschnitten werden.

Der geschnitteneVektor pActl.cas und das Etchedl Fragment konnten iiber ein Agarosegel
isoliert werden und wurden zur Herstellung der Antisense-Kassette zusammenligiert. Danach
erfolgte die Transformation in XL1-Blue Zellen und eine Maxipridparation der fertigen

pActEt]-Antisense-Kassette.

Diese Ligation ist moglich, weil Sall und Xhol Schnittstellen mit demselben Uberhang

besitzen.

Sall G/TCGAC Xhol C/TCGAG
C AGCT/G G AGCT/C

pActl Plasmid pActl ¢9.1 as 3’

N NN S

YU L0

NS &
S
NOS
Z0MF b 7k 2Nooosbp
pSP72 2.4kb pSP72 2.4 kb

Abbildung Y pActl-Plasmid mit multiple Klonierungs-Stellen / Herstellung des Etchedl pAct1EtI-Antisense-
Konstrukts durch Klonierung eines Xhol/Xbal Etched]cDNA-Fragments in antisense Orientierung in den Sall /
Xhol geschnittenen Vektor pActl.

55




Material und Methoden

2.2.10.2 Herstellung transgener Pflanzen

Zur Herstellung transgener Pflanzen wurden Maiskolben, meist aus Kreuzungen A188 x H99
oder den Linien Pa 91 bzw. A188, 10 bis 12 Tage nach Pollination (DAP) geerntet und fiir 4-
7 Tage bei 4°C gelagert. Die Korner wurden aus dem Kolben gelost und mit 1 %
Natriumhypochloridlosung oberfldchensterilisiert. Nach dreimaligem Spiilen mit sterilem H,O
wurden die unreifen Embryonen isoliert und zur Kallusinduktion auf N6.1.100.25-
Festmedium (Songstad et al., 1992) mit 2.4.D (2,4-Dichlorphenoxyessigsdure) transferiert.
Nach 6-10 Tagen Kallusinduktion, im Dunkeln bei 26 °C, wurden die Kalli 4 Stunden vor
dem Beschuf} auf dem hochosmolaren Medium N6, , vorinkubiert.

Die Transformationsansitze fiir die Partikelkanone wurden unter Verwendung unterschiedlich
grofer Goldpartikel (0,4-0,8 und 1,2 pm) mit bis zu drei verschiedenen Plasmiden
durchgefiihrt. Dabei wurde das pActEt/-Sense Plasmid oder pActE?/-Antisense Plasmid
zusammen mit dem 35S pat Plasmid verwendet. Um die Tranformationseffizienz optisch
analysieren zu konnen, wurde auch in einigen Experimenten ein 35S GFP-Plasmid eingesetzt.
Die Bindung der Plasmid DNA an die Goldpartikel erfolgte durch Prézipitation der DNA
zusammen mit den Goldpartikeln. Der Féllungsansatz wurde folgendermaB3en durchgefiihrt:

In einem Eppendorfgefdl wurden zu 50 ul Goldsuspension (40 mg/ml /Biorad) je 2,5 ug der
entsprechenden einzusetzenden Plasmide hinzupipettiert. Danach wurde der Ansatz fiir ca. 30
sek gemischt (Vortex). Dann wurden 50 ul Kalziumchlorid (2,5 M) und 20 pul Spermidin (0,1
M) im Deckel des Reaktionsgefidles gemischt, das Reaktionsgefid3 sofort mit geschlossenem
Deckel invertiert und anschlieBend gevortext. Fiir 20 bis 30 sek wurde der Ansatz bei 13000
rpm pellettiert und der Uberstand abgenommen. Mit 250 ul Ethanol abs. wurde nochmals gut
gemischt und wie vorher pellettiert. Der Uberstand wurde abgenommen und das Pellet in 240
ul Ethanol, im Ultraschallbad, fiir maximal 3 sek, resuspendiert und auf Eis aufbewahrt. Von
dieser Suspension wurden je 5 ul auf einen Makrocarrier gegeben und getrocknet. Der
Beschufl mit den Goldpartikeln erfolgte bei einem Druck von 1350 psi. Die Position fiir die
Petrischale war der Einschub 4, fiir die Makrocarrier Einschub 2. Nach dem BeschuB3 mit
dem Tranformationsmix wurden die Kalli noch mal 20 Stunden, bei 26 °C auf dem Medium
belassen, um dann fiir 10-14 Tage wieder auf normalem Kallusinduktionsmedium weiter zu
wachsen. Danach erfolgten noch mal zwei vierzehntigige Subkultivierungsintervalle auf

Kallusinduktionsmedien + Basta Selektion.
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Zur Induktion der somatischen Embryogenese wurden die Kalli auf MS-Festmedium
(Murashige & Skoog, 1962) ohne 2,4-D transferiert und bei 26 °C im Dunkeln fiir 7- 10 Tage
kultiviert. Zur anschliessenden Regeneration von Pflanzen wurden die Kalli mit gut
sichtbaren somatischen Embryonen in der Phytokammer (16 h Licht bei 24 °C und 8 h
Dunkel bei 16 °C kultiviert, bis sich die somatischen Embryonen zu kleinen Keimlingen mit
Spross und Wurzel entwickelt hatten. Die Keimlinge wurden vom Kallusgewebe getrennt und
in Magenta-Dosen mit 1/2 MS-Festmedium ohne 2,4-D, bis zum Transfer in das
Gewichshaus, weiterkultiviert. Die Selektion der transgenen Pflanzen erfolgte iiber das
mehrmalige Besprithen mit Basta, da parallel auch mit 35Spat transformiert wurde. Vom
Pflanzenmaterial der resistenten Pflanzen wurde DNA und RNA isoliert und sowohl

Southern- als auch Northern-Experimente durchgefiihrt.

2.2.11 In situ Hybridisierung von Gewebeschnitten

2.2.11.1 Fixierung/Einbettung des Pflanzenmaterials

Fiir die Fixierung und Einbettung des Pflanzenmaterials, in diesem Fall Koérner und Blitter,
wurden Losungen benutzt, die mit DEPC behandeltem H,O angesetzt wurden. Die Einbettung
in BMM (Butyl-Methyl-metacrylat) erfolgte weitgehend nach dem Protokoll von Gubler e? al.
(1989). Das Material wurde bei RT zunichst in 4% Paraformaldehyd in PBS-Puffer (130 mM
NaCl; 10 mM NaPOy-Puffer, pH 6,4; 0.27 mM KCIl) mit dreimaliger Vakuum-Infiltration
(jeweils 20 min) fiir insgesamt 2 h fixiert. AnschlieBend wurde das Material viermal fiir
jeweils 30 min in PBS-Puffer gewaschen. Es folgten Dehydrierungsschritte in 10%, 30% und
50% EtOH fiir jeweils 30 min bei RT und eine Inkubation in 70% EtOH ii.N. bei 4°C.

Die Dehydrierung wurde mit 90%, 96% und 3 x 100% EtOH fiir jeweils 1 h bei RT
fortgesetzt. Die Infiltration mit BMM-Losung (40 ml Butyl-metacrylat, 10 ml Methyl-
metacrylat, 250 mg Ethylbenzoin, 10 mM DTT) erfolgte in den Mischungsverhéltnissen von
5:1; 3:1;1:1,1:3 EtOH : BMM fiir jeweils 2 h bei RT. Uber Nacht erfolgte eine Infiltration mit
100% BMM. AnschlieBend wurde das Material, unter Verwendung von frisch angesetzter
BMM-L6sung, in Beem®—Kapseln (Plano) {iberfiihrt. Zur Polymerisierung wurde das
Material bei —20 °C mit UV-Licht (8W, +15 cm Abstand) fiir 48 h bestrahlt. 8 bis 10 wm-
Schnitte der Gewebe wurden auf Super-Frost-Plus® beschichteten Objekttriigern (Menzel)
tiberfiihrt und bei 65 °C auf einer Heizplatte vollstindig getrocknet.
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2.2.11.2 Bearbeitung der Schnitte

Die Entfernung des BMM erfolgte durch zweimalige (erst 10, dann 5 min) Inkubation in
100% Aceton und 5 min Aceton : H>O (1:1). AnschlieBend wurden die vormals in BMM
eingebetteten Gewebeschnitte in H,O und 0,05 M Tris-HCI, pH 7,6 gewaschen und mit 1
pg/ml Proteinase K (Roche) in 0,05 M Tris-HCI, pH 7,6 fiir 20 min bei 37°C verdaut. Die
Reaktion wurde mit kaltem H,O gestoppt. Die Proben wurden 3x H,O gewaschen und in 70%
und 100% EtOH dehydriert. Die Hybridisierung und die weitere Behandlung der

Gewebeschnitte erfolgt wie von Canas et al. (1994) beschrieben.

2.2.11.3 Detektion

Die Detektion des DIG-markierten RNA-Sonde/RNA-Komplexes erfolgte mittels Anti-DIG
FAB-Antikorper mit alkalischer Phosphataseaktivitit und BCIP/NBT Farbreaktion. Im
Dunkeln werden 250 pl der Losung (z.B. fiir 10 ml: 10 ml Puffer 3 + 45 ul NBT und 35 pl
BCIP) aufgetragen, mit einem Deckglas abgedeckt und in eine Glasdose gelegt. Im mit
Alufolie umwickelten, feucht gehaltenem Becherglas, wird inkubiert. Die Inkubationszeit ist
variabel, und kann durch Aufbewahrung bei 4°C verlidngert werden. Ein Reaktionsstopp

erfolgt durch Zugabe von Puffer 4 (TE).

2.2.11.4 RNA Sondenherstellung

Die Herstellung der DIG-markierten Sense- und Antisense-Sonden erfolgte mit dem DIG
RNA Labeling Kit (SP6/T7) von Boehringer Mannheim. Fiir die Herstellung der RNA-
Sonden in Sense- und Antisense-Orientierung wurde die gesamte cDNA(c9.1), bereits
kloniert in pBlueskript (Stratagene), benutzt. Die Plasmid-DNA wurde fiir die Sense-Sonde
(T3-Primer) mit Xhol und fiir die Antisense-Sonde (T7-Primer) mit EcoRI (Enzyme
GibcoBRL) linearisiert. Gem@ll dem Protokoll wurden dann je 1 ug linearisierte DNA und 2
pul NTP-labeling Mix (Roche), 40 U T3- bzw. T7-Polymerase (Roche), 20 U RNaseOUT
(GibcoBRL) und 2 pl Transkriptionspuffer auf 20 pul Gesamtvolumen mit H,O (RNasefrei)
aufgefiillt und 3-4 h bei 37 °C inkubiert. Danach folgt ein DNase-Verdau (15 min bei 37 °C
mit 20 U DNase (GibcoBRL)), der durch Zugabe von 1 ul 0,5 M EDTA gestoppt wurde.
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Je ein Alliquot der Sense- und Antisense-Sonde wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt und
die Konzentration mittels SmartLadder (Eurogentec) bestimmt. Danach wurden die Sonden

aliquotiert.

2.2.12 Isolierung von Plastiden

Nach Gruissem et al. (1986):

Die im folgenden beschriebene Isolierung der Plastiden erfolgte im Kiihlraum mit auf Eis
vorgekiihlten GefidBen und Losungen. 15 g Blattmaterial wurden in ca. 60 ml 1x GM-Puffer
mit Hilfe eines Mixers homogenisiert. Der Mixer wurde dazu einmal 4 sek bei niedriger
Geschwindigkeit und dreimal je 2 sek bei hoher Geschwindigkeit eingesetzt.

Das Blatthomogenat wurde dann durch 4 Lagen Miracloth filtriert, wobei der Riickstand
vorsichtig ausgepresst wurde. Das Filtrat wurde auf zwei gewisserte Oakridge-Rohrchen
verteilt und die Plastiden durch 30 sek Zentrifugation (t beginnt beim Erreichen der Drehzahl)
bei 2800 g (3600 rpm Heraeus-Zentrifuge) und 4°C pelletiert. Die Uberstinde wurden
dekantiert und verworfen und die Pellets in insgesamt 2 ml 1x GM-Puffer mittels eines feinen
Haarpinsels (vorher in GM-Puffer gespiilt) resuspendiert. Zur Herstellung eines
Dichtestufengradienten wurden pro 15 ml Corex-Rohrchen 4 ml 94%ige Percoll-Losung mit 6
ml der 40%igen iiberschichtet und mit 2 ml Probensuspension versetzt. Nach 15 miniitiger
Zentrifugation bei 5300g in einem Ausschwingrotor (HB-6 Sorvall) in der Kiihlzentrifuge bei
4°C konnten die intakten Plastiden an der Phasengrenze mit einer Pipette entnommen
werden. Danach war eine Untersuchung unter dem Mikroskop moglich. Die intakten
Plastiden wurden mit dem mindestens 2 fachen Volumen an GM-Puffer versetzt. Nach
einminiitiger Zentrifugation bei 5300 g wurden die Plastidenpellets mittels des Pinsels in ca

1,5 ml GM-Puffer resuspendiert.
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2.2.13 In vitro Transkription/ Translation von LC und Zmzrl cDNAs

Fiir die in vitro Transkription der LC cDNA und der Zmzrl cDNA wurden Glycerolstocks
fertiger Plasmide (pBAT LC, pBATZmzrl) von Garg (Hamburg) zur Verfiigung gestellt. Das
Plasmid zur Transkription des hinteren cDNA Bereiches ohne Transitsequenz wurden iiber

PCR mittels modifizierter Primer hergestellt.

Primerauswahl zur Klonierung von pBAT LCo.S.(ohne Transitsequenz)
Uber den 5° Primer wurde eine neueEcoRI Schnittstelle und ein Startcodon eingefiigt. Der
3" Reverse Primer setzt innerhalb der multiple cloning site an und enthilt unter anderem eine

BamHI- Schnittstelle.

57 Primer 5" GCT TCC GAA TTC GGC ATG GCC AAT TCG GAC 37
3” Reverse Primer 5 GGT GGC GGC CGC TCT AGA ATT AGT GGA TCC 3~

3 GGA TCC ACT AAT TCT AGA GCG GCC GCC ACC 57

2.2.13.1 PCR zur Herstellung einer am 5° Ende verkiirzten LCEt] cDNA

Die PCR wurde folgendermafen durchgefiihrt:

0,5 ul pPBATc9.1 (~100 ng)
5,0 ul Komplett Puffer

38 ul H,O

1,0 ul DMSO

1,5 ul ANTP-Mix

1,5 ul Forward Primer (10 pM)
1,5 pl Reverse Primer (10 pM)
1,0 ul Taq Polymerase

Bedingungen:

96°C, 2 min Denaturierung

96°C, 45 sec. Denaturierung

64°C, 45 sec. Annealing der Primer 25 Zyklen
72°C, 2 min Auffiillreaktion

72°C, 10 min. Abschluf

4°C, endlos
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Das PCR Produkt wurde iiber ein Agarosegel isoliert, die Konzentration bestimmt und in den
TOPO Vektor kloniert (s. TOPO-Klonierung 2.2.1.13). Nach der Transformation wurden die
Bakterien auf Ampicillinplatten ausplattiert und iiber Nacht wachsen gelassen. Am nichsten
Nachmittag wurden von den Platten 5 ml-Kulturen fiir Minipriparationen angeimpft. Diese
wurden mittels TELT-Methode (2.2.1.2) bearbeitet und ein Plasmid-Aliquot einer jeden
Préaparation wurde mit dem Enzym EcoRI restringiert. Einige dieser Klone, deren Insertgrofle
stimmte, wurden im grofleren Mafstab mit den Enzymen BamHI/EcoRI geschnitten und auf
ein praparatives Gel aufgetragen. Insert-Fragmente wurden ausgeschnitten, einer zweimaligen
Phenol/Chloroform- und Chloroform-Reinigung und einer Fillung mit Ethanol unterzogen.
Dann wurden die Pellets mit 70% Ethanol gewaschen und getrocknet und in 50 ul H,O
aufgenommen. Von einigen Klonen mit der passenden Insertgro3e wurden Sequenzreaktionen
durchgefiihrt. Mit der Bestitigung der Sequenz konnte die weitere Klonierung erfolgen. Es
wurde dann das Insert iiber die EcoRI und BamHI Schnittstellen herausgeschnitten,
aufgereinigt (Phenol/Chloroform, Fillung etc.) und in den EcoRl/BamHI pBAT Vektor ligiert
(s. a. Ergebnisse 3.3.1) und in TOP10 Zellen transformiert.

Ligation:

6,5 ul Insert (BamHI/EcoRI)

2,0 ul 5x Ligasepuffer

0,5 ul pPBAT-Vektor (BamHI/EcoRI)
1,0 ul Ligase

Von diesen Klonen wurden wieder Minipédparationen gemacht und mit EcoRI/BamHI
Restriktionen konnten die Insertgréfen bestimmt werden. Einige Klone mit der ,richtigen*
Insertgroe wurden dann mit dem Enzym Xbal hinter dem 3~ UTR der cDNA linearisiert, die
Plasmid-DNA isoliert, aufgereinigt und nach einer Konzentrationsbestimmung fiir die in vitro

Transkription verwendet.
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2.2.13.2 In vitro Transkription

Die in vitro Transkription wurde mit den drei Plasmiden pBAT LC, pBATZmzrl und pBAT
LCo.T. durchgefiihrt. Dazu mussten die Plasmide am 3” Ende des Inserts linearisiert werden.
Die LC-Plasmide wurden mit BamHI und pBATZmzrl mit Xbal restringiert und eine
zweifache Phenol/Chloroform-Reinigung und Ethanolfillung angeschlossen. Danach erfolgte
eine Uberpriifung der Linearisierung durch Auftragen auf ein Agarosegel. Fiir die

Transkriptionsreaktionen wurden 250-400 ng DNA der verschiedenen Plasmide eingesetzt.

2,0 pl Plasmid

3,1 ul DEPC-H,0

5,0 ul T3-Transkriptionspuffer

5,0 ul tINTPs (je 5 mM rATP, rtUTP, rCTP, 0,5mM rGTP)

1,2 pl Cap Analogon (10 mM)

7,5 ul DTT 0,1 M

0,7 ul RNase-Inhibitor

0,5 pl T3-Polymerase

Die Reaktionsansitze wurden fiir 30 min bei 37°C inkubiert. Danach wurde jeweils 1 pl 11,25
mM rGTP hinzugegeben und nochmals 30 min inkubiert. Dann erfolgte fiir 15 min eine
Spaltung mit 1 ul DNasel. Dann wurde das Ansatzvolumen mit 75 pul H,O auf ca. 100 pl
erhoht. Davon wurden zur Kontrolle 4 pl auf ein 1%iges Agarosegel (1x MOPS) aufgetragen
und auf die TranskriptgroBe tiberpriift. Der Rest der Ansédtze wurde mit 5 ul NH4Ac (4M) und

250 ul EtOH prézipitiert und bis zur in vitro Translation bei —20°C eingefroren.

2.2.13.3 In vitro Translation

Fiir die in vitro Translationsexperimente, mit dem Rabbit reticulocyte lysate system, der
Firma Amersham Pharmacia Biotech, wurden jew. 20 ul der Transkriptionsprézipitate nach
kurzem vortexen in Eppendorftubes pipettiert und fiir 30 min bei 4°C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgenommen und die RNA Pellets wurden fiir 10 min im Abzug getrocknet.
Danach wurden die Pellets in 9,5 ul H,O aufgenommen und zur Auflosung evtl. vorhandener
RNA-Sekundirstrukturen fiir 10 min in einen 67°C Thermomixer gestellt. Dann wurden sie
auf Eis gestellt und mit 3,5 pl des Transkriptionsmix gemischt. Im Mix sind jeweils 2 ul
Translationspuffer (minus Methionin bzw. minus Cystein), 1 pul Kaliumacetat (2,5 M) und 0,5
ul Magnesiumacetat (25 mM) enthalten. Als Negativkontrolle wurden 9,5 pl nukleasefreies

Wasser eingesetzt, wihrend als Positivkontrolle die im Kit enthaltene RNA B diente.
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Dafiir wurden 0,5- 1 ul RNA B auf ein Volumen von 9,5 pl gebracht (nukleasefreies Wasser).
Im Isotopenlabor wurden dann 2 ul der S markierten Aminosiure (Methionin bzw. Cystein)
und 10 pl Reticulocytenlysat zu jedem Reaktionsansatz luftblasenfrei hinzu pipettiert. Danach
erfolgte eine einstiindige Inkubation im Heizblock bei 30°C. Danach wurden jew. 3 ul fiir
eine Einbaukontrolle herausgenommen und der Rest bei —20°C eingefroren und spéiter auf

15%ige High-Tris Proteingele aufgetragen.

2.2.13.4 Einbaukontrolle der radioaktiv markierten Aminosiduren

Zur Kontrolle des Einbaus der radioaktiv markierten Aminoséure in das in vitro translatierte
Protein wurden je 3 pl jedes Ansatzes zu 15 ul Wasser hinzupipettiert und gut gemischt. Dann
wurden je 2 x 2ul und 2 x 6ul aus jeder Verdiinnung auf ca. 1 cm” groBe und mit Bleistift
beschriftete Whatmanpapierstiicke pipettiert und trocknen gelassen. Die Papierschnipsel mit
den 6 pl wurden dann fiir 10 min in kochend heiler Trichloressigsidure geschiittelt und
anschliefend 4 x 4 min unter Schiitteln mit Wasser gewaschen. AbschlieBend wurden die
Schnipsel 1 min mit Ethanol gewaschen und dann 20 min getrocknet. Dann wurden sie in
Szintillationsrohrchen gelegt, mit 2,5 ml eines Szintillationsmixes versetzt und in den
WALLAC WinSpectral™ 1414 Liquid Szintillationscounter gestellt. Dann wurden die Proben

gemessen und die Messwerte mittels des Programms Wallac LSC dargestellt.

2.2.14 Fluoreszenzmikroskopische Strukturanalyse von Maiskérnern und

transgenem Kallusgewebe

Fluoreszenz:
Fluoreszierende Molekiile absorbieren Licht bei einer bestimmten Wellenlédnge und emitieren
es bei einer anderen, lingeren Wellenlinge

Fluoreszenzmikroskopie:

Das Fluoreszenzmikroskop dhnelt einem normalen Lichtmikroskop. Nur mufl das von einer
starken Lampe erzeugte Licht durch zwei Filter treten und wird durch einen dichroitischen
(d.h. den Strahl teilenden) Spiegel bei 510 nm aufgetrennt. Blaulicht der Wellenlinge
zwischen 450 und 490 nm (durch den 1. Filter erzeugt) trifft auf den Spiegel, der das Licht
unterhalb 510 nm nach unten zum Objektiv und damit Objekt reflektiert. Licht oberhalb der

Grenze von 510 nm geht unreflektiert durch den Spiegel hindurch.
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Die Emisssionswellenldnge des fluoreszierenden Objektes ist aufgrund der an die Umgebung
abgegebenen Schwingungsenergie immer grofler als die Wellenldnge mit der angeregt wird.
Daher kann das Licht dieser Wellenlidnge durch den Teilerspiegel hindurchtreten und wird
iber den zweiten Filter (Langpass: WL >515 nm) zum Okular d.h. dem Betrachter gelenkt. Es
miissen Linsen mit hoher numerischer Appertur verwendet werden, da bei einer gegebenen
VergroBerung die Helligkeit des fluoreszierenden Bildes proportional zur vierten Potenz der
Appertur ist.

Fiir die Priparation von Maiskdrnern wurden diese 18 bzw. 22 Stunden mit feuchtem Papier
(fungizidhaltige Lsg.) in einer Petrischale bei 30° C eingeweicht und dann mit einer
Rasierklinge in sehr schmale Streifen geschnitten. Diese wurden auf einen Objekttrager
gelegt, mit einem Tropfen Wasser versetzt und mit einem Deckglas bedeckt.

Mit dem 35S-GFP Konstrukt beschossene Kalli wurden nach ein bis zwei Tagen unter dem

Mikroskop ausgewertet.

2.2.15 PCR Amplifikation genomischer DNA

Die Analyse weiterer etchedl-Mutantenlinien und Wildtyplinien wurde mittels PCR
durchgefiihrt. Zur Uberpriifung der PCR-Bedingungen wurde als erstes mit einigen
genomischen Wildtyp-DNAs eine Gradienten PCR durchgefiihrt. Mit drei verschiedenen
Primerpaaren wurden erst die Annealingtemperaturen 55, 57, 59, 61, 63 und 65°C und in
einem zweiten Versuch die Temperaturen 60, 63 und 66°C getestet. Die besten Ergebnisse
wurden bei 65°C erzielt. Deshalb wurden alle weiteren PCR mit den genomischen DNA bei

der Annealingtemperatur von 65°C durchgefiihrt.

Die PCR wurden folgendermaBen durchgefiihrt:

~250 ng genomische DNA

x ul HO ad 15 pl

2,5 ul dNTP-Mix

1,5 pl Forward Primer (10 pM)
1,5 ul Reverse Primer (10 pM)
2,5 ul1 10 x KCI Mix

0,2 pl Platinum Taq Polymerase

10 x KCI-Mix:

500 mM KCl1

100 mM Tris pH 7,5
20 mM MgCl,

30% DMSO
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Bedingungen:

96°C, 2 min Denaturierung

96°C, 45 sec. Denaturierung

65°C, 45 sec. Annealing der Primer 25 Zyklen
72°C, 2 min Auffiillreaktion

72°C, 10 min. Abschluf

4°C, endlos

Dann wurden verschiedene Wildtyplinien mit den Efchedl—Primerkombinationen getestet.
Danach wurden PCR mit den Primern Exon2 rev, Exon3 rev und Exon4 rev in Kombination
mit einem Mutatorprimer durchgefiihrt. Fiir die genomischen DNA" s vonet/-m4, etl-m10
und et/-m12 konnten PCR Produkte aus der Primerkombination Mu/ Ex4 rev amplifiziert und
aus dem Gel ausgeschnitten und isoliert werden.

Diese Fragmente ensprachen in der Grofle dem erwarteten Fragment der Linie et/-m3
(ca.1150 bp), bei der die Sequenz ja bereits bekannt war. Die Insertionspositionen des
jeweiligen Mutatorelements dieser drei Linien wiren dann im Bereich der Insertionsposition
des Mu Elementes bei et/-m3! Diese PCR-Fragmente wurden in den TOPO 2.1 Vektor
kloniert, in TOP10 Zellen transformiert und plattiert. Am néchsten Tag wurden 5ml-Kulturen
fiir Bakterien-Miniprdparationen ii.N. angeimpft. Die Plasmid DNA wurde isoliert und
jeweils ein Aliquot mit dem Enzym EcoRI restringiert, um die Groe der Inserts zu
tiberpriifen. Auerdem wurden zur Kontrolle der Klone die Agarosegele geblottet und mit der
Etchedl cDNA als Sonde eine Southernanalyse durchgefiihrt. Mit der DNA dieser positiv
getesteten Klone wurden dann Sequenzreaktionen mit den diversen Primern UP, RP, Mu und

einigen LC reverse und forward Primern durchgefiihrt.
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2.2.16 Protokoll zur Herstellung von polyklonalen Kaninchen Antikérpern
gegen das Etchedl Protein

Zur Herstellung von polyklonalen Kaninchen Antikorpern gegen ein Epitop des Etchedl
mubBte von der Firma BioGenes erst einmal ein Peptid der entspechenden Region, nach der

Signalsequenz, vor dem TFIIS homologen Bereich (hier blau dargestellt) synthetisiert werden.

MTTTAAGHGCCWAGIPPFALLPRILSTGRETPPPRASLVASSSKLRALAP 50
RLRVSNRPRRLIVSASSSGEANSDAVPSPTEAAIDIKLPRRSLLVQFTCN 100
ACGERTKRLINRVAYERGTVFLQCAGCQVYHKFVDNLGLVVEYDLREENE 150

LOGENAVDTSSED 164

Mit diesem Peptid wurden dann von BioGenes zwei Kanichen nach folgendem Protokoll
immunisiert:

1.Tag Erstimmunisierung

8.Tag Boost

15. Tag Boost

30. Tag Boost

37. Tag Bluten/Boost

44. Tag Boost

72. Tag Ausbluten

Diese Seren (benannt 4206 und 4207) wurden dann zur Detektion der Westernblots

(s.2.2.3.2.5) mit verschiedenen Maisgeweben zu verschiedenen Zeitpunkten eingesetzt.

66



Ergebnisse

3 Ergebnisse

3.1 etchedl Mutantenanalysen

Man kennt zur Zeit grundsitzlich zwei Gruppen der etchedl Mutation. Erstens die bereits
1940 (Stadler) beschriebene et/-ref Mutante, die aus durch Rontgenstrahlung mutierten
Pollenkornern hervorging und in der das potentielle Etchedl Gen deletiert ist. Zweitens die
bisher 16 bekannten Mutator-induzierten et/-Mutantenlinien, die durch die Insertion
unterschiedlicher Mutatorelemente, entstanden. Die efchedl-Mutantenlinien entstanden durch
die Kreuzung einer Standardlinie mit einer Linie die ein aktives Mutatorelement enthielt. Nur
die Linien et/-m15 und et/ml6 wurden im Unterschied zu den Standardkreuzungen durch die
Kreuzung mit der Linie et/-ref (direktes Transposon Tagging) hergestellt. Ziel dieser Arbeit
war es herauszufinden, ob und an welcher Position des Etchedl Gens die Insertion eines

Mutatorelements in den verschiedenen Linien erfolgt war.

3.1.1 Analyse von et/-ml15 Klonen aus genomischen Banken

Bei einem direkten Transposon-Tagging-Experiment wurden Linien mit einem aktiven
Mutatorelement mit der Linie etl-ref gekreuzt. Bei diesem Experiment wurden an einem
Kolben zwei nebeneinander liegende Korner mit efched! Phanotyp gefunden, die als et/m-15
Mutanten bezeichnet wurden. Moglicherweise sind aufgrund der nebeneinander liegenden
Positionen beide Korner das Resultat desselben Transpositionsereignisses. Durch dieses
Kreuzungsexperiment kénnen in der F1-Generation Linien mit e#/-Phénotyp erhalten werden,
wenn zufillig durch Transposon-Insertion das Efchedl Gen mutiert wird und deshalb eine
homozygot rezessive Situation beziiglich der Mutation entsteht. Die beiden Korner wurden
unter den Gewichshausnummern 1438 und 1439 ausgepflanzt und geselbstet. Diese
geselbsteten Korner wurden mit den Nummern 1738 (aus Linie 1438) und 1739 (aus Linie
1439) wieder ausgepflanzt. Aus DNA von jeweils vereinigtem Blattmaterial der Linien 1738
und 1739 erfolgte die Herstellung zweier genomischer Lambda Banken (siehe 2.2.5.11f). Die
Isolierung von et/-ml15 Klonen erfolgte iiber ein Screening der Phagen-Bank mit der Erched1-
Wildtyp cDNA-Sonde. Phagen-DNA positiver Plaques wurde aus Mini- und- Midilysaten (s.
2.2.6.1, 2.2.6.2) isoliert. Die Klone, die aus der genomischen Bank der Linie 1738 isoliert
wurden, waren: 5.1.1, 5.1.2, 5.1.2B, 5.1.3. Die isolierten Klone der Linie 1739 wurden mit
3.1.2, 3.2.1, 5.1.1, 9.1.1, 9.1.2, 9.1.2B, 10.1.1 und 10.1.2 bezeichnet.
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Zur weiteren Analyse wurden die genomischen DNA-Klone dann mit den Enzymen Xbal,
Xbal | Xhol, und Xbal / HindIII restringiert. Mit den Enzymen Xbal und Xhol konnen die A-
Phagenarme abgeschnitten werden. In Southernblots (2.2.7ff) mit der Et/ cDNA Sonde und
einer Mu-Sonde konnte die Hybridisierung der selben Fragmente gezeigt werden (s. Abb. 10,
nichste Seite).

Sowohl die der cDNA entsprechenden FEtchedl-Sequenzen als auch Sequenzen der

Mutatorelemente sind in diesen Fragmenten zu finden.

Southernblots von Lambda-Klonen aus genomischen et1-m15 Banken

p.1.1 5128 312 511 %12 1Ll 2L1 512B 312 ALl 812 IOl 511 512 312 511 &1 Il
512 511 321 411 &1ZB 1012 512 313 32‘ I %L1 %.1L2B 1012 5L SL3 3.1 L1 S.LIB 10.L2
1738 1T% 1736 | 1738 1 1730

- m m N;ﬁm . R S———

S SR -

Xbal Xbal’ XTiol
¢9.1Sonde Xbal/ HindllT
51115128 312 511 812 1011 511 5128 312 511 912 1011 511 S12B 312 SL1 912 1011
§12 513 321 0Ll 4128 L2 512 513 321 911 9.12B 1012 512 513 321 9Ll 9128 1012
ma: 1739 mie ;1w me 1w

-

TETaE T TIIe JREEY TNERR || 7Y i 4 S

. B i i 15

~ Xbal Mu-Sonde el 2A Xbal’ Hindlll

Abbildung 10 Southernblot der verschiedenen Lambda-Klone der et/-ml5 genomischen Banken aus den Linien
1738 und 1739, restringiert mit verschiedenen Enzymen, und hybridisiert mit der Etchedl cDNA (oben) und
einer Mutator-Sonde (unten). Die Pfeile zeigen die Lambda-Klone, die spéter weiter bearbeitet wurden.

Vier Klone wurden weiterbearbeitet, 5.1.1 und 5.1.2 der Linie 1738 und 9.1.1 und 10.1.2 der
Linie 1739. Aus priparativen Ansidtzen wurden die 5 bis 6 kb grofen Xbal- Fragmente
isoliert, in den Vektor pZErO ligiert und mit verschiedenen, Et/(LC) cDNA Primern
(Etchedl: ET1, ET2, ET10, ET11, ET13, ET16 und UP, RP, Mu-SEL (s. auch 3.1.2 Abb. 12
und Anhang 7.1 und 7.2)) sequenziert. Da diese Sequenzen noch nicht ausreichend gut lesbar
waren, wurden mit dem Enzym Nsil kleinere Subfragmente aus dem Insert der Phagenklone
herausgeschnitten und in den Nsil geschnittenen Vektor pZErO subkloniert. Danach wurden
Plasmid Minipriparationen (s. 2.2.1.2) gemacht und die Klone mit dem verkiirzten Insert

wurden ebenfalls mit den bereits erwihnten Primern sequenziert.
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Die Sequenzanalyse der Klone ergab folgendes:

Es ist ein Mutatorelement in den Etchedl Genbereich der beiden et/-ml5 Linien inseriert.
Beide et/-m15 Linien zeigen die gleiche Insertionsposition des Mu-Elementes 9 Basenpaare
vor dem Startcodon des Etchedl Gens. In beiden Fillen handelt es sich um das
Mutatorelement Mu8. Die Insertionsrichtung des Mutatorelementes ist in beiden et/-ml5
Linien 3°- 5°. Die Insertionsstelle des Mutatorelements (Mu8) in beiden et/-ml5 Linien ist
exakt die gleiche, wie in der, bereits von O. da Costa € Silva, untersuchten Linie et/-m3. Auch
die Orientierung des Mutatorelements der et/-ml5 Linien stimmt mit der Orientierung des
Mu8-Elements in der Linie et/-m3 iiberein. Die Insertionsstelle des Mutatorelementes im
putativen Etchedl Gen der Linie et/-m3 konnte durch die Isolierung genomischer Lambda-
Klone aus einer genomischen Bank der Linie et/-m3/Wt, und die anschlieBende
Sequenzierung der Klone bestimmt werden, da sowohl Wildtyp- als auch Mutatorallele des
Etchedl-Gens kloniert wurden (da Costa € Silva, unverdffentlicht) Die Isolierung der
Lambda-Klone erfolgte durch Hybrisierung der Phagenfilter mit einem Fragment, das in einer
AIMS Analyse mit der Mutation kosegregierte.

Es scheint zunidchst sehr unwahrscheinlich, dall bei zwei unabhidngigen Transpositions-
Ereignissen, bei beiden et/-ml5 Linien und bei der et/-m3 Linie, die Insertion
transponierbarer Elemente direkt innerhalb der gleichen Nukleotidsequenz erfolgt. Aulerdem
ist auch noch das selbe Mutatorelement (Mu8) in gleicher Orientierung in allen drei Linien
inseriert. Es ist inzwischen jedoch bekannt, das die Insertion von Mutatorelementen durchaus
»gerichteter” verlaufen kann. Die Analyse von Mutantenlinien des glossy 8 Gens zeigt, dal3

Mutatorelemente bevorzugt in den 5"UTR des Gens inserierten (Dietrich et al., 2002).

In der folgenden Abbildung (11) ist eine Sequenz der Linie et/-m15 gezeigt. AuBBerdem ist die
Sequenz des Mutatorelementes Mu8 gezeigt und die Sequenz der Etchedl cDNA.
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Mu8

Mu8

Mu8

Mu8

Mu8

Mu8

LC

LC

LC

LC
LC
LC
LC
LC
LC
LC
LC
LC
LC
LC

Mu8 (3°-57) :
Mu8:
Mu8:
Mu8:
Mu8:
Mu8:
Mu8:
Mu8:
Mu8:
Mu8:
Mu8:
Mu8:
Mu8:
Mu8:
Mu8:
Mu8:
Mu8:
Mu8:
Mu8:
Mu8:
Mu8:
Mu8:

Mu8:
et1M15:

et1M15:

et1M15:

et1M15:

et1M15:

et1M15:

et1M15:
cDNA:

et1M15:
cDNA:

et1M15:
cDNA:

cDNA:
cDNA:
cDNA:
cDNA:
cDNA:
cDNA:
cDNA:
cDNA:
cDNA:
cDNA:
cDNA:

GCCTGCCGAGAGATAATTGCCATTATAGACGAAGAGCGGACGGGATTCGA
CGAAATGGAGGCGATGGCGTTGGCTTCTCTGTTCTGGAGACGCAGGCGAC
AGCCAAACGCCAAAACGGAAAGAAGACAGCGCTTGGAGCTGCGTAAACAG
GTATTAGTCTCCTGTCCCCGTTTACCGTTCGTCTGCGCAGACGCTGCCCT
AGCCGCCGTTTCGTIGTTCATGCTCTCGTGTTCATGCTCTCGGGGTCGACA
TTGCACCAGCACGGCGCAGCGCCAGGCCCTCCAGCGCCCGCAACTCCGTC
AGCTCGCCCATCATGACGCGCAACTCCTCTACGGCCGCTCCCCCTACTCC
CGCCGCCTCTCCGACTTCTCCACCTCCGACTTCACCCTCTCCATCCACGA
CCCGCACCACCACCACCGGACCATGGCCGACAAGCAGCTGGCGTTCCGCG
CCGGCGCCAGCTCCTTCCTGCGCCTCGCCAGGATGAACTCGCCCGAGTGG
GCCTACGCGCTCGCCGGCTCCATGGTCCGCGGCTCCTTCAGCGCCATCTT
CGCCTACATCCTCAGCGCCGTGCTCAGCGTGTACTACGCGCCGGACCCGC
GGTACATGAAGCGCGAGATCGCCAAATACTGCTACCTGCTCATCGGCATG
TCCTCGCGCGCTGCTGTTCAACACGGTGCAGCACGTGTTCTGGGACACGG
TGGGCGAGAACCTGACCAAGCGGGTGCGCGAGAAGATGTTCGACGCCGTG
CTCCGCAACGAGATCGCCTGGTTCGACACGGACGAGAACGCCAGCGLCGLG
CGTGGCGCCAGGCTCGCGCTGGACGCCCAGAACGTGCCGTCCGCCATCGG
GGACCGCATCTCCGTCATCGTCCAGAACTCGGCGCTGATGCTGGTGGCCT
GACACCGCGGGGTTCGTCCTCCAGTGCGCCTCGCGCTCGTGCTCCTCGCC
GTGTTCCCGCTCGTCGTGGGCGCCACCGTGCTGCAGAAGATGTTCATGAA
GGGCTTCTCGGGGGACCTGGAGGCCGCGCACGCCAGGGCCACGCAGATCG
CGGGCGAGCCGTGGCCAACCTGCGCACCGTGGCGCGTTCAACGCGAGCGC

AAGATCACGGGGCTGTTCGAGGCCAACCTGCGCGGCCCGCTCCGGCGCTG
CCGCTCCGGCGCTG

CTTGTGTCAAAACAGGTATTGCGAGCAGGCCGACCCCGAGAGCAGCCGCA
CTTGTGTCAAAACAGGTATTGCGAGCAGGCCGACCCCGAGAGCAGCCGCA

AGAAGAGACGGCGTAGAGAGGAGTATGCCAGACGGCGTCTGCGCAGGCGA
AGAAGAGACGGCGTAGAGAGGAGTATGCCAGACGGCGTCTGCGCAGGCGA

ACGGTAAACGGGGACAGGAGACTAATACCTGTTTACACAGCTCCAAGCGC
ACGGTAAACGGGGACAGGAGACTAATACCTGTTTACACAGCTCCAAGCGC

TGTCTCCTTTCCGTTTTGGCGTTTGGCTGTCGTCTGCGTTTCCAGAACAG
TGTCTCCTTTCCGTTTTGGCGTTTGGCTGTCGTCTGCGTTTCCAGAACAG

AGAAGCCAACGCCATCGCCTCCATTTCGTCGAATCCCGTCCGCTCTTCGT
AGAAGCCAACGCCATCGCCTCCATTTCGTCGAATCCCGTCCGCTCTTCGT

CTATAATGACAAT TATCTCGCCTGCCG*
CTATAATGACAATTATCTCCTGACAGGCAAAGCGGCTATGACGACAACGG
CGTTGTCTGACAGGCAAAGCGGCTATGACGAGAACGG

CCGCCGGGTACGGCTGCTGCTGGGCGGGGATTCCGCCCTTCGCGTTGTTG
CCGCCGGGCACGGCTGCTGCTGGGCGGGGATTCCGCCCTTCGCGTTGTTG

CCGCGGATTCTCTCGACCCGCCGGGAGACTC
CCGCGGATTCTCTCGACCGGCCGGGAGACTCCTCCTCCTCGCGCTTCCCT

TGTCGCCTCCTCCTCGAAGCTCAGGGCGCTGGCACCGCGGCTGAGAGTTT
CGAACGTCCAAGGAGGCTCATTGTCTCCGCTTCCTCCTCCGGCGAGGCCA
ATTCGGACGCGGTGCCGTCGCCAACGGAAAGCCGTATTGATATAAAGCTT
CCTAGAAGAAGCTTGCTTGTTCAATTTACATGCAACGCATGTGGCGAAAG
GACCAAGCGCTTGATAAACAGAGTAGCCTATGAAAGAGGCACAGTTTTTC
TTCAGTGTGCAGGGTGCCAGGTGTACCATAAGTTTGTTGATAATCTTGGG
CTAGTTGTTGAGTATGATCTACGAGAAGAAAACGAGCTACAAGGAGAAAA
TGCGGTGGACACCAGTTCTGAAGATTGATCTGCTGTGAGAAGCGATGTTG
GTATGCAAAACGCCCTGTACTCTCATAAAAATGGCACTTTTTAAAAGTTG
TTGCACATACTCATCTGAAATTCTGAATGTAGGTTTTTGACAACATTGGT
TATTTGTATAGACAGCAGGGCCTACATTGTACTTTTT (A) 49
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Abbildung 11
Wildtyp Etchedl cDNA Sequenz. Die blau markierten Nukleotide zeigen Startcodon und Stopcodon. In grau
sind die jeweiligen Sequenzunterschiede markiert. Die Target-site-duplication ist rot unterstrichen. Die
Insertionsstelle des Mu8 Elements in die Linie et/-m15 ist 9 Basenpaare vor dem Startcodon (Pfeil). Die grau
markierten 9 Basenpaare am 3° und 5~ Ende der Mu8-Sequenz stammen aus derwaxy Exon 10.
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3.1.2 Analyse von PCR-Produkten aus et/ Mutantenlinien

Durch die Ergebnisse der bereits erfolgten Untersuchungen an einigen ez/-Mutantenlinien, die
bevorzugt Mutatorelemente im Sequenzbereich des Exon I besitzen (et/-m3/et1-m15), war es
sehr interessant, weitere et/-Mutantenlinien hinsichtlich einer Transposon-Insertion zu
tiberpriifen. Fiir diese Analyse wurden PCR von genomischer DNA aus etchedl
Mutantenlinien und Wildtyplinien durchgefiihrt. Dazu standen verschiedene Primer, die nach
der Sequenz der Linie LC (Etchedl-Wildtyp) hergestellt worden waren, zur Verfiigung
(Abb.12). In Abbildung 12 sind die Positionen der Primer und die nach Amplifikation des
Etchedl Gens aus der Linie LC zu erwartenden GroBen der Amplifikate dargestellt.

Primer des Etchedl Gens aus L.C / Linge der PCR-Fragmente

P T P T R T
81 173 88 129 281
—> —> <
4_

Liange der erwarteten PCR-Fragmente in bp

Prom for 292 Ex2rev

Prom for 1140 Ex3 rev

Prom for 1430 , , Ex4 rev

Ex2 for 829 Ex3rev

Ex2 for 1116 Ex4 rev

Ex3 for 277 Ex4rev

Abbildung 12 GroBe der zu erwartenden PCR Fragmente mit den LC Primerkombinationen und dem Etched]
LC Gen. Prom for = Promotorprimer forward, Ex2, 3, 4 for/rev = Exon2, 3,4 forward/reverse (Primer aus den
entsprechenden Exons, s. auch Anhang 7.1/2)

Zur Uberpriifung der Primerbindung in unterschiedlichen Etchedl Allelen wurden die
Wildtyp-Maislinien LC, W22, Q66 und B73 mit den Efchedl Primerkombinationen der Linie
LC getestet. Diese Uberpriifung war notwendig, weil der genetische Hintergrund der zu
untersuchenden Mutantenlinien nicht immer bekannt war. Daher war nicht sicher, ob die auf

den Wildtyp abgestimmten Primer fiir andere genetische Hintergriinde passen wiirden.
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In allen getesteten Linien lieBen sich mit den Primern Exon2 forward / Exon3 reverse, Exon2
forward / Exon4 reverse PCR Fragmente amplifizieren (Abb. 13A). Die Kombination der
Primer aus:

Promotor forward / Exon3 reverse, Promotor forward / Exon4 reverse ergaben nur bei der

Linie Q66 PCR-Fragmente (Abb. 13B)

Ex2for/Ex3rev / Ex2for/Ex4rev 3kb BamHI
A LC W22 Q66 B73 / LC W22 Q66 B73 Kontrollplasmi
. —

1500 bp
1000 bp
800 bp

Promfor/Ex3rev/ Exdrev 3kb BamHI

Q66 Q66  Kontrolle Abbildungen 13
PCR Banden der verschiedenen Wildtyp DNAs

mit den Wildtyp LC Primern Exon2 forward
/Exon3 reverse, Exon2 forward / Exond reverse
(A), Promotor forward / Exon3 reverse und
Promotor forward / Exon4 reverse (B). Als
Kontrolle  wurden PCR-Produkte mit einem
BamHI-Fragment der Wildtyplinie als Matrize
hergestellt.

1500 bp

1000 bp
800 bp

Die Grofe der amplifizierten PCR-Fragmente aus den getesteten Wildtyplinien entsprachen
alle den fiir die Linie LC erwarteten Gréen (s. Abb. 12). Die erwartete Fragmentgrof3e fiir
Produkte mit der Primerkombination Ex2for / Ex3rev ist 829 bp, fiir Produkte mit der

Primerkombination Ex3for / Ex4rev ist sie 1116 bp.
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Fiir die Linie Q66 konnten mit dem Promotorprimer und den Primern Ex3rev und Ex4rev
PCR Fragmente in der Grofle der fiir LC erwarteten Fragmente gezeigt werden. Hierbei
sollten mit dem Ex3rev Primer Banden in der Grofe von 1140 bp und mit dem Ex4rev Primer

1430 bp herauskommen.

Da die Ergebnisse der FragmentgroBe der PCR-Produkte mit den erwarteten Fragmentgréen
sehr gut ilibereinstimmen, kann man darauf schlieBen, dal3 alle der getesten Wildtyplinien
keine gravierenden Unterschiede innerhalb der Sequenz, der mit den Primern amplifizierten
Bereiche zwischen Exon 2 und Exon 4, des Etchedl Gens aufweisen. Daher sollte man mit
den verwendeten Primern, bei PCR-Experimenten mit ef/-Mutantenlinien, ebenfalls
Fragmente zu amplifizieren konnen. Auflerdem scheint die Linie Q66 einen #hnlichen
Promotorbereich wie LC zu besitzen, da hier mit Primern der LC-Sequenz gearbeitet wurde.
Als Kontrolle der PCR wurde ein Plasmid mit einem 3 kb BamHI L.C Fragment (Garg, 2002)
verwendet. Das 3 kb BamHI-Fragment enthilt den kompletten Genbereich des Etchedl Gens
der Linie LC (s.a. Abb.19 /3.1.4) und sollte mit den verwendeten LC Primern auf jeden Fall
ein Amplifikat ergeben (Abb. 12).

Nach dem PCR Test mit den Wildtyplinien wurden die verschiedenen genomischen DNAs
der etchedl Mutantenlinien getestet. Bei allen efchedl-Mutanten Linien, bei denen in der
PCR mittels Etchedl-Primern Fragmente amplifiziert werden konnten, war die Grofle der

Fragmente des Genbereichs zwischen den Primern aus Exon 2 und Exon 4 identisch.
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PCR mit den Primern Ex? forward und Exd reverse

efl-md  etl-mld «tl-mE eff-m7 etl-ml3

3kb
Eam HI

* + + * Flasnid

Abbildung 14

PCR mit genomischer DNA
Plasmid der et/-Mutantenlinien mit
den LC Primern Exon 2
forward und  Exon 4
reverse

Zur Positiv-Kontrolle der
PCR diente ein Plasmid
mit Wt Etchedl DNA (3
kb BamHI-Fragment aus
LC.

kb Beam HI

| etlm. I3 | |
i

etloml0 erf.md edlmi  eflm.J2 HL

Die PCR (Abb. 14) zeigt, dal bei den verschiedenen efchedl-Mutantenlinien gleich grofe
PCR Fragmente mit den Primern Exon2 forward und Exon4 reverse amplifiziert wurden.
D.h., das in dem Bereich zwischen Exon 2 und Exon 4 offensichtlich keine Insertion eines
Mutatorelements in den betreffenden Linien vorhanden ist. Falls Mutatorelemente im
putativen Etchedl Gen vorhanden sind, miissen sich diese an einer Position vor dem Primer in
Exon2 befinden. Zur genaueren Bestimmung der Insertionsereignissse wurden deshalb PCR
mit den Primern Exon2 rev, Exon3 rev und Exon4 rev in Kombination mit einem Primer, aus

einer Sequenz in den terminal inverted repeats einiger Mutatorelemente, durchgefiihrt.
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Fiir die genomischen DNAs der Mutantenlinien et/-m4, etl-m10 und etl-m12 konnten PCR
Produkte aus der Primerkombination Mu/Ex4 rev (Abb. 15) und Mu/Ex3 rev (hier nicht
gezeigt) amplifiziert und aus dem Gel ausgeschnitten und isoliert werden. Zur Kontrolle der
Ergebnisse wurden auflerdem genomische Klone aus den beiden ez/-ml5 Banken fiir die PCR
eingesetzt und ebenfalls mit einer Kombination des Mutatorprimers und des Ex3rev bzw.
Ex4rev Primers amplifiziert, ausgeschnitten und isoliert. Diese Fragmente ensprachen alle in
der GroBe dem erwarteten Fragment der Linien ef/-m3 und et/-m15 (ca.1150 bp), von denen
die Sequenzen ja bereits bekannt waren. Die Insertionspositionen des jeweiligen
Mutatorelements dieser drei Linien wéren dann im Bereich der Insertionsposition des Mu

Elementes bei et/-m3 und etiml5.

PCR mit MuExdrev Primern Abbildung 15 PCR-Produkte der Linien et/ml0,
etl-m12, etl-m4 und etl-ml15 (Kontrolle). Sie
wurden mit den Primern Mutator und
Exondreverse amplifiziert.

etl-mI0 eblmid  erlamd erlmis ='
—
—
——
—

- 1500 bp
-_— 1000 bp

Diese PCR-Fragmente wurden zur Sequenzierung in einen Vektor kloniert (s. 2.2.17) und
tiber einen Southernblot mit der Et/ cDNA Sonde iiberpriift. Mit der DNA der positiv
getesteten Klone wurden dann Sequenzreaktionen mit den Primern UP, RP, Mu und Ex3 rev
durchgefiihrt.

Die Insertionspositionen fiir die Mutatorelemente (Mu8) bei den Linien e?/-m/0 und etl-mi2
sind um vier Basenpaare in 5° Richtung des et/ Gens verschoben (bezogen auf die
Insertionsposition der Linien et/-m3 und et/-m15 (Abb.17)). Ein Unterschied besteht aber in
der Insertionsrichtung des Mutatorelementes. Ein Mutatorelement des Typs Mus8 ist in den
Linien et/-m3 und et/-ml5 in der 3° -5 Orientierung inseriert, in den Liniear/-m10 und etl-
mi2in 5” -3” Orientierung. Da ein Unterschied im genetischen Hintergrund der beiden Linien
besteht, zeigt das et/-m12 Gen den genetischen Hintergrund der Wildtyp Linie LC, hat also

neun Basenpaare weniger im Exonl.
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Diese Unterschiede zeigen, dall es sich, obwohl fast alle Mutatorinsertionen in dieser sehr

kleinen Region stattgefunden haben, um unabhingige Ereignisse handeln mufl und

Kontaminationen aus anderen Phagenbanken sehr unwahrscheinlich sind.

3.1.3 Ubersicht iiber alle analysierten etchedl Linien

Die Analysen der verschiedenen efchedl Linien konnten neue Erkenntnisse {iber die Position

bzw. die Orientierung von Mutatorelementen in den et/-m Allelen mit verschiedenen

genomischen Hintergriinden des Mais liefern. Zur Gesamtiibersicht des Etchedl-Locus

wurden daher auch idltere Daten, zu den Sequenzen der Linie et/-m3 und et/-m16 (da Costa é

Silva, unverdffentlicht) in einen generellen Vergleich einbezogen. Dabei ergaben sich

folgende Gemeinsamkeiten bzw. Unterschiede:

( LC background) 2

LC

< ¥ 5
etl-m15
etl-m 3

w

Insertionspositionen von Mutatorelementen
in verschiedenen etchedl Mutantenlinien

129 281
= e
L 4

Abbildung 16 Mutator Insertionen der bisher analysierten er/-Mutantenlinien. Hier ist die Art der
Mutatorelemente, die Orientierung der Mutatorelemente und die Insertionsposition der
Mutatorelemente dargestellt. Zusitzlich ist die Genstruktur des Etchedl Gens aus der Wildtyplinie LC

abgebildet.
¢ = Startcodon, < = Stopcodon
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Etchedl Sequenzen und Insertionen, schematisch dargestellt in der .LC ¢cDNA EtI-Sequenz

Mu8 etl-ml10/ etl-mil5 Mu8
Mu8 etl-mi2/ etl-m3 Mu8
1z 1o

CGTTGTCTGAC AGGC AAAGCGGCTATGACGACGACGGCCGCCGGGCACGGCTIGC 42

etl-m16 Mul

135
TGCT GGGCGGGGATTCCGCCCTTCGCGTTGTTGCCGCGGATTCTCTCGACCGGEC 96

CGGGAGACTCCTCCTCCTCGCGCTTCCCTTGTCGCCTCEE%%%E%%%E&TCAGG 150
GCGCTGGCACCGCGGCTGAGAGTTTCGAACCGTCCAAGGAGGCTCATTGTCTCC 204
GCTTCCTCCTCCGGCGAGGCCAATTCGGACGCGGTGCCGTCGCCAACGGAAGCC 258
GCTATTGATATAAAGCTTCCTAGAAGAAGCTTGCTTGTTCAATTTACATGCAAC 312
GCATGTGGCGAAAGGACCAAGCGCTTGATAAACAGAGTAGCCTATGAAAGAGGC 366
ACAGTTTTTCTITCAGTGTGCAGGGTGCCAGGTGTACCATAAGTTTGTTGATAAT 420
CTTGGGCTAGTTGTTGAGTATGATCTACGAGAAGAAAACGAGCTACAAGGAGAA 474
AATGCGGTGGACACCAGTTCTGAAGATTGATCTGCTGTGAGAAGCGATGTTGGT 528
ATGCAAAACGCCCTGTACTCTIGTAGGTTTTTGACAACATTIGGTTATTTGTATAG 582
CATAAAAATGGCACTTTTTAAAGTTGTTGCACATACTCATCTGAAATTCTGAAT 636

ACAGCAGGGCCTACATTGTACTTTTT (A) 662

60

Abbildung 17 Insertionspositionen der Mutatorelemente in verschiedenen et/ Linien. Nur efchedl-ml2 besitzt
den hier aufgefiihrten genetischen LC Hintergrund, alle anderen Sequenzen der Mutantenlinien besitzen neun
zusitzliche Basen (CCTCCTCCT) an Position 125, ab dem Startcodon, die in der AS-Sequenz fiir drei Proline
kodieren z.B. in Linie B73 (s.0.). Auflerdem sind noch fiinf Nukleotide der Sequenz ausgetauscht. 9 bzw. 13
Nukleotide vor dem Starcodon bzw an Position 35 nach dem Startcodon sind Mutatorinsertionen der etched!-
Mutantenlinien erfolgt. Unterstrichene Nukleotide sind Bestandteile der genomischen Sequenzen, danach
beginnt die Etchedl cDNA Sequenz.
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Es gibt einen ,,HOT SPOT* fiir Insertionen von Mutatorelementen im Efchedl Gen.
Insgesamt erfolgten alle Insertionen von Mutatorelementen, die bisher analysiert wurden im
Bereich des Exonl. Viermal erfolgte die Insertion im Bereich der Basenpaare 9 bis 13
Basenpaare vor dem Startcodon im 5° UTR des Gens, einmal an Position 35 nach dem
Startcodon. Wie bereits unter 3.1.2 und 3.1.3 beschrieben, sind die Orientierung und Position
des Mu8 Elementes bei den Linien et/-m3 und et/-m15 identisch. Die Orientierung des Mu8
Elementes in den Linien et/-m10 und et/-ml2 ist genau umgekehrt (5” - 3" statt 3” -5” ) und die
Insertion des Mutatorelementes ist 9 und nicht 13 Basenpaare vor dem Startcodon erfolgt. Bis
auf die Linie et/-m12, die den gleichen genetischen Hintergrund besitzt wie die Linie LC, ist
bei allen anderen Mutantenlinien eine Sequenz von 9 zusdtzlichen Basenpaaren
(CCTCCTCCT), in der Position 125 (ab Startcodon), im Exonl vorhanden, und es sind fiinf
Nukleotide in der Etchedl-Sequenz ausgetauscht.

Die Linie et/-ml6 unterscheidet sich stirker von den anderen getesteten Linien, da eine
Insertion eines anderen Mutatorelementes (Mul) stattgefunden hat und die Insertion nicht vor

dem Translationsstart des Etchedl Gens erfolgt ist.

3.1.4 Southernanalysen verschiedener weiterer efchedl-Linien

Um Hinweise auf eine Mutator Insertionsposition in weiteren etchedl-Mutantenlinien zu
erhalten, wurde eine Southernanalyse durchgefiithrt (Abb. 18). Als Referenz wurde
genomische DNA der Linien et/-m3 und et/-m12 verwendet, weil die Insertionspositionen
der Mu8-Elemente in diesen Linien bereits bekannt waren. Ein genomischer Southernblot mit
Hindlll-gespaltener DNA wurde mit der LC cDNA-Sonde hybridisiert, um Unterschiede
beziiglich der Bandengrofe der Restriktionfragmente, der einzelnen ez/-Mutantenlinien,
detektieren zu konnen. Eine Abweichung der Bandengrofe von denen aus Wildtyplinien,
bzw. auch aus Wildtypsequenzen von et/-Mutantenlinien (weil die Insertion eines
Mutatorelementes in et/-m3 und et/-m12 auBerhalb des HindllI-Fragmentes liegt), konnte auf

die Insertion eines Mutatorelementes hinweisen (z. B. + 1,4 kb bei einer Mu8-Insertion).
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Abbildung 18 Genomischer Southernblot von ef/-Mutantenlinien nach HindIlI-Restriktion detektiert mit der
Et] cDNA Sonde

Bei allen Wildtyp- und e#/-Mutantenlinien sind nahezu gleich gro3e Banden im Bereich von 4
kb zu erkennen. D. h. die HindIII-Schnittstellen sind in allen Linien vorhanden und auch der
genetische Hintergrund der einzelnen Linien (beziiglich der Intronsequenz bzw. Intronlédnge)
scheint nicht sehr unterschiedlich zu sein. Da bei einzelnen Mutantenlinien keine deutlich
groleren DNA-Fragmente (je nach Mu-Element mindestens 1,4 kb) zu detektieren sind, sind
Integrationen der Mutatorelemente, in den Bereich dieser ca. 4 kb groBen HindIII-Fragmente,
auch nicht erfolgt. Abbildung 19 zeigt einen Ausschnitt eines genomischen LC-Klons, mit

den enzymatischen Schnittstellen des Bereiches der vier Etchedl Exons.
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Abbildung 19 Schnittstellen eines genomischen LC Klons und Position des 4 kb Hindlll-Fragments, Die
Buchstaben bezeichnen Schnittstellen: E=EcoRI, H=HindIIl,S=Sall, B=BamHI, X=Xhol. Die vier Exons des Etl
Gens sind in blau dargestellt.
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Abbildung 19 zeigt, daB3 falls Insertionen von Mutatorelementen in den getesteten
Mutantenlinien (etl-ml, etl-m2, etl-mS5, etl-mS8, etl-m9, etl-mll und etl-mli3) erfolgen,
diese nur im 5° Bereich von derHindIIlI-Schnittstelle (s. roter Pfeil) erfolgt sein konnen.
Dieser Fall konnte fiir die bereits ndher analysierten und sequenzierten Linien ef/-m3 und et!-
ml2 bestitigt werden. Es ist davon auszugehen, dafl aufgrund der bisher aufgetretenen
Insertionspriferenzen der Mutatorelemente in den vorderen Bereich (5” Ende/ Exon I) des
Etchedl Gens, auch andere Linien eventuell eher dort Insertionen der Mutatorelemente

aufweisen.
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3.2 Lokalisation des Etchedl Genprodukts

3.2.1 In situ Experimente mit Maiskornern und E?/-Sense und Antisense RNA-

Sonden

In dieser Arbeit sollten in situ Hybridisierungen mit vollstandigen Efchedl-RNA-Sonden (700
bp) an Maiskdornern von Wildtyp-Linien und der etchedl-reference Linie durchgefiihrt
werden, um Expressionsorte des Etchedl Gens und linienspezifische Unterschiede der
Wildtyplinien LC und Q2 und der Linie etl/-ref zu erkennen. Es wurden Korner zweier
Wildtyplinien eingebettet, weil die entwickelten Korner der Linie LC gelb und die der Linie
Q2 dunkelrot gefirbt sind. Zum Zeitpunkt des Einbettens sind alle Wildtyp Maiskorner gelb
gefirbt.

Fiir die in situ Hybridisierung wurden 8-14 DAP (Tage nach der Befruchtung) alte halbierte
Maiskorner der Linien in BMM (Butylmethacrylat/Methylmethacrylat) eingebettet (2.2.11.1).
Es wurden 8 DAP (Tage nach der Befruchtung) alte LC und Q2 Wildtyp Korner und 8 DAP
alte et/-ref Korner verwendet. Aulerdem wurden 14 DAP alte LC Korner eingebettet. Diese
eingebetteten Korner wurden mit dem Mikrotom zu 8-10 um dicken Schnitten verarbeitet und
auf Objekttrager gelegt. Die Schnitte wurden fiir die Detektion vorbereitet (2.2.11.2), mit den
Sonden (2.2.11.4) hybridisiert und mittels BCIP/NBT detektiert (2.2.11.3).

Nach der Hybridisierung der Schnitte der Wildtyplinie Q2 mit der Efchedl-Antisense RNA-
Sonde, wurden bei Betrachtung im Dunkelfeld verstirkt Signale in Zellen beidseitig der
Aleuronschicht, in den Zellschichten des duBeren Perikarp (Abb. 25: A2, A3, AS5) und im
Bereich des Embryos beobachtet (Abb. 25: A7). Im Unterschied dazu zeigen die
mikroskopischen Durchlicht-Aufnahmen (linke Spalte), nach Hybridisierung mit der Etchedl-
Antisense-Sonde, dazu eine intensiv blau-violette Farbung des kompletten Perikarps, aber
auch Embryo und Aleuron sind angefiarbt (Abb. 25: Al, A4, A6). Bei den
Kontrollhybridisierungen, die mit den Etchedl-Sense RNA-Sonden durchgefiihrt wurden,
konnte nach der Detektionsreaktion (ii.N.) bei Durchlicht keine blauviolette Verfirbung
festgestellt werden (Abb. 25: B1, B4, B6). Bei Dunkelfeldbetrachtung mit der Antisense-
Sonde sind im gesamten Perikarp schwichere Signale zu sehen, als bei

Durchlichtbetrachtung.
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Embryo

S

N s

Abbildung 25
In situ Hybridisierung von 8-10
um  Schnitten  von  sich
entwickelnden Q2 Maiskérnern
8 Tage nach Pollinierung. In der
Spalte  ganz  links  sind
lichtmikroskopische
Aufnahmen der Schnitte
dargestellt. Rechts sind Schnitte
jeweils &dhnlicher Bereiche im
Dunkelfeld fotografiert worden
as= Antisense RNA-Sonde der
Etl cDNA

s= Sense RNA-Sonde der Et/
cDNA

P= Perikarp

A= Aleuron

E= Endosperm

Markierung entspricht 50 um
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Abbildung 26 In situ Hybridisierung von sich entwickelnden Konern der Linie LC (8-10um Schnitte) 8 und 14
Tage nach der Befruchtung . 8 DAP Korner (D, E, H, J) sind mit * markiert

P= Perikarp, A= Aleuron, E= Endosperm Markierung = 50um; as = Antisense-RNA-Sonde, s = Sense-RNA-
Sonde

Die Unterschiede zwischen den Hybridisierungen mit den Efchedl-Sense- und Antisense-
Sonden bei Schnitten der Linie LC , betrachtet mit dem Lichtmikroskop, sind nicht sehr grof3
(Abb. 26: Sense: F, L; Antisense: C, I). Lediglich der Endospermbereich der mit der
Antisense-Sonde hybridisierten Schnitte erscheint etwas dunkler (C,I, als bei der
Hybridisierung mit der Sense-Sonde. In den Dunkelfeldaufnahmen kann die Féarbung des
Aleuronbereiches und des dufleren Perikarps bei Antisense-Hybridisierungen teilweise sehr
gut erkannt werden (D, E, H, J, 8 DAP), wihrend mit der Sense-Sonde keine Signale zu
detektieren sind. Im Gegensatz zu Q2-Kornern (8 DAP) ist im Endosperm der LC Korner (14
DAP/ Abb. 26: G, M) schon sehr viel Stirke gespeichert. Dies konnte vielleicht ein Grund der
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schlechteren Detektierbarkeit der Signale in den Geweben der 14 DAP LC-Ko6rner im

Verhiltnis zur anderen Wildtyplinie Q2 sein.

s = sense Sonde der Et/cDNA
as = antisense Sonde Et/cDNA
P = Perikarp

A = Aleuron

E = Endosperm

et-ref. Markierung = 50 um

Schnitte von et/-ref Kornern (8Tage DAP) zeigen, wie erwartet, keine definierten
Hybridisierungs-Signale, weder mit der Sense- noch der Antisense-Sonde (Abb.27: N, R). Im
Dunkelfeld ist jedoch auch hier eine leichte violette Verfarbung der Aleuron und Perikarp-
Zellschichten, nach der Hybridisierung mit der Antisense-Sonde festzustellen (Abb. 27: O,
Q). Die Fotos U, V, X und Y (Abb.27) zeigen diesbeziiglich eine intensivere Farbe von
Perikarp und Aleuron, als der mit der Sense Sonde hybridisierte, unter gleichen Bedingungen

fotografierte Diinnschnitt W.
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In diesem Experiment konnte gezeigt werden, daf} starke Hybridisierungssignale in Kornern
der Wildtyplinie Q2 in Kombination mit der Efchedl-Antisense-Sonde auftreten. Diese treten
besonders im Bereich des Uberganges der duBeren Endospermschicht zum Aleuron und im
Embryo auf. In den LC-Schnitten sind diese Effekte nicht so stark ausgepragt, aber trotzdem
zu erkennen. Die abgeschwichten Signale konnten auf die fortgeschrittene Stirkeeinlagerung
der 14 DAP LC-Korner zuriickzufiihren sein, oder darauf, dall nach 14 Tagen die Expression
der Et/-mRNA in diesen Geweben schwicher wird. Die jeweiligen Kontrollhybridisierungen
mit den Efchedl-Sense-Sonden zeigen keinerlei Verfiarbung dieser Bereiche. In ef/-ref sind
wie erwartet keine eindeutigen gewebespezifischen Signale mit E?/-Antisense-Sonden zu
erkennen.

In situ Hybridisierungen mit den jeweiligen Sense und Antisense 3'UTR Sonden der cDNA
der Linien LC und Zmzr! (Je 300 Ribonukletide lang) zeigten, trotz mehrfacher Wiederholung
der FEinzelexperimente, keine Signale innerhalb der Gewebeschnitte (Abb. 28). Da die
spezifischen Signale der 3"'UTR Bereiche nicht detektierbar waren, ist nicht klar ob die
vorherigen Signale, nach der Hybridsierung mit Efchedl-Antisense-Sonden (der gesamten
Etchedl-cDNA-Sequenz) spezifisch fiir die Efched]-mRNA sind, oder ob nicht vielleicht
doch, z.B. in den etl-ref-Schnitten die mRNA des Zmzrl detektiert worden ist.

@ Abbildung 28
In situ Hybridsierung von 8-10 um Schnitten von sich
entwickelnden Maiskornern (8 DAP) der Linie Q2 (linke
Seite) und der Linie LC (rechte Seite)

Sie wurden mit folgenden Sonden

(von oben nach unten) hybridisiert:

-LC-3"UTR Antisense-Sonde (as)

-LC 3"UTR Sense-Sonde (s)

-Zmzrl 3°UTR antisense Sonde (as)

P = Perikarp, A = Aleurron, E = Enosperm
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3.2.2 Uberexpression eines Etchedl-Fusionsproteins

Das ET1-Protein sollte in E. coli iiberexprimiert und isoliert werden, um gegen das gereinigte
Protein ein Antiserum fiir Western-Analysen herzustellen. Die Uberexpression eines Etched-
Fusionsproduktes sollte mittels des IMPACT™-CN- Systems iiber ein Intein-Fusionsprotein
geschehen (s. a. 2.2.3.3). Dazu wurde die komplette Etched-LC cDNA (c9.1) C- und auch N-
terminal zum Intein in zwei Intein-Vektoren pTYB2 und pTYB12, iiber die Ndel und Xhol-
Schnittstellen kloniert.

pTIaE phtiale—

Met Ala Ser Ser Arg ¥al A5p Bly Gly A=g Gly Phe Lew Blu Pro 61y [¥sl
CoT AT GLT ARG OB Cfa GTC GAC BEL GGG CGL GAM TTL LTC GAS {OC GGE VEC

Ml MWl Al Safl Koel ErpAl  Xaol ol
LI . hhﬂTﬂ'
ededn Foreard Primer — cve W21 Gln Asn A13 Ely His Mpt Th~ Ser Ser Arg

(117 bp) 5°...GGA TCC Ch6 GTT GTT GTA ChD AAT GCT BGT CAT ATG ACT AGT FLG CRA
Bem| Mzl Gpal Nl
Yal Asp Gly Gly Arg Glu Phe Lew 6lu Pro By
GIL BAC GEC GGC CGL GAR TTC CTC GAS CCC GEG 764 LTG CAG...3° [58 Bp) «T7 Tarminalpr
sl Mol EsRl Xl Smal Peti Reverza Primar

Abbildung 20 Multiple Klonierungsstellen der beiden Vektoren zur Herstellung
N- und C-terminaler Et]-Intein-Fusionsproteine

Die verschiedenen Klone wurden in den E.coli Stamm ER2566 transformiert. Parallel wurde
auch das Kontrollplasmid pMYBS5 transformiert. Dann wurde eine Zeit-Kinetik der IPTG-
induzierten Expression bei 37°C durchgefiihrt. Ab einer OD von 0,8 wurde IPTG zu den 50
ml-Kulturen hinzugegeben und fiir fiinf Stunden jede Stunde ein 1 ml Aliquot entnommen,
abzentrifugiert und eingefroren. Die eingefrorenen Proben wurden mit je 40 ul DTT-freiem
Probenpuffer aufgenommen, aufgekocht und 5 min bei 4°C zentrifugiert. 10 pl dieser
Proteinsuspensionen wurden auf 8% ige SDS-PAGEs aufgetragen. Die fertigen Proteingele
wurden geblottet und die Membranen einer Ponceau-Féarbung unterzogen. Dabei konnten nur
Proteine aus der Kontrolle angefdrbt werden. Eine anschlieBende Immundetektion mit einem
gegen das Intein gerichteten, mit alkalischer Phosphatase gekoppelten Antikorper und dem
Substrat BCIP/NBT zeigte nur eine Proteinbande bei den jeweiligen Kontrollen (1,2,3,4 und 5
h nach IPTG-Induktion, nicht gezeigt). Der gleiche Versuch wurde mit bei 30°C angezogenen
Bakterien bei einer Temperatur von 15°C und 30°C nach der Induktion mit IPTG wiederholt.
Dadurch sollte der EinfluB der Temperatur auf eine eventuelle Verbesserung der Induktion
der Expression des Fusionsproteins getestet werden. Aber auch bei diesem Versuch wurde

lediglich das Kontrollplasmid iiberexprimiert (nicht gezeigt).
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Deshalb wurden erst einmal nur Uberexpressionsversuche der Intein-Vektoren ohne Inserts,
zusammen mit der Kontrolle, durchgefiihrt. Bei diesen Tests wurde die Induktion der
Expression mit IPTG bei einer OD von 0,5-0,6 und 0,8 (bis zur Induktion wurden die
Bakterien bei 37°C inkubiert) parallel bei 20°C und bei 30°C gestartet. 4 Stunden nach der
Induktion der Expression wurde je 1 ml Bakteriensuspension pellettiert, das Pellet in Puffer
aufgenommen und die Proteine in SDS-Gelen aufgetrennt. Die Westernblots dieser Gele
wurden zundchst nach Ponceau gefédrbt und dann einer Immundetektion unterzogen. Auch
dieses Mal konnten lediglich schwache Proteinbanden der Kontroll-Proteine (MYBS), bei
jeweils 20°C und 30°C iiberexprimiert, (OD bei der Induktion > 0,8) detektiert werden (nicht
gezeigt)). Um Detektionsschwierigkeiten auszuschlieBen, wurde eine neue Verdiinnung des
ersten Antikorpers (Intein-AK 1:750) angesetzt. Tatsdchlich konnten jetzt auch Protein-
Banden durch Expression der Vektoren pTYB2 und pTYB12, mit einem Molekulargewicht
von etwa 54 kDa, detektiert werden (Induktion bei OD > 0,8 , 30°C).

Aufgrund der vorangegangenen Schwierigkeiten der Uberexpression der Intein-
Fusionsproteine, sollten die Bereiche der Transitsequenz des Etchedl-Protein und des
hinteren, zum TFIIS homologen, Bereiches separat in die beiden Vektoren pTYB2 und
pTYBI12, je C-und N-terminal, kloniert werden. Dazu muften mittels modifizierter Primer,
wie auch bei der Gesamtsequenz, PCR-Fragmente hergestellt und kloniert werden.

(s. auch Material und Methoden 2.2.3.3 /S.37 Abb. 8)

ET1 MTTTAAGHGCCWAGIPPFALTIPRITLSTGRETPPPRASTVASSSKLRALAP 50

RLRVSNRPRRLIVSASSSGEANSDAVPSPTEAAIDIKLIPRRSLLVOQFTCN 100

ACGERTKRLINRVAYERGTVFLQCAGCQVYHKFVDNLGLVVEYDLREENE 150

LOGENAVDTSSED 163

Die Fragmente fiir die Klonierung in die Fusionsproteine entsprechen den unterstrichenen
Aminosduresequenzen. Der rot markierte Bereich entspricht der Transitsequenz des ET1, der
blau markierte der Sequenz, die homolog zur Zinc-Ribbon-Domine des TFIIS ist. Allerdings
wurde durch den Einsatz modifizierter Primer ein neues Startcodon in die DNA-Sequenz
eingefiigt. Daher ist im Vektor das Isoleucin (erste AS des blau unterstrichenen Bereichs) in
der Sequenz durch ein Methionin ersetzt. Die Sequenzen und die Klonierungsstrategie sind in

2.2.3.3 genauer beschrieben.
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Nach der Sequenzierung aller vier Klone wurden die Etchedl-Intein Fusionsplasmide
transformiert und iiberexprimiert. Das Fusionsprotein aus dem TFIIS-homologen Bereich, C-
terminal in den Vektor pTYB12 kloniert, wurde bei 37°C iiberexprimiert (s. Abbildung 21).
Es sind sowohl ohne als auch mit IPTG Induktion Proteinbanden, des fiir dieses
Fusionsprotein erwarteten Molekulargewichts, in Bakterienlysaten und dem Uberstand der
Lysate, detektierbar. Der Uberstand wurde fiir eine Affinititschromatografie auf eine Siule

mit Chitinbeads aufgegeben (Intein-Chitin-Affinitét, 2.2.3.3, Abb. 7).

< + Abbildung 21
M K L u L u Lysate und Uberstinde von, mit dem Intein-Etchedl-TFIIS
kDa -IPTG +IPTG Fusionsprotein transformierten, Bakteriensuspensionen, mit und
117 ohne IPTG-Induktion, Banden bei 65 kDa entsprechen dem
Q7 Fusionsprotein des 56 kDa Intein plus dem 10 kDa groflen

Bereich der zu TFIIS homologen Domine des ET1-Proteins.
Zur  Expressionskontrolle  wurde das pMYBS5-Intein-
Fusionsprotein (K) ebenfalls iiberexprimiert und aufgetragen

82 (97 kDa).

-y L = Bakterienlysat
U = Uberstand des zentrifugierten Lysates
-IPTG = ohne IPTG Induktion
pTYBI1YTFIIS +IPTG = IPTG Induktion

Die Séulenaufreinigung des pTYB12 TFIIS Intein-Fusionsprotein wurde mit Protein aus dem
Uberstand von transformierten, iiberexprimierenden, lysierten und pellettierten Bakterien
durchgefiihrt. Die Proteingele mit den Proben wurden einer Silberfirbung unterzogen. Die
durchgehend sichtbaren Proteinbanden in den einzelnen Fraktionen lagen bei ca. 47 kDa.

Dieses Molekulargewicht kann weder

dem Intein-(Rest)-Protein, es besitzt ein

[B= o .

D W1 FI F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9
19_*11-.

Molekulargewicht von 55 kDa und sollte
noch iiber Affinitit an die Chitinbeads
gebunden sein, noch dem  TFIIS-
homologen ETI1-Zielprotein zugeordnet
werden. Das verkiirzte ET1-Zielprotein
sollte ein Molekulargewicht von 11 kDa
dieses

besitzen. Ein Protein

Molekulargewichts kann hier aber in

keiner Fraktion detektiert werden.

Abbildung 22 Gel (Nu-PAGE/MOPS-Puffer) mit je 20 pl Proteinprobe aus Durchlauf (D), der ersten
Waschfraktion (W1) und den Fraktionen 1-9 der Elution beladen. Die Auftrennung erfolgte fiir 50 min, danach
erfolgte eine Silberfarbung. Das gesuchte 11 kDa Etchedl-Protein ohne Signalsequenz ist trotz hochsensitiver
Silberfarbung nicht zu detektieren.
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Da die Abspaltung des Zielproteins mit dieser Methode nicht zu erreichen war, sollte von der
Firma BioGenes ein Peptid synthetisiert und zur Immunisierung von Kaninchen und damit zur

Herstellung polyklonaler ET1 Antikorper verwendet werden.

3.2.3 Proteingele, Westernblots und Immunodetektion versch. Pflanzengewebe

Von der Firma BioGenes (Berlin) wurde zur Immunisierung zweier Kaninchen ein Peptid
hergestellt. Es besteht aus 11 Aminosduren inklusive eines C-terminalen Cysteins fiir die

Kopplung an einen Carrier:

SDAVPSPTEA-C

Das Epitop (griin) befindet sich hinter dem Bereich der Transitsequenz (rot):

ET1 MTTTAAGHGCCWAGIPPFALLPRILSTGRETPPPRASLVASSSKLRALAP 50
RLRVSNRPRRLIVSASSSGEANSDAVPSPTEAAIDIKLPRRSLLVQFTCN 100
ACGERTKRLINRVAYERGTVFLQCAGCQVYHKFVDNLGLVVEYDLREENE 150
LOGENAVDTSSED 163

Polyklonale Antikorper gegen dieses Peptid konnen dadurch theoretisch sowohl gegen das
Pra-Protein mit der Transitsequenz als auch nur gegen das prozessierte Protein eingesetzt
werden. Gleichzeitig kann auch das Proteinprodukt des Zmzrl detektiert werden, weil die
Sequenz dieses Epitops absolut identisch im vorhergesagten ZMZR1-Protein vorhanden ist.
Bei der anderen Wildtyplinie B73 ist eine Aminosédure der Etchedl-Sequenz im Bereich des
Epitops ausgetauscht: SDAAPSPTEA. Die vierte Aminosiure dieser Peptidsequenz ist dort
Alanin statt Valin. Vermutlich sind daher die Antikorper auch fiir Proteine der Linie B73
geeignet, da eine aliphatische Aminosédure durch eine kleinere aliphatische Aminosdure
substituiert ist.

Zur Detektion der Proteine wurden verschiedene Gewebe aus den Linien et/-ref, LC und
einer Albino-Linie (grine und weile Sdmlinge durch Auskreuzung) zu verschiedenen
Zeitpunkten aufgearbeitet. Dabei wurde das Gesamtprotein aus den oberirdischen Bereichen
von Simlingen isoliert und auch Chloroplasten-Protein aus den vorher isolierten
Chloroplasten extrahiert (s. 2.2.3.1, 2.2.13). Die Konzentrationsbestimmung der Proben
erfolgte durch Doppelbestimmungen nach Bradford (1976). Die Proben wurden auf NuPAGE
Fertiggele (12%) aufgetragen und nach dem Lauf geblottet. Die Westernblots wurden erst mit
Ponceau-Reagenz gefidrbt und gescannt und danach der Immunodetektion (s. 2.2.3.2.5) mit

den Antikorpern unterzogen.
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Parallel wurden auch die Pri-Immunseren 4206 und 4207 getestet (2.2.17). Hier zeigten sich
aber keine Banden im Bereich der fiir das ET1-Pri-Protein erwarteten 18 kDa, alle Banden
waren grofler als 35 kDa (ohne Abbildung). So konnten die Antiseren eingesetzt werden, ohne
daB3 zu befiirchten war falsch positive Banden, im Molekulargewichtsbereich des putativen
ET1-Proteins, zu detektieren. Spater wurde aber nur noch der Antikorper 4207 verwendet, da
bei der Verwendung dieses Antikorpers unterschiedliche Protein-Banden bei LC und et-ref]
Linien detektiert werden konnten.

Die Detektion mit dem 1:500 verdiinnten 1.Ak (4207), dem 1:1000 verdiinnten 2.AK (Anti-
Kaninchen-AK) eines Westernblots zeigte ein unterschiedliches Bild, beziiglich der Grofe

einzelner Proteinbanden in Gesamtprotein und Chloroplastenprotein der beiden untersuchten

Linien.
etl-ref LC kDa ,
188 Abbildung 23
Ges.-Prol Chloropl.| Ges.-Prot. Chloropl Y Gesamtprotein und

' Chloroplastenprotein ~ von

10T 14T 38T 15T 40T| 14T 38T 15T 40T ” 08 I-ref d LC h
etl-ref un , hac

i b 1 verschiedenen Zeitpunkten

e (T= Tage nach der
- g 49 Keimung). Die Proben
h 38 wurden iiber ein 10%iges

Nu-PAGE / MES Gel

" 2g aufgetrennt und das Gel

geblottet. Das putative ET1-

17 Protein besitzt ein

- Molekulargewicht von ca.

14 18 kDa. In  diesem

GrofBenbereich ist ein
deutlicher Unterschied der
6 Proteinbanden Zu den
# verschiedenen Zeitpunkten

und den beiden Linien etl-
e

refund LC zu erkennen.

Auf dem Westernblot ist deutlich zu erkennen, dafl Unterschiede der Proteinbanden im
Bereich um 18 kDa, die in ihrer Groe dem putativen ET1-Protein entsprechen, bestehen. Bei
10 Tage alten et/-ref Samlingen kann man eine Doppelbande mit einem Molekulargewicht
von ca. 23 und 26 kDa detektieren. Bei 14 Tage alten Samlingen ist ebenfalls eine
Doppelbande zu sehen, sie hat sich aber zu kleineren Molekulargewichten von 20 und 23 kDa
verschoben. Bei 38 Tage alten Sdmlingen ist die 23 kDa Bande nur schwach zu erkennen und
die 20 kDa Bande tritt in den Vordergrund. Die Proteinbanden der 15 Tage und 40 Tage alten

Chloroplasten aus der Linie et/-ref sind sehr schwach. Dadurch ist eine Aussage beziiglich
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der Bandengrofle schwierig. Es konnte sich bei den Proteinbanden der 15 Tage alten
Chloroplasten um eine Doppelbande, entsprechend der Grofle der Gesamtproteinbanden der
38 Tage alten Sdmlingen handeln. Es sind keine Proteinbanden der 40 Tage alten etl-ref
Chloroplasten zu erkennen. Die Spur mit dem Gesamtprotein aus 14 Tage alten LC-Pflanzen
zeigt eine Doppelbande die, wie bei gleichalten et]-ref Pflanzen, 20 bzw. 23 kDa grof ist.
Beim Gesamtprotein der 38 Tage alten Pflanzen ist die hohere Bande der Doppelbande
nahezu verschwunden, wie bei der Linie et/-ref. In den Chloroplasten tritt nach 15 und 40
Tagen eine Bande auf die um 18 kDa grof8 ist. Diese Grofe entspricht etwa dem

unprozessierten Protein.

Zur genaueren Uberpriifung und gleichzeitiger Analyse von Pflanzen die zu anderen
Zeitpunkten geerntet, bzw. deren Chloroplasten isoliert wurden, wurden neue Westernblots
hergestellt. Diese wurden jedoch nicht mit den Reagenzien BCIP/NBT und alkalischer
Phosphatase detektiert, sondern mit HRP (Horseraddish Peroxidase) und einem Gemisch aus
Luminol, Coumarsidure und H,0O,. Zusitzlich zu etl-ref und LC Pflanzen wurden auch

Proteine aus weiflen und griinen Albino-Linien bearbeitet.

etl-ref Albinos LC  atiref
10 12 14 35 56 w7 wl0 g7 gl0| 7 10 7 10 710 15 4

' a8
Abbildung 24
Westernblots mit Gesamtprotein und Chloroplastenprotein der Linien LC, etl-ref und weilen sowie griinen
Pflanzen aus einer Albino Linie. Die Zahlen bedeuten Zeitpunkt der Aufarbeitung nach der Keimung. Links ist
Gesamtprotein, auf der rechten Seite Chloroplastenprotein aufgetragen.

Bei griinen und weilen Pflanzen aus einer ausgekreuzten Albino-Linie sind weder im
Chloroplastenprotein noch im Gesamtprotein nennenswert starke Signale im Bereich der
erwarteten 18 kDa des ET1 zu erkennen. Wie im vorherigen Versuch sind beim LC-
Gesamtprotein bis zu 14 Tagen erst Doppelbanden zu erkennen, die sich aber danach zu einer
kleineren Bande (17 kDa) verschieben. Bei den et/-ref Spuren hingegen zeigt sich bei 7 und
bei 10 Tage alten Pflanzen die grolere Doppelbande. Dabei ist die obere dieser Banden bei 7
Tage alten Pflanzen noch etwas stédrker als bei 10 Tage alten Pflanzen (Abb. 24, Mitte). Bei
14, 36 und 56 Tagen wird eine Doppelbande wie bei bis zu 14 Tage alten LC Pflanzen

detektiert. Eine etwa 30 kDa grof3e Proteinbande taucht im et/-ref Gesamtprotein bei jiingeren

91



Ergebnissse

Pflanzen nicht auf. Diese erscheint erst bei den 56 Tage alten et/-ref Pflanzen. Sie tritt aber in
allen Altersstufen beim Gesamtprotein der LC-Pflanzen und in 10 Tage alten ‘“griinen”
Albinos auf.

In 7 Tage alten Chloroplasten kann in keiner der getesteten Linien ein Protein des
Molekulargewichts um 18 kDa detektiert werden, obwohl alle Spuren sehr gleichmifBig
beladen waren (Ponceaufdrbung, n. gezeigt). In Chloroplasten von 10 Tage alten LC Pflanzen
ist ein Protein mit einer GroBe von ca. 25 kDa detektierbar. Bei 15 Tage alten Chloroplasten
ist eine kleine Bande, die etwa 17-18 kDa entspricht, zu sehen. Nach 40 Tagen ist eine
Doppelbande zu detektieren, die in etwa den Doppelbanden der Proteine aus 15 und 40 Tage
alten Chloroplasten von etl-ref entspricht. Diese Doppelbanden scheinen ein
Molekulargewicht wie die Doppelbande im Gesamtprotein der bis zu 14 Tage alten LC-
Pflanzen zu besitzen (18420 kDa). 10 Tage alte Chloroplasten griiner Albinos zeigen eine ca
22-23 kDa grole Bande, etwa in der Grole der groBeren Doppelbande des etl-ref
Gesamtprotein nach 7 Tagen. Es scheint daher eher eine Gemeinsamkeit von Albino-

Proteinen zu etl-ref Proteinen, als zu Wildtyp-(LC)-Proteinen zu bestehen.

Die Westernblots mit Antiseren gegen das synthetisierte ET1-Peptid konnten nicht dem
Nachweis des ET1-Proteins in Sdmlingen und Chloroplasten dienen. Es handelt sich wohl um
Proteine die zum ET1-Peptid homologe Doménen aufweisen. Wire das Antiserum spezifisch
fiir das ET1-Protein, miite im Gesamtprotein der Wildtyplinien eine ca. 18 kDa grofle Bande
des unprozessierten ET1-Proteins detektiert werden konnen. Zusétzlich sollte man in den
Chloroplastenproteinen des Wildtyps ein prozessiertes, 11 kDa groes Protein nachweisen
konnen. Es ist bereits gezeigt worden, dal3 in vitro translatiertes ET1 Protein in Chloroplasten
transportiert wird (Garg, 2002).

Um die Antiseren auf ihre Spezifitit zu testen konnte daher auch in vitro translatiertes ET1-

Protein verwendet werden.
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3.3 Funktionsanalysen zum Etchedl-Gen

3.3.1 In vitro Transkription von LC cDNA, Zmzrl cDNA und einem LC cDNA-

Fragment ohne Transitsequenz

Um Funktionsanalysen zum ET1-Protein durchfiihren zu konnen, sollte RNA von der Etchedl
cDNA (LC/c9.1) und von der cDNA des zum EtchedlGen sehr homologen ZmzriGens in
vitro transkribiert werden. AuBBerdem sollte eine 5 verkiirzte RNA einer Efchedl cDNA
(LC), die der Aminosduresequenz ohne Transitsequenz entspricht, transkribiert werden.
Mittels eines Reticulocyten Systems sollte aus der RNA in vitro das jeweilige Protein
translatiert werden. Die bereits in den pBAT-Translationsvektor klonierten cDNAs von LC
und Zmzrl wurden von Garg (Hamburg) zur Verfligung gestellt. Der Vektor mit der LC
cDNA ohne Transitsequenz mufite noch iiber PCR hergestellt werden (s. 2.2.14.1 und
Abbildung 30 nichste Seite).
Zur Vorbereitung fiir die in vitro Translation wurden die drei Klone (LC-Etchedl cDNA,
Zmzrl cDNA und LC-Etchedl cDNA mit verkiirztem 5° Ende) am 3° Ende des
untranslatierten Bereiches restringiert, aus dem Agarosegel ausgeschnitten, aufgereinigt und
ihre Konzentrationen bestimmt. Je 250-400 ng der DNA wurden dann fiir den
Transkriptionsansatz verwendet. Zuerst wurde die Transkription (s. 2.2.14.2) allerdings ohne
die Zugabe eines CAP-Analogons durchgefiihrt, weil laut Literatur kein groBer Unterschied in
der Translationseffizienz Cap-markierter und
nicht-markierter =~ RNAs im  Kaninchen-
Reticulocytensystem besteht. Es sollte lediglich
Unterschiede in der eventuell einzustellenden
Kalium- und Magnesium-Ionenkonzentration
geben. Da die in vitro Translation aber nicht
~700bp  funktioniert hat, wurde in den folgenden

Transkriptionsversuchen das CAP-Analogon

der in vitro Transkription hinzugefiigt.

MEN RNA- Gel 1%me

Abbildung 29 In vitro transkribierte RNA der linearisierten Plasmide von pBAT LC und pBAT Zmzr1, ohne ein
Cap-Analogon hinzuzufiigen. Es sind 4ul von 100 pl aufgetragen. Die in vitro transkribierte RNA von pBAT
Zmzrl zeigt eine Doppelbande ~700 bp und ~1400 bp.
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Herstellung des Transkriptions/Translations -Veldors pBAT-L C ohne Transitsequenz

PCR mit LC TOPO
modifizierten Primern Velktor

Miniprip aration /
Restriktion mit EcoRT

-—-F----
-

PCR-Fragment Klonierung in
ausgeschnitten den
+ auf ger einigt TOPO-Veltor

estrilktion mit BamAiEceRT

Sequenzierung

Bestitigung der

mﬁ

Sequenzen
ansgeschnitten
+ auf ger einigt
Minipriparationen / Restriktion
mit BamHFEcoRT pBAT-Vektor
Restriktion des
o R Vektors mit
Ligation BanI,.- EcoRI BamB [/ EcoRF
< — geschnittener |
Klonlerung {5 A T-Vektor
in pBAT

Restrilation mit Xbal Aufreinigung etc.

Alle linearisierten
pBAT Elone

» | In vitro
TransKkription

LC Zmerl

Abbildung 30 Alle nétigen Schritte und Zwischenprodukte der Herstellung des pBATE?!-ohne-Transitsequenz
Vektors schematisch dargestellt und erldutert (2.2.13.1)
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Die in vitro Transkription mit dem Cap-Analogon ergab in allen Fillen RNA-Doppelbanden.
Dabei fillt auf, daf} diese trotz der offensichtlich erfolgreichen Linearisierung (s. Abb. 30

unten), die stirkste groBere RNA-Bande

DNA-Marker

wieder, wie vorher schon beobachtet,

bei der RNA der Zmzrl cDNA

LC Fmzrl LCo.TS

vorkommt. Ausnahmsweise wurden die
RNAs in einem TAE-Agarosegel

getestet und ein DNA-Marker lediglich
1.0kb

U.7OKD
05kb -_— in vitro transkribierten RNAs

zum groben Abschitzen der GréBen der

verwendet.

0 8%mres Azarosegel mit TAE (DINA)

Abbildung 31 In vitro transkribierte RNAs auf einem DNA-Gel mit einem DNA-Marker aufgetragen um grob
GroBien der jeweiligen RNA abschitzen zu konnen und um ungefihr die Menge der transkribierten RNA zu
erkennen. Es wurden 4 pl eines 100 pul groen Reaktionsansatzes aufgetragen.

Da sich die Abschitzung der GroBe der Transkripte in DNA-Agarosegelen als sehr schwierig

erwies und eigentlich auch jeweils nur eine RNA-Bande statt Doppel- und Mehrfachbanden

erwartet wurden (Linearisierungen der Vektoren jeweils am Ende des 3” UTR schienen

erfolgreich), wurden sowohl die Linearisierung als auch die in vitro Transkriptions-

Reaktionen wiederholt. Es wurde ein

| Tad I E-m B A AER AN EE] RNA-Gel (MEN-Puffer) verwendet und

auch ein RNA-Marker aufgetragen. Die 4

kb Bande des RNA-Markers lduft auf der

kb, gleichen Hohe wie die 1 kb Bande des

m DNA-Markers. Bei der Auswertung des

: Gelfotos fillt wieder auf, dal gerade bei

- ﬁ der RNA von pBATZmrl zwei Banden
0515

erscheinen.

MEN RN A- Gel 1 %mg

Abbildung 32 In vitro translatierte RNAs der pBAT-cDNA-Klone von LC, Zmzrl und LC ohne Transitsequenz
auf einem RNA-Agarosegel aufgetragen (je 4 ul von 100 pl Transkriptionsansatz). Zum Transkriptionsmix wurde
ein Cap-Analogon hinugefiigt, um die in vitro Translation zu verbessern.
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Die groBere Bande besitzt mit ca. 1300 Nukleotiden wieder die doppelte Groe der kleineren
Bande (650 Nukleotide), wie bereits beim ersten in vitro Transkriptionsversuch ohne CAP-
Analogon (s. Abbildung 29) beschrieben. Aulerdem ist die Verdoppelung der Bandengrofle
auch ebenso bei den in vitro Transkripten des Vektors pPBAT LC ohne Transitsequenz zu
sehen (700/1400 Nukleotide). Die Groenunterschiede der kleinsten RNA-Banden von pBAT
LC und pBAT Zmzrl sind ursdchlich durch die verschieden langen 3° UTR der Genen zu
erkldren, da das 3° Ende bei Zmzrl nicht genau bekannt ist. DeriZmzr1-Klon wurde mit Hilfe
spezifischer Primer amplifiziert und isoliert (Garg, 2002). Die RNA-Bande des Transkripts
von pBAT LC ohne Signalsequenz ist erwartungsgemill etwa 200 Nukleotide kiirzer als die
Bande des vollstindigen pBAT LC Transkript. Diese drei in vitro transkribierten RNAs mit
CAP-Analogon wurden dann fiir die in vitro Translationen (s. a. 2.2.14.2) mit 3>S-markiertem

Cystein oder auch Methionin eingesetzt.

3.3.2 In vitro Translation

Die in vitro Translation wurde mit dem Rabbit Reticulocyte Lysate System, der Firma
Amersham Pharmacia Biotech durchgefiihrt. Zuerst wurde die Translation mit nicht
ngecapten RNAs und *°S-markiertem-Methionin durchgefiihrt. Es konnte bei einer
Einbaubestimmung und in der SDS-PAGE kein Protein der drei mRNAs detektiert werden,
die Kontrolle hatte jedoch funktioniert. Zur Kontrolle ist dem Kit eine RNA (RNA B)
beigefiigt, von der ein Protein translatiert wird, welches als Precurser-Protein eine Protease
ist. Durch diese Proteaseaktivitit wird das Gesamtprotein in mehrere kleinere Polypeptide
gespalten. Dadurch dient es nicht nur zur Kontrolle der Translation, sondern auch als

Proteinmarker:

AS | Molekulargewicht kDa
741 82323

665 73751

460 51993

281 30348

205 21776

56 6323

Tabelle 8
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Es war nicht klar, ob das einzelne radioaktiv markierte Methionin (M s. Abb. 33), kodiert
durch das ATG der Startcodons, in den synthetisierten Proteinen ausreichend starke Signale in
der SDS-PAGE bzw. bei der Einbaumessung zeigen wiirde. Daher wurde die in vitro
Translation der drei RNAs mit 35S—rnarkielrtem—Cystein wiederholt. Die Aminosédure Cystein
(C) ist viel hidufiger im Protein vertreten und kommt sechsmal in der LC-Etchedl-
Aminosduresequenz, siebenmal in der Zmzrl-Aminosduresequenz und viermal im verkiirzten

LC- ET1 ohne Transitsequenz vor.

ET1 LC : MTITTAAGHGCCWAGIPPFALLPRILSTG-RETP—-—-PPRASLVASSSKLR 46
ET1 Zmzrl : MATTAAGYGCCLAGLPPFPLLPGILSTRLRREPS—-PPRVALVASSPKLR 48
ET1 LC :  ALAPRLRVSNRPRRLIVSASSSGEANSDAVPSPTEAAIDIKLPRRSLLVQ 96
ET1 Zmzrl :  APAPRLRVSCGPRRL---ASSSGKANSDAVPSPTEATIDIKLPRRSLLVQ 95
ET1 LC o.TS: MANSDAVPSPTEAAIDIKLPRRSLLVQ 27
ET1 LC :  FTCNACGERTKRLINRVAYERGTVFLQCAGCQVYHKFVDNLGLVVEYDLR 146
ET1 Zmzrl : FTCNACGERTKRLINRVAYERGTIFLQCAGCQVYHKFVDNLGLVVEYDLR 145

ETl1 LC o0.TS: FTCNACGERTKRLINRVAYERGTVFLQCAGCQVYHKFVDNLGLVVEYDLR 77

ET1 LC : EENELQGENAVDTSSED 163
ET1 Zmzrl : EENVVQGENVIDINSED 162
ETl1 LC o.TS: EENELQGENAVDTSSED 94

Abbildung 33 Proteinsequenzen aller in vitro zu translatierenden Proteine. Die Aminosdure Methionin, der
Startcodons, ist rot markiert, Cysteine sind blau markiert.

Die ersten in vitro Translations-Versuche mit S Cystein schlugen komplett fehl. Es war
durch keine Einbaubestimmung ein Einbau nachzuweisen, weil die Negativ-Kontrollen
bereits viel zu hohe Werte aufwiesen, obwohl iiberhaupt keine RNA in die Translations-
Ansitze gegeben worden war. Die verschiedenen Methoden zur Einbaubestimmungen der
radioaktiv markierten Aminosduren (3 versch. Methoden) waren: Uber die Fillung der
Proteine mittels kochender TCA (hatte bei Methionin gut funktioniert), die Fillung mit
TCA/Casein nach Vorschrift im Reticulocytenkit und einer TCA/DOC-Fillung. AuBlerdem
zeigten diverse SDS-PAGESs, daf3 auch die RNA B-Kontrolle nicht funktioniert hatte. Daher
wurden sowohl mit Methionin, als auch mit Cystein als markierte Aminosduren, der Kontroll-
RNA und der RNA von pBAT-LC die Translations-Bedingungen getestet. Bei diesen Tests
wurden die Kaliumionen-Konzentrationen von 40, 115, 140, 165, 190, 215 und 240 mM mit
pBAT-LC-RNA verwendet, aber trotzdem wurde bei den Einbaubestimmungen kein

Transkript gemessen, bzw. auf dem Gel (mit Imagerplatte) nachgewiesen.
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Die RNA-Kontrollen wurden beide, fiir 33§-Methionin und 35S-Cystein, mit 190 mM Kalium
behandelt, aber nur bei der Methionin-Kontrolle konnte ein geringer Einbau des radioktiv
markierten Methionins gemessen und eine sehr schwache Proteinbande (ca. 17 kDa) im Gel
nachgewiesen werden (nicht gezeigt).

Aufgrund der negativen Ergebnisse wurden dann in vitro Transkriptions-Ansitze mit dem
CAP-Analogon durchgefiihrt (s. 2.2.14.2) und diese ,,gecapten* RNAs mit markierten Cystein
und Methionin translatiert. Es konnte, bis auf eine sehr schwache Bande (ca. 17 kDa) bei der
in vitro Translation der pBAT-LC-RNA mit 35S—Cystein, kein Protein nachweislich

translatiert werden (nicht gezeigt).

3.3.3 Transgene sense und antisense Pflanzen

Transgene Pflanzen, mit Expressionskonstrukten der Efchedl cDNA (c9.1) in sense und
antisense Orientierung, sollten hergestellt werden um die Auswirkung auf den Phénotyp von
Kornern und S@mlingen zu testen. Damit konnte die Funktion des Et/ Gens bzw. des Etl-
Genproduktes/ ET1-Proteins ndher charakterisiert werden. Zur Expression der Transgene
wurde der in Mais konstitutiv stark exprimierte Actin Promotor des Actinl-Gen aus Reis
verwendet (McElroy et al., 1990). Die Herstellung der Sense- und Antisense-Plasmide fiir die
transgenen Pflanzen erfolgte wie in 2.2.11 beschrieben. Sowohl das pActEt/-Sense-Konstrukt
als auch das pActEtl-Antisense-Konstrukt wurden mittels biolistischer Transformation in
Mais transformiert. Zur Selektion der erfolgreichen Transformation erfolgte eine Co-
Transformation mit einem 35Spat-Plasmid (zur Basta-Resistenz) und teilweise zusétzlich mit
einem 35S-GFP-Plasmid. Insgesamt wurden in 3 Experimenten 193 Embryonen, bzw.
embryogene Kalli mit dem pActEf/-Sense Konstrukt und in 10 Experimenten 720
Embryonen, bzw. embryogene Kalli mit dem pActE?/-Antisense-Konstrukt biolistisch

transformiert.
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Abbildung 34 Darstellung der pActinEt/-Sense- und Antisense-Vektoren mit Restriktions-Schnittstellen

3.3.3.1 Analyse transgener pActEtl-Sense Pflanzen

Positive transgene Et/-Sense-Pflanzen sind unter anderem die Linien 1921, 1933, 1934, 1940,
1946 und 1947 (Tabelle9). Diese Linien wurden mittels Southernblot und einige auch mit
einem Northernblot analysiert (Abb. 35 + 36).

GH-Nr. |Transformiert in Linie N\ A D o QD Marker
A e N . bY
1921 A188xPa9l AR MR R
1933 A188xPadl
1934 A188xPa9l
1940 A188xPadl
1946 A188xPa9l — Skb
1947 H99xPa91 . — 4,3 kb
Tabelle 9 R 3.5Kkb
- aad
Abbildung 35 Genomischer Southernblot
DNA transgener pActEtl-Sense-Pflanzen, — 2,0kb

Xhol und Asp718 geschnitten (komplettes
Transformations-Konstrukt, ca. 2,1 kb)
Detektion mit einer DIG-Actin-Sonde
(Daten von Dr. Reinhold Brettschneider)
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Fiir den genomischen Southernblot sollte mittels der Restriktion durch die Enzyme Asp718
und Xhol (Abb. 34) der Bereich des Promotors mit der, in sense Orientierung klonierten, Et/
cDNA (2,1 kb) aus dem Plasmid (Abb. 34) ausgeschnitten werden konnen. Ist eine Bande der
GroBe von 2,1 kb im Southernblot zu detektieren, konnte ein komplettes Konstrukt (ohne
NOS-Terminator) transformiert werden. Fast alle der im Southernblot gezeigten transgenen
Sense-Linien zeigen mit der Actin-Sonde eine starke Hybridisierung, und meist auch mehrere
Banden. In den Linien 1940, 1946 und 1947 ist vermutlich das vollstindig Konstrukt des

Sense-Transgens vorhanden.

Abbildung 36 Northernblot transgener pActEzl-Sense Linien und
Wildtyp A188-Kontrolle, mit Et/c9.1 Sonde detektiert (Daten von Dr.
Brettschneider)

— -25kb

™ 08kb

RNA 4 Wochen alter Pflanzen, der bereits in Southernblots getesteten transgenen Linien,
wurde in einem Northernblot (Abb. 36) mit der Ez/ cDNA-Sonde hybridisiert. Die Expression
der EtI-RNA der Linien 1940, 1946 und 1947, die vollstindige Konstrukte enthalten (Abb.
35), ist um ein vielfaches hoher, als zum Beispiel in der Wildtyp Linie A188, in der nur die
endogene EtIRNA exprimiert wird. Aufgrund der starken EtI-(Uber-)Expression wurden
deshalb bevorzugt die Nachkommen der Linien 1940 und 1946 weiter analysiert. Ein starke

Expression der Transgene wird durch den sehr starken Actin-Promotors ermoglicht.
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Aus den geselbsteten Linien 1940 und 1946 entstanden die Linien 2010, 2011, 2012, 2013,
2014, 2015, 2017, 2034.1, 2034.2 und 2034.3 (Tabelle 10). Einige der Korner zeigen den
etchedl-Phinotyp (Abb. 37)

GH-Nr. |Hergestellt aus Linie
2010 1946 ®
2011 1946 ® 2010 2015
2012 1946 ®
2013 1946 ®
2014 1940 ®
2015 1940 ® 2012 2017
2017 1940 ®
2034.1 1946 ®
2034.2 1946 ®
2034.3 1946 ® Abbildung 37 F1-Korner transgener Etl-Sense-Linien. Das
Tabelle 10 Korn der Linie 2010 zeigt einen schwachen, Korner der

Linien 2015, 2017 einen stidrkeren et/-Phinotyp. Das Korn
der Linie 2012 hat keinen et/-Phénotyp.

Als Ergebnis der Transformationen mit dem E?/-Sense-Konstrukt sind nur phénotypische
Veridnderung der Korner (Abb. 37) und nie der Sdmlinge aufgetreten. D. h. eine zusitzliche,
transgene Etchedl Gendosis hatte keinen visualisierbaren Effekt auf die meisten regenerierten
etl-sense transgenen Pflanzen. Die Et/-Sense transgenen Linien haben fast alle mindestens
einen leichten etchedl Phinotyp im Korn gezeigt. Die Uberexpression des EtI Gens hat in

Kornern also eher zu einem Antisense-Effekt gefiihrt. Die Linien 2015 und 2017 wurden

geselbstet und fiir neue Southernanalysen verwendet (siehe Abbildung 38A + 38B).

~Pa91|  AI88 | 20151940 | 2017/1940] Abbildung 38A
kb - T T Genomischer ~ Southernblot — mit
' ; Wildtyplinien (Pa91, A188) und
10— transgenen PActE?t]-Sense
§ — Nachkommen, geselbstete Linie
b= 2015 (aus Linie 1940) wund
S — geselbstete 2017 (aus Linie 1940).
': - HindlIII-Restriktion, Hybridisierung
75— mit der Et/ cDNA-Sonde
T
[.5 —
|. —
0,5 —
6=
0,4
0.2 o
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2017/ Abbildung 38B Genomischer Southernblot
1940 I 2396 2139 LC mit Nachkommen der geselbsteten Linie
2017 (1940), 2139 einer pActEtl-Sense
: negativen, aber pat positiven Linie und LC
-~ | DNA zur Kontrolle. Die Linie 2396 ist
= N auch aus einer Selbstung der Linie 2015
——— = : entstanden. HindIII-Restriktion,

Hybridisierung mit der £t/ cDNA -Sonde.

Die Southernblots der DNA der Nachkommen der Linien 2015 und 2017 zeigen viele

zusitzliche Banden im Vergleich zu A188, LC und negativen pActE?/-Sense transgenen
Pflanzen (2139). Die Nachkommen der Linie 2015 (2015 und 2396) zeigen dabei ein sehr
homogenes Bandenmuster. Einzige Ausnahme dabei ist die nicht richtig restringierte 4. DNA
der Linie 2396. Innerhalb der geselbsteten Linie 2017 ist die Anzahl der Banden und die
Struktur der Bandenmuster nicht so homogen. Allerdings sind die zweite und die dritte DNA
von 2017 nicht vollstindig mit Hindlll geschnitten. Die 1,5 kb Bande scheint aus der Linie
A188 zu stammen. Wenn sie nach mehreren Generationen fehlt (2017/4) liegt das am
gemischten genetischen Hintergrund der urspriinglichen Transformanden (aus A188x Pa91).
Nach mehreren Generationen wurde A188 herausgekreuzt. Die Banden mit den Groflen 2,3
kb, 0,9 kb und 0,3 kb und Banden iiber 10 kb erscheinen nur bei transgenen Linien. Hier
haben Fragmente der ActinE?/-Antisense Konstrukte mit der £t/ cDNA-Sonde hybridisiert.
Etchedl-Phinotypen der Samlinge konnten bei den geselbsteten Nachkommen der Linie
2017 nicht mehr beobachtet werden, obwohl die Elternkdrner noch einen etchedl-Phinotyp
gezeigt hatten (Abb. 35). Nachkommen aus der Selbstung von Kornern der Linie 2015
hingegen, zeigten weiterhin einen etched-Phinotyp (Abbildung 39).

Abbildung 39 Nachkommen aus geselbsteten Kornern
der Linien 2015 und 2017 (F2-Generation der transgenen

' Ursprungslinie 1940). Nachkommen der Linie 2015 zeigen

einen ,,efched “-Phinotyp, die Nachkommen der Linie 2017

nicht, obwohl die Elternpflanze aus einem ,,etched “-Korn

stammt.

7015 ® 2017 ®
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3.3.3.2 Analyse transgener pActEt/-Antisense Pflanzen

Mittels Southernblots wurden auch transgene Antisense-Pflanzen analysiert. Der Nachweis
erfolgte tiber eine DIG-markierte Etchedl-Sonde (LC (c9.1) cDNA). Die Restriktion erfolgte
mit den Enzymen Xhol und Asp718 um das Fragment mit dem Actin-Promotor und der

etched]lcDNA, in antisense Orientierung, komplett auszuschneiden (Abb. 34).

Abbildung 40 Genomischer Southernblots von transgenen Antisense-Pflanzen. Die DNAs wurden mit den
Enzymen Xhol und Asp718 restringiert. Die Sonde ist ein DIG-markiertes Etchedl cDNA-Fragment. Diese
Daten und die Pflanzen wurden freundlicherweise von Dr. Reinhold Brettschneider zur Verfiigung gestellt. Als
Kontrolle wurde das geschnittene Antisense-Plasmid eingesetzt. Alle transgenen Pflanzen, die eine Bande der
GroBie (2,1 kb) dieser Kontrolle (Pfeil) enthielten wurden geselbstet oder gekreuzt und weiter analysiert.
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Transgene Antisense-Pflanzen, die genotypisch positiv waren, d.h. laut genomischem

Southernblot (Abb. 38) ein Fragment in PlasmidgroBe enthielten, wurden geselbstet bzw.

gekreuzt. Von den Nachkommen wurde je 8 ausgepflanzt:

GH Nr. | Anzahl |Kreuzung |Urspriinglich Basta—Resistenz bei Nr.
aus transformiert in
GH Nr. Linie
2661 8 2105 x A188xH99 Keine Resistenz bei allen 8 gewachsenen
A188 Pflanzen

2662 8 2119b ® A188 2,3,5, 6 von 8 Pflanzen

2663 8 2120 ® A188 Keine Resistenz bei allen 8 gewachsenen
Pflanzen

2664 8 2132a ® A188xH99 6,7, 8 von 8 Pflanzen

2665 8 2135 ® A188xH99 2, 6, 8 von 8 Pflanzen

2666 8 2154 ® A188xH99 3,7 von 8 Pflanzen

2667 8 2158a ® A188xH99 2,3,5,6 von 8 Pflanzen

2668 8 2161 ® Q2 Keine Resistenz bei 1, 2 keimt schlecht,
alle anderen gar nicht

2669 8 2162 ® A188 5, 1-4 keimen schlecht, 6-8 keimen gar
nicht

2670 8 2163 ® A188 Nur 1 sieht normal aus, aber keine
Resistenz, 2 keimt schlecht, alle anderen
haben gar nicht gekeimt

Tabelle 11

In den Abbildungen 41 und 42 werden einige Nachkommen dieser transgenen Antisense-

Pflanzen gezeigt.
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Vier Nachkommen
einer positiv
getesteten
transgenen
PACctEtl-
Antisense-Pflanze
(Southernblot), F1-
Generation nach
Selbstung
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Nachkommen transgener
Etchedl-Antisense-Pflanzen

Abbildung 42 Diese Abbildung zeigt Nachkommen von genotypisch positiv transgenen Etchedl-Antisense-
Pflanzen. A: Die meisten dieser Pflanzen entsprechen einem normalen Phénotyp junger Maispflanzen. B Nahe
der Mittelrippe des dritten Blattes eine deutliche Verdnderung der Pigmentierung dieses Blattes. Die Bilder zu C
und D zeigen einige deutlich blasse und vor allem fehlentwickelte junge Pflanzchen, keine normale Entwicklung
nach der Keimung. Bei der unter C dargestellten Linie ist ein Sdmling einer Linie normal und der andere
fehlentwickelt. Die bei D in der Mitte dargestellte zeigt vier fehlentwickelte Simlinge von fiinf Geschwistern.

105



Ergebnisse

Die Transformationen mit dem Antisense-Konstrukt haben, im Gegensatz zu den Sense-
Transformationen, hédufiger Veridnderungen des Phinotyps von Samlingen bewirkt. Dabei
waren aber die ,Kklassisch virescenten Pflanzen, sowohl bei den direkt regenerierten
Pflanzen, als auch bei deren Nachkommen nie vertreten. Es traten aber Simlinge mit hellen
Blattbereichen oder Streifen auf (Abbildung 41) und auch welche, die deutliche Stérungen

beziiglich der Keimung zeigten.

Diese Samlinge (siehe auch Abbildung 42) waren deutlich blaB3, aber man kann sie nicht als
virescent bezeichnen, weil sie nicht weiterwuchsen, sondern eingingen. Bei diesen transgenen
Pflanzen scheint durch die antisense Wirkung des pActEt/-Antisense-Konstrukts ein massiver
Eingriff auf die ersten Entwicklungsschritte der Keimung und Blattentwicklung erfolgt zu

sein.
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3.4 Physiologische Analysen zum efchedl Phinotyp

Der Phénotyp der etl-ref Samlinge, ist durch den virescenten Zustand in einem Alter bis zu
durchschnittlich 15 Tagen gekennzeichnet. Um den Einflul der efchedl Mutation auf die
Effizienz des Photosystems II zu bestimmen, sollte die Messung der Chlorophyllfluoreszenz
bei Blittern junger Sdmlinge der Wildtyplinie LC und der Linie etl-ref erfolgen. Zusitzlich
wurden auch S@mlinge anderer Wildtyplinien, die fiir Transformationsexperimente genutzt
werden und drei transgene Linien vermessen. Zwei der transgenen pActEt/-Sense Linien
stammen aus der F3 Generation der Linien 1940 und 1946, die nachweislich das pActE?!-
Sense-Konstrukt enthielten und die Etchedl RNA iiberexprimierten (2.2.10.1/3.3.3.1, Abb.
36). Eine transgene Linie enthdlt kein Etchedl-Sense-Konstrukt, sie enthédlt nur den
Actinpromotor und wurde als Kontrolle verwendet. Die Daten sollten erstens zeigen, ob die
Effizienz des Photosystems II bei virescenten et/-ref Sdmlingen mefbar geringer ist, als bei
Wildtyp LC Samlingen. Zweitens sollten Messungen mit den transgenen Pflanzen zeigen, ob
die Etl-Sense transgenen Simlinge, aufgrund der Uberexpression der Etfchedl-RNA
Unterschiede in ihrer Photosyntheseeffizienz aufweisen. D.h. es sollte getestet werden, ob
moglicherweise transgene Pflanzen aufgrund dieses Parameters von nicht-transgenen

Pflanzen zu unterscheiden sind.

3.4.1 Bestimmung der Chlorophyllfluoreszenz als Parameter fiir die Aktivitét

des Photosystems 11

Die Messung der Chlorophyllfluoreszenz wurde mittels eines PAM (Puls-Amplituden-
Modulation) Fluorometers durchgefiihrt. Zur Bestimmung der Chlorophyllfluoreszenz wurden
Pflanzen 30 min im Dunkeln inkubiert, um die Reaktionszentren der Photosysteme II zu
oxidieren. Mit gepulstem 1,6 kHz Schwachlicht wurde eine Grundfluoreszenz F, erzeugt.
Durch Auslosung eines séttigenden WeiBlichtpulses von 1 s Dauer konnten alle vorhandenen
PS II- Reaktionszentren reduziert und die maximale Fluoreszenz Fm induziert werden. Der
Quotient (Fm-F;) +~ Fm dient als MaB fiir die Quantenausbeute der an der photochemischen
Reaktion beteiligten aktiven PS II-Reaktionszentren. Fm-F, wird auch als variable

Fluoreszenz Fv bezeichnet.
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Vor der Messung, zum besseren Vergleich der Entwicklung der Pflanzen, wurde die Grofle
der Maispflanzen bestimmt und dann das erste und das zweite Blatt vermessen. Wenn es
schon ein ausreichend groBes drittes Blatt gab, wurde auch dieses vermessen.

Fiir die Messung vorbereitet wurden 10 Pflanzen des Wildtyps LC, 10 Pflanzen der Linie et/-
ref, 5 Pflanzen A188xB73, 5 Pflanzen A188, 5 Pflanzen Pa91, 5 Pflanzen H99 und je 5
transgene Pflanzen (F3 Generationen nach der Transformation, s.0.). Eine der transgenen
Linien ist 2395 (Gewichshausbuch-Nr.). Sie ist pActEtched]-Sense negativ und stammt aus
der Linie 2139. Die zweite verwendete transgene Linie ist 2396. Sie ist pActE?/-Sense
positiv. Die Korner der Vorfahren aus Linie 2015 zeigten einen etchedl Phénotyp (3.3.3.1
Abb. 37). Die dritte getestete Linie 2397 stammt ebenfalls aus einer pActEt/-Sense positiven
Linie (2017) allerdings war bei diesen Kornern nie ein etchedl-Phéanotyp aufgetreten (sieche

auch 3.3.3.1 Transgene Etchedl-Sense Pflanzen).

Die einzelnen MefBwerte und die grafische Darstellung der Werte (Fv/Fmax) sind unter 7.3

im Anhang aufgefiihrt.

Fv/Fmax

WmLC

O etl-ref

[ A188xB73
[l A188

E Pa91

E H99

M -et 2395
[ +et 2396
M +et 2397

Abbildung 43 Photochemische Effizienz des PS II (Fv/Fmax) in Bléttern verschiedener Maislinien. Die
Mittelwerte ergeben sich aus de Messungen folgender Einzelpflanzen: 9 x LC, 9 x etl-ref, 5 x (A188 xB73), 5
x A188, 5x Pa9l, 2x H99, 4 x TG der Linie 2395 3x TG der Linie 2396, 5x TG der Linie 2395. Vermessen
wurde jeweils das 1. und 2. und teilweise ein drittes Blatt.
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Die Ergebnisse zur Messung der Chlorophyllfluoreszenz wurden fiir die einzelnen Linien
gemittelt (Abbildung 43). Hierbei ist zu erkennen, daB die et/-ref Pflanzen eine niedrigere
photochemische Effizienz aufweisen als alle anderen gemessenen Wildtyp-Pflanzen. Auch die
transgenen pActEt]-Sense-Pflanzen zeigen eine hohere photochemische Aktivitdt des PSII als
die etl-ref Pflanzen. Die Werte fiir die Wildtyp-Pflanzen liegen alle im Bereich von etwa 0,6
bis 0,64, wihrend der Wert fiir et]-ref bei 0,49 liegt. Transgene Pflanzen mit dem Et/-Sense-
Konstrukt unterscheiden sich aber nicht durch einen, durch die Uberexpression der EtchedI-
RNA und vielleicht des ET1-Proteins, moglichen, hoheren Wert. Die gemittelten Werte fiir
Pflanzen der Linie 2397 sind eher etwas niedriger (0,56), als die Werte der Wildtyplinien und
Kreuzungen von Wildtyplinien. Der Mittelwert fiir die Linie 2396 hingegen liegt mit 0,61 im
Bereich der Werte von Wildtyplinien und Wildtyp-Hybrid (A188 x B73).

Das Ergebnis dieses Experimentes fiir die Effizienz des PSII im Bezug auf die transgenen
pActEtl-Sense-Pflanzen ist, dal kein groBer meBbarer Unterschied zwischen den
Wildtyplinien und den, das Et/-Transgen iiberexprimierenden, transgenen Pflanzen besteht.
Im Bezug auf virescente er/-ref Simlinge kann gezeigt werden, dafl deren photochemische
Effizienz, wie erwartet unter den durchschnittlichen Werten der Wildtyplinien und eines

Wildtyphybrids liegt.
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4. Diskussion

Handelt es sich bei dem klonierten Gen tatsichlich um das von der etchedl

Mutation betroffene Gen?

Im Rahmen dieser Arbeit sollte vorrangig iiberpriift werden, ob es sich bei dem, von O. da
Costa € Silva klonierten, Etched! Gen wirklich um das von der ef/-Mutation betroffene Gen
handelt. Die pleiotrope rezessive etchedl-Mutation bewirkt Risse und Fissuren durch anomale
Endospermentwicklung in Kornern und einen virescenten Phinotyp in den Blittern junger
Samlinge, durch eine gestorte Chloroplastenentwicklung. Zwei etchedl-Mutantenlinien et!-
m3 und et/-ml6 sind im Vorfeld bereits von Dr. da Costa é Silva molekular analysiert und
sequenziert worden. In der Linie et/-m3 ist 9 Basenpaare vor dem Startcodon ein Mu8-
Element in 3°-5 Orientierung inseriert. In Linie et/-m16 ist die Insertion eines Mul Elements

(3°-5"Orientierung) 35 Basenpaare nach dem Startcodon festgestellt worden.

4.1.1 Analyse der Genstruktur der Mutantenlinien

Um Kenntnisse iiber die Struktur des Etchedl Gens in etchedl-Mutantenlinien aus Mais zu
erhalten, wurden genomische Banken hergestellt und mit Etchedl- und Mutator-Sonden
isolierte Klone sequenziert. Zusitzlich wurden PCR-Fragmente aus genomischer DNA von
zwei etchedl-Mutantenlinien, mit Etchedl und Mutator-Primern amplifiziert, kloniert und

ebenfalls sequenziert.

Alle drei untersuchten Mutantenlinien (et/-m15, etl-m10, etl-mi2) wurden iiber die Methode
des Transposon Tagging durch die Kreuzung von Wildtyplinien oder et]-ref Linien mit einer
Mutatorlinie hergestellt. Aus genomischer DNA, die von zwei et/-ml5 Mutanten/inien
(1738/1739) stammte (Nachkommen von Geschwisterkornern, nebeneinander auf dem
Kolben), wurden genomische Lambda-Banken hergestellt und einige Klone isoliert (4 aus
Linie 1738 und 12 aus Linie 1739). Die Sequenzierung von insgesamt 4 Klonen der beiden
etl-m15 Linien ergab hinsichtlich der Integrationsstelle des Elementes und der Orientierung,
daB} die Sequenzen der Klone der beiden ef/-ml5 Linien nicht nur untereinander, sondern
auch mit der Sequenz von et/-m3 identisch sind. Sogar die Insertionsrichtung der Mutator-

Elemente (Mu8) ist tiberall gleich (37°-5Orientierung).
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Aus genomischer DNA der Linien et/-mI0 und etl/-ml2, mit einem Mu-Primer und
Etchedl(LC) Reverseprimern aus Exon 3 und Exon 4, wurden iiber PCR-Experimente
Fragmente amplifiziert. Die Sequenzierung der isolierten subklonierten Fragmente ergab
erstaunlicherweise die gleiche Insertionsposition eines Mu8 Mutatorelementes fiir die beiden
untersuchten Linien. Beide Linien (et/-ml0/etl-m12) zeigen die Insertion eines MuS8
Elements 13 Basenpaare vor dem Startcodon, also nur 4 Basenpaare entfernt von den
Insertionspositionen der Mutatorelemente in den Linien et/-m3 und et/-ml15. Allerdings sind
in den Linien e?/-m10 und et/-mi2 die Mu8-Elemente in entgegengesetzter Orientierung (5~ -
37 ) inseriert. Zwischen den beiden Linien besteht auch noch ein Unterschied im genetischen
Hintergrund. Die Linie et/-m12 entspricht der Sequenz der Wildtyplinie LC. Im Vergleich zu
allen anderen analysierten Linien, die im Exon 1 neun zusitzliche Basenpaare an Position 125
nach dem Startcodon besitzen, fehlt diese Sequenz in der Linie ez/-mI2 und in der Linie LC.
Da es sich innerhalb der verschiedenen etchedl Allele um eine direkte Wiederholung der
vorhergehenden neun Basenpaare CCTCCTCCT handelt, kann es sich dabei um direkte
Wiederholungssequenzen aus einer vorher einmal erfolgten Transposition (Insertion mit
Verdoppelung der Zielsequenz und anschlieBender Excision) eines Mutatorelementes

handeln.

Zusitzlich zu Sequenzanalysen der ef/-Mutantenlinien wurde eine Southernblot Analyse mit
genomischer DNA, restringiert mit dem Enzym Hindlll, durchgefiihrt. Die Banden des
genomischen Southernblots (3.1.4, Abb. 18) der verschiedenen ef/-Mutantenlinien, mit der
LC Etchedl cDNA-Sonde hybridisiert, befinden sich alle im Bereich von etwa 4 kb. Das ist
die FragmentgroBe, die dem Fragment der Wildtyp-DNA (z.B. LC, w22, Q66) entspricht.

]%fl-ll SES X B B 8 H E

Ex1 Ex2 ]*ixS Ex4
1 1

4 kb 1 kb

Abb.44 Schnittstellen eines LC Wildtyp-Klons im Bereich der 4 Exons (blau, Ex1-4) des Etchedl Gens.
Markierter Bereich eines ca. 4 kb groBen HindIII-Fragments das dem Wildtyp Fragment entspricht.
H=HindlIl, E = EcoRI, S= Sall, B= BamHI, X= Xhol
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Da das ca. 4 kb groBe Hindlll-Fragment dem hinteren Genbereich des Et/-Gens mit Teilen
von Exon 3 und Exon 4 entspricht (Abb. 49), miiiten auch in den getesteten Linien et/-ml,
etl-m2, etl-m5, etl-mS8, etl-m9, etl-mll, etl-mI2 und etl-mli3 Insertionen von Mutator-
Elementen in den vorderen Genbereich erfolgt sein. Die Insertionen der Mutator-Elemente
konnten in die Exons 1 und 2, in die Introns 1 und 2 und in den Promotorbereich erfolgt sein.
Durch weitere Southernblot-Analysen mit anderen Enzymkombinationen (z.B. auch Xhol und
BamHI in Kombination mit Hindlll) und Enzymen die direkt in den Exons schneiden,
konnten konkretere Schliisse iiber die einzelnen Insertionspositionen in den verschiedenen

Linien gezogen werden.

Die Frage warum die Insertionspriferenz der Mutator-Elemente offensichtlich im vorderen
Bereich des efchedl Gens liegt (gezeigt fir etl-m3, etl-ml10, etl-mi2, et]-m15 und etl-mi6)
kann hier nicht beantwortet werden, weil die genauen Bedingungen fiir Transposition
transponierbarer Elemente bei den efchedl-Mutanten bisher noch nicht niher untersucht
wurden. Es muf} sich um spezielle Strukturen der DNA, oder mit der DNA assoziierter
Molekiile, des vorderen Etchedl-Genbereiches handeln, die besonders gute Voraussetzungen
fir die Aufnahme eines transponierbaren Elementes bietet, bzw. Strukturen im hinteren
Genbereich, die die Transposition eher unterbinden. Analysen von Mutator-induzierten
Mutantenlinien des glossy8 Gens zeigten, da Insertionen unterschiedlichster
Mutatorelemente zu einem sehr hohen Prozentsatz (83%) in den 5° -UTR-Bereich erfolgten
(Dietrich et al., 2002). Die meisten dieser Insertionen erfolgten in einen etwa 50 Basenpaare
langen 5° -Bereich, zwischen Position 80 und 20. Die Insertionshdufigkeit und Position deckte
sich mit Wiederholungen bestimmten Sequenz-Motive (CACNG), die je nach Allel vier bis

sechsmal auftraten. Insgesamt erfolgten die Insertionen in GC-reiche Regionen.

Die Insertionen der Mutatorelemente in die etchedl-Mutantenlinien hingegen, sind nicht in
GC-reiche Regionen erfolgt. Es gibt auch keine Sequenzmotive, die Homologie zum
CACNG-Motiv des 5° -UTR desglossy8 Gens zeigen. Daher bleibt vorerst offen, welche
molekularen Hintergiinde im Etched! Gen zur Hiufung der Insertion der Mutatorelemente im

5” UTR-Bereich fiihren.
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4.1.2 Die Klonierung des Efchedl Gens wird ebenfalls durch den Phénotyp der

Maiskoner und der Sdmlinge transgener Pflanzen bestitigt!

In transgenen pActEtchedl-Sense Linien wurde zusitzlich zur Expression des Efchedl Gens
der Wildtyplinien die RNA des transgenen Etchedl exprimiert. D.h. der Effekt dieser
Transformation war eine deutliche Steigerung der E?/-RNA-Transkriptionsrate bei einigen
Transformanden (s Abb. 34 /3.3.1). Nachkommen dieser, in Northernblots mit der Etchedl
cDNA-Sonde und in Southernblots mit einer Actin-Sonde, positiv getesteten Linien, zeigten

in der F1-Generation (nach Selbstung) einen etched-Phéanotyp der Korner (Abb. 37, 39).

Dieses Phidnomen konnte auf das, bei transgenen Pflanzen vorkommende, PTGS
(Posttranscriptional Gene Silencing) zuriickzufiihren sein. PTGS fiihrt zum Abbau der, vom
transgenen Element kodierten, mRNA. Untersuchungen haben gezeigt, dal in der Pflanze
Antisense-RNA-Fragmente nachgewiesen werden konnen, die der transgenen mRNA
komplementir waren (Hamilton et al., 1999). Es soll eine RNA-abhingige RNA Polymerase
an der Synthese dieser antisense RNA beteiligt sein. Doppelstrang-RNA-Strukturen werden
von einer speziellen RNase zu kurzen Nukleotid-Fragmenten abgebaut. Ein solcher
Mechanismus konnte der Abwehr von Viren dienen und eine Art Immunsystem der Pflanze
darstellen. Es konnte auch ein Mechanismus zu Regulation der Transkription sein.

Ein virescenter Phéanotyp der Sdmlinge ist nie bei den Et/-Sense transgenen Linien und deren
Nachkommen aufgetreten. Vielleicht ist der vorher beschriebene Effekt des
Posttranskriptionalen Gene Silencing in Sdmlingen nicht so stark ausgeprigt, wie in den
Kornern. Eine Steigerung der Transkriptionsraten des transgen in die Pflanze eingebrachte
Etchedl Gens hatte auch keine steigernde Wirkung auf physiologische Parameter wie die

Chlorophyllfluoreszenz ( 3.4.1/Abb. 43).
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Antisense-Konstrukte

Die Transformation mit pActEfchedl-Antisense Konstrukten, bewirkte in F3-Generationen
transgener Pflanzen mit normalen Kornern ohne Risse und Fissuren, Verdnderungen des
Phinotyps der Samlinge. In den meisten Fillen sahen die jungen Pflanzen normal aus (Abb.42
A/3.3.3.2), manchmal keimten sie zu einem geringen Anteil nicht aus. In einigen Fillen traten
hellere Blattbereiche auf (Abb.42 B/ Streifen, Abb. 41/ unterschiedliche Strukturen). In einer
Linie trat bei 80% aller Samlinge ein sehr seltsamer Phinotyp auf. Diese Pflanzen zeigten nur
sehr wenig morphologische Gemeinsamkeiten im Vergleich zu Wildtyp Sidmlingen. Alle
Pflanzen waren blaB3-gelb und zeigten kaum Lingenwachstum. Dieser Phinotyp kann nicht
als virescent bezeichnet werden, weil die Pflanzen nicht griin wurden, sondern abstarben. Es
hatte den Anschein, dal die gesamte Entwicklung der Simlinge wihrend der Keimung und
Blattentwicklung massiv gestort war. Die Pflanzen besallen, obwohl sie bereits zwei bis drei,
sehr kleine Blitter hatten, keinen richtigen Stengel (SproBachse), sondern hatten nur Blétter

ausgebildet.

Insgesamt bot sich das Bild von Sidmlingen, die nur die Energiereserven aus dem Korn
(Endosperm) erhielten, und die nicht in der Lage waren ihren Photosyntheseapparat zu
aktivieren. Im Gegensatz dazu ,,schaffen es virescente efchedl-Mutanten in den meisten
Fillen bis spatestens zum Wachstumszeitpunkt des vierten Sdmlingsblattes, die Mutation des

Etchedl Gens zu kompensieren und ergriinen.

Die Ausprigung dieser Phédnotypen einiger Sdmlinge, aus Kornern verschiedenen F2-Linien
einer einzigen transgenen Linie, deutet auf einen Antisense-Effekt hin und bestitigt, dal das

klonierte Etchedl Gen tatsidchlich der Ausloser der etchedl-Mutation ist.

Die Ausbildung von RNA Doppelstringen, aus Etched]-mRNA und transgener antisense
mRNA kann zum Abbau durch RNA-Doppelstrang-erkennende RNase fithren und ist wohl
ebenfalls auf PTGS (siehe vorher, Et/-Sense-Konstrukte) zuriickzufiihren.

Interessant ist in diesem Zusammenhang, da3 bei Sense-Transformanden hauptsdchlich der
etchedl-Phinotyp der Korner zu beobachten ist, wihrend manche Antisense-Transformanden

eher phinotypische Verdnderung der keimenden Korner und Sdmlinge zeigen.
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4.2 In welchen Geweben des Maiskorns erfolgt die Expression der Etchedl-
RNA?

Die Orte der Expression des Etchedl Gens in Maiskornern sollten durch in situ
Hybridisierung mit E7/-RNA Sense- und Antisense-Sonden {iiberpriift werden (s. 3.2.1). Die
Sense- und Antisense-RNA-Transkripte entsprechen der kompletten Et/ cDNA. Die
Ergebnisse der Hybridisierung der Diinnschnitte 8 Tage alter Korner ergaben, da3 starke
Signale im Bereich des @uleren Perikarps, des Aleurons, des Endosperms und Aleuron-naher
Zellschichten bei dem Wildtyp Q2 zu detektieren waren (s. Abb. 25). Bei dem anderen
untersuchten Wildtyp LC war die Intensitéit der Signale, bei Diinnschnitten der 8 Tage alten
Korner etwas schwicher und bei 14 Tage alten Maiskornern, sehr schwach. Die
Fotodokumentation mit Dunkelfeldmikroskopie zeigt aber auch bei dieser Linie stidrker
gefirbte Zellschichten des &dulleren Perikarps (s. Abb. 26). Aufgrund der vermehrten
Starkeeinlagerungen in das Endosperm der 14 DAP LC Korner sind wahrscheinlich nicht alle
Signale so deutlich, wie bei den Schnitten der Linie Q2. In et]-ref Diinnschnitten kann mittels
Durchlicht kein Unterschied zwischen Sense- und Antisense-Hybridisierungen detektiert
werden. Im Dunkelfeld erscheinen alle Gewebe der Diinnschnitte, die mit der Antisense-
Sonde hybridisiert wurden, ein wenig stirker gefarbt, als die mit der Sense-Sonde

hybridisierten Diinnschnitte (Abb. 27).

Die intensiven Signale in den Wildtypschnitten verwundern ein wenig, da bei
Northernanalysen von Kornern und jungen Pflanzen mit einer Et/-cDNA-Sonde nicht so
starke Signale zu erkennen waren, d. h. die Expression der Etched]-mRNA war insgesamt
eher schwach. Die Intensitdt der Signale ist jedoch bei Kornern zu unterschiedlichen

Zeitpunkten nach der Befruchtung gleich stark (s. Abb. 45).

Lorner
L etl-ref Abbildung 45 Northernblot mit et/-ref und LC Ko6rnern

Tage nach 10-20 Tage nach der Befruchtung, Hybridisierung mit der
Jefruchtung 10 15 20 10 20 28

0s Etchedl cDNA-Sonde und zur Beladungskontrolle mit
9.1 - & einer GAPDH-Sonde (Daten: Garg, Hamburg)
GAPDH “ - L4
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Die Erkenntnisse die aus den in situ Experimenten gewonnen werden konnten sind, dafl eine
starkere Expression des Efchedl Gens in den Wildtyplinien Q2 und LC in Aleuron und im
duBeren Perikarp (Perikarp-Peripherie) und aleuron-nahen Perikarp-Schichten nachzuweisen

ist. In Schnitten der Linie Q2 sind auerdem noch Signale im Embryo zu sehen.

Die schwachen Signale, die bei Schnitten von et/-ref Kornern zu detektieren sind, konnten
aus einer Hybridsierung der E?/-Antisense RNA-Sonden mit anderen, zu Etchedl oder Zmzrl
homologen, mRNAs, resultieren. Vielleicht sind die schwachen Signale auch direkt auf die
Hybridisierung mit Zmzrl mRNA zuriickzufiihren, da in der Linie et/-ref das Zmzrl Gen

starker exprimiert zu sein scheint, als in anderen Linien.

Bei Southernanalysen tauchen bei Hybridisierung mit Etchedl DNA-Sonden schwache
Banden auf, die aufgrund ihrer GroBBen dem Zmzrl Gen entsprechen und vielleicht auch noch
mindestens einem weiteren Gen mit Homologie zum FEtchedl- bzw. Zmzrl-Gen. In
Datenbankanalysen konnten ESTs aus Mais, die Homologie zu Etchedl und Zmzrl zeigen,
gefunden werden (Garg, 2002). D.h. es konnten durchaus noch einige andere zu Etchedl

homologe Gene in Mais existieren.

Die Hybridisierung und Detektion mit den RNA-Sonden der 3” untranslatierten Bereiche der
c¢DNAs von LC und Zmzr1 erbrachte leider keine Signale in den verschiedenen Geweben. Nur
erfolgreiche Detektionen mit diesen sehr spezifischen Sonden hitten die eventuellen,
gewebespezifischen Expressionsunterschiede des Et/ Gen und des Zmzrl Gens aufzeigen
konnen. Ohne diese Ergebnisse ist nicht klar, wo, welches der beiden Gene, in welcher Stirke,

exprimiert wird.

Zusitzlich konnen in situ Hybridisierungen statt mit RNA-Sonden mit den aufgereinigten Et/-
Peptid-Antikorpern durchgefiihrt werden, die in Westernblot von Chloroplastenfraktionen

funktioniert hatten (s. 4.3).
Zum besseren Verstindnis der Funktion des Etchedl Gens in Maiskornern und Maispflanzen

sollten in situ Analysen von, mit pActEtchedl-Sense- und pActEtl-Antisense-Konstrukten

transformierten, transgenen Pflanzen durchgefiihrt werden.
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4.3 Wo erfolgt die Expression des ET1-Proteins in Sdmlingen/Chloroplasten?

Die Analyse von Westernblots mit Anti-ET1 Kaninchen Antikorpern (3.2.2, Abbildungen 23
und 24) zeigte mit einem der beiden Antiseren u.a. Proteinbanden bei ca. 18-26 kDa, die
aufgrund des Molekulargewichts dem unprozessierten Gesamtprotein (ungef. 18 kDa)
entsprechen  wiirden. Interessant ist, daB diese Proteine (Doppelbanden) bei
Proteinsuspensionen aus jungen et/-ref Simlingen groBer sind als in dlteren Sdmlingen. Die
Protein-Doppelbanden besitzen auch ein hoheres Molekulargewicht als die Proteine in LC-
Wildtyp Sdmlingen jeden Alters. In élteren Chloroplasten (ab 15 Tage alte Sdmlinge) werden
etwa gleich grofe Banden bei LC und et/-ref detektiert. Chloroplasten junger Sdmlinge
scheinen weder bei LC noch bei et]-ref diese Protein-Doppelbande in detektierbarer Menge
aufzuweisen. In 7 und 10 Tage alten weilen und griinen Sidmlingen einer Albinolinie
(ausgekreuzt) sind mit dem Anti-Etchedl-Peptid-Antikorper gar keine Proteine der
GroBenordnung 18-26 kDa zu detektieren, auch in den Chloroplasten der Pflanzen gleichen
Alters, scheint nur eine Einzelbande bei 10 Tage alten ,,griinen* Albinos detektierbar zu sein.
Diese entspricht in ihrer GroBe (22 kDa) etwa der groeren Bande der ef/-ref Chloroplasten-
Doppelbande.

Da jedoch der Import des ET1-Proteins in Spinat-Chloroplasten durch Versuche bestitigt
werden konnte (Dissertation Preeti Garg, 2002), ist davon auszugehen, dal ein Signal des
prozessierten ET1-Proteins in den Wildtyp-Chloroplasten bei 11 kDa zu erkennen sein sollte.
Diese 11 kDa Banden sind aber weder bei Westernblots die mit alkalischer Phosphatase und
BCIP/NBT detektiert wurden noch bei Westernblots die mit HRP und Luminol/Coumarsiure
behandelt wurden, in den Chloroplastenfraktionen sichtbar. Daher ist die Frage, ob die
richtigen Banden (ET1) detektiert werden konnten, oder ob es sich um Proteine, die ein
dhnliches Epitop wie das putative ET1-Protein aus LC oder auch das ZMZR1-Protein
enthalten, handeln konnte (Abb. 46). In Abbildung 46 sind Aminosduresequenzen der ET1-
Proteins und des zum Etchedl homologen Proteins ZMZR1 gezeigt. Das Epitop das fiir die
Synthese eines ET1-Peptids zur Immunisierung ausgesucht wurde ist 100% homolog fiir das
entsprechende ZMZR1-Protein. Im Datenbank-Vergleich zu anderen Zinc-Ribbon Proteinen
(hier nicht gezeigt) wird deutlich, daB3 diese Sequenz in anderen Organismen nicht in

Kombination mit (bereits bekannten) Zinc-Ribbon Motiven vorkommit.
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ET1 (LC) MTTTAAGHGCCWAGIPPFALLPRILSTG-RETP———-PPRASLVASSSKLR :46

ET1 (etl-m3) MITTAAGYGCCWAGIPPFALLPRILSTR-RETPPPPPPRASLVASSSKLR :49

ZMZR1 MATTAAGYGCCLAGLPPFPLLPGILSTRLRREPS—PPRVALVASSPKLR :48

ET1 (LC) ALAPRLRVSNRPRRLIVSASSSGEANSDAVPSPTEAAIDIKLPRRSLLVQ :96

ET1 (et1l-m3) ALAPRLRVSNRPRRLIVSASSSGEANSDAAPSPTEAAIDIKLPRRSLLVQ :99

ZMZR1 APAPRLRVSCGPRRL-——-ASSSGKANSDAVPSPTEATIDIKLPRRSLLVQ :95

ET1 (LC) FTCNACGERTKRLINRVAYERGTVFLQCAGCQVYHKFVDNLGLVVEYDLR :146
ET1 (et1-m3) FTCNACGERTKRLINRVAYERGTVFLQCAGCQVYHKFVDNLGLVVEYDLR :149
ZMZR1 FTCNACGERTKRLINRVAYERGTIFLQCAGCQVYHKEFVDNLGLVVEYDLR :145
ET1 (LC) EENELQGENAVDTSSED :163

ET1 (etl-m3) EENELQGENAVDTSSED :166

ZMZR1 EENVVQGENVIDTNSED :162

Abbildung 46 Aminosiduresequenz der Proteine von ETlaus LC und et/m3 (B73) und ZMZR1, blau markierte
Aminosédure unterscheiden sich von denen der anderen Linien, griiln und unterstrichen ist die Sequenz des
synthetisierten Peptids fiir die Immunisierung der Kaninchen. Die AS-Sequenz der putativen Proteine von ET1
(LC) und dem zum Etchedl-homologen Gen Zmzrl unterscheiden sich nicht, die AS Sequenz vom ET1-Protein
aus der Linie et]-m3 unterscheidet sich in einer AS.

Erstaunlich ist auch die Tatsache, dal in den 7 und 10 Tage alten, ausgekreuzten, Albino-
Pflanzen, weder in denen mit dem Wildtyp Phinotyp, noch in den klassischen Albinos, eine
Detektion des Proteins erfolgte. Dabei ist nachweislich in Northern-Analysen die er/-RNA
von diesen Albinos exprimiert worden. Es handelt sich daher vielleicht doch nicht um den

Nachweis der richtigen Banden des ET1- oder ZMZR1-Proteins.

Daten von Northernblots (Garg, 2002) zeigen: Die Expression der Etchedl-RNA erfolgt in
jungen Sdmlingsblittern der LC Wildtyplinie nachweisbar zu jedem Zeitpunkt vom 1. Tag
nach der Keimung bis zur ausgewachsen Pflanze. Im Gegensatz dazu ist weder in jungen,
noch in adulten et/-ref Linien eine Expression des Gens nachzuweisen. Dadurch, da keine
RNA Expression des Gens bei et/-ref Pflanzen zu detektieren ist, sollte auch kein ET1-
Protein detektierbar sein. Es ist aber auch in jungen et/-ref Simlingen immer ein Signal in der
Region bei ca. 18 kDa zu detektieren. Dies spricht ebenfalls gegen die Spezifitidt der
Antikorper in Bezug auf das ET1-Protein.

Daher steht fest, da der Nachweis wo eine Expression des ET1-Proteins in Samlingen und

Chloroplasten der einzelnen Linien erfolgt, mittels der benutzten Antiseren nicht gefiihrt

werden kann.
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Fazit: Die im Westernblot detektierten Banden (s. Abb. 23/24) stehen vielleicht in einem
weiteren Zusammenhang mit dem Efchedl Gen, da Differenzen in der GroBe der detektierten
Proteine zwischen der efchedl-reference Mutante und dem Wildttyp bestehen. Die Grofe der
Proteine stimmt jedoch nicht mit der erwarteten Grofe von 18 kDa fiir das unprozessierte
ET1-Gesamtprotein (inkl. Der Transitsequenz) iiberein. Nach dem Import in die
Chloroplasten sollte das prozessierte Protein in Wildtyplinien als 11 kDa groe Bande, nach
Abspaltung der Transitsequenz, zu detektieren sein. Diese 11 kDa grofle Bande konnte jedoch

in keiner Probe mit Wildtyp-Chloroplastenprotein nachgewiesen werden.

In Northernblots tauchen keinerlei Signale von Etchedl RNA bei etchedl-ref Blittern auf. Es
mul} sich schon aus diesem Grund bei detektierten Banden aus et/-ref Gesamtprotein um
andere Proteine handeln, die auch ein hoheres Molekulargewicht besitzen. Diese Proteine
miiten ein dhnliches Epitop zur Bindung der Anti-ET1-Peptid-Antikorper aufweisen. Da es
sich um polyklonale Antikorper handelt, mit denen die Detektion durchgefiihrt wurde,
konnten diese durchaus geringfiigig unterschiedliche Strukturen erkennen und daran binden.

Die Albinolinien, die alle eine Etched] mRNA Expression zeigen, sollten zumindest Spuren
des Proteins zeigen. Es konnte natiirlich sein, da eine Translation der Etchedl mRNA in

Albinolinien aus nicht bekannten Griinden gestort ist.

Westernblots, die die Arbeitsgruppe Krupinska/Universitit Kiel mit den hier benutzten
Antiseren/Antikorpern und isolierten Chloroplastenfraktionen durchgefiihrt hat, zeigten nach
Aufreinigung der Antikorper, eine ca. 12 kDa groB8e Bande eines Proteins. Diese Bande war
mit der Chloroplastenfraktion des TAC-Komplexes (transcriptionally active chromosome)
assoziiert. Der TAC-Komplex wird iiber biochemische Methoden isoliert und enthilt zwei
Untereinheiten der PEP (plastid encoded polymerase) der Chloroplasten.

Die Reaktion der aufgereinigten Antikorper mit den TAC-Komplexen aus Gerste und Spinat
bestitigt die Vermutung, dal es sich beim Etchedl-Protein um einen plastiddren
Transkriptionsfaktor handeln konnte. Es ist das erste Zinc-Ribbon Protein, das eine Funktion
in Plastiden zu haben scheint. Insgesamt sind noch keine Funktionen der Zinc-Ribbon

Proteine fiir Zellorganellen/prokaryotische Zellen beschrieben worden!
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4.4 Warum war die Uberexpression des ET1-Proteins in Bakterien schwierig?

Die Uberexpression des ET1-Proteins in Bakterien und die anschlieBende Isolation des
Proteins, sollte der Herstellung polyklonaler Antikdrpern gegen das ET1-Protein dienen. Der
Versuch das ET1 in Bakterien als Intein-Fusionsprotein iiberzuexprimieren scheiterte. Es
gelang in den meisten Fillen auch nicht C- oder N-terminal klonierte Teile der cDNA
(entsprechend der Transitsequenz und einer TFIIS-homologen Domiéne) iliberzuexprimieren
(3.2.1). Die Uberexpression eines Fusionsproteins aus dem C-terminal in das Intein-
Fusionsprotein klonierten TFIIS-homologen-Bereiches (AS-Sequenz ohne Transitsequenz/
Vektor pTYB12) der LC-Etchedl cDNA war jedoch moglich.

Die Uberexpression des Proteins war mit verschiedenen Bakterienstimmen, getestet bei
verschiedenen Expressionsbedingungen (Temperatur, Inkubationszeiten, Schiittelfrequenz),
offensichtlich ein Problem. Alle Bakterienstimme waren in der Lage bei nahezu allen
Expressionsbedingungen das, mit dem IMPACT™-CN Kit mitgelieferte Kontrollprotein
pMYBS iiberzuexprimieren. Dabei ist das Kontrollprotein mit 97 kDa wesentlich groBer als
das ETI-Intein-Fusionsprotein (18+56kDa) oder das ETI1-Intein-Fusionsprotein ohne
Transitsequenz (11+56kDa).

In einem der Experimente konnte das ETI1(ohne Transitsequenz)-Intein-Fusionsprotein
tiberexprimiert werden (C-terminal pTYB12 kloniert s. 2.2.3.3). Da sich aber das Zielprotein
(11 kDa ET1 ohne Transitsequenz) nicht mit DTT autokatalytisch vom, an die Chitinbeads
assoziierten, Fusionsprotein abspalten liel, konnte dennoch kein Protein isoliert werden.
Vielleicht hitte die DTT-induzierbare Abspaltung des Proteins mit hoéheren DTT-
Konzentrationen funktioniert, da jedoch die Antikorper gegen das ET1 fiir weitere Analysen
dringend bendotigt wurden, wurde die Synthese eines Etl-Peptids und die Immunisierung von
Kaninchen bei der Firma BioGenes in Auftrag gegeben (s.a. 2.2.18/3.3.2)

Die Problematik der geringen Expression konnte durch das Etchedl-Genprodukt bedingt sein.
Das das ET1-Protein eine hohe Homologie zu dem Transkriptionsfaktor TFIIS zeigt, konnte
es eine, die Transkriptionsraten verindernde Funktion, auch in den Bakterien haben, da viele
Motive der Transkriptionsfaktoren ubiquitir in allen Lebewesen, von Archaebakterien bis zu
hoher entwickelten eukaryotischen Spezies, vorkommen (Wang et al., 1998). Als DNA-
bindender Faktor, wire sowohl eine aktivierende als auch eine reprimierende Wirkung des
ET1-Proteins auf die Bakteriengene denkbar. Dadurch konnte der Lebenszyklus einer

Bakterienzelle beeinflult werden, so da3 die Bakterien insgesamt schlechter wachsen und
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sich langsamer teilen. Dadurch wiirden in einer Bakteriensuspension schlieBlich nur sehr

kleine Mengen des ET1 iiberexprimiert.

4.5. In vitro Transkriptionen/Translationen der Etchedl cDNA aus LC und der
Zmzrl cDNA aus etl-ref

Es sollte RNA der cDNA des Etchedl-Gens aus LC (c.9.1) und RNA der cDNA des Zmzrl
Gens (kloniert in den Translationsvektor pBAT) in vitro transkribiert werden. Diese RNA
sollte spéter mit S radioaktiv-markierten Aminoséuren in vitro translatiert werden. Parallel
wurde noch eine, um die DNA-Sequenz, die der AS-Transitsequenz des LC-ET1-Proteins
entspricht, verkiirzte cDNA der LC cDNA in vitro transkribiert und das Transkript zur in vitro
Translation eingesetzt.

Die in vitro Translationen der drei in vitro trankribierten RNAs im Reticulocytensystem mit
39 radioaktiv-markierten Aminosiuren (Methionin/Cystein) hat in den meisten Féllen nicht

funktioniert.

Mit den in vitro translatierten Proteinen der beiden vollstindigen ET1-Proteine aus LC und
von Zmzrlund dem LC-ET1-Protein ohne Signalsequenz hitten die aufgereinigten Antikorper
(s. 4.3 ET1-Expression in Sdmlingen und Chloroplasten) auf ihre ET1-spezifische Bindung
tiberpriift werden konnen. Damit hitte die Antikorper-Reaktion mit dem TAC-Komplex
verifiziert werden konnen. Auflerdem wére es sehr interessant gewesen, das verkiirzte ET1-
Protein, ohne Transitsequenz, mit dem Antikorper zu testen. Das verkiirzte Protein beginnt
drei Aminosduren vor der Sequenz des ETI1-Epitops nach dem das Peptid fiir die

Immunisierung der Kaninchen synthetisiert wurde (s.Abb. 52 und 3.3.2 Abb. 33).

...... GAATTCGGCATGGCCAATTCGGACGCGGTGCCGTCGCCAACGGAAGCC.....
M A N S DA V P S P T E A-=p

Abbildung 47 Nukleotid und Aminoséure-Sequenzen des verkiirzten pBAT Etchedl cDNA-Klons. Rot ist das
neu eingefiigte Startcodon und das Methionin markiert, Blau die EcoRI-Schnittstelle zur Klonierung in den
Vektor, griin sind die Sequenzen des Epitops homolog zum sythetisierte Peptid der Kaninchen-Immunisierung.
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4.6 Unterscheidet sich die Effizienz des Photosystems II in et/-ref-, Wildtyp-

und transgenen pActEtched-Sense-Pflanzen?

Die Fluoreszenzmessungen zur Bestimmung der Aktivitit des Photosystems II bestitigten den
niedrigsten Durchschnitswert fiir virescente et/-ref Pflanzen. Mit 0,49 ist er deutlich geringer
als alle anderen Werte fiir Wildtyplinien, die im Bereich von durchschnittlich 0,6 bis 0,64
liegen.  Vermessen wurden auch Blitter von Wildtyplinien und Kreuzungen von
Wildtyplinien, die fiir Transformationsexperimente zur Herstellung transgener Pflanzen
benutzt werden. Mit der Messung im Vergleich zu transgenen Efchedl-Sense Pflanzen sollte
getestet werden, ob es moglich ist aufgrund unterschiedlicher Chlorophyllfluoreszenz,
transgene Pflanzen zu erkennen.

Die niedrigen Werte fiir die jungen et/ -ref Pflanzen sind aufgrund des virescenten Phinotyps,
mit der gestorten Chloroplastenentwicklung bei diesen Si@mlingen, keine groBe Uberraschung.
Bei gestorter Entwicklung der Thylakoidmembranen/Grana und verringerter Anzahl der
Thylakoidmembranen in den Chloroplasten sind wahrscheinlich allein dadurch weniger
Komplexe des Photosystems II vorhanden, als in normal entwickelten Wildtyp-Chloroplasten.
Vielleicht ist auch insgesamt die Anzahl der Chloroplasten in jungen etl-ref Pflanzen
verringert, weil sie sich langsamer entwickeln.

Die Werte der Chlorophyllfluoreszenz fiir die verschiedenen Transformationslinien
unterscheiden sich nicht sehr stark voneinander, lediglich die Linie A188 liegt mit 0,58 etwas
niedriger als die anderen Linien (0,6-0,64). Die transgenen Pflanzen stammen allesamt aus
Kreuzungen/Selbstungen von Hybriden (A188 x Pa9l). Die Photosyntheseeffizienz der
transgenen Pflanzen sollte deshalb im Bereich der gemessenen Linien A188 und Pa91 liegen.
Die Linie, die nicht pActEt/-Sense transgen war, unterscheidet sich bei den MeBwerten der
Chlorophyllfluoreszenz nicht wesentlich von der Linie, die transgen (pActE?/-Sense) ist und
einen "antisense" Phinotyp zeigt (leichter ez/-Phénotyp der Korner // MeBwerte: 0,62 und
0,61). Eine positive Auswirkung der zusitzlichen Gendosis von Et/ im Sinne einer

gesteigerten Aktivitit des Photosystems Il ist hier nicht zu erkennen.
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Die pActEtl-Sense positive Linie, ohne ,,antisense” Phinotyp der Korner, zeigt hingegen
einen leicht verringerten Wert der Chlorophyllfluoreszenz (0,59). Dies konnte eine Art
Antisense-Effekt sein. Da in den Zellen zuviel ,,Fremd-RNA* des Transgen produziert wird,
reagieren die Zellen mit dem verstirkten Abbau von RNA, was auch zur Senkung des
normalen et/ RNA Levels fithren kann. Durch diesen Effekt, der sonst der Pathogenabwehr
dienen kann (TIG Rewiews 9/1999), konnte es auch zum etchedl-Phénotyp von transgenen
Sense-Pflanzen kommen.

Es ist mit dieser Methode, der Messung der Chlorophyllfluoreszenz, nicht méglich transgene
Sense-Pflanzen von nicht transgenen Pflanzen zu unterscheiden. Durch langfristige und
hiufige Messungen kann mittels dieser Methode aber ,,das Ergriinen* der et/-Pflanzen
dokumentiert werden, und dabei auch Unterschiede in der Chorophyllfluoreszenz aufgezeigt
werden, die rein optisch nicht festzustellen wiren (Messungen Franticek Janoviak,
Mitteilung). Selbst wenn et/-Pflanzen das dritte und vierte Sdmlingsblatt griin ausbilden, liegt
ihre Aktivitdit des Photosystem II noch unter der Effizienz der Photosysteme von
Wildtyppflanzen. In den adulten Pflanzen liegt der Wert der er/-Pflanzen iiber dem der
Wildtyplinien (bezogen auf alle Blitter, an definierten und immer wieder genutzten
MeBpunkten an allen Pflanzen).

Man kann in diesem Fall also sagen, dal junge etl-ref Pflanzen, die zwei bis drei Blitter
besitzen, eine deutlich geringere Chlorophyllfluoreszenz zeigen als alle anderen untersuchten
Linien. Dabei weisen insgesamt die dritten Blitter aller Linien den jeweils geringsten Wert
fir die Chlorophyllfluoreszenz auf. Weiterfilhrende Versuche, mit sehr vielen
Einzelmessungen und MeBpunkten, zu vielen verschiedenen Zeitpunkten des
Pflanzenwachstums haben auch gezeigt, daB8 sich innerhalb der Entwicklung der et/-ref und
anderer etchedl Linien die Werte in Richtung der Wildtyplinien angleichen, bzw. diese im
adulten Alter iibertreffen (Franticek Janoviak, pers. Mitteilung). In den erwachsenen Pflanze

konnten schon Seneszenz-Erscheinungen auftreten, die die Photosyntheseaktivitit verringern.
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4.7 Ausblick

Um die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse weiter ausweiten zu konnen, sollten
weitere etchedl-Mutantenlinien, iiber PCR-Fragmente auf ihre Mutatorinsertionen analysiert
werden. Um die Insertionspositionen schon vor der Sequenzierung nidher eingrenzen zu
konnen, sollten genomische Southernanalysen, mit Schnittstellen innerhalb der Exons den

Analysen und Sequenzierungen vorausgehen.

In vitro Transkriptions- und in vitro Translations-Versuche sollten nochmals durchgefiihrt
werden. Vielleicht funktioniert eine Translation mit "*C markiertem Leucin, oder in einem
Weizenkeim-System besser als mit *>S Methionin oder *>S Cystein im Retikulozyten-System.
Die Westerndetektionen mit den Antiseren haben eine Verbindung des Etchedl mit dem
TAC-Komplex der Chloroplasten gezeigt. Die weiteren Analysen zur néheren
Funktionsbestimmung werden von der AG Krupinska (Lenard Miiller)/Universitit Kiel
durchgefiihrt. Vielleicht kann schon sehr bald die genaue Funktion des ET1-Proteins in den
Chloroplasten der Bldtter und damit auch die Funktion in den Amyloplasten der Korner
beschrieben werden. Die aufgereinigten Etchedl-Peptid Antikorper konnten auch noch bei in
situ Experimenten mit Maiskorn Schnitten eingesetzt werden, um aktuelle Expressionsgewebe

dort ndher zu charakterisieren.

Es sollten weiterere Versuche unternommen werden Signale mit den 3° UTR-RNA-Sonden
der cDNAs von LC und Zmzrl in in situ Experimenten zu detektieren. Dadurch konnten die
Gewebe der Expression der beiden Gene noch genauer eingegrenzt und eventuelle
Unterschiede der Expression in den verschiedenen Linien deutlich gemacht werden.

Bei der Herstellung und Analyse der transgenen Pflanzen sollten schwerpunktmiBig eher
Antisense-Pflanzen untersucht werden, weil dort stiarkere phénotypische Effekte (bei
Samlingen) aufgetreten sind. Wenn von den Linien mit den besonders stark ausgeprigten
Phinotypen (Abb. 42), in ithrem Wachstum &hnlich eingeschréinkte Sdmlinge neu angezogen
werden, konnte RNA isoliert werden und in Northernblots auf eine Antisense-Wirkung
getestet werden.

Messungen zur Chlorophyllfluoreszenz zur Bestimmung der Aktivitit des Photosystem II sind
bereits in sehr groBem Umfang durchgefiihrt worden (F. Janoviak). Diese Ergebnisse miifiten

weiter bearbeitet und erginzt werden.
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5 Zusammenfassung

Die pleiotrope Mutation etchedl bei Zea mays L. bewirkt bei Maiskornern und in
Maissdmlingen deutlich sichtbare Entwicklungsstorungen der Plastiden. Dabei zeigen reife
Korner eine Vielzahl von Rissen und Fissuren, vor allem im Bereich der oberen
Endospermschichten. In extremer Ausprigung des Phénotyps sind die Korner sehr stark
deformiert und nicht mehr keimfihig. Junge Sdmlinge aus etchedl-Mutanten hingegen zeigen
einen ,,virescenten Phinotyp. Die ersten beiden Blitter der Pflanzen sind weil} bis blaBgriin,
aber regenerieren sich 10 bis 15 Tage nach der Keimung zu normal griinen Blittern. Alle
weiteren Blitter der erchedl-Pflanzen sind gleich von Anfang an genauso griin wie Blitter

einer Wildtyp-Pflanze in der gleichen Wachstumsphase.

In dieser Arbeit sollte vorrangig die Fragestellung bearbeitet werden ob und wie das von da
Costa é Silva klonierte Efchedl Gen in etchedl-Mutantenlinien vorhanden ist, die iiber
Transposonumlagerung (mit dem Mutatorelement) hergestellt wurden. Die Sequenzanalyse
unterschiedlicher etchedl-Mutantenlinien hat gezeigt, da3 das Etchedl Gen in allen Linien
durch die Insertion eines Mutatorelementes mutiert ist. AuBerdem hat sich gezeigt, dal3 es fiir
die Insertion von Mutatorelementen innerhalb des Etchedl Gens einen Hot Spot im Bereich
des Exonl gibt. Die Insertionspriferenzen der Mutatorelemente fithrten dazu, daf} in vier von
fiinf bisher analysierten Linien die Insertionen innerhalb von vier Basenpaaren, kurz vor dem
Startcodon des Etchedl Gens erfolgten. Dabei sind je zwei der vier Mutantenlinien beziiglich
der Insertionssequenz/Zielsequenz ihres Mutatorelementes (Mu8) identisch (Linien etl-
m3/etl-m15 bzw. etl-m10/etl-m12). Sie unterscheiden sich teilweise aber durch die

Orientierung (Insertionsrichtung) des Mutatorelements und den genetischen Hintergrund.

Durch biolistische Transformation hergestellte transgene Et/-Pflanzen und ihre Analyse
zeigten zum Teil einen ,,efchedl-dhnlichen* Phinotyp in Kérnern und Sdmlingen. Dies gibt
einen weiteren Hinweis darauf, da3 das untersuchte Gen tatsdchlich fiir die etchedl-Mutation

verantwortlich ist.

Durch in situ Experimente mit sense und antisense RNA-Sonden der kompletten Etchedl-
cDNA, konnte die Expression des Gens in Maiskornern des Wildtyps nachgewiesen werden.
Die Expression des Etchedl Gens scheint im Bereich des Aleurons, den dufleren
Endospermschichten, im &@uBleren Perikarp und im Embryo zu erfolgen. Erwartungsgemal

konnte in der Mutantenlinien et/-ref keine Etched]-mRNA detektiert werden.
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Zusammenfassung

Die Effizienz des Photosystems II, ermittelt durch Messung der Chlorophyllfluoreszenz, ist
bei Sdmlingen von et!-ref-Pflanzen deutlich niedriger als bei transgenen Etchedl-Sense- und
Wildtyp-Pflanzen. Durch die Messung wird deutlich, daB3 die et/-Mutation nicht nur auf
anatomischer, sondern auch auf physiologischer Ebene Einflu auf die Chloroplasten-
Entwicklung nimmt. Dieser Einflu3 konnte bei den transgenen Linien nicht nachgewiesen

werden.

In Westernblots, die mit dem Gesamtprotein und dem Chloroplastenprotein verschieden alter
Wildtyp und etl-ref Pflanzen, mit Efchedl-Antiseren, durchgefiihrt wurden, konnten
vermutlich nur unspezifische Protein-Banden detektiert werden. Bei einem spezifischen
Nachweis fiir das ET1-Protein hétte man Proteine mit einem Molekulargewicht von 11 kDa in
den Chloroplasten (prozessiertes Protein) und 18 kDa im pflanzlichen Gesamtproteinextrakt
erwartet. Proteine mit einem Molekulargewicht von 11 kDa konnten aber auch in Wildtyp-
Chloroplasten nie mit den Antiseren nachgewiesen werden. Alle in Chloroplasten detektierten

Proteine waren mindestens 17 kDa groB.

Weiterfithrende Analysen der Arbeitsgruppe Krupinska/Universitit Kiel deuten darauf hin,
da3 aufgereinigte Etchedl-Antikorper bei der Immunodetektion mit verschiedenen
hochaufgereinigten Chloroplastenfraktionen von Mais und Spinat ein 11 kDa groes Protein
detektieren, das Teil des ,franscriptionally active chromosome*ist (Krupinska, Miiller, pers.

Mitteilung).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bestitigen die erfolgreiche Klonierung des Etchedl
Gens aus Zea mays. Durch die umfangreiche Analyse Mutator-induzierter Mutantenlinien und
das Auftreten eines ,,etchedl-dhnlichen“ Phédnotyps in Etchedl-transgenen Pflanzen, konnte
gezeigt werden, dal Mutationen des Etchedl Gens mit efchedl-Phidnotypen korrelieren. Das
putative ET1-Protein konnte in die Regulation der frithen Plastidenentwicklung in Kornern
und Blittern, moglicherweise als Komponente des TAC-Komplexes, involviert sein. Somit
konnte das ET1-Protein an Metabolismen beteiligt sein, die direkt oder indirekt in die
Plastidenentwicklung eingreifen. Es sind aber noch weitere vertiefende Analysen nétig, um
die Art der Interaktion des Etchedl Genproduktes innerhalb der Plastidenentwicklung néher

charakterisieren zu konnen.
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7 Anhang

7.1 Darstellung der Positionen der verwendeten Primer innerhalb der EtchedIcDNA von LC

c9.1 gesamtsequenz (1>662)

Et1l(1>20)

Et c9.1(1>164)
Et10(1>20)
Et12(1>18)

Et ¢9.1(165>252)
ex2 for (1>24)
ex2 rev (1>24)

Et ¢9.1(253>381)
Et11(1>18)
Et13(1>25)

ex3 rev (1>24)
ex3 for (1>24)

Et ¢9.1(382>662)
Et2(1>20)

ex4 for (1>24)
ex4 rev (1>24)

(c9.1)

Abb.48

7 5| 0 Basenpaare

250 500
| |
ﬁ
b
—
<+«
=t
=
=3
<<
—=
<«
>
<
>
e ——
<+«
>
<<

134



Anhang

7.2 Darstellung der Positionen der verwendeten Primer innerhalb der

genomischen Et/-DNA (LC)

LC Et1(1>4018)
prom for (1>24)
prom rev (1>24)
Et1l(1>20)

Et c9.1(1>164)
Et10(1>20)
Et12(1>18)

Et ¢9.1(165>252)
ex2 for (1>24)
ex2 rev(1>24)

Et ¢9.1(253>381)
Et11(1>18)
Et13(1>25)

ex3 rev (1>24)
ex3 for (1>24)

Et ¢9.1(382>662)
Et2(1>20)

ex4 for (1>24)
ex4 rev (1>24)

Abb. 49
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Anhang

7.3 MeBergebnisse zu 3.4.1

Bestimmung der Chlorophyllfluoreszenz als Parameter fiir die Aktivitit des Photosystems II

Linie Blatt GroBe FO Fv Fmax Fv
Nummer Pflanze ca.
Fmax
2389 1LC 1 1 12.5 cm 11 18 29 0.62
2389 LC 1 2 12.5 cm 29 27 56 0.48
2389 LC2 1 9 cm 38 56 94 0.59
2389 LC2 2 - - - - -
2389 LC 3 1 8 cm 31 38 69 0.55
2389 LC 3 2 - - - - -
2389 LC 4 1 9 cm 24 40 64 0.63
2389 LC 4 2 9 cm 11 19 30 0.63
2389 LC 5 1 10 cm 23 40 63 0.63
2389 LC 5 2 10 cm 28 37 65 0.56
2389 LC 6 1 10 cm 25 43 68 0.63
2389 LC 6 2 10 cm 24 61 85 0,71
2389 LC 7 1 7.5 cm 37 49 86 0.57
2389 LC 7 2 7.5 cm 22 33 55 0.60
2389 LC 8 1 8.5 cm 35 48 83 0.58
2389 LC 8 2 8.5 cm 23 38 61 0.62
2389 LC9 1 7 cm 31 38 69 0.55
2389 LC9 2 7 cm 31 36 67 0.54
etl-ref 1/1 1 11 cm 32 39 71 0.55
etl-ref1/2 2 11 cm 29 32 61 0.52
etl-ref1/3 3 11 cm 19 13 32 0.41
etl-ref2/1 1 11.5 cm 33 37 70 0.53
etl-ref2/2 2 11,5 cm 27 30 57 0.53
etl-ref2/3 3 11,5 cm 12 14 26 0,54
etl-ref3/1 1 12 cm 37 39 76 0.51
etl-ref3/2 2 12 cm 18,5 62,5 81 0.52
etl-ref3/3 3 12 cm 18 17 35 0.49
etl-ref4/1 1 11 cm 29 24 53 0.45
etl-ref4/2 2 11 cm 29 19 48 0.40
etl-ref4/3 3 11 cm 14 9 25 0.36
etl-ref 5/1 1 9cm 32 38 70 0.54
etl-ref5/2 2 9cm 23 24 47 0.51
etl-ref 5/3 3 9cm 15 13 28 0.46
etl-ref6/1 1 11.5 cm 36 35 71 0.49
etl-ref 6/2 2 11.5 cm 33 31 64 0.48
etl-ref 6/3 3 11.5 cm 14 9 25 0.36
etl-ref7/1 1 9cm 31 36 67 0.54
etl-ref7/2 2 9cm 27 27 54 0.50
etl-ref 8/1 1 10 cm 31 36 67 0.54
etl-ref 8/2 2 10 cm 33 34 67 0.51
etl-ref9/1 1 7 cm 38 34 72 0.47
etl-ref9/1 2 7 cm 35 25 60 0.42
A188xB73 1 18 cm 22 44 66 0.67
1/1
A188xB73 2 18 cm 22 43 65 0.66
1/2
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A188xB73 1 16 cm 28 50 78 0.64
2/1
A188xB73 2 16 cm 29 47 76 0.62
2/2
A188xB73 1 17 cm 19 47 66 0.71
3/1
A188xB73 2 17 cm 22 49 71 0.69
32
A188xB73 1 16 cm 19 46 65 0.71
4/1
A188xB73 2 16 cm 23 44 67 0.66
4/2
A188xB73 1 14 cm 22 44 66 0.66
5/1
A188xB73 2 14 cm 25 46 71 0.65
52
Al88 1 1 11 cm 30 40 70 0.57
Al88 1 2 11 cm 27 37 64 0.57
Al882 1 11 cm 31 44 75 0.59
Al882 2 11 cm 40 52 92 0.57
Al883 1 11.5cm 28 43 71 0.61
Al883 2 11.5cm 24 32 56 0.57
Al88 4 1 9.5cm 43 45 88 0.51
Al88 4 2 9.5cm 38 40 78 0.51
Al1885 1 8 cm 32 56 88 0.64
Al1885 2 8 cm 33 50 83 0.60
Padl 1 1 11.5cm 27 51 78 0.65
Padl 1 2 11.5cm 31 46 77 0.59
Padl 2 1 12 cm 27 33 80 0.66
Padl 2 2 12 cm 31 47 78 0.60
Pad1 3 1 10 cm 37 54 91 0.58
Pad1 3 2 - - - - -
Pad1 4 1 9cm 42 52 94 0.55
Pad1 4 2 - - - - -
Pad1 5 1 9cm 24 45 69 0.65
Pad1 5 2 9cm 23 38 61 0.62
H99 1 1 - - - - -
H99 1 2 - - - - -
H99 2 1 10 cm 27 47 74 0.64
H99 2 2 - - - - -
H99 3 1 9cm 25 49 74 0.66
H99 3 2 - - - - -
H99 5 1 - - - - -
H99 5 2 - - - - -
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Transgene Linien pActEtchedl-Sense neg. 2395,

pActEtched]-Sense positiv 2396 und 2397

23951 1 10 cm 24 47 71 0.66
951 2 10 cm 21 39 60 0.65
952 1 11 cm 27 48 75 0.64
952 2 11 cm 26 41 67 0.62
953 1 7 cm 39 47 86 0.55
953 2 - - - - -
954 1 9cm 32 56 88 0.64
954 2 9 cm 28 43 71 0.61
955 1 - - - - -
955 2 - - - - -

2396 1 1 9 cm 24 47 71 0,66
96 2 2 9 cm 21 39 60 0.65
96 2 1 9.5 cm 32 48 80 0.55
96 2 2 9.5 cm 29 42 71 0.59
96 3 1 10 cm 29 46 75 0.61
96 3 2 10 cm 25 37 62 0.60
96 4 1 - - - - -
96 4 2 - - - - -
96 5 1 - - - - -
96 5 2 - - - - -

2397 1 1 8.5cm 25 32 57 0.56
97 1 2 8.5cm 32 38 70 0.54
972 1 10 cm 35 46 84 0.54
972 2 10 cm 28 37 65 0.56
97 3 1 14 cm 31 47 78 0.60
97 3 2 14 cm 32 38 70 0.54
97 4 1 12.5 cm 30 40 70 0.57
97 4 2 12.5 cm 36 51 86 0.59
975 1 9 cm 32 40 72 0.55
975 2 9cm 30 40 70 0.57

Tabelle 11
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Abbildung 50
MeBwerte der
Chlorophyll-Fuoreszenz,

mittels PAM  gemessen,
dargestellt. Gemessen
wurden LC, etl-ref und

Linien aller Wildtyppflanzen,
die als Grundlage zur
Herstellung transgener
Pflanzen dienen. AufBerdem
wurden drei Linien transgener
Pflanzen ebenfalls auf eine
Anderung ihrer Reaktivitit
des Photosystem II
untersucht.  Diese  Linien
waren eine Kontroll-Linie, die

kein ActinEfchedl-Sense
Konstrukt enthielt (2395 hier
als 95... dargestellt), eine
Linie, die nachweislich

genotypisch transgen war, und
deren TI1-Generation einen
etchedl-Phinotyp zeigte
(2396 hier 96..) und eine
Linie, die positiv auf das
Transgen getestet wurde, aber
in der Tl und folgenden
Generationen keinen
ungewohnlichen Phinotyp
zeigte (2397 hier 97..)
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