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Einleitung

1. Einleitung

Holz, das aus kambialen Zellteilungen, Zellstreckung und Differenzierung hervorgeht,
reprasentiert einen der bedeutendsten Speicher des atmosphdrischen Kohlendioxids und
mindert somit Gefahren, die auf globale Erwdrmung zuriickzufiihren sind. Bis zum heuti-
gen Zeitpunkt ist Holz ein extrem wichtiger Baustoff und ein elementarer Ausgangsstoff
der Papier- und Zellstoffindustrie. In den letzten Jahren gewann das Holz zunehmend an
Bedeutung als natiirliche, erneuerbare Energieressource, alternativ zur Verbrennung von
Erdol (Chaffey et al., 2002; Iliev and Savidge, 1998). Der immer stirker wachsenden
Nachfrage fiir den Rohstoff Holz stehen weltweite Rodungen zur Schaffung von Wohn-
raum, Straflen, Industriezentren und Energiegewinnung gegeniiber. Ein grundlegendes
Verstindnis des Holzwachstums auf molekularer, biochemischer und physiologischer Ebe-
ne erscheint daher notwendig, um die wertvollen Holzressourcen optimal zu nutzen und
schnellstmdglich zu erneuern.

Wihrend die molekularen Forschungen an krautigen, einjéhrigen Pflanzen gut vorange-
schritten sind, begann die molekulare Aufkldrung der Holzbildung erst in jiingster Vergan-
genheit (Sterky et al., 1998; Chen et al., 2000; Hertzberg ef al., 2001). Baume heben sich
insofern fundamental von den iibrigen Pflanzen ab, da sie sich zum Teil iiber viele Jahre
hinweg an Umweltbedingungen anpassen miissen. Das augenscheinlichste Anzeichen hier-
fiir ist die Bildung eines stabilen Holzkorpers (Taylor, 2002). Vielschichtige Vorginge
sind zur Speicherung von Zuckern, Proteinen, Lipiden und Mineralien sowie zur Kélte-
adaption fiir den Ruhezustand im Winter und die Aktivierung zum Neuaustrieb im Friih-
jahr unentbehrlich. Zusitzlich werden fiir die Erneuerung des Photosynthesesystems jedes
Jahr wihrend der Wachstumsperiode Blattknospen angelegt und alljahrlich wird das kom-
plexe, sekundére vaskuldre System neu gebildet. Nicht zuletzt der lange Lebenszyklus und
die groBen Genome von Bédumen erschwerten bislang die molekularbiologische Analyse.
In den letzten Jahren entwickelte sich die in der nordlichen Hemisphidre anséssige Pappel
in der molekularen Holzforschung zum Pendant der krautigen Modell-Pflanze Arabidopsis
thaliana (Mellerowicz et al., 2001; Chaffey, 2002; Taylor, 2002). Die Gattung Populus
gehort zur Familie der Saliaceae und umfasst ca. 30 Arten, die in fiinf Untergruppen (Leu-
ce, Aigeiros, Tacamahaca, Leucoides und Turanga) eingeteilt werden (Mellerowicz ef al.,
2001). Im Vergleich zu anderen Bidumen ist die Pappel schnell wachsend, sie ldsst sich

vegetativ vermehren und stabil durch Agrobakterien transformieren, so dass transgene



Pappeln generiert werden konnen. Bezeichnenderweise war der erste genetisch verdnderte
Baum eine Pappel (Parsons ef al., 1986; Filatti et al., 1987). Auch auf molekularer Ebene
ergeben sich Vorziige, so ist das Genom, das auf 5 x 10° Basenpaare (bp) geschitzt wird
relativ iiberschaubar (Chaffey, 2002) und die Genomsequenzierung wird wahrscheinlich
noch Ende 2003 abgeschlossen sein.

Neben der sehr gut erforschten Anatomie des sekunddren, vaskuldren Systems der Pappel
(Chaffey, 2002 und darin zitierte Literatur) gibt es Erkenntnisse iiber saisonale Anderun-
gen des Kaliumgehalts (Diinisch and Bauch, 1994; Diinisch et al., 1998; Arend et al.,
2002). AuBBerdem wurde gezeigt, dass Kaliumionen fiir das Holzwachstum vor allem im
Kambium und in der Differenzierungszone des Xylems notwendig sind (Diinisch and
Bauch, 1994; Kuhn et al., 1997). So steigt insbesondere wihrend der Zellstreckung der
symplastische Kaliumgehalt an. Die molekulare Basis des Kaliumtransports fiir eine kon-
trollierte Aufnahme und Verteilung des Kaliums war jedoch in mehrjdhrigen Pflanzen un-
erforscht und wurde daher zum Gegenstand der vorliegenden Arbeit. Nach Identifikation
von integralen Membranproteinen, die Kaliumionen iiber Doppellipidschichten transportie-
ren, sollten kaliumabhéngige Prozesse des Holzwachstums erforscht werden, um die Akti-
vitdt der Kaliumtransporter mit der des Kambiums und damit der Holzbildung zu verkniip-

fen.

1.1 Das kambiale Meristem

Als groBtes Bildungsgewebe im Prozess des sekunddren Dickenwachstums erzeugt das
vaskuldre Kambium jedes Jahr mehr Biomasse als alle anderen biologischen Systeme und
liefert somit die groBte chemische Energie (Iliev and Savidge, 1999). Im Anschluss an das
primdre Wachstum gliedern die meristematischen Zellen des Kambiums nach innen und
auBen Gewebe ab, das als sekundédres Xylem (Holz) bzw. sekundéres Phloem (Bast) be-
zeichnet wird. Das fiir mehrjdhrige Pflanzen charakteristische sekundére Meristem unter-
scheidet sich von den apikalen, meristematischen Geweben durch das Vorhandensein eines
axial lang gestreckten, fusiformen Zelltyps, neben den typischen isodiametrischen Strahl-

initialen (Mellerowicz et al., 2001 und Abb. 1).
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Abb.1: Das vaskuldre System eines Pappelhybrids, aus Mellerowicz et al., 2001. (a) Uber-
blick des Kambiums in einem Querschnitt. (b) Querschnitt bei groferer Auflosung. (c) Tangentialer Schnitt
durch das Kambium. FCC, fusiforme Initialzellen; RCC, kambiale Strahlzellen; K, Kambium; R, Strahl; RE,
Zone der radialen Expansion; S, Zone der Sekunddrwandbildung; P, Phloem; V, GefaB3; F, Faser. Balken:
a=50 um, b und ¢ =20 pm.

Die fusiformen Initialzellen sind im aktiven, teilungsfdhigen Zustand des Kambiums durch
eine extreme Vakuolisierung gekennzeichnet (Arend, 2001 und Abb. 2). Durch hauptsich-
lich perikline aber auch antikline Teilungen entsteht eine Vielzahl axialer und radialer
Zelltypen, die zusammen ein komplexes, dreidimensionales Gewebe bilden, wodurch die
Pflanze an Umfang zunimmt (Chaffey et al., 2002 und darin zitierte Literatur). Die fusi-
formen Zellen teilen sich meist periklin, so dass innerhalb einer radialen Reihe neue Zellen
entweder dem sekundéren Xylem oder dem sekundiren Phloem angegliedert werden. Im
Gegensatz zu anderen Zellen wird hierbei die Zellwand lidngs (axial) eingebaut. Dafiir
miissen enorme biosynthetische Prozesse von der sich teilenden, kambialen Zelle durchge-
fiihrt werden, die iiber einen relativ langen Zeitraum von mehreren Tagen andauern (Mel-
lerowicz et al., 2001). Fiir die Umfangserweiterung des Baumstammes werden durch an-
tikline Teilungen kambialer Initialzellen zusétzliche radiale Zellreihen eingefiigt. Hierbei
werden die neuen Zellwinde radial eingebaut. AuBBerdem spielen antikline Teilungen bei
der Regulierung der Liange fusiformer Zellen eine wichtige Rolle und sind somit auch indi-
rekt fiir die Lange der daraus entstehenden Fasern verantwortlich. Damit wird die Holzbil-
dungsrate, beruhend auf der Aktivitit des Kambiums, im Wesentlichen durch die Anzahl
der meristematischen Zellen und durch die Zahl der Zellteilungen im Kambium bestimmt.
In der gemaBigten Klimazone unterliegt die Tétigkeit des Kambiums wiederum im Jahres-
verlauf einem Wechsel von Ruhestatus und aktivem Teilungszustand. Folglich sind mehre-
re, distinkte Entwicklungszonen des Kambiums zu unterscheiden (Iliev and Savidge,

1999):



e Zu Beginn im Friihling ist das direkt am Holz anliegende Kambium noch unvoll-
standig rehydriert und meristematisch inaktiv.

e Spiter, nach Vakuolisierung der fusiformen, kambialen Zellen, setzen die Zelltei-
lungen ein und das Kambium wird zum aktiven Meristem.

e In der weiteren, jahresabhingigen Entwicklung des Kambiums, noch bevor die Dif-
ferenzierung der trachedren Elemente beginnt, beenden die Zellen an der inneren
Seite des Kambiums den Teilungsprozess und gehen in die primarwandige, radiale

Expansion (,,RE-Zone*) iiber.

Wihrend die Reaktivierung des Kambiums und die Entwicklung der RE-Zone an der Basis
der Baumkrone einsetzt, pflanzt sich das Muster der wiederaufgenommenen Xylogenese
basipetal iiber den Stamm fort, ausgehend von beblétterten zu nichtbeblitterten Regionen.
Im Spétherbst und Winter stellt das Kambium seine Teilungsaktivitdt vollstindig ein und
geht in einen Ruhezustand tiber. Die Zellen des ruhenden Kambiums enthalten, im Gegen-
satz zu einer groen Zentralvakuole im aktiven Kambium, zahlreiche kleine Vakuolen,
Lipidtropchen, Proteinkdrper und sind von relativ dicken Zellwénden begrenzt (Arend et
al., 2003 und Abb. 2 a und b). Ferner reduziert sich die Anzahl der kambialen Zellreihen
von etwa fiinf bis sechs im Sommer tiiber vier bis fiinf im Herbst auf nur drei Zellreihen im

Winter (Abb. 2 ¢ und d).

Abb.2: Saisonale Verinderungen
der Zell- und Gewebestruktur des
Pappel-Kambiums im Transmissi-
onselektronenmikroskop (TEM)
und Lichtmikroskop, Arend M.,
Institut fiir Holzforschung, TU

Miinchen. (a) und (c) Zellen des aktiven

Kambiums im Frithjahr und Sommer mit

einer groflen Zentralvakuole in 5 - 6 Zell-
reihen. (b) und (d) Ruhendes Kambium im

Herbst und Winter mit zahlreichen, kleinen

Vakuolen und nur noch 3 Zellreihen.

(K = kambiale Zelle)
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1.2 Die Differenzierung der kambialen Derivate Xylem und Phloem

1.2.1 Xylem

Sowie eine Zelle des Kambiums aus der meristematischen Zone gelangt, beginnt auf der
Xylemseite der Prozess der rdumlichen Expansion (RE-Zone, vgl. Abb. 1). Die Ausdeh-
nung der mit Primdrwéinden begrenzten Zellen beginnt mit einem Anstieg des Zellturgors,
hervorgerufen durch den Transport osmotisch aktiver Substanzen in die Vakuole und der
daraus resultierenden Wasserauthahme. Als Osmotikum spielt Kalium hier eine wichtige
Rolle (Diinisch et al., 1998; Krabel, 2000; Philippar et al., 1999). Aus den fusiformen Ini-
tialzellen des Pappel-Kambiums gehen im Differenzierungsprozess drei verschiedene,
langgestreckte Zelltypen hervor: Gefillelemente, Fasern und axiale Parenchymzellen.
Waihrend sich Fasern und axiale Parenchymzellen hauptsichlich in radialer Richtung aus-
dehnen, wird die radiale Expansion der Gefdfle durch betrdchtliches tangentiales Wachs-
tum begleitet (Mellerowicz et al., 2001). Die Faser-Elongation wird zusétzlich durch
Wachstum an den Zellenden erreicht, das mit einer Auflosung der Mittellamellen zwischen
benachbarten Zellen und lokaler Primdrwandsynthese einhergeht. Die Strahlinitialen des
Kambiums bilden dagegen Strahlzellen mit und ohne Verbindungen zu GefdBlen, die sich
in der RE-Zone ausweiten. Die RE-Zone wiederum geht in eine Zone der Sekunddrwand-
bildung und Lignifizierung (SL) iiber, die vor Einsetzen der protoplasmatischen Autolyse
der Gefde am starksten ausgeprigt ist (Iliev and Savidge, 1998) und sich dann zum voll-
staindig ausdifferenzierten Xylem entwickelt. Nach Erreichen der endgiiltigen GroBe und
Form der Xylemelemente in der RE-Zone fiihrt eine Vernetzung von Pektinen in Mittella-
melle und Primdrwand durch Calcium zu einer Versteifung der bislang dehnbaren Zell-
wand. Im Anschluss daran beginnt die Auflagerung einer sekundédren Zellwand in allen
Zelltypen des Xylems, wobei in der Pappel sekundére Wandschichten zuerst in den GefaB-
elementen und ihren Kontaktzellen (Strahlzellen mit Verbindungen zu Gefdflen) aufgela-
gert werden (Murakami et al., 1999). Die iiber eine Lamelle mit der Primidrwand verbun-
dene Sekunddrwand besteht im ausdifferenzierten Zustand aus drei Schichten (S1 - S3), die
nacheinander vom Zellinneren aus aufgelagert wurden und sich in Dicke und Orientierung
der eingelagerten Mikrofibrillen voneinander unterscheiden. Zur Gewdhrleistung des
Néhrstofftransports von der Wurzel zum Spross werden bei der Sekundarwandbildung in

Gefillen und Kontaktzellen Regionen fiir die Formierung unzéhliger Tiipfel und Perforati-



onsplatten koordiniert angelegt. Kontaktstrahlzellen in Populus konnen auch eine Tertidr-
wand entwickeln. Sie wird nach Autolyse des benachbarten GefdBles auf die lignifizierte
Sekundarwand als Schutzschicht gelagert (Benayoun, 1983). Auch auf der Ebene des Cy-
toskeletts existieren Unterschiede parallel zur Differenzierung der Xylemzellen. So sind in
Primdrwéanden die Mikrofilamente (MF) prinzipiell in gebilindelten Helices longitudinal
orientiert und durchspannen die Zelle von einem Ende zum anderen (s. Abb. 3 a), wihrend
in ausdifferenzierten Gefdaflen und Fasern mehrere, verschiedene Anordnungen von MF

nachgewiesen wurden (Chaffey et al., 2000).

Gefillelemente verfiigen demnach neben den axialen Biindeln iiber zirkuldre Anlagen von

Abb. 3: Mikrofilamente in radial longitudinal
Schnitten des Xylems in verschiedenen Entwick-
lungszustdnden nach indirekter Immunolokalisa-

tion von F-Aktin, aus Chaffey et al., 2000. (a) Xy-
lemfaser zu Beginn der Differenzierung mit iiberwiegend
axialen MF-Biindeln. (b) Charakteristische MF-Ringe wih-
rend der Bildung von Tiipfeln in einem Gefal. (c) Differen-
zierte Xylemfaser mit axial verzweigten MF und neu ge-

formten, ellipsenférmigen MF. Balken = 30 um.

MF, die mit der Entwicklung von Hoftlipfeln zwischen Gefdflen und Strahlen einhergehen
(Abb. 3 b). Fasern besitzen in ihren Sekunddrwinden Ellipsen von MF (Abb. 3 c), welche
die Bildung einfacher Tiipfel begleiten. Mit der Auflagerung tertidrer Wandverdickungen
in Gefdlen treten auch lineare MF auf.

Die Inkrustierung mit Lignin, einem Mischpolymer aus Phenylpropanen, erfolgt wiederum
zuerst in den Gefallen und Kontaktstrahlen mit Sekundarwianden, wihrend die Fasern und
Strahlzellen ohne Kontakt zu Gefdllen spiter lignifizieren. Die Ligninzusammensetzung
andert sich im Laufe der Zelldifferenzierung mit dem Abstand zum Kambium. Je néher die
Zellen am Meristem liegen, umso mehr p-Hydroxyphenyl- (H) und Guaiacyl-Einheiten (G)
sind im Lignin enthalten. Dagegen steigt der Anteil von Syringyl-Einheiten (S) mit zu-
nehmender Entfernung zum Kambium. Nach vollstindiger Lignineinlagerung setzt mit der
Autolyse der Gefdllprotoplasten der letzte Schritt der Differenzierung ein. Die lignifizier-
ten Kontakt-Strahlzellen bleiben dagegen im ausdifferenzierten Zustand am Leben. Der
programmierte Zelltod der Gefdfle wird durch Auxin eingeleitet (Aloni, 1998; Mellerowicz
etal., 2001).
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Nach Beendigung der Differenzierung des Xylems ldsst sich das Pappel-Holz folgender-
maflen einteilen (Panshin and de Zeeuw, 1980):

e mit 53 - 55 % stellen die festigenden Fasern den grofiten Anteil,

e 33 9% des Holzes wird durch die leitenden Gefédfle reprisentiert,

¢ die dem Radialtransport dienenden Strahlzellen sind mit 11 - 14 % vertreten und

e nur weniger als 1 % des Holzes verkorpern axiale Parenchymzellen.

1.2.2 Phloem

Zum Friihjahrsanfang setzen in der &uleren Zone des Kambiums die Zellstreckungen des
sekundédren Phloems und seine Differenzierung zu Siebrohren, Geleitzellen, Baststrahlen,
Fasern und Bastparenchym ein. Die Baststrahlen bilden die Fortsetzung der Holzstrahlen
und gewéhrleisten den radialen Transport der Néhrstoffe bis in die duBersten Zellschichten
des Stammes (Murakami et al., 1999; Sauter, 2000). In Angiospermen bilden differenzierte
Siebrohren und Geleitzellen strukturell und funktionell einen Komplex mit hochspeziali-
sierten, symplastischen Verbindungen fiir den permanenten und selektiven Austausch von
Mikro- und Makromolekiilen (z. B. van Bel, 2003 und Abb. 4). Der SE/CC-Komplex
(engl.: sieve element/ companion cell) entsteht ontogenetisch durch indquale Teilung aus
einer gemeinsamen, kambialen Mutterzelle. Eine Tochterzelle differenziert sich dann in
eine oder mehrere metabolisch hoch aktive Geleitzellen mit dichtem Cytoplasma sowie
zahlreichen Mitochondrien und Plastiden (vgl. Abb. 4). Wéhrend die Geleitzelle im ausdif-
ferenzierten Zustand den Zellkern behélt, verliert die andere Tochterzelle diesen und unter-
liegt einem kontrollierten partiellen Auflosungsprozess, bis sie schlieBlich als vollstindig
entwickelte Siebrohre Transportfunktionen tibernimmt. In diesem Prozess zerfillt nach und
nach der Zellkern. Der Tonoplast und Elemente des Cytoskeletts 16sen sich auf und Ribo-
somen, Golgi-Vesikel sowie Mitochondrien reduzieren sich zahlenméBig stark. Am Ende
sind nur noch die Plasmamembran und ein diinner Schlauch des Cytosols iibrig, der haupt-
sdchlich von glattem Endoplasmatischen Reticulum und Mitochondrien erfiillt ist (Abb. 4).
Daneben existieren noch phloemspezifische Plastiden und Siebrohren - P - Proteine. Nur
zum Teil kommt es zur Auflagerung sekundéirer Wandschichten, wobei die Zellwinde
nicht lignifiziert werden. Demzufolge sind Siebrohren, im Gegensatz zu den Tracheiden
des Xylems, noch lebende Zellen, die aber metabolisch von den Geleitzellen abhéngig
sind. Zwischen den Geleitzellen und Siebrohr-Elementen entwickeln sich daher zahlreiche,

auf der Seite der Geleitzelle stark verzweigte Plasmodesmen, die als Poren/Plasmodesmen



Einheiten (PPU) bezeichnet werden (s. Abb.4). Dariiber hinaus kénnen sich auch zwischen
den Geleitzellen und dem umgebenden Parenchym Plasmodesmen bilden , die sich je nach
Entwicklungszustand zahlenmiaBig verdndern und ebenfalls verzweigen. Zwischen Sieb-
rohren und Parenchymzellen existieren dagegen keine symplastischen Verbindungen
(Kempers et al., 1998). Die Querwidnde der Siebrohren sind charakteristisch von Poren
durchbrochen, die durch lokale Zellwandauflosung entstehen und im frithen ontogeneti-
schen Stadium von Kallose ausgekleidet werden (Abb. 4). Die porendurchziehenden Plas-
mastrdnge verbinden benachbarte Siebrohrenelemente miteinander und gewihrleisten so

den symplastischen Langstrecken-Transport.

Pl

Abb. 4: Aufbau eines Siebrohren/Geleitzellen-Komplexes, modifiziert nach van Bel, 2003.

SE (Siebrohren-Elemente) und CC (Geleitzellen) sind durch zahlreiche Poren/Plasmodesmen-Einheiten
(PPU’s) verbunden. Siebrohren-Plastiden (P1), -Mitochondrien (Mi) und Endoplasmatisches Reticulum (ER)
sind an der Plasmamembran des SE verteilt, dagegen sind die P-Proteine (PP) lokal begrenzt. PP’s und ER
befinden sich manchmal an den Siebplatten (SP), behindern aber nicht den Nahrstoff-Fluss durch die Siebpo-
ren. C, Kallose; CW, Zellwand; N, Nucleus; P, Plastiden; V, Vakuole.

1.3 Translokationen in den Leitgeweben Phloem und Xylem unter kali-

umspezifischen Aspekten

Die fiir den Langstreckentransport verantwortlichen Gewebe werden in Folge des sekunda-
ren Dickenwachstums bei mehrjahrigen Pflanzen alljahrlich neu gebildet und differenziert.
Das Leitsystem der XylemgefidB3e ibernimmt vorrangig den unidirektionalen Wasser- und
Mineralstofftransport von den Wurzeln zum Spross. Dagegen werden in den Siebréhren
des Phloems in erster Linie Photoassimilate von den autotrophen zu den heterotrophen
Geweben der Pflanze befordert. Die Transportrichtung kann sich im Phloem umkehren,
wenn z. B. im Friihling aus den Speicherorganen Wurzel oder Stamm Kohlenhydrate,

Aminosduren und Mineralien zu den verbrauchenden kambialen Regionen in Stamm und
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jungen Blattern transportiert werden. Zudem werden im Phloem eine Reihe von Signalstof-
fen, wie z. B. Phytohormone, Peptide und Sekundérstoffe, in geringen Konzentrationen
befordert. Das Phloem spielt folglich neben der Versorgung mit Metaboliten auch eine
Rolle in der Signaltransduktion, z. B. zur systemischen Resistenz (Hartmann, 1999; Dan-
nenhoffer et al., 2001). Die im Phloemsaft enthaltene RNA kénnte im Rahmen einer Sig-
nalkette die Genexpression in entfernten Geweben kontrollieren (Ruiz-Medrano et al.,
2001). Ebenso wird dem Phloem die Weiterleitung von Aktionspotentialen entlang der
Siebelemente zur Signaliibertragung unterstellt (Fromm and Eschrich, 1993; Rhodes ef al.,
1996). Der bereits 1930 von Miinch beschriebene, turgorbetriebene Stofftransport in den
Siebrohren (z. B. van Bel, 2003) kann auch Pathogene, wie z. B. Viren und Bakterien, ent-
halten, die sich im Verlauf der Evolution an die speziellen, strukturellen und funktionellen
Besonderheiten der Siebrohren angepasst haben (Oparka and Santa Cruz, 2000).

Das Phloem von Angiospermen kann funktionell in drei Bereiche eingeteilt werden, die in
der Pflanze in verschiedenen Geweben lokalisiert sind (van Bel, 2003):

e ,Sammel-Phloem*: In den kleinen Aderchen photosynthetisch aktiver Blitter neh-
men Zellen des Phloems die Produkte der Photosynthese auf.

e | Transport-Phloem®: In Hauptadern der Blitter und Petiolen sowie in Stamm und
Hauptwurzeln werden die Assimilate hauptsdchlich von den ,,source“-Geweben zu
den ,,sinks* transportiert. Auf diesem Weg finden gleichfalls, wenn auch in gerin-
gem Umfang, Be- und Entladungsvorginge statt.

e _Entladungs-Phloem*: SchlieBlich werden die Nahrstoffe in sich streckende und

speichernde Zellen verschiedenster ,,sink“-Gewebe abgegeben.

Die Aufnahme und Abgabe der Photoassimilate durch den SE/CC-Komplex wird zur Kon-
trolle des osmotischen und elektrischen Potentials von kompensatorischen lonen- und
Wasserfliissen begleitet. Molekularbiologische Analysen bestitigen die Expression von
Zucker-Transportern, Protonen-Pumpen, Aquaporinen und Kanidlen im Phloem, die den
Transport von Nihrstoffen und Wasser vermitteln (Stadler and Sauer, 1996; Barker ef al.,
2000; Kirch et al., 2000, Langhans et al., 2001; Zhao et al., 2000; Ache et al., 2001; Dee-
ken et al., 2000 und 2002). Neben den Sucrose/H'-Symportern, die entscheidend an der
Beladung der Siebrohren und Geleitzellen beteiligt sind, spielen Kaliumkanédle eine we-
sentliche Rolle bei der Be- und Entladung des Phloems mit Zucker und Wiedergewinnung
des Kaliums aus dem Phloem (Ache et al., 2001; Deeken et al., 2000 und 2002).

Mit Hilfe der Aphiden-Technik kann das Membranpotential der Siebrohren abgeleitet wer-
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den (Wright and Fischer, 1981; Fromm and Eschrich, 1988). Diese Untersuchungen zei-
gen, dass die elektrischen Eigenschaften des SE/CC-Komplexes von einer Kaliumleitfa-
higkeit bestimmt werden, die durch im Phloem exprimierte Kaliumkanile (s. 1.4.2) auf-
rechterhalten wird (Ache et al., 2001). Durch apoplastische Verdnderungen der Protonen-,
Kalium- und Calciumkonzentrationen koénnen diese Kaliumkanéle reguliert werden. Ver-
anderungen der Kaliumkonzentration scheinen auch bei der Reaktivierung des Kambiums
eine Rolle zu spielen.

Insbesondere in mehrjéhrigen Pflanzen kann sich die Richtung des Assimilat-Flusses um-
kehren. Sie transportieren im Herbst iiber das Phloem Zucker, Mineralien und Hormone
aus den ,,source“-Bléttern in die Bast- und Markstrahlen des Stammes und ins Parenchym.
Nach Beendigung der Ruhephase im Friihjahr werden die Stoffe in das verbrauchende
Kambium im Stamm und in die Blattknospen geleitet und dienen hier der Zellteilung, Zell-
streckung und Differenzierung. Die kambiale Reaktivierung im Friihling wird neben Licht
und Temperatur von Phytohormonen, insbesondere Auxin, gesteuert (Uggla et al., 1996
und 2001). Energiedispersive Rontgenanalysen (engl.: Energy dispersive X-ray analysis,
EDXA) ergaben fiir Kalium einen enormen Konzentrationsanstieg im Kambium (Arend
and Fromm, 2000), der allein durch die Kalium-Neuaufnahme aus dem Boden nur schwer
zu erklédren ist.

Neben den lebenden Zellen des Phloems werden Mineralien in héheren Pflanzen nach der
Aufnahme durch die Wurzeln vorwiegend im hochentwickelten Leitungssystem des Xy-
lems mit dem Transpirationsstrom zu den Verbrauchsorten beférdert. Die Hauptaufgaben
des Xylems bestehen neben dem gerichteten Transport groBer Mengen von Wasser sowie
darin geldster lonen, Aminosduren und Zucker (de Boer and Volkov, 2003) vor allem in
der Festigung der Pflanze. Bis zur Aufnahme ins Xylem der Wurzel wird der Transport des
Wassers und darin geldster Stoffe durch zahlreiche morphologische Strukturen, wie z. B.
Epidermis und Endodermis, eingeschrinkt. Die wissrige Losung dringt entweder apo-
plastisch zwischen den Zellwénden oder symplastisch, von Zelle zu Zelle, vor. Der apo-
plastische Weg innerhalb der Zellwand endet spitestens an den Zellen der Endodermis,
deren radiale Zellwénde wachsartige, lipophile Suberin-Auflagerungen (Casparysche Strei-
fen) aufweisen. Mittlerweile ist sicher, dass die symplastische Route des Wasserstroms die
Apoplastische iiberwiegt, nicht zuletzt aufgrund des gréferen Querschnitts des Sym-
plasten, verglichen mit dem des Apoplasten (de Boer and Volkov, 2003). Die selektive
Aufnahme von lonen in die Zelle wird durch integrale Membranproteine (s. 1.4) vermittelt

und wird im Folgenden am Beispiel von Kalium dargestellt.
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Der aus Arabidopsis thaliana isolierte Kaliumkanal AKT1 (d4rabidopsis thaliana K -
Transporter 1) ermdglicht an dieser Stelle die Kalium-Aufnahme aus dem umgebenden
Medium bzw. aus dem Apoplasten in das Cytosol der Wurzelhaar- und Cortexzellen
(Hirsch et al., 1998; Spalding et al., 1999). Damit das Kalium am Ende des symplastischen
Weges in die Xylemgefille gelangen kann, muss es wiederum durch ein entsprechendes
Transportprotein von den Xylemparenchymzellen abgegeben werden. Gaymard et al. iso-
lierten 1998 mit SKOR (Stelar K" outward rectifying channel) aus der Wurzel von Arabi-
dopsis einen auswértsgleichrichtenden Kaliumkanal. In mit dem entsprechenden Promotor-
GUS-Konstrukt transformierten Pflanzen wurde SKOR ausschlieSlich im Xylemparen-
chym, das die Gefille des Xylems umgibt und in Zellen des Perizykels der Wurzel, ein
Gewebe, von dem aus Seitenwurzeln gebildet werden, lokalisiert. SKOR, der durch cyto-
solischen pH und Calcium reguliert wird, spielt eine bedeutende Rolle bei der selektiven
Beladung des apoplastischen Xylems mit Kalium (Gaymard et al., 1998; Wegner and de
Boer, 1997). Bei Trockenheit und starker Transpiration der Stomata wird der mit Ionen
beladene Xylemsaft in groBen Mengen zu den Orten der hochsten Verdunstungsrate durch
den Transpirationssog gezogen. Dagegen steigt der Xylemsaft bei hoher Feuchtigkeit und
fehlender Transpiration nur mafig durch den Wurzeldruck. Wihrend das iiber das Xylem
transportierte Wasser in die Atmosphére verdunstet, ist der weitere Weg der mittranspor-
tierten Ionen bislang noch nicht vollstindig geklirt. Zum einen kénnen Ionen wéhrend des
gesamten Transports von der Wurzel bis zu den Blattspitzen {iber spezialisierte Transfer-
zellen vom Xylem ins Phloem und umgekehrt aufgenommen werden, so dass es zu einem
Stoffaustausch zwischen Xylem und Phloem kommt (Taiz and Zeiger, 1998; de Boer and
Volkov, 2003). Zum anderen sind in benachbarten Zellen an der Peripherie des Xylems
ebenfalls Kalium-Transportproteine lokalisiert, die Kalium wieder in den Symplasten auf-

nehmen.

1.4 Die Bedeutung des Kaliums fiir die Pflanze und sein Transport mit

Hilfe von Membranproteinen

1.4.1 Kalium in der Pflanze

Kalium ist ein essentieller Ndhrstoff und das am hdufigsten vorkommende anorganische

Kation in Pflanzen. Dementsprechend umfangreich sind seine Funktionen in der Pflanze.
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Kalium ist wichtig als Osmotikum wihrend der Zellexpansion, Stoma-Offnung und bei
Tropismen (Philippar et al., 1999; Méser et al., 2002), aulerdem fiir Enzymaktivierungen,
die Protein-Biosynthese und Photosynthese. Die Mechanismen der Kaliumaufnahme und
des Transports wurden in den verschiedenen Zelltypen der Wurzel, des Sprosses und des
Blattes intensivst erforscht (z. B. Hedrich and Roelfsma, 1999). Die Autnahme des Kations
aus dem Boden wird mafBgeblich durch die Kalium-Aufnahmekanéle des AKT1- (Sentenac
et al., 1992) und AtKC1-Typs (drabidopsis thaliana K channel; Reintanz et al., 2002) der
Shaker-Familie und ,,high-afﬁnity"-K-Iransportern, der HKT- und KUP/HAK/KT-
Familie (K" uptake-/high-affinity K'-/K -Transporter) in den Symplasten vermittelt (Briig-
gemann et al., 1999; Gassman et al., 1996; Hirsch et al., 1998; Kim et al., 1998; Reintanz
et al., 2002; Rodriguez-Navarro et al., 2000). Fiir den Langstrecken-Transport des Kaliums
im Xylem muss das Ion erneut eine Membran {iberqueren und daher aus Zellen des Xy-
lemparenchyms der Wurzel in das apoplastische Leitgewebe abgegeben werden. Dies wird
durch den auswirtsgleichrichtenden Shaker-Kanal SKOR (Gaymard et al., 1998), der aus-
schlieBlich im unterirdischen Xylemparenchym von Arabidopsis-Wurzeln lokalisiert ist,
realisiert. Die Expression dieses Kanals wird durch das ,,Seneszenz-Hormon* ABA repri-
miert und durch Kaliummangel induziert. Uber den Transpirationsstrom gelangt das Kali-
um in die oberirdischen Organe, wird groftenteils von den Blittern aufgenommen und
iiber das Phloem in weitere ,,sink“-Gewebe, wie z. B. junge Blatter, Kambium, Bliiten,
Samen, Friichte und sich neubildende Wurzeln, transportiert (Ache et al., 2001; Deeken et

al., 2000; Fromm and Bauer, 1994; Diinisch et al., 1998; Arend, 2000).

1.4.2 Kaliumkanaile

Die bislang am intensivsten untersuchten Kanalproteine gehoren zur Familie der pflanzli-
chen Shaker-Kanéle. Eine a-Untereinheit setzt sich aus sechs hydrophoben a-Helices zu-
sammen, welche die Membran durchspannen. Das funktionelle Kanalprotein des Shaker-
Typs bildet sich nach Aggregation aus vier a-Untereinheiten, dhnlich wie bei dem bakteri-
ellen Kaliumkanal KcsA (Streptomyces lividans). Dessen a-Untereinheiten enthalten je-

doch einen hydrophoben Kern mit nur zwei Transmembranen (TM) und einer Porenregion

(P) (Abb. 5).
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Abb. 5: Dreidimensionale Struktur
des bakteriellen Kaliumkanals KcsA
aus Streptomyces lividans mit zwei
TM und einer P, aus Doyle et al.,

1998. Links: Schematische Darstellung
des Kanals als integrales Membranprotein.

Rechts:  Schematische Darstellung des

. . . INNER
Kanalproteins in der Aufsicht. HELIX

Die vierte Helix der Shaker-o-Untereinheit ist durch positiv geladene Aminosduren ge-
kennzeichnet und wirkt daher als Spannungssensor fiir das spannungsabhiingige Offnen
und SchlieBen der Shaker-Kandle. Zwischen der fiinften und sechsten transmembranen
Domaéne befindet sich eine hochkonservierte, amphiphile Porenregion, die in die Membran
eintaucht und zusitzlich als Kalium-Selektivitatsfilter dient (Becker et al., 1996 und Abb.
5). N- und C-Termini des Proteins liegen mit ihren regulatorischen Doméinen im Cytosol.
Im C-terminalen Bereich verfiigen alle bisher klonierten, pflanzlichen Kaliumkanéle tiber
Bindestellen fiir cyclische Nukleotide und Ankyrin-dhnliche Doménen sowie zusétzlich
iber konservierte Bereiche basischer und saurer Aminosduren. Letztere beeinflussen Inter-
aktionen der Kanéle untereinander (Ehrhardt et al., 1997). Elektrophysiologisch lassen sich
die Shaker-Kanile in strikte Einwirts- (z. B. KAT]I, K-Transporter Arabidopsis thaliana
1) und Auswirtsgleichrichter (z. B. SKOR) sowie nicht-gleichrichtende Kanile (z. B.
AKT2/3, Arabidopsis thaliana K -Transporter 2/3) unterteilen. Ferner unterscheiden sie
sich in ihrer Spannungsabhédngigkeit und Sensitivitit gegeniiber Kanal-Blockern. Anhand
des Arabidopsis-Genoms lassen sich insgesamt neun Vertreter dieser Familie identifizie-
ren, die am Kaliumtransport beteiligt sind (Véry and Sentenac, 2002; Maser et al., 2001).

Neben den strukturdhnlichen Kanélen des Shaker-Typs mit sechs transmembranen Berei-
chen und einer Pore existieren in Arabidopsis thaliana zwei weitere Strukturklassen

pflanzlicher Kationen-Kanile (Véry and Sentenac, 2002; Miser et al., 2002 und Abb. 6).

Dazu zdhlen die ,,Zwei-Poren-K -Kanile®, die sich aus Untereinheiten mit zwei Porenre-
gionen zusammensetzen und durch Dimerisierung ein funktionelles Kanalprotein bilden.
Der erste, pflanzliche ,,Zwei-Poren-K -Kanal* KCO1 (K" channel outward rectifier) wurde
von Czempinski ef al. (1997) aus Arabidopsis isoliert. Er ist im Tonoplast von Keimlingen,
Blattern und Bliiten lokalisiert und wurde als auswirtsgleichrichtender Kaliumkanal elek-

trophysiologisch charakterisiert (Schonknecht et al., 2002). Die Genomsequenzierung von
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Arabidopsis prasentierte vier weitere KCO-Gene dieser Struktur.

Die Untereinheiten der dritten Strukturklasse sind durch je zwei transmembrane Domédnen
und eine Porenregion charakterisiert (s. Abb. 6). Der Kaliumkanal KCO3 (K" channel out-
ward rectifier; Czempinski et al., 1999) reprisentiert den einzigen Vertreter dieser Struk-

turklasse in Arabidopsis.

p P P Abb. 6: Strukturklassen pflanzlicher Kalium-
kanéle. Der Kanal KCO3 besitzt zwei a-helicale,
KCO3 KCO1
transmembrane Doménen (TM, zylinderformig darge-
P stellt) und eine Porenregion (P). Die Kandle der
KCO1-Familie bestehen aus vier TM und zwei P. Die
Shaker

K'-Kanile der Shaker-Familie enthalten demgegen-

uber sechs TM und eine P.

Mit 20 Vertretern ist die Familie der CNGC'’s (engl.: Cyclic-nucleotide-gated channel) in
Arabidopsis sehr zahlreich vertreten. Wie die Shaker-Kaliumkanéle verfiigt eine Unterein-
heit liber sechs hydrophobe Dominen und eine putativen Porenregion zwischen den Trans-
membranen fiinf und sechs. Es handelt sich vermutlich um nicht-selektive Kationen-
Kanile. Am C-Terminus befinden sich tiberlappende Bindestellen fiir Calmodulin und cyc-
lische Nukleotide (Baumann et al., 1994; Kohler et al., 1998). Offnen und SchlieBen der
CNG-Kanile erfolgt wahrscheinlich ligandenabhingig durch cyclisches Guanosin- (GMP)
oder Adenosinmonophosphat (AMP). Zusétzlich wird die Aktivitit der Kanédle durch Cal-

cium und Calmodulin reguliert.

1.4.3 Kaliumtransporter

Die KT/KUP/HAK-Familie ist mit 13 Mitgliedern ebenfalls sehr haufig im Arabidopsis
Genom vertreten. Diese pflanzlichen Gene zeigen hohe Sequenzihnlichkeiten zu den , K
uptake* Transportern (KUP) von Bakterien (Schleyer and Bakker, 1993) und zu den ,,high-
affinity K'-Transportern (HAK) aus Pilzen (Banuelos et al., 1995). Uber ihre genaue
Struktur und funktionelle Aggregation aus Untereinheiten liegen bislang noch keine gesi-
cherten Ergebnisse vor. Hydrophobizititsanalysen von Kim et al. (1998) lassen vermuten,
dass eine Untereinheit 12 transmembrane Segmente enthilt. Funktionell repriasentiert diese
Transporter-Familie hoch- und niedrig-affine Systeme fiir den Transport von Kalium und

Natrium (Fu and Luan, 1998).
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Im Co-Transport mit Natrium und Protonen beférdern die Membranproteine der ,,HKT-*
(high-affinity KJr-Iransporter) und der ,,KEA“-Familie (K" exchange antiporter) Kalium
iiber Membranen. Die HKT-Transporter verfiigen tliber vier Porenregionen in einer einzi-
gen Polypeptid-Kette (Durell and Guy, 1999; Kato et al., 2001). In Arabidopsis gibt es im
Genom nur einen Vertreter dieser Familie. Dagegen existieren sechs putative K'/H™ Anti-
porter, bestehend aus 14 putativen membrandurchspannenden Bereichen mit einer Poren-
region zwischen den Segmenten sechs und sieben (Tusnady and Simon, 1998).

Als letztes Kalium-Transportsystem in Pflanzen prisentiert sich LCT1 (low-affinity cation
transporter 1). Der Transporter mit Untereinheiten aus 11 membrandurchspannenden Seg-
menten, leitet Kalium, Calcium und Natrium in die Zelle (Schachtman et al., 1997; Cle-

mens et al., 1998) und wurde bislang nur in Weizen identifiziert.

1.5 Der Einfluss von Mineralien, speziell des Kaliums, auf die Holzbil-

dung und jahreszeitliche Verinderungen des Kaliumgehalts

Mineralien sind fiir eine Reihe von Prozessen des Baumwachstums und fiir die Vitalitit
von Béaumen erforderlich. Insbesondere Kalium, Calcium und Magnesium iiben einen sig-
nifikanten Einfluss auf kambiale Zellteilungen und Differenzierungsprozesse aus (z. B.
Eklund and Eliasson, 1990; Diinisch and Bauch, 1994; Kuhn et al., 1997; Arend, 2001).
Eine ausreichende Kationen-Erndhrung ist essentiell fiir die Holzbildung. Mit Kalium, Cal-
cium und Magnesium gediingte Fichten bildeten im Vergleich zu ungediingten Kontrollen
30 % mehr Biomasse, was auf einen Anstieg der periklinen Zellteilungen infolge einer
zeitlich verldngerten, kambialen Teilungsfahigkeit zuriickgefiihrt wurde (Diinisch and
Bauch, 1994). Dariiber hinaus war der Jahresring zwei Jahre nach der Diingung signifikant
verbreitert. Diinisch und Bauch zeigten auch, dass die Holzbildung durch Faktoren wie
Temperatur, Licht und Regenfille stark beeinflusst wird. So verengten sich die Jahresringe
der gediingten Bdume und Kontrollen in einem Jahr mit fiir das Wachstum schlechten
Klimabedingungen synchron. Generell scheint zu Beginn der Wachstumsperiode die Zell-
teilungsrate und Zellstreckung stark von der Temperatur abzuhingen, dagegen wird die
Holzbildung im spéteren Jahresverlauf eher vom Wasservorrat beherrscht.

Kalium wird wéhrend der Friihholzbildung hauptséchlich im Symplasten sich differenzie-
render Tracheiden angehéuft. Dagegen reduziert sich der Gehalt deutlich wéhrend der Ein-
lagerung von Lignin in die Gefdlle (Diinisch et al., 1998). Folglich sind die trachedren

Elemente wihrend der Zellstreckung und Primarwandbildung ein starker, physiologischer
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Verbraucher des Kaliums. Arend und Fromm (2000) zeigten eine Korrelation zwischen
dem jahresabhingigen Zustand des Kambiums und des Kaliums. So wird der Ubergang
vom ruhenden zum aktiven Kambium von einem starken temporiren Anstieg des Kaliums
im Kambium begleitet. Semiquantitative Elementbestimmungen mittels EDXA in Kombi-
nation mit dem Rasterelektronenmikroskop (REM) zeigten wihrend der Reaktivierung des
Kambiums im Friihjahr eine kambielle Konzentrierung des Kaliums im Vergleich zu den

angrenzenden Phloem- und Xylembereichen (Arend et al., 2002 und Abb. 7).

Abb. 7: Kaliumverteilung in
Zweigen von P. trichocarpa,

Arend et al., 2002. A, REM-
Aufnahme eines Zweigquerschnitts wih-
rend der Ruhephase im November. B,
GleichmiBige K'-Verteilung im Rontgen-
rasterbild derselben Probe wie in A. C,
REM-Aufnahme eines Zweigquerschnitts
direkt nach der kambialen Reaktivierung
(Mai). D, Rontgenrasterbild derselben

Probe, wie in C, zeigt eine Konzentrie-

rung der K'-Signale im Kambium.

Calcium wird im Gegensatz zum Kalium wéhrend der Friihholzbildung in den Siebréhren
des inneren Phloems in hohen Konzentrationen angesammelt. Nur 10 % des gesamten Cal-
ciums sind in diesem Zeitraum in der Zellwand lokalisiert (Diinisch et al., 1998). Dies dn-
dert sich mit fortschreitender Entwicklung des Xylems. Der Calciumgehalt steigt wihrend
der Auflagerung der sekunddren Wandschichten in den Holzzellen immens an und sinkt
rapide mit beginnender Lignifizierung. Diese Ergebnisse unterstreichen die bedeutende
Rolle des Calciums fiir die Zellwandbildung, speziell vor den Lignineinlagerungen. Als
bivalentes Kation vernetzt Calcium zusammen mit Magnesium die Pektine der Zellwand

und beeinflusst so ithre Dehnbarkeit und Stabilitét.

1.6 Die Blattknospenentwicklung in Baumen

Der typische Bau der Bdume ist durch einen kriftigen Baumstamm, viele Zweige mit zahl-

reichen Blittern wahrend der Wachstumsphasen und ein ausgeprigtes Wurzelsystem ge-
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kennzeichnet. Diese Struktur wird neben der Aktivitidt des Kambiums durch die jéhrliche
Anlage von Blattknospen hervorgerufen und wird durch langjéhriges Wachstum mit der
Zeit umfangreicher und groBer. In fiir das Wachstum schlechten Zeiten, wie z. B. wihrend
der Kilte- und Trockenperioden des Winters, schiitzen mehrjdhrige Pflanzen, besonders
Béaume, viele ihrer Meristeme in den Blattknospenanlagen am Spross. Strukturell setzt sich
eine Knospe aus mehreren, schiitzenden Hiillschichten zusammen, die eine charakteristi-
sche Anzahl dicht gepackter, embryonaler Blatter und Blattprimordien umgeben (Abb. 8).
Im Herbst, mit abnehmender Tageslédnge und sinkenden Temperaturen gehen die im Som-
mer und Herbst angelegten Knospen in einen endogenen Ruhezustand iiber (Jian et al.,
1997; Jeknic and Chen, 1999; Frewen et al., 2000; Rohde et al., 2002), wahrend dessen
Zellteilungen und Streckungen vollstindig eingestellt sind. Nach einer Frostperiode und
Erreichen des ecodormanten Stadiums (Rohde et al., 2000) schwellen die Knospen im
Frithjahr an, bis sich schlielich bei guten Wachstumsbedingungen die Blatter entfalten.
Ein aktiver Apex produziert dann von April bis August anhaltend Blatter, die sich parallel
strecken (Rohde et al., 2002).

Abb. 8: Morphologie einer api-
kalen Blattknospe von P. tremu-
la x P. alba, aus Rohde et al.,
2002. (a) Longitudinal-Schnitt. (b)

Radial-Schnitt.

Trotz zahlreicher physiologischer Studien ist liber die endogenen Prozesse der Knospen-
entwicklung nur sehr wenig bekannt. Eine erste umfassende, genetische Analyse der Knos-
penanlage und des Offnens der Knospen lésst jedoch eine sehr strenge genetische Kontrol-
le vermuten (Frewen et al., 2000). Rohde ef al. zeigten 2002 erstmals, dass die molekula-
ren Prozesse der Knospen- und Samenruhe iiber eine gemeinsame Basis verfiigen. PtABI3
(Populus tremula Abscisic acid insensitive gene 3) beeinflusst, zusétzlich zu seiner Funk-
tion in den Samen, die Gro3e und Anzahl der embryonalen Blitter und Knospenschichten.
Wie Samen, miissen auch Knospen Frost iiberstehen. Das Einleiten der Ruheperiode und
die Reaktivierung von Samen und Knospen werden bei guten Wachstumsbedingungen
hochstwahrscheinlich von Abscisinsdure und Gibberellinen beeinflusst (Rohde ef al.,
2002). Derzeitige Vorstellungen gehen davon aus, dass in beiden Meristemanlagen dhnli-

che Vorginge ablaufen, welche die Zellen fiir die Ruheperiode dehydrieren und fiir die
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Wiederaufnahme des Wachstums rehydrieren. Dariliber hinaus sollten fiir die Reaktivie-
rung der Knospen, wie fiir die Samen, Reserveproteine und Lipide akkumuliert werden.
Als Mechanismus fiir die Kélteadaptation und zum Schutz gegen Frost wurde von Bilkova
et al. (1999) die Anhdufung von Polyphenolen in Knospen durch die erhdhte Aktivitét ei-
ner unspezifischen Esterase zu Herbstbeginn vorgeschlagen. Beobachtungen der Ultra-
strukturen in Knospenzellen zeigten nach Erreichen des Ruhezustands eine Akkumulation
von Stiarkekornern und Lipid-Protein-Korpern sowie Blockaden symplastischer Zell-Zell-
Verbindungen durch Glykoproteine und Endoplasmatisches Reticulum (Jian et al., 1997).
Aufgrund der komplexen Regulation zum Einleiten von Ruheperioden im Herbst und der
Reaktivierung im Friihling représentieren Knospen ein baumspezifisches Phidnomen, das
bislang nur wenig erforscht ist und deshalb mehr in den Brennpunkt der Forschung gertickt

werden sollte.

1.7 Zielstellung

Trotz Vorkenntnissen iiber saisonale Anderungen des Kaliumgehalts und massiver Kali-
umverschiebungen in Bdumen im Friihjahr und Herbst war die molekulare Basis des Kali-
umtransports ausdauernder Pflanzen bislang kaum erforscht. In Vorarbeiten konnte bereits
der Shaker-Kanal PTORK (Populus tremula outward rectifying K'-channel) aus P. tremu-
la x P. tremuloides isoliert und elektrophysiologisch charakterisiert werden. Um den Zu-
sammenhang von Kaliumtransport und kaliumabhingigem Holzwachstum der Pappel auf-

zukldren, ergaben sich fiir die vorliegende Dissertation folgende Ziele:

(i.) Die Etablierung des Hybrids P. tremula x P. tremuloides in Steril-, Suspensions-,

Erd- und Hydrokulturen

(ii.) Die Isolierung und molekulare Analyse von K -Transportproteinen

(ii1.) Der funktionelle Nachweis und die Charakterisierung der klonierten Kalium-
Transporter

(iv.)  Die Expressionsanalyse und Lokalisation der isolierten Kalium-Transporter

(v.) Die Korrelation der Expressionsmuster der identifizierten Transporter-Transkripte
mit der Aktivitédt des holzbildenden Kambiums

(vi.) Die Entschliisselung der Bedeutung der Pappel-Kalium-Transporter filir die Pflanze

in physiologischen Experimenten
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2. Material und Methoden

2.1 Anzucht der Pappel Populus tremula x Populus tremuloides

2.1.1 Agarkultur

Der Pappel-Hybrid-Klon P. tremula L. x P. tremuloides Michx. T89 (freundlicherweise
von PD U. Nehls, Universitdt Tiibingen zur Verfiigung gestellt) wurde mit Hilfe von Hor-
monen iiber Kallusbildung aus Sprossgewebe steril vermehrt. Im ersten Anzuchtstadium in
Petrischalen (Medium I, 3 - 4 Wochen) wuchsen nach Kallusbildung Sprosse. Nach Um-
setzen in Magenta-Gefda3e mit Medium II entwickelten sich die Sprosse weiter (3 - 4 Wo-
chen, Abb. 9 a). Nach weiterem Umsetzen in Weckgldser (Medium III, Abb. 9 b) bildeten
die Sprosskulturen innerhalb von 4 - 6 Wochen Wurzeln. Die Sprossinduktion erfolgte im
Licht-Dunkel-Wechsel 8 h : 16 h (25W, 230V OSRAM; TL70, F32T8/TL 741, Philips) bei
Temperaturen von 22 °C im Licht und 16 °C im Dunkeln. Fiir das weitere Spross- und
Wurzelwachstum wurden die Pflanzen bei Temperaturen von 22 °C und 16 h Licht (TLD
58W/840 Super 80, Philips) sowie 17 °C und 8 h Dunkelheit im Langtag kultiviert.

(2) [TF s e

(b)

Abb. 9: Sterilkulturen Populus tremula L. x Populus tremuloides Michx.. Links: Spross-

langenwachstum in Magentas und rechts: Bewurzelung in Weckglédsern.

Agarkultur Medium I (pro 1 1): 4.4 g MS-Medium (Murashige and Skoog, Makro-
und Mikroelemente, Duchefa)

0.2 mg BAP (6-Benzylaminopurin, Sigma)
0.1 mg IBA (Indolbuttersiure, Duchefa)
0.01 mg TDZ (Thidiazuron, Duchefa)
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20 g Sacharose
pH 5.8 (IM KOH)
7 g Agar (Roth, # 4508.1), autoklavieren

Agarkultur Medium II: 4.4 g MS-Medium
0.2 mg BAP
0.1 mg IBA

20 g Sacharose
pH 5.8 (IM KOH)

7 g Agar, autoklavieren

Agarkultur Medium III: 4.4 ¢ MS-Medium

10 g Sacharose
pH 5.8 (1M KOH)

7 g Agar, autoklavieren

2.1.2 Suspensionskultur

Aus dem Spross herangezogene Kalli wurden in MS-Medium bzw. in abgewandelter Ho-
agland-Losung (1 mM Kalium) mit jeweils 5 uM 2,4 Dichlorphenoxyessigsdure (2,4 D) in
Erlenmeyer-Kolben (s. Abb. 10) ohne Schikanen iiberfiihrt und bei 133 rpm und 26 °C
kultiviert. Die im Dunkeln gehaltenen Kulturen wurden wochentlich durch Abnahme des

Uberstandes, Zerdriicken der Kalli und Hinzufiigen frischen Mediums umgesetzt.

Abb. 10: Suspensionskultur Populus tremula L. x Populus

tremuloides Michx..

2.1.3 Hydrokultur

Bewurzelte Pflanzen wurden in der Klimakammer im Langtag (2.1.1) in abgedunkelten
Kolben in Fliissigmedium angezogen (Abb. 11). Das Hydrokultur-Medium wurde wo-

chentlich gewechselt.
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Hydrokultur-Medium: 1.5 mM KH,POq,
2.0 mM KNO;
1.0 mM CaCl,
1.0 mM MgSO4
18 uM FeNaEDTA
8.1 uM H3;BOs3
1.5 uM MnCl,
pH 6.0

Abb. 11: Hydrokultur Populus tremula L. x Populus tremuloides Michx..

2.1.4 Freilandkultur

Aus der Sterilkultur geziichtete und in Erde umgetopfte ca. ein Meter gro3e P. tremula x P.
tremuloides Pflanzen wurden im Freiland angepflanzt und unter natiirlichen Bedingungen

gehalten (Abb. 12).

Abb. 12: Populus tremula L. x Populus tremuloides Michx. im Freiland. Links: Winter und

rechts: Sommer.
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2.1.5 Versuchsanordungen mit P. tremula x P. tremuloides

Sédmtliche Proben wurden nach Probennahme in fliissigem Stickstoff eingefroren und bis

zur RNA-Isolation (2.3.1) bei - 85 °C gelagert.

2.1.5.1 Jahresgang

Von einer zweijahrigen Pappel, die im Freiland im Botanischen Garten der Universitét
Wiirzburg angepflanzt worden war, wurden 2001 an folgenden Tagen Proben vom Stamm

primérer Aste genommen:

2001
06.02. 26.03. 19.04. 17.05. 05.06. 27.06. 17.07. 07.08. 16.08. 11.09.

Tab. 2.1 Probennahme Stamm 2001.

Vom 27.06.2001 bis 11.09.2001 wurde der Stamm in eine Xylem-Kambium-Fraktion und
eine Kambium-Phloem-Fraktion nach Tuominen, 1997, geteilt (unterstrichene Daten in

Tab. 2.1). Fiir den Rest des Jahres wurden die kompletten Staimmchen als Proben geerntet.

Von der gleichen, nun dreijéhrigen Pflanze wurden im folgenden Jahr 2002 Blattknospen

primérer und sekundirer Aste gesammelt:

2002
28.02. 14.03. 28.03. 02.04. 11.04. 25.04. 05.06. 19.06. 18.07.
14.08. 29.08. 11.09. 26.09. 10.10. 24.10.

Tab. 2.2 Probennahme Knospen 2002.

Der 25. April 2002 war der Tag, an dem sich die Knospen 6ffneten. Im darauf folgenden
Monat bis Anfang Juni waren keine Knospen sichtbar, daher erfolgte keine Probennahme
in diesem Zeitraum. Es wurden alle Knospen von jeweils einem Ast mit der Hand abge-

zwickt.
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2.1.5.2 Kiinstliche Reifung von Knospen

Bereits am 28.02. und 01.03. 2002 wurden Zweige der Freiland-Pappel bis zum Aufplatzen
der Knospen in Hydrokultur-Medium in die Langtag-Klimakammer gestellt. Die sehr klei-
nen und braunen Knospen (Ruhestadium) wurden geerntet. Des Weiteren wurden Knospen
in einem beginnenden aktiven Stadium, erkennbar an den &ufleren, griinen Blittern (nach
10 - 18 Tagen, im unteren Bereich des Astes) und zu dem Zeitpunkt, als die Knospen auf-

platzten (nach 10 - 18 Tagen, im oberen Bereich des Zweiges), gesammelt.

2.1.5.3 Abscisinsiure (ABA)-Experimente

Von 8 -9 Wochen alten Hydrokultur-Pflanzen wurden morgens um 9.00 die Blétter und
Wurzeln entfernt und die Stdmmchen in ca. 0.5-1 cm lange Stiicke geschnitten. Die
Stimmchen wurden sofort in Hydrokulturlésung (2.1.3) mit 50 uM ABA ((+/-)-2 cis-4
trans-Abiscisinsdure, Lancaster) iiberfithrt und verblieben unter wiederholtem Schiitteln
8 h in der Langtag-Klimakammer (2.1.1). Zur Kontrolle wurden Stimmchen in reinem

Hydrokultur-Medium gehalten.

2.1.5.4 Licht/Dunkel-Experimente

Lichtproben wurden um 14.00 (entsprach 8 h Licht) geerntet. Eine Dunkelprobe wurde
ebenfalls um 14.00, nachdem die Pflanze fiir 2 h abgedunkelt worden war und eine zweite
Dunkelprobe um 2.00 (entsprach 4 h Dunkel) genommen. Fiir die anschlieBende Expressi-
onsanalyse wurden die Petiolen und Hauptadern von 10 - 11 Wochen alten Hydrokultur-
Pflanzen aus der Langtag-Klimakammer mit einer Rasierklinge vom Rest der Pflanze ab-

getrennt.

2.1.5.5 Salz-Experimente

7 Wochen alte Hydrokultur-Pflanzen wurden in Hydrokultur-Medium mit zusdtzlich
100 mM NacCl tiberfiihrt und verblieben bis zur Stamm-Probennahme nach 15 Tagen in der
Langtag-Klimakammer. Jeweils nach 1, 11 und 15 Tagen wurden Blatt-Proben gesammelt.
Als Kontrolle wurde eine Pflanze in Hydrokultur-Medium gleich behandelt.

Neben den Hydropflanzen wurde auch die Zellkultur mit NaCl versetzt. Zu der Suspen-
sionskultur mit der verdnderten Hoagland-Losung (2.1.2) wurden 300 mM NaCl gegeben

und Proben nach 6, 24 und 48 h genommen. Die Suspensionskultur wurde dann wieder in
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die Hoagland-Losung ohne NaCl umgesetzt und nach weiteren 24 h erfolgte erneut eine

Probennahme. Als Kontrolle diente ein Ansatz ohne NaCl.

2.1.5.6 Auxin-Experimente

Wie in 2.1.5.3 beschrieben wurden die Stimmchen in ca. 0.5 - 1 cm lange Stiicke geteilt.
Zur Entfernung des internen Auxins wurden die Proben vor Hormon-Zugabe 1 h ausgewa-
schen (10 mM KCIl, 5 mM MES, pH 6.1), um anschlieBend fiir 1 h in 10 uM 1-NAA

(1-Naphthalinessigsdure) inkubiert zu werden.

2.1.5.7 Kalium- und TEA'-Behandlungen

Bewurzelte Zweige von P. trichocarpa wurden zur Bestimmung der Faser- und Gefal3-
querschnitte in Hydrokultur (verdnderte Hoagland-Losung s. 2.1.2) in 0.05, 5 und 10 mM
K" kultiviert (Klimakammer mit 20 °C Tagestemperatur, Photonenflux: 300 uEm™s™). Die
Querschnittsflichen der Fasern und Gefdfle wurden nach Fixierung und Einbettung in LR
White mittels digitaler Bildanalyse (Zeiss Axio Vision System) bestimmt.

Zusitzlich wurden lokal begrenzt auf Zweigoberflichen (kultiviert in 6 mM K") 14 Tage
lang 5 mM TEA" appliziert.

Die Bestimmung relativer Kaliumkonzentrationen erfolgte im Rasterelektronenmikroskop
(AMR 1200 B, Leitz) in Kombination mit energiedispersiver Rontgenanalyse (EDXA,
4000 X-ray analyser, Kevex).

2.2 Anzucht von Arabidopsis thaliana und GUS-Fiarbung

Sterilisierte Samen transformierter Arabidopsis Pflanzen (ssp. Landsberg erecta, ssp. Was-
siljewskija) keimten nach 4 wochiger Samenruhe bei 4 °C in MS-Agar mit dem entspre-
chenden Antibiotikum (Hygromycin) in der Klimakammer (Kurztag, s. 2.1.1) aus. Trans-

formierte Pflanzen wurden in Erde pikiert und weiter im Kurztag gehalten.

2.2.1 Samensterilisation

Jeweils eine Spatelspitze Arabidopsis-Samen wurde fiir 20 min in einem 1.5 ml Reaktions-
gefd3 mit 1.5 ml 100 % Ethanol inkubiert. Nach 30 sec Zentrifugation wurde der Alkohol
abgenommen und die Samen mit 1.5 ml frisch angesetzter 5 %iger NaClO-Losung, ver-

mischt mit 1 Tropfen Triton X 100, versetzt. Nach 15 min Invertieren wurde unter der Ste-
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rilbank erneut die Losung von den Samen abgenommen und anschlieBend flinfmal mit ste-
rilem Wasser gewaschen. Die feuchten Samen wurden auf sterilem Whatman-Papier zum

Trocknen verteilt und anschlieBend auf MS-Agarplatten ausgesét.

2.2.2 GUS-Firbung

Blatter und Sprosse transgener A. thaliana Pflanzen mit Promotor-GUS-Konstrukten (7 -
10 Wochen nach dem Aussden) wurden 5 min in einer Fixierlosung inkubiert und an-
schlieBend mit 1 x Phosphatpuffer gewaschen. Nach Vakuuminfiltration von X-Gluc-
Férbelosung bei ca. —1 bar fiir 5 min, wurde das Pflanzenmaterial 12 h bei 37 °C im Dun-

keln inkubiert. Das Chlorophyll wurde durch Waschen in 70 % Ethanol aus dem Gewebe

entfernt.
10 x Phosphatpuffer: 0.5 M NaH,PO,
0.5 M Na,HPO,
pH 7.0
Fixierlosung: 1 x Phosphatpuffer, pH 7.0

2 % Paraformaldehyd (w/v)
0.2 % Glutaraldehyd (v/v)
Der Phosphatpuffer wurde auf 60 °C erhitzt, Parafor-
maldehyd darin gelost und NaOH solange zugefiihrt,
bis die Losung wieder klar wurde. Nach Zugabe von
Glutaraldehyd wurde der pH mit konzentrierter H;SO4
auf 7.0 eingestellt.

X-Gluc-Férbeldsung: 1 x Phosphatpuffer, pH 7.0
0.1 % Triton X-100
0.5 mM Kalium-Ferricyanid (Ks;[Fe(CN)g]
0.5 mM Kalium-Ferrocyanid (K4[Fe(CN)¢ x 3H,0]
10 mM EDTA
1.0 mM X-Gluc

(5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-f-D-glucuronide)

Das Pflanzenmaterial wurde fiir die Herstellung von Semidiinnschnitten in Technovit 8100

(Heraeus Kulzer GmbH) nach Angaben des Herstellers eingebettet.
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2.3 Verfahren mit Ribonukleinsiuren (RNA)

Samtliche, in fliissigem Stickstoff eingefrorenen Gewebe (Blitter, Blattstiele, Stamm,
Wurzel, Knospen, Spross aus Agarkultur, Kallus aus Sterilkultur) wurden noch im gefrore-
nen Zustand mit einem Pistill im vorgekiihlten Morser zu feinem Pulver gerieben und zum
Auftauen mit Zell-Lysispuffer (s. 2.3.1 und 2.3.2) versetzt.

Die Xylem-Kambium- war von der Phloem-Kambium-Fraktion nur wihrend der aktiven
Teilungs-Phase des Kambiums zu trennen. Dazu wurde die Rinde junger Aste mit dem
Skalpell eingeritzt und anschlieBend vom Holz abgezogen. Aufgrund der diinnwandigen
Struktur des Kambiums wurde das Gewebe genau in dieser Zone auseinander gerissen.
Anschlieffend wurden mit dem Skalpell sowohl die Bast- als auch die Holz-Seite abge-
schabt und so Fraktionen mit stark angereichertem Xylem-Kambium- bzw. Kambium-

Phloem-Gewebe isoliert.

2.3.1 Isolierung von Gesamt-RNA (RNeasy)

Fiir die Isolierung von Gesamt-RNA wurde ein System der Firma Qiagen verwendet und
entsprechend den Angaben im Herstellerprotokoll eingesetzt. Das Verfahren beruht auf der
selektiven Bindung einzelstringiger Nukleinsduren an eine Silikamatrix nach erfolgter
Zelllyse. Ein spezielles ,,Hoch-Salz-Puffer-System* ermdglicht die Bindung von bis zu
100 pg Gesamt-RNA an die Membran mit nachfolgender Aufreinigung. Die gebundene
RNA wurde anschlieBend mit DEPC (Diethylpyrocarbonat) -behandeltem Wasser eluiert.

Um storende Polyphenole und Polysaccharide zu eliminieren, die an und/oder mit der
RNA koprizipitieren (Gehrig et al., 2000), wurden dem Lysispuffer 1 % PVP (Polyvinyl-
pyrrolidone) und 7 mM Kalium-Ethylxanthogenat zugegeben. Mogliche DNA-Verun-
reinigungen wurden wihrend der RNA-Isolation an der Matrix durch den Einsatz einer
RNase-freien DNase (RNase-Free DNase Kit, Qiagen) nach Angaben des Herstellers eli-
miniert. Nach photometrischer Bestimmung von Konzentration und Reinheit der gewonne-
nen RNA (GeneQuantll, Pharmacia Biotech) und Uberpriifung der RNA auf DNA-
Riickstéinde mittels PCR (s. 2.4.8) wurde die RNA bei - 85 °C gelagert. Wurde DNA nach-
gewiesen, folgte eine Inkubation der RNA mit DNase I (Amersham Biosciences,
10 U/50 ug RNA) fiir 30 min bei 37 °C, anschlieend eine Aufreinigung mit Phenol-
Chloroform und Féllung mit 1/10 3M Ammoniumacetat pH 5.4 und 1.5 Vol Isopropanol.
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2.3.2 mRNA-Isolierung (Oligo dT,s-Dynabeads)

Die mRNA-Isolierung kleiner Probenmengen direkt aus dem jeweiligen Gewebe wurde
mit Hilfe des Dynabeads mRNA DIRECT Systems (Dynal) nach Angaben des Herstellers
durchgefiihrt. Diese Methode beruht auf Hybridisierung von 25 Desoxythymidinresten
(oligo (dTys)), die iiber eine 5’-Linker-Gruppe kovalent an magnetische Polystyrolkugeln
gebunden sind, mit dem 3’-Poly-A"-Ende pflanzlicher mRNA. Werden die Dynabeads von
einem Magneten angezogen, kann die mRNA sowohl von DNA als auch von tRNA, rRNA

und anderen Verunreinigungen abgetrennt werden.

2.3.3 Elektrophoretische Auftrennung der RNA

Je 10 pg Gesamt-RNA verschiedener Gewebe-Priparationen wurden in 1 %igen Agarose-
MEN-Gelen mit 18 % Formaldehyd elektrophoretisch aufgetrennt.

Nach Zugabe von 2 -3 Volumen RNA-Ladungspuffer wurden Sekundirstrukturen der
RNA durch 15 min Inkubation bei 65 °C denaturiert. Die anschlieBend eisgekiihlten RNA-
Proben wurden im denaturierenden 1 % MEN-Agarosegel mit 1 x MEN Puffer bei kon-
stanter Spannung (65 V) aufgetrennt. Das Trennungsmuster wurde unter UV-Licht durch
die Fluoreszenz des interkalierenden Ethidiumbromids sichtbar gemacht und dokumentiert
(ImageMaster VDS, Pharmacia Biotech). RNA-Molekiile von bekannter Grofle aus eige-

nen Préparationen dienten als Grof3enstandards.

RNA-Ladungspuffer: 0.72 ml Formamid
0.16 ml 10 x MEN
0.26 ml 37 % Formaldehyd
0.25 ml bidest. Wasser
0.10 ml 80 % Glycerin

0.01 ml 2 % Bromphenolblau-Ldsung
1 ul 1 % Ethidiumbromid-Ldsung

1 % MEN-Agarosegel: 0.25 g Agarose (ICN)
20.5 ml 1 x MEN

in der Mikrowelle 16sen

4.5 ml 37 % Formaldehyd
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10 x MEN-Puffer: 0.20 M Morpholinopropansulfonsiure
0.01 M EDTA
0.05 M Natriumacetat

2.3.4 Transferverfahren fiir RNA - Northern Blot

,Northern-Blot*“ bezeichnet die Uberfiihrung der RNA aus einem Agarosegel auf eine
Membran (Hybond-N, Amersham). Der Transfer erfolgte iiber Nacht vertikal durch Kapil-
larkrifte. Die RNA wurde durch Belichten mit 0.8 J/cm” UV Licht (254 nm, UV Stratalin-
ker 2400, Stratagene) kovalent an die Membran gebunden.

Die Membranen wurden fiir mindestens zwei Stunden bei 68 °C in Pj-Puffer vorhybri-
disiert. Die RNA-Molekiile wurden durch Hybridisierung mit radioaktiv markierten DNA-
Sonden (2.9) im gleichen Puffer nachgewiesen. Nach viermaligem Waschen der Membra-
nen in P;-Puffer fiir 30 - 45 min bei der Hybridisierungstemperatur wurde die Radioaktivi-
tat durch Autoradiographie mit Rontgenfilmen (Hyperfilm MP, Amersham) in Autoradio-
graphiekassetten (Appligene) mit Verstirkerfolien (Appligene) detektiert. Nach entspre-

chender Expositionszeit bei - 85 °C wurden die Filme entwickelt.

Pi-Puffer: 250 mM Natriumphosphat, pH 7.2
1 % BSA
1 mM EDTA
7 % SDS

2.4 Verfahren mit Desoxyribonukleinsauren (DNA)

2.4.1 cDNA-Synthese

Die cDNA-Synthese wurde von RNA-abhiangigen DNA-Polymerasen aus Retroviren, den
Reversen Transkriptasen, ausgefiihrt. Sie sind in der Lage, vom 3’-Ende eines kurzen Dop-
pelstranges aus, an einer RNA-Matrize eine komplementdre DNA (engl.: copy DNA oder
cDNA) zu synthetisieren. Der Doppelstrang ergab sich aus der Hybridisierung eines kur-
zen, zur RNA komplementéren Oligonukleotids (Primer). Mit Hilfe eines oligo (dT)-
Primers, der im Bereich des Poly-A’-Schwanzes am 3’-Ende der mRNA hybridisierte,
wurde die gesamte mRNA in cDNA umgeschrieben. Dagegen wurde bei Einsatz spezifi-

scher Primer schon bei der Erststrangsynthese selektiv das gewlinschte Transkript in
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cDNA umgeschrieben. Nach der Reaktion wurde der RNA-Strang des RNA-DNA-
Hybridmolekiils optional durch Ribonuklease H abgebaut.

2.4.2 Synthese von Marathon-cDNA

Falls ein Sequenz-Bereich eines gesuchten Gens bekannt war, konnten mittels RACE-PCR
(engl.: Rapid Amplification of cDNA Ends fiir schnelle Amplifikation von cDNA-Enden)
die 5°- bzw. 3’-Enden des Gens gefunden werden (Frohman et a/., 1988). Dazu wurde eine
Marathon-cDNA mit Hilfe des Marathon""'cDNA Amplification Kits (Clontech) nach An-
gaben des Herstellers von 1 pg aufgereinigter mRNA hergestellt.

2.4.3 SMART-cDNA-Synthese

Aus 0.5 pg mRNA wurde mit Hilfe des SMART™ ¢DNA Library Construction Kit’s
(engl.: Switching Mechanism At 5’end of RNA Transcript, Clontech) nach Angaben des
Herstellers eine SMART-cDNA durch LD PCR (engl.: Long Distance PCR zur Amplifika-
tion langer DNA-Fragmente) synthetisiert.

2.4.4 Reverse Transkription-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR)

Mit Hilfe der RT-PCR konnen cDNA-Fragmente amplifiziert werden. Sie beginnt mit der
Reversen Transkription (RT) einer mRNA in Erststrang-cDNA (s. 2.4.1.), welche in einer
sich anschlieBenden PCR als Matrize dient.

In einem Standard-Ansatz wurden 0.1 - 1 pg DNA-freie Gesamt-RNA mittels Reverser
Transkriptase (M-MLV RT fiir engl.: Moloney Murine Leukemia Virus RT, Promega) fiir
die RT-PCR eingesetzt.

RT-Ansatz: RNA (0.1 -1 pg)
0.4 ul Smart-5’RACE Primer (100 uM)
5'(T)sNN-3'(N=A, C, G, or T; N.= A, G, or C)
0.5 ul 10mM dNTP
2.0 ul 5x RT-buffer (Promega)
add 9.6 ul Hx0

Zur Denaturierung sekunddrer RNA-Strukturen wurde der Ansatz fiir 2 min bei 70 °C in-

kubiert, dann auf Eis gekiihlt und anschlieBend 0.4 ul M-MLV RT (100 U/ul) zugegeben.
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Nach einer Stunde bei 42 °C war die cDNA-Amplifikation abgeschlossen. Die cDNA wur-
de dann entweder in einer 1 : 20 Verdiinnung fiir die LightCycler Analyse (s. 2.4.8) einge-

setzt oder bei - 85 °C unverdiinnt eingefroren.

2.4.5 Radioaktive Markierung von DNA-Sonden

Mit dem ,,Ready To Go DNA Labelling*“(-dCTP) System von Amersham wurde im ,,Ran-
dom Priming*“-Verfahren doppelstringige DNA radioaktiv markiert. Die Reaktion wurde
nach Herstellerangaben mit 200 ng hitzedenaturierter DNA und 5 pl [a->*P] dCTP mit ei-
ner spezifischen Aktivitit von 3000 Ci/mol (ICN Biomedicals GmbH, Eschwege) durchge-
fiihrt.

2.4.6 Isolierung genomischer DNA

Die Isolierung genomischer DNA aus der Wurzel von P. tremula x P. tremuloides wurde
mit dem peqGOLD DNAPure"'PT System (peqLab) durchgefiihrt. Das Verfahren beruhte
auf den Eigenschaften von Guanidinisothiocyanat und speziellen Detergenzien, die Zellen
lysieren, RNasen inhibieren und so die selektive Prizipitation der DNA ermdglichen. Die
Isolierung von DNA erfolgte nach den Angaben des Herstellers. Die Qualitét der isolierten
genomischen DNA wurde in einem 0.5 %igen TBE-Agarosegel (s. 2.4.9) auf Reinheit und
GroBe hin iiberpriift.

2.4.7 Isolierung von Promotorsequenzen (GenomeWalker)

Mit Hilfe der Methode des GenomeWalker' ™ Kits (Clontech) lassen sich unbekannte, ge-
nomische DNA-Sequenzen isolieren, die an bereits identifizierte DNA-Regionen grenzen
(Siebert et al., 1995). Nach quantitativer Restriktion (2.4.14) von jeweils 4.5 pg einer
hochmolekularen und aufgereinigten genomischen Wurzel-DNA (2.4.5) mit vier verschie-
denen Enzymen, wurde an beide glatten Enden der genomischen DNA ein GenomeWalker
Adaptor ligiert. Der nur in einem bestimmten Bereich doppelstringige Adaptor war so
konzipiert, dass eine Aminogruppe am 3’-Ende des unteren Strangs eine weitere Extension
der genomischen Fragmente verhinderte und somit nur durch genspezifische Primerexten-
sion ein zum Adaptor vollstandiger, komplementirer Strang synthetisiert wurde. In einer
ersten Polymerase-Kettenreaktion (PCR, 2.4.8) bzw. der sich anschlieBenden Nested-PCR
(2.4.8.4) wurde ein Produkt amplifiziert, dass in der bekannten Sequenz am 5’-Ende des

genspezifischen Primers begann und in den benachbarten, unbekannten, genomischen
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DNA-Bereich hineinreichte. Die Adaptorligation und die sich anschlieBenden Polymerase-
Kettenreaktionen wurden exakt nach den Angaben von Clontech und Eppendorf (s.
2.4.8.3.3) durchgefiihrt. Im Anschluss wurden die in Frage kommenden PCR-Produkte
kloniert (2.4.12) und sequenziert (2.5).

2.4.8 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Mittels PCR wurden definierte DNA-Fragmente durch den Einsatz genspezifischer sense-
und antisense-Primer unter Standardbedingungen exponentiell amplifiziert (zur Ubersicht

siehe Stiirzl and Roth, 1990 und Linz and Degenhardt, 1990).

2.4.8.1 DNA-Polymerasen

Jeweils nach Herstellerangaben wurden hitzestabile 7ag-DNA-Polymerase™ aus Thermus
aquaticus (Biotherm), Klen Tag-1 DNA-Polymerase' " (Clontech) und das TripleMaster
PCR System™ (Eppendorf) eingesetzt. Die Klen Tag-1 DNA-Polymerase setzt sich aus
einem Klenow-Fragment der 7ag-DNA-Polymerase, das keine 5°—3’-Exonuklease-
aktivitit besitzt, und einer geringen MengeVent' V-DNA-Polymerase aus Thermococcus
litoralis, die iiber eine 15fach niedrigere Fehlerquote als Tag-DNA-Polymerase verfiigt
(Mattila, 1991), zusammen. Die Blockierung der Polymerase durch Bindung an den Taq
Start'™-Antikérper garantierte den Start der PCR erst ab einer bestimmten Temperatur
nach Denaturierung des Antikorperproteins. Das TripleMaster PCR System'™ arbeitet mit
einer Mischung aus drei verschiedenen Enzymen, der 7Tag DNA-Polymerase, dem Polyme-
rase-Enhancing-Factor und einem Proof-Reading-Enzym und erzielt in Kombination mit

dem Tuning Buffer'™ hohe Produktausbeuten sehr langer DNA-Fragmente.

2.4.8.2 Primer und Primerdesign

Genspezifische Primersequenzen wurden mit dem Programm Oligo™5.0 fiir Macintosh
(National Biosciences) ermittelt und tiberpriift. Die Tm-Berechnungen erfolgten dabei nach
verschiedenen Methoden, wie z. B. der GC %-Methode nach Baldino ef al., 1989.

Alle benutzten Primer wurden von TIBMolbiol (Berlin) oder Sigma-ARK GmbH (Darm-
stadt) bezogen.
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2.4.8.3 PCR- Standardexperiment

Polymerase-Kettenreaktionen wurden in Thermocyclern (Modell Varius V45, Landgraf;
Modell Primus 96plus, MWG-Biotech; RoboCycler, Gradient 40, Stratagene) durchge-
fiithrt. Als Negativkontrolle diente jeweils ein Ansatz ohne DNA-Matrize.

2.4.8.3.1 Standardexperiment mit Taq-Polymerase

PCR-Ansatz: 10 ul 10 x Puffer

10 ul 25 mM MgCl,
2ul 10 mM dNTP
2 ul  sense-Primer (10 pmol/pl)
2 ul antisense-Primer (10 pmol/ul)

DNA (5-15 ng)
1 ul  Tag-Polymerase (5 U/ul)
add100 ul H,O

Standardprogramm des Thermocyclers:

Zyklenzahl Denaturierung Annealing Elongation
1 94 °C fiir 60 sec
30-40 94 °C fiir 30 sec  optimierte Primerannea- 72 °C fiir 30 sec bis 800 bp,

lingtemperatur fiir 30 sec  dariiber fiir Imin je 1000 bp

Extension

Tab. 2.3 Standard-PCR.

Die PCR-Produkte wurden elektrophoretisch aufgetrennt (s. 2.4.9) und dokumentiert
(ImageMaster VDS, Pharmacia Biotech).

2.4.8.3.2 Standardexperiment mit Klen Taq-1 Polymerase

Zur Sequenzermittlung des 5’-Endes der gesuchten cDNA in einer RACE-PCR und zur
Amplifikation der vollstindigen cDNA-Sequenz eines Kanalgens wurde Klen Tag-1 Poly-

merase eingesetzt.
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PCR-Ansatz 1: I ul
1 ul
1 ul

PCR-Ansatz 2: 40 pl
Sul
1 ul
1 ul

Marathon-cDNA/Smart-cDNA
sense-Primer (10 pmol/ul)

antisense-Primer (10 pmol/ul)

H,O

10x Klen Tag-1 PCR Reaktionspuffer
10 mM dNTP

50x Klen Tag-1 Polymerase

Die PCR-Bedingungen wurden mit Ausnahme der Elongationstemperatur und Zyklenzahl

analog zur 7ag DNA-Polymerase durchgefiihrt (s. Tab. 2.3). Die optimale Synthesetempe-

ratur lag hier bei 68 °C und die Zyklenzahl verringerte sich auf 25 bzw. 30.

Lag die Primerannealingtemperatur im Bereich von 65 - 70 °C, wurde eine ,,Zwei-Schritt-

PCR* (engl.: two-step PCR) durchgefiihrt, bei der Annealing- und Extensions-

temperaturen (jeweils 68 °C) iibereinstimmten.

2.4.8.3.3 Standardexperiment mit dem TripleMaster PCR System

Die Promotorsequenzen der klonierten Transportergene wurden mit dem TripleMaster

PCR System™ (Eppendorf) amplifiziert.

Reaktionsansatz 1:

1 ul
I ul
add 10 pl

Reaktionsansatz 2: Sul
I ul

0.5 ul

add 40 pl

genomische DNA (50 — 100 ng)
sense-Primer (400 nM)
antisense-Primer (400 nM)

H,O

10 x HighFidelity Puffer mit Mg*"
10 mM dNTP

TripleMaster Enzym Mix (5 U/ul)
H,O
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Standardprogramm des Thermocyclers:

Zyklenzahl Denaturierung Annealing/Elongation
1 94 °C fiir 5 min
30 94 °C fiir 0.5 min 68 °C fiir 5.5 min

Tab 2.4 TripleMaster-PCR.

2.4.8.4 PCR mit verschachtelten Primern (Nested PCR)

Zur Vermeidung erheblicher Mengen an Nebenprodukten und zur deutlichen Steigerung
der Produktspezifitit wurde in der 5’-RACE-PCR und zur Isolation der Promotor-
sequenzen im Anschluss an die erste PCR eine zweite PCR durchgefiihrt. Die Produkte der
ersten PCR dienten dabei als Matrizen-DNA. Die in der zweiten PCR benutzten Primer
hybridisierten jeweils innerhalb der aus der ersten PCR resultierenden Sequenz.

Der PCR-Ansatz war mit dem Standardexperiment der Klen Tag-1 Polymerase bzw. dem

TripleMaster PCR System' ™ identisch.

2.4.8.5 PCR mit degenerierten Primern

Zur Amplifikation von Kaliumkanal-Fragmenten, ortholog zu bekannten Shaker-Kanélen
aus A. thaliana, wurden bereits etablierte degenerierte Primer eingesetzt. Sie hybridisierten
in der zweiten und sechsten transmembranen Doméne und in der Porenregion. Die PCR

wurde dazu im Vergleich mit dem Standardexperiment (s. 2.4.8.3) wie folgt abgewandelt:

Die Menge der eingesetzten Primer erhohte sich auf 150 pmol im 50 pl-Ansatz.

Programm des Thermocyclers:

Zyklenzahl Denaturierung  Annealing Elongation
1 94 °C fiir I min
5 94 °Cfiir Imin 37 °C fiir 1 min, dann innerhalb 72 °C fiir 0.5 min

von 2 min Temperaturerhbhung

auf 72 °C

30-40 94 °C fir 1 min 48 °C fir 1 min 72 °C fur 1.5 min

Tab. 2.5 PCR mit degenerierten Primern.
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2.4.9 Realtime Quantitative PCR

Die LightCycler Technologie ist eine Methode, mit der duflerst schnell PCR-Produkte
amplifiziert und in ,,Echt-Zeit“ sowohl die Reaktionskinetiken, als auch die Reaktions-
ergebnisse detektiert und quantitativ dargestellt werden (Rasmussen et al., 1998). Zusitz-
lich konnten die PCR-Produkte durch eine Schmelzpunkt-Analyse von Primer-Dimeren
und kleinen, unspezifischen Amplifikaten unterschieden werden. Die Fluoreszenz-
Detektion der Amplifikate beruhte auf der selektiven Interkalierung von SYBR Green I in
doppelstringige DNA, wodurch die Fluoreszenz erheblicht gesteigert wurde. Die Fluores-
zenz nahm wihrend der exponentiellen Phase der PCR proportional zur DNA Konzentrati-

on zu.

2.49.1 Primerdesign

Beim Primerdesign fiir die LightCycler-Analyse mussten mehrere Parameter beachtet wer-
den. Die Lénge der Primer betrug maximal 15 - 17 bp. Die Basenabfolge durfte weder Di-
mere noch Sekundérstrukturen innerhalb des Primers als auch zwischen den Primern zulas-
sen. Die Annealingtemperatur von jedem Primerpaar sollte zwischen 55 °C und 60 °C lie-
gen und das zu amplifizierende, spezifische Fragment sollte maximal 450 — 500 bp lang
sein. Von jedem Primerpaar wurde die optimale Annealingtemperatur bestimmt. Anschlie-
end wurden die Primerpaare mit dem entsprechenden, eluierten Fragment als Matrize im
LightCycler getestet. Um die Spezifitdt der Primer zu iiberpriifen, wurden die Produkte der
PCR jeweils in einem 3 %igen Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt.

Alle fiir den LightCycler benutzten Primer wurden von TIBMolbiol (Berlin) bezogen.

2.4.9.2 Herstellung der Standards

Als Standard dienten die mit den entsprechenden Primerpaaren amplifizierten Fragmente.
Sie wurden nach elektrophoretischer Uberpriifung aus dem Agarosegel eluiert (2.4.11). Die
Konzentration wurde mit dem GeneQuantll (Pharmacia Biotech) photometrisch bestimmt
und fiir die Herstellung der Verdiinnungsreihen von 20 fg/ul bis 20 atg/ul eingesetzt. Um
den Einsatz definierter cDNA-Mengen zu gewéhrleisten, wurde Aktin als interner Standard
verwendet. Die Expressionsmuster wurden iiber Eichgeraden von PTORK, PTK2, KPTI
und PtKUPI ermittelt und auf 10 000 Molekiile Aktin 2 normiert.
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2.4.9.3 LightCycler PCR

Falls die Amplifikation von Aktin 2-Molekiillen im LightCyler ausreichende cDNA-
Mengen ergaben, wurde die zu untersuchende cDNA 1:20 verdiinnt, da die Puffer der RT-
Reaktion nicht kompatibel mit denen der PCR-Reaktion waren. Der Grenzwert lag bei
2.7 fg Aktin 2-Molekiilen, da bei niedrigeren Werten die erwarteten Mengen fiir die unter-
suchten Transkripte unterhalb der Nachweisgrenze gelegen hitten. Fiir die Reaktion wur-
den 2 pl der Verdiinnung als Matrize eingesetzt. Die PCR wurde mit dem LightCycler™-
FastStart DNA Master SYBR Green I Kit der Firma Roche in LightCycler™ Glaskapilla-
ren als Reaktionsgefi im LightCycler™ (Roche) durchgefiihrt.

Standardexperiment: I ul sense-Primer (10 mM)
1 ul antisense-Primer (10 mM)
24 ul MgCl; (25 mM)
11.6 ul H,0O
2 ul LightCycler™-FastStart Enzyme
2 ul 1 : 20 Verdiinnung der cDNA

Programm des Thermocyclers:

Zyklenzahl Denaturierung  Annealing Elongation Detektion

1 95 °C fiir 10 min

45 95 °C fiir 1 sec 50 -54°C 72 °C fiir 19 sec 79 °C fiir 5 sec
(primerspezifisch)
fiir 7 sec

Tab. 2.6 LightCycler-PCR.

Um die PCR-Produkte zu iiberpriifen, wurde nach der PCR eine Schmelzkurve aufgenom-
men (0.2 °C/sec von 79 °C bis 95 °C). Hierbei wurde festgestellt, ob es sich um ein PCR-

Produkt mit dem gleichen Schmelzpunkt wie des benutzten Standards handelte.

2.4.9.4 Auswertung der LightCycler PCR

Die Quantifizierung der Daten wurde mit der LightCycler'™ Software durchgefiihrt. Die

Software berechnete die Kopienzahl der Ausgangsmolekiile durch Auftragung des Loga-
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rithmus der Fluoreszenz gegen die Zykluszahl unter ausschlielicher Beriicksichtigung des
logarythmisch-linearen Bereichs der PCR. Aus den Daten der Standard-Verdiinnungs-
reihen wurde eine Standardkurve berechnet. Simtliche Quantifizierungen wurden dann auf

10 000 Aktin 2-cDNA-Fragmente normiert, analog zu Szyroki et al. (2001).

2.4.10 DNA-Gel-Elelektrophorese

Die Auftrennung von Nukleinsduren erfolgte elektrophoretisch in Agarosegelen. Durch
Zugabe von 0.1 pg/ml EtBr (Roth) und Fluoreszenzanregung bei 312 nm wurden die Ban-
denmuster sichtbar gemacht. Die Ergebnisse wurden am Image-Master VDS (Pharmacia)
dokumentiert.

Fragmente iiber 600 bp wurden in 1 %igen TBE-Agarosegelen (Biozym), kleinere Molekii-
le in 3 %igen NuSieve-TBE-Agarosegelen (Biozym) aufgetrennt. Der Vernetzungsgrad der
NuSieve-Agarose ermoglicht eine bessere Auftrennung kleinerer Basenpaarfragmente. Als
GroBenstandards diente A-DNA (Pharmacia), die vollstindig mit Pstl verdaut worden war
oder ein 100 bp DNA-Standard (MBI). Die Elektrophorese wurde bei konstant 80 - 100 V
in 1 x Tris-Borat-EDTA (TBE)-Puffer durchgefiihrt.

10 x TBE: 1.0 M Tris-HCI (pH = 8.0)
0.9 M Borsédure
0.01M EDTA

2.4.11 Aufreinigung von Nukleinsiduren

DNA-Fragmente gewiinschter Gro3e wurden nach Elektrophorese und Identifikation an-
hand der GroBenstandards aus dem Gel ausgeschnitten und mit dem Jetsorb-System (Ge-
nomed) nach Angaben des Herstellers eluiert.

Die Konzentrationen der Nukleinsduren wurden absorptions-spektrophotometrisch am

Genquant II (Pharmacia) bei 260 nm bestimmt.

2.4.12 Klonierung von DNA-Fragmenten

Bei der Klonierung wurden spezifische DNA-Fragmente in einen Plasmidvektor eingefiigt,
um fiir nachfolgende Anwendungen eine ausreichende Menge an Plasmid-DNA isolieren

zu konnen.
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2.4.12.1 Plasmide

Folgende Plasmid-Vektoren wurden verwendet (Vektorkarten siche Anhang 8.5):

pGEM HE (Liman ef al., 1992)

pCRII TOPO (Invitrogen)

pSPT 18 (Boehringer Mannheim)
pVKH-35S-pAl (Baumann ef al., 1998)
pVKH-35S-GUS-pA

2.4.12.2 Plasmid-Minipraparation Escherichia coli

Plasmid-DNA wurde nach dem Prinzip der alkalischen Lyse (Birnboim and Doly, 1979)
im Standardverfahren isoliert. Fiir die Plasmid-Minipréparation wurden 1.5 ml Bakterien-

kultur eingesetzt.

2.4.12.3 Plasmid-Minipriparation Agrobacterium tumefaciens

Einzelkolonien wurden in je 10 ml LB-Medium mit den zugehorigen Antibiotika bei 28 °C
unter Schiitteln 2 Tage lang vermehrt. 1.5 ml der Kultur wurden durch Zentrifugation se-
dimentiert. Nach vollstindigem Entfernen des Uberstandes wurden die Zellen in 100 ul
eiskaltem Lysispuffer (50 mM Glucose; 25 mM Tris-HCI, pH 5.8; 10 mM EDTA und
4 g/ml Lysozym) resuspendiert. Die Lyse der Zellen erfolgte wihrend einer Inkubation von
30 min bei Raumtemperatur. Nach Zugabe von 200 pl 0.2 M NaOH, 1.0 % SDS und Mi-
schen fand erneut eine Inkubation fiir 30 min bei Raumtemperatur statt. Anschlieend
wurde der Ansatz mit 150 pl einer kalten 3 M Natriumacetatlosung, pH 4.8 neutralisiert,
5 min auf Eis inkubiert und fiir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit 600 pl I-
sopropanol gemischt und zentrifugiert. Die pelletierte Plasmid-DNA wurde mit 70 %igem
Ethanol gewaschen, getrocknet und schlieBlich in 50 pl TE aufgenommen.

2.4.12.4 Aufreinigungssysteme

Waren hohe Reinheitsgrade erforderlich, wurden fiir die Aufreinigung der Plasmid-DNA
das WizardPlus Mini- und Midiprep-System (Promega) nach Angaben des Herstellers ein-

gesetzt.
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2.4.12.5 TA-Klonierung der isolierten PCR-Produkte

Durch die matrizenunabhéngige, terminale Transferase-Aktivitit der nativen Tag-DNA-
Polymerase (Clark, 1988) wird an den 3°-Enden eines DNA-Doppelstranges je ein Nukleo-
tid, vorzugsweie Adenin, angefiigt. Bei der Ligation wurde das derartig adenylierte PCR-
Produkt mit einem Vektor verkniipft, der jeweils an den 5’-Enden ein iiberhdngendes
Thymin besitzt. Es wurden kéufliche Systeme oder selbst hergestellt Vektoren verwendet.

Die Synthese solcher TA-Vektoren erfolgte nach Marchuk et al. (1990).

2.4.13 Ligation

T4 DNA-Ligase katalysiert durch Ausbildung einer Phosphodiesterbindung die Verkniip-
fung von zwei DNA-Fragmenten (Vektor und Insert) miteinander. Bei der Ligation wird
unter Verbrauch von ATP eine kovalente Bindung zwischen der 5’-Phosphatgruppe der

einen Kette und der 3’-Hydroxylgruppe der zweiten DNA gebildet.

Ligationsansatz: Iul 10x Ligasepuffer (MBI)
1 ul  T4-DNA-Ligase (1U, MBI)
I ul  Vektor DNA (5 - 15 ng)
4-7 ul  Insert DNA (10 - 800 ng)
add 10pul  HO

Die Kondensation erfolgte tiber Nacht bei 16 °C.

Die Ligation mit dem pCRII TOPO Vektor erfolgte nach dem Protokoll des TOPO TA
Cloning Kits™ (Invitrogen).

Die Ligationen der cDNA-Molekiile PTK2 und PtKUPI in pVKH-35S-pA1 wurden in den
Verhiéltnissen 1:1, 1:3, 1:10, 1:16, 1:21 (Vektor zu Insert) angesetzt.

2.4.14 Restriktionsanalyse

Rekombinierte Plasmide wurden durch Restriktionsanalyse auf erfolgreiche Insertion un-
tersucht. Falls notig, wurde so auch die Orientierung des Inserts ermittelt. Des Weiteren
wurden Restriktionsenzyme benutzt, um Vektoren und Inserts fiir Ligationen vorzuberei-

ten.
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Die Restriktionsendonukleasen wurden unter Verwendung der mitgelieferten Puffer-
systeme nach Angaben der Hersteller eingesetzt. Fiir die quantitative Spaltung wurden

je pg DNA fiinf Enzymeinheiten eingesetzt.

2.5 Sequenzierung und Sequenzanalyse

Sédmtliche Sequenzierungsreaktionen beruhten auf der Didesoxymethode nach Sanger
(Sanger, 1977) und wurden mit dem LiCOR 4200 (LiCOR) von Frau S. Michel (Chemie-

laborantin, Julius-von-Sachs Institut, Universitit Wiirzburg) durchgefiihrt.

DNA-Sequenzen wurden mit dem Programm MacDNAsis Pro V3.6 (Hitachi Software
Engineering) analysiert. Homologien von DNA- und abgeleiteten Peptidsequenzen zu be-
kannten DNA- und Peptidmolekiilen wurden iiber den Blast-Algorithmus (Altschul et al.
1990) am NCBI-Server (National Center for Biotechnology Information, Bethesda, Mary-
land, USA) ermittelt. Aminosdurenvergleiche wurden mit dem Programm ClustalW
(Stoesser et al., 2002 und 2001) am EBI-Server (European Bioinformatics Institute, Cam-
bridge, England; http://www.ebi.ac.uk/clustalw/) durchgefiihrt und mit dem Programm
Boxshade (http://www.ch.embnet.org/software/BOX form.html) graphisch dargestellt.
Phylogenetische Bdume wurden mit dem Programm TreeView (Win32) 1.6.6 (Page, 2001)
erstellt. Die Bestimmung der Ahnlichkeit von Proteinsequenzen erfolgte mit Clustal X und

GeneDOC 2.6.

2.6 Bakterien

2.6.1 Verwendete Stimme und Vermehrung

Die benutzten Bakterienstimme stellten Abkommlinge des Escherichia coli Stammes K12,
der Agrobacterium tumefaciens Stimme GV3101 bzw. LBA4404 und des K'-Aufnahme-
defizienten Escherichia coli Stammes LB2003 dar.

Benutzte Stimme: XL1-Blue MRF’

Topl10F’ (Invitrogen)
IM 110

Agro GV3101

Agro LBA4404
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LB2003 (-TrkG und —-TrkH, -Kup (-TrkD), -Kdp,
freundlicherweise von Prof. K. Altendorf, Osnabriick,

zur Verfligung gestellt)

Mit Ausnahme des E.coli Stammes LB2003 wurden sdmtliche Bakterien in LB-Medium
angezogen. Das LB2003-Nédhrmedium zeichnet sich durch eine hohe Kaliumkonzentration
aus. Dabei wurden nach Komplementation des Stammes durch Transformation mit Kali-

umtransportern und fiir den Wildtyp (WT)-Stamm unterschiedliche Medien benutzt:

WT-Medium: 10g Trypton
5¢g Hefe-Extrakt
10g KCI
Komplementationsmedium: 10g Trypton

2 g Hefe-Extrakt
100 MM Mannitol

Fiir die Kultivation auf Platte wurde den Medien 1.5 % Agarose hinzugefiigt.

Sdmtliche Ndhrmedien wurden fiir 20 min bei 121 °C autoklaviert. AnschlieBend wurden
fiir den Selektionsdruck die Antibiotika steril zugegeben. Die Bakterien wurden in Fliis-
sigmedien unter Schiitteln oder auf Agarplatten bei 37 °C (E.coli) bzw. 28 °C (4. tumefa-

ciens) vermehrt.

2.6.2 Halo-Essay

Mit dem Halo-Essay wurde der Effekt mono- und divalenter Kationen auf das Bakterien-
wachstum transformierter LB2003 ermittelt. Dazu wurden ca. 10° Zellen in 0.7 % Kom-
plementationssagar resuspendiert und auf Platten des selben Mediums (s. 2.5.1) gleichma-
Big verteilt. Kleine, sterile Filter-Plattchen wurden mit 1 M Testlosung (CaCl,, TEACI,
CsCl, BaCl,, ZnCl,, GdCI, und Al,Cl;) getrankt und auf den Agarplatten verteilt. Die Bak-
terien wurden fiir 1 - 2 Tage bei 28 °C inkubiert. Erschien um die Filter-Plittchen ein kla-
rer Hof, waren die transformierten Bakterien durch die entsprechenden Substanzen in ih-

rem Wachstum beeintrichtigt.
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2.6.3 Chemischkompetente Zellen und Transformation von E.coli

Die Aufnahmefédhigkeit von Bakterienzellen fiir Fremd-DNA erhoht sich durch chemische
Behandlung der Zellwand mit divalenten Rb-Kationen (Hanahan, 1983). Die hier verwen-
deten, kompetenten E. coli XL1-Blue MRF’ bzw. LB2003 Zellen wurden selbst hergestellt
oder im Fall der TOP10F’-Zellen (Invitrogen) kduflich erworben. Die Transformation wur-

de nach Inoue et al. (1990) durchgefiihrt.

2.6.4 Elektrokompetente Zellen und Transformation von A. tumefaciens

Agrobakterien des Stammes GV3101 bzw. LBA4404 wurden nach ca. 20 h Anzucht bei
28 °C in 400 ml LB-Medium auf Eis abgekiihlt und anschlieend 15 min lang bei 3840 x g
(GS-15R, Beckman) sedimentiert. Das Pellet wurde zweimal in 1 mM HEPES, pH 7.5
resuspendiert, zentrifugiert und anschlieBend in einer 1 mM HEPES-Glycerinldsung
(10 %) pH 7.5 aufgenommen. Nach erneuter Zentrifugation fiir 10 min bei 3840 x g wur-
den die Agrobakterien in 800 ul derselben Losung resuspendiert, aliquotiert, in fliissigem
Stickstoff schockgefroren und bei - 85 °C gelagert.

Die elektrokompetenten Agrobakterien wurden mit den entsprechenden Plasmiden trans-
formiert. Dazu wurden 40 pl aliquotierte Agrobakterien auf Eis aufgetaut und 1 pl des zu
transformierenden, salzfreien Plasmids zu den Agrobakterien gegeben. Nach Uberfiihrung
in eine Elektroporationskiivette (Eppendorf) wurde mittels Elektroporator (Eppendorf
2510) ein Spannungspuls von 2.5 kV mit einer Linge von maximal 5.4 ms erzeugt. Die
Kiivette wurde anschlieend sofort auf Eis gekiihlt und die Bakterien mit 2 ml LB-Medium
versetzt. Die transformierten Agrobakterien wurden vor dem Ausplattieren auf LB-Agar

fiir zwei Stunden bei 28 °C geschiittelt.

2.7 Transformation von Pflanzen durch A. tumefaciens

2.7.1 Transformation von A. thaliana

Die Transformation von A. thaliana erfolgte nach Clough and Bent (1998). Unter Langtag-
bedingungen, im Gewéchshaus angezogene, 8 - 10 Wochen alte Arabidopsis-Pflanzen mit
Schoten und Bliiten wurden am Tag vor der Transformation in eine Feuchtekammer {iber-
fiihrt. 10 ml einer Ubernachtkultur des Agrobacterium tumefaciens Stammes GV3101,
transformiert mit Promotor-Reportergen-Konstrukten, wurden eingesetzt, um am Trans-

formationstag 400 ml LB-Medium mit den entsprechenden Antibiotika anzuimpfen. Nach
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Erreichen einer ODgpp von 0.8 - 0.9 wurden die Agrobakterien durch Zentrifugation sedi-
mentiert und in ca. 500 ml einer frisch angesetzten 5 %igen Saccharose- und 0.05 %igen
Silwet L-77-Losung (LEHLE SEEDS) resuspendiert. Nach Abschneiden samtlicher Scho-
ten wurde der gesamte oberirdische Teil der Pflanzen in die Agrobakterien-Losung ge-
taucht und vorsichtig 3 - 5 sec. geschwenkt. Die nun mit einem Agrobakterien-Film {iber-
zogenen Arabidopsis-Pflanzen wurden fiir 20 h abgedunkelt. Nach einer Woche wurde der
Transformationsvorgang wiederholt, jedoch ohne Abschneiden der Schoten von den Pflan-
zen. Die Pflanzen verblieben solange unter Langtag-Bedingungen im Gewichshaus, bis die

neugebildeten Schoten gereift waren und die Samen abgeerntet werden konnten.

2.7.2 Transformation von P. tremula x P. tremuloides

Zur Herstellung transgener Pflanzen dieses Pappel-Hybrids wurden nach Transformation
von Agrobakterien mit den geeigneten sense- und antisense-Konstrukten der verschiede-

nen Transporter zwei verschiedene Transformationsmethoden ausgewahlt.

2.7.2.1 Transformation nach Leplé et al., 1992

Blattstiele bewurzelter, 8 - 10 Wochen alter Agarkulturen (2.1.1), wurden nach Abtren-
nung von den Pflanzen und Spalten mit dem Skalpell zwei bis drei Tage auf MS-Agar-
Medium mit 10 uM NAA und 5 pM 2-iPA gebracht und bei 26 °C im Dunkeln gehalten.
Einzelkolonien plasmidtragender Agrobakterien wurden in LB-Medium mit geeigneten
Antibiotika angeimpft und iiber Nacht bei 28 °C vermehrt. Am folgenden Tag wurden die
Agrobakterien abzentrifugiert, in MS-Medium resuspendiert und auf eine ODgyp von 0.3
eingestellt. In diese MS-Agro-Losung wurden die vorbehandelten Blattstiele tiberfiihrt und
abgedunkelt 16 h (100 rpm) bei 26 °C geschiittelt. Danach wurden die Blattstiele auf die
Original-MS-Platten der Vorinkubation zuriick gebracht, wo sie zwei Tage bei 26 °C im
Dunkeln inkubiert wurden. 7 Tage nach Transformationsbeginn erfolgte die Dekontamina-
tion durch mehrfaches Spiilen in reinem, sterilem Wasser, sowie sterilem Wasser, das mit
Tetracyclin (25 mg/l) versetzt war. Nach Abtrocknen wurden die infizierten Blattstiele auf
MS-NAA-2iPA-Platten iiberfiihrt, die zusdtzlich Antibiotika (250 mg/l Carbenicillin,
150 mg/l Timentin, Gemisch aus Ticarcillin Disodium und Kalium Clavulanat, Nauerby et
al., 1997, Duchefa) zum Abtoten der Agrobakterien enthielten. Die Platten wurden weiter
im Dunkeln bei 26 °C inkubiert. Nach 10 Tagen wurden die nun angeschwollenen Petiolen

auf das gleiche Medium frisch umgesetzt. Nach 30 Tagen wurde den Medien zur Selektion
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transformierter Zellen 0.1 uM Thidiazuron (Duchefa) und 50 mg/l Kanamycin zugegeben.
Die Blattstiele wurden ab diesem Zeitpunkt bis zur Sprossinduktion unter regelméfigem
Wechsel des Mediums nach 28 - 30 Tagen im Langtag (2.1.1) weiter kultiviert.

Nach Sprossinduktion und Blattbildung sollten die Sprosse vom Kallus abgetrennt und in
hormonfreies Bewurzelungs-Medium (0.5 x MS-Medium, 250 mg/l Carbenicillin, 50 mg/1
Kanamycin) liberfiihrt werden.

Parallel zu Transformationsversuchen wéhrend dieser Dissertation, wurden mit der glei-
chen Methode von der Arbeitsgruppe U. Nehls (Uni Tiibingen) ebenfalls Pappeln des Hyb-
rid-Klons T89 mit einem aus dieser Dissertation hervorgegangenen Konstrukt transfor-

miert.

2.7.2.2 Transformation nach Tzfira et al., 1997

Sterile Sprossstiicke mit einer Lédnge von ca. 1 cm wurden dem Transformationsprotokoll
entsprechend bis zur Sprossbildung behandelt, mit Agrobakterien infiziert, kokultiviert und
weiter auf Regenerationsmedium inkubiert. Nach der Sprossbildung wurden die Sprosse
vom Kallus abgetrennt und sollten anschlieBend zu einer vollstindigen Pflanze regeneriert

werden.

2.8 In situ-PCR

Fiir die zellspezifische Lokalisation von zwei Kaliumtransportern (P7K2 und PtKUPI)
wurden in situ-Polymerase-Kettenreaktionen (modifiziert nach Johansen, 1997) auf Diinn-
schnitten von Staimmchen und Knospen ca. drei Monate alter P. x tremula x P. tremuloides

Hydrokultur-Pflanzen durchgefiihrt.

2.8.1 Diinnschnitte

Ca. 1.5-2.5 mm lange Stimmchen sowie ganze Knospen wurden in Fixierlosung iiber-

fiihrt, Vakuum-infiltriert und bei Raumtemperatur (RT) fiir mindestens 20 h inkubiert.

Fixierlosung: 31.5ml 100 % EtOH
2.5 ml konz. Essigsdure
2.7 ml Formalin

13.3 ml H,O
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Nach zweimaliger 30 min Inkubation in absolut. Ethanol bei RT wurde der Alkohol fiir
jeweils 40 min gegen 3:1-, 1:1- und 1:3-Gemische aus Ethanol und Roticlear (Roth) gegen
Roticlear ausgetauscht. In einem weiteren Schritt wurde das Gemisch durch reines Roti-
clear ersetzt (30 min bei 30 °C in 100 % Roticlear). Die endgiiltige Fixierung erfolgte in
Paraplast (Sigma). Dazu wurde das Pflanzenmaterial zunéchst bei 42 °C iiber Nacht in, mit
Paraplast gesittigtem, Roticlear inkubiert. AnschlieBend folgte eine Inkubation in reinem
Paraplast bei 62 °C.

Mit einem Mikrotom (Leica, RM 2165) wurden 8, 10 und 15 pM Schnitte angefertigt. Zum
Entparaffinieren wurden die Objekttriger nacheinander in folgende Losungen bei RT iiber-
fiihrt: zweimal flir jeweils 5 min in 100 % Roticlear; fiir jeweils 2.5 min in 100 %, 80 %,
60 %, 30 % Ethanol und abschlieBend fiir 10 min in PBS-Puffer (Phosphate buffered
saline, pH 7.4 nach Sambrook et al., 1989).

2.8.2 Protease-Verdau, Acetylierung und DNase-Behandlung

Die Reaktionszeit der Protease wurde in Abhédngigkeit vom jeweiligen Gewebetyp opti-
miert. Die Objekttriger wurden dazu fiir 15, 30 und 60 min bei 37 °C mit 50 pl Pepsin
(2 mg/ml) in 0.01 N HCI pro Gewebeschnitt bedeckt. Die Reaktion wurde in DEPC-H,O
gestoppt.

Restliche Proteasen und RNasen wurden durch Acetylierung inaktiviert. Dazu inkubierten
die Objekttriger unter starkem Riihren in 1.5 mM Triethanolamin pH 8.0 in einer Farbe-
schale, wobei tropfenweise 1 ml Acetanhydrid zugegeben wurde. Nach weiterem 10 min
Riithren wurde die Losung durch PBS ausgetauscht. Nach 5 min Inkubation wurden die
Objekttrager mit DEPC-H,0 gespiilt, anschlieBend in reinem Ethanol inkubiert und dann
bei RT getrocknet.

Um ausschlieBlich die vorhandenen Transkripte der Transporter in den jeweiligen Schnit-
ten zu amplifizieren, erfolgte vor der in situ-RT-PCR ein DNase-Verdau. Auf jeden Schnitt
wurden dazu 40 pl DNase I Losung (Amersham, 160 U/Schnitt) pipettiert. Die Objekttra-
ger lagen flir zwei Stunden in einer Feuchtekammer bzw. fiir 16 h bei 37 °C mit amplico-
ver-disks und —clips bedeckt im Thermocylcer (Perkin Elmer, Gene Amp, In situ PCR
system 1000). Nach der Inkubation wurden die Schnitte zweimal mit DEPC-behandeltem

Wasser gewaschen und im Anschluss fiir die RT-PCR bei RT getrocknet.
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2.8.3 RT-PCR in situ

Die Reverse Transkription erfolgte fiir 1 h bei 42 °C in einer Feuchtekammer. Dabei wurde

pro Objekttriger je ein Gewebeschnitt als positive Probe bzw. als Negativkontrolle behan-

delt.

RT-positiv-Ansatz: 13.5 ul
Sul

2.5 ul

3ul

I ul

RT-negativ-Ansatz: 14.5 pl
Sul

2.5 ul

3ul

0 pl

2.8.4 PCR in situ

H,O (DEPC)

5 x RT-buffer (Promega)
10 mM dNTP’s
Hexanukleotide (150 ng)
M-MLV RT (100 U/ul)

H,O (DEPC)

5 x RT-buffer (Promega)
10 mM dNTP’s
Hexanukleotide (150 ng)
M-MLV RT (100 U/ul)

Nach in situ-RT-PCR (2.4.4.2) und zweimaligem Waschen in Wasser (DEPC) wurden die

Schnitte mit dem PCR-Ansatz {iberschichtet und mit amplicover-disks (Perkin Elmer) bzw.

amplicover-clips (Perkin Elmer) bei 70 °C verschlossen. Im Thermocycler wurde die PCR

nach Tab. 2.7 durchgefiihrt.

PCR-Ansatz: Sul
10 pl

Sul

0.3 ul

1 ul

1 ul

2 ul

add 50 pl

10 x PCR-Puffer (ohne MgCl,)

25 mM MgCl,

10 mM dNTP

Dig-11-UTP 1 nmol/ul, Roche (10 uM final)
sense-Primer (100 pmol/pl)
antisense-Primer (100 pmol/ul)
Tag-Polymerase (5 U/ul, Biotherm)

H,O
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Programm des Thermocyclers:

Zyklenzahl Denaturierung Annealing Elongation
1 94 °C fiir 2 min
35 94 °C fiir 30 sec 52 °C fiir 1.5 min 72 °C fiir I min

Tab. 2.7 PCR in situ.
Nach der PCR wurden die Objekttriger zweimal fiir je 10 min in H,O bidest. und absolut.
EtOH gewaschen und anschlieBend luftgetrocknet.

2.8.5 Detektion

Die Schnitte wurden fiir 30 min bei RT mit je 100 ul Blocking Puffer (Dig High Prime
DNA Labeling and Detektion Starter Kit II, Boehringer) in Maleinsédure Puffer (100 mM
Maleinséure, 150 mM NaCl, pH 7.5) bedeckt. Im Anschluss daran wurden die Objekttrager
mit je 50 ul Anti-Dig-Losung (Anti-Digoxygenin-AP Fab fragments, 150 U/200 pul, Boeh-
ringer Mannheim) iiberschichtet und fiir eine Stunde bei Raumtemperatur in einer Feuch-
tekammer inkubiert. Nach zwei Waschschritten (15 min) in AP-Puffer (100 mM Tris pH
9.5, 150 mM NaCl, 50 mM MgCl,) wurden die Schnitte mit je 100 pl NBT/BCIP-Losung
(Nitro Blue Tetrazolium/ 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolylphosphat, Promega) bedeckt und
lichtgeschiitzt fiir 7 - 30 min bei RT inkubiert.

Amplifikationsprodukte wurden mit einem Axiovert 135 Lichtmikroskop (Zeiss) als violet-
tes Priizipitat identifiziert und lokalisiert. Nach Neutralrot-Anférbung, Uberschichten mit
Kaisers Glyceringelatine (MERCK) und Aushérten wurden die Ergebnisse mit einer Digi-
talkamera (PDMC-2, Polaroid) dokumentiert.

2.9 Immunofluoreszenz-Mikroskopie

Fiir den Protein-Nachweis der Kaliumkanidle PTORK und PTK?2 wurden Stimmchen ein-
bis zweijdhriger Pappeln eingesetzt. Im C-Terminus der Proteine wurden nach Sequenz-
analyse genspezifische Bereiche ermittelt, die flir die Antikorper- Synthese geeignet waren.
Affinitatsgereinigte Peptidantikorper (Kaninchen) fiir die Aminoséuren 1-20 (PTORK)
und 6 - 24 (PTK2) wurden von der Firma Biogenes (Berlin) kiuflich erworben.

Samtliche immunologische Nachweise der beiden Kaliumkanile wurden von C. Wind,
Institut fiir Holzforschung, Technische Universitdt Miinchen, durchgefiihrt (Wind C., Dis-
sertation 2003 in Arbeit).
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2.10 Elektrophysiologische Messungen

2.10.1 Heterologe Expression in Xenopus laevis

Die vollstindig prozessierten Transkripte aller klonierten Kaliumtransportergene wurden
iiber in vitro Transkription in cRNA tiberfiihrt. Diese wurde in Oocyten von Xenopus lae-
vis injiziert und sollte dort transient translatiert werden. Die Kanalproteine sollten nach
Integration in die Zellmembran mittels Zwei-Elektroden-Spannungsklemmen Technik

(engl.: Double-Electrode-Voltage-Clamp, DEVC) funktionell charakterisiert werden.

2.10.1.1 In vitro Transkription

Fiir die Expression in Xenopus laevis Oocyten wurden die cDNA-Vollldngen in den eigens
dafiir hergestellten pGEM HE TA-Vektor kloniert. Die in vitro Transkription wurde mit
dem MEGAscript T3/T7-System (Ambion) nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Qualitét
und GroBe der synthetisierten RNA wurden elektrophoretisch (2.3.3) kontrolliert.

2.10.1.2 Oocytenpriaparation und Injektion der cRNA

Die Operation der Xenopus laevis Frosche, sowie die Priparation der Xenopus laevis Oo-
cyten wurden von Herrn D. Geiger, Doktorand am Julius-von-Sachs Institut, Universitit
Wiirzburg, durchgefiihrt.

Glaskapillaren (312* Drummond #3-00-203-G/X, Drummond Scientific Company) wurden
mit einem Pipettenziehgerdt (Sutter 2000, Sutter) ausgezogen und mit einer Mikro-
schmiede (Leitz) an der Spitze gebrochen. Der Durchmesser der Austrittséffnung betrug
danach 1 -2 uM. Etwa 18 - 24 h nach der Oocytenprédparation wurden ca. 20 - 30 nl der
auf 0.75 pg/l eingestellten cRNA-LOsung mit einem automatischen Mikroinjektor (Pi-
cospritzer, General Valve) injiziert. Die Oocyten inkubierten bei 16 °C in ND96-
Penicillin/Streptomycin bis die transiente Expression des K'-Kanalproteins nach ein bis

drei Tagen nachgewiesen werden konnte.

2.10.1.3 Zwei-Elektroden-Spannungsklemmen Technik

Aufgrund ihrer GroB3e sind Xenopus laevis Oocyten fiir die elektrophysiologische Charak-
terisierung mittels DEVC-Technik gut geeignet. Das Membranpotential wird bei dieser
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Technik kontrolliert und gleichzeitig der iiber die Membran flieBende Strom gemessen
(Finkel and Gage, 1985).
Die Injektionen der cRNA’s und elektrophysiologischen Messungen wurden von D. Geiger

durchgefiihrt.

2.10.2 Patch-Clamp Technik an Protoplasten einer Populus Suspensionskultur

Die Ionenfliisse von Protoplasten einer Populus Suspensionskultur wurden in der ,,whole-
cell“-Konfiguration mit Hilfe der Patch-Clamp Technik analysiert. Der Aufbau des Mess-
platzes und die Patch-Clamp-Ableitungen folgten den Anleitungen von Hamill et al.
(1981) und sollen hier nur kurz dargestellt werden. Eine ausgezogene (Narishige, Narishi-
ge Scientific Instrument, Tokyo, Japan), mit Silikon (Sylgard 184 silicone elastomer Kkit,
Dow Corming, USA) beschichtete Glasmikropipette (Kimax-51, Kimble products, Vine-
land, NY, USA), welche die Ag/AgCl-Messelektrode ummantelte, wurde unter optischer
Kontrolle (Inverses Mikroskop, Axiovert 35, Zeiss, Jena) auf die Membran aufgesetzt.
Durch Anlegen eines leichten Unterdrucks in der Pipette wurde der Abdichtwiderstand
zwischen Pipette und Membran bis in den GQ-Bereich erhoht, so dass nach Erreichen des
hohen Abdichtwiderstands und nach Anlegen von Spannungen, Strdme durch Ionenkanéle
in der Membran flossen. Die Referenzelektrode wurde in die Badlosung eingetaucht. In der
»whole-cell“-Konfiguration war die gesamte Membran einer Zelle der elektrischen Ablei-
tung zuginglich. Nach Durchbrechen der Membran unter der Patch-Pipette infolge eines
kurzen Unterdrucks, wurde in wenigen Minuten das Cytoplasma gegen die Pipettenlosung
ausgetauscht. Die Strome wurden an einem EPC-7 Patch-Clamp Verstirker (HEKA, Lam-
brecht, Deutschland) aufgenommen.

Die Protoplasten der Zellkultur wurden enzymatisch von jungem und weillem Gewebe an
den Rindern der Zellhaufen isoliert, 2 - 5 Tage nach Wechsel des Zellkultur-Mediums. Die
Enzym-Losung setzte sich wie folgt zusammen: 0.8 % (w/v) Cellulase (Onozuka R10),
0.1 % (w/v) Pektolyase (Sigma), 0.5 % (w/v) BSA (Serva), 0.5 % (w/v) PVP (Sigma),
1 mM CaCl,, 8 mM MES/KOH pH 5.5, = 280 mosmol kg ' (D-Sorbitol). Am Ende wur-
den die Protoplasten bei 600 g und 4 °C fiir 10 min zentrifugiert.

Die Isolation der Protoplasten und die elektrophysiologischen Messungen wurden von A.

Stinzing, Doktorandin am Julius-von-Sachs Institut, Universitit Wiirzburg, durchgefiihrt.



50

3. Ergebnisse

3.1 Klonierungen von Kaliumtransportergenen aus Populus tremula L. x

P. tremuloides Michx.

Zu Beginn wurden Kaliumtransporter aus Populus tremula L. x Populus tremuloides
Michx., basierend auf den in der vorangegangenen Diplomarbeit (Langer, 2000) identifi-
zierten EST’s (engl.: Expressed Sequence Tags; Sterky et al., 1998), isoliert. Die EST’s
mit Homologien zu bekannten Vertretern der AKT2/3-Unterfamilie der pflanzlichen Sha-
ker-Kanile (BOO7P19u) bzw. der KT/KUP/HAK-Familie (A043P54u) aus dem Xylem-
Kambium-Phloem-Bereich des Pappel-Hybrids wurden freundlicherweise von der AG
Sundberg (Umed, Schweden) zur Verfligung gestellt.

Mit Hilfe degenerierter Primer in hochkonservierten Bereichen pflanzlicher Shaker-Kanéle
(Ache, 1997) wurde zusétzlich aus oberirdischem Sprossgewebe ein Fragment mit hoher
Sequenzdhnlichkeit zu K'-Kanilen der KAT1-Unterfamilie und spiter die dazugehorige

Vollldnge isoliert.

3.1.1 Klonierungen von PTK2 (Populus tremula K" channel 2) und PtKUPI (Populus

tremula K' uptake transporter 1)

Ausgehend von den EST’s konnten mit Hilfe von Marathon- und SMART-cDNA-
Bibliotheken aus dem Xylem-Kambium-Phloem-Bereich bzw. sich teilendem, oberirdi-
schem Sprossgewebe nach Amplifikation spezifischer 5’-terminaler Sequenzen die voll-
stindigen cDNA-Molekiile eines putativen Kaliumkanals und K-Transporters isoliert wer-
den (Abb. 13). Die cDNA des Kanals wurde aufgrund hoher Sequenzéhnlichkeiten mit
AKT2/3 im Folgenden als PTK2 bezeichnet. Die cDNA des Transporters konnte der
KT/KUP/HAK-Familie zugeordnet werden und erhielt im Weiteren die Bezeichnung
PtKUPI.

PTK2 PtKUP1

Abb. 13: PCR mit Volllingenprimern von PTK2 und

PtKUPI. Alle PCR’s zeigten als Hauptprodukt jeweils nur eine

Bande der erwarteten Grofe.
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3.1.2 Klonierungen von KPT1 (K channel Populus tremula 1)

Bei Aminosduren-Sequenzvergleichen bekannter pflanzlicher Kaliumkanédle der Shaker-
Familie fielen insbesondere drei hochkonservierte Bereiche auf. So waren in begrenzten
Bereichen der zweiten (S2) und sechsten (S6) transmembranen Doméne und der Porenre-
gion (P) (vgl. 1.4.2) mindestens sechs aufeinanderfolgende Aminosduren identisch (Abb.
14). Der Einsatz degenerierter Primer, die alle moglichen Kodierungen fiir diese Amino-

sduren-Bereiche abdeckten, sollte eine Amplifikation weiterer Kaliumkanal-Fragmente

ermoglichen.
s2
. : 5 ; _  EAT1
Abb. 14: Aminoséurenvergleiche der S2-, **T! E IO IVNGEPAIDIRLTFEVAYL
. . KE&T1 LEIGDN IVERFFAIDIMLTIFFVAY L
Poren- und S6-Regionen der pflanzlichen SIRK
EZM1l 1

Kaliumkanile KPT1, KST1 (K'-Trans-

porter aus Solanum tuberosum 1), KAT1 «xar:

TALYWEBITTLTITTTGYGDLHAENPR
TALYWBITTILTTTGYGCDHAENTDPER

TTLTTTGYGDLHAENPER
TERPYYWE ITTLTTTGYGDLHAENPR
TEILYWEBIGTLTTTGYEGDLHAENER

B3 B B3 B3 B BRI

EZMN1
(K"-Kanal aus Arabidopsis thaliana 1), £3T1
SEIRK
KAT2 (K"-Kanal aus Arabidopsis thalia- %871
na 2), SIRK (Stomatal Inward Rectifying

SIRE 2 LEFDIFYMLFNLGLTSYLIGEMTNLVV

+ e ES8T1 2 LFDIFYMLFNLGLT SYHI GFMTNLVV

K:ChannelaUSIﬁUS\HnUénﬂ und KZM1 rr1i 2 LFDIFYMLFNLGLTSYLI GEMTNLVV

EZM1 3 LFDI IHLFNLGLTHILIGFHTNLV‘L’

+ EAT1 2 BYLIGFMTNLVV
(K"-Kanal aus Zea mays 1). KATZ 2

Mit dem Primerpaar Ps und S6as konnte aus einer Pappel-cDNA oberirdischen Sprossge-

webes, neben zahlreichen anderen, die entsprechende Bande von ca. 200 bp identifiziert

(Abb. 15) werden.

Abb. 15: PCR-Produkte mit den degenerierten Primern Ps und S6as. Auf-

grund der hohen Homologie der Kaliumkanéle in dem Bereich zwischen der P- und S6-

Region kam nur die Bande von ca. 200 bp (markiert) in Frage.

Das Fragment wies Homologien zu dem in Schliezellen exprimierten Kaliumkanal KAT1
aus A. thaliana auf. Dieser neue Kaliumkanal aus der Pappel wurde analog als KPT1 be-

zeichnet.
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Nach Amplifikation von 5’- und 3’-Ende der KPTI-cDNA konnte aus einer Spross-
SMART-cDNA eine 2,3 kbp Bande als Volllinge von KPTI (Abb. 16) identifiziert wer-
den. Die Sequenzierung der Fragmente zeigte ein Start- und Stoppcodon mit einem offenen
Leseraster sowie eine Poly-Adenin-Sequenz am 3’-Ende. Nukleinsdurenvergleiche besta-

tigten die Zugehorigkeit von KPT'1 zur KAT1-Unterfamilie pflanzlicher Shaker-Kanéle.

KPT1

Abb. 16: PCR mit Vollldngenprimern von KPTI. Die PCR zeigte als

Hauptprodukt nur eine Bande mit der erwarteten Gréfie von 2250 bp.

2250 bp

Mit PTORK (Populus tremula outward rectifying K" channel), PTK2 und KPTI waren
jetzt Vertreter verschiedener Unterfamilien der pflanzlichen Shaker-Kanile sowie ein Ka-
liumtransporter (PtKUPI) der KT/KUP/HAK-Familie bekannt. Mit diesem Set von Kali-
umtransportern sollte nun eine Analyse der bei der Holzbildung wichtigen Kaliumfliisse
moglich sein. Die folgenden molekularbiologischen und physiologischen Studien wurden
daher unter baumspezifischen Aspekten durchgefiihrt. Von den orthologen Kanilen zu
PTORK und PTK2 aus A. thaliana war bekannt, dass sie am Kaliumtransport des Phloems
und Xylems beteiligt sind (z. B. Ache et al., 2001; Deeken et al., 2000 und 2002). Da die
Holzbildung in Bereichen des Kambiums und Xylems stattfindet und dort kontrolliert
wird, konzentrierten sich alle weiteren holzspezifischen Forschungen auf PTORK, PTK2
und PtKUP1. Dagegen wurde KPT1 eingehender in der ebenfalls baumspezifischen Blatt-

knospenentwicklung und im Blatt analysiert.

3.1.3 Sequenzanalysen

3.1.3.1 PTK2

Das durchgiingige Leseraster der abgeleiteten, kodierenden Sequenz von PTK2 war im 5°-
Bereich von einem potentiellen Translationsstart und im 3’-Bereich durch das Stoppcodon
»UAG" begrenzt (s. 8.4.1.1). Die Nukleinsduresequenz der kodierenden Region von PTK2

umfasste 2491 bp und wurde in der Sequenz-Datenbank des European Bioinformatics In-
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stitute, EBI, Cambridge, unter der Nummer AJ271447 abgelegt. Die in Abbildung 17 dar-
gestellte abgeleitete Peptidsequenz beinhaltet 830 Aminosduren mit einer vorhergesagten
Masse von 94,2 kDa und zeigte die typischen Strukturbereiche der Kaliumkanile des Sha-
ker-Typs mit sechs transmembranen Segmenten S1-S6 und einer Porenregion P zwischen

dem fiinften und sechsten membrandurchspannenden Bereich.

KPT1 1 - -[aF -k FEEQ REESEEVE VAGVEARGHF - - FESBLPESPEA Q I[JRAT
KAT1 1 --Ms1 R ERPEEIVIFAYNIDTIKQ SEJF - - A L |8 sj¥ela RIQ ST
PTK2 1 --lRRES----------- KRYQEHD SENPHQ DEPEILS s 11(B3riielv s s FREIN P
AKT2/3 1 MDLKYEASHCNLSSDMKLRREIHQHRGKGREERYPAEsIEILNN LI riqelv A s YREIN H

S1 S2
KPT1 47 LER--Y PN s[oy REYW AV YL VY sAwj]P F EldAF LidSiEEK A LF IjdDN I Vel F F 2
KAT1 47 LK --H PRINEIR Y REYW AV AL VY s awhde P F[RdA FEREREEK AR F 1D N I VR F F 2|
PTK2 48 IEQK| PNAEls RY RJWERERITNYL vA Y SAwW VY PF EAAF LY SEIPERIA LF{1 A DNV PBAF F A
AKT2/3 61 IENs PP S RY RAWE IRSUVIAL VA YSAWVY PF EMAF LI ¥l 1A DN IVPIFF A

S3
KPT1 RN V/D IE\L T F F V[AJEAD SERR4LILESIDP KK IA IR[Yp{S TWFdD V[sls TA P F QL sHL FEEEIN G I
KAT1 SNPRD T p{r. TF FVA YD SiERLIL VDIEP KK IAIRYL STWFESAD V[es Ta P F ol s AL FRERSY G B
PTK2 NI VDI VL TF FVAYRD ShRde)rr. VIIDEIIK IARR(YL sTwF LD VE\s TE]P F [ LERY EK V|
IS S F VAR SN DI VL TF FVAYMDEEIYLL vEFIP KT AR YL STWF LID VIS Thdp F pPNFARY L FiT cElEE S HTF]
S4 S5
KPT1 SN G F NRL R RAWRL RR VERYL FEARLEK DI RFINY FWIR CT|HLs vT LFIA\VHC AGE{FIJY LI AD R
KAT1 163 FRAL UL RAWRL RR VERJL FEARLER DI RFNIY FWIRCTINLES VT LFENHCAGCF]YY LI ADR
PTK2 SN IR PAL [FA L Rjdw RL RR VEO|L FRdRL ER DI RFE]Y FWER C[JL L@V T LF v HCclc cfRqY LA D R
-3 IV SR - B N e N PA L [eFA L. RIWRL RR VERSHL FRMRL EX DI RFFJY FWIR CHBIL LS VT LFMV HC AG CER4Y LT AD R|
P
KPT1 PP Y (PP T WIlGA VRPN FK EREIL WIMR Y WYUT AM[YW SRYT THAT TpdGY GD LEA[ENP RE ML FpJT
KAT1 PRI v PRIP)IIK T WI/GA V4P N FK EEY MR YT AYWsSTI TTHAT TfdcY GDEHAENP RE ML FpJI M
PTK2 PRPEI Y PHGKTWIGAVI PN FEIE bR YA MYW ST TTINT TRdGY ¢D L H APINERGE MEJFjd
AKT2/3 241 PRA[EERIT - D ARBRBIT b ERAR v p#NAFYw s T TTINT TRAG Y GD L H AEINpE{E M) F T
S6
KPT1 PREEINFINL GL TRYL[IG NM TN LV VEQUEEIR TESNF RiAAAIA A S I F EYNR N[o]L. P P REde}=] o} { 1. ER: 4 C|L. |4
KAT1 PEEINF NLGLTAYLIGNMTNLV VERUTER TERYF RBISEAIA 2 s folF ks R N[6]n. PEESREID o) 1. ER: 84 C|L. |4
PTK2 PREEINF NLGLTAYLIGNMTNLYV ViR THIR T)E F RN|shlida A sF\Ys RNJL P P RILED ofd .k c|z. |
J S 4 WA NN F N L GL TAYLIGNMTNLV ViRe TIIR TIWE F RN|shdida A SIF VAR NIL P P RILISD Qb4 1.EW Y C|1. )
KPT1 3 140 0 ERSANIEIL P KNI RE]S I FRYL FEAP I EXeR:FN
KAT1 3
PTK2 3
AKT2/3 3 4GV SR EPLIMAL v S KWK A E Y h{p P}l
KPT1 403 pLisc lelR E}dvidc)@N'8Nc DT F ¢ ElGMAL cER P oy TNAR T ko
KAT1 403 DFTVYN@JGHDQ FQ[elk AV Il ElSXeRAe v Ay YiBAYP F v iEd T
PTK2 408 A T 1 [of s ERR ERFNYCEBAR Bl c DI F ¢ EAGEYL c CR P Q EREWR T 14
AKT2/3 420 b4 1 1 Pl Y8R EEFJ VIAGEEAR [slc DfdFc EV GINL c cR PQF]Y TIH T}
KPT1 463 RN B N RN T 1 <[NP EFNEcREEN EL sM KPARAPEFPMBs ES NREIEWCS KRG - - - -
KAT1 463 SR\ 1 181 s REW SR A T HINH A PPXelr PERUNNL FMKARG QORI ARD - - - - - - - - - - -
PTK2 468 THERILIRIT T B Y v ARRN K N F A0 B Y KEEAK GHAMERRAT VH - FEEIE E
AKT2/3 480 sMERILIRIL IK[opINA TMLRNFMQ HE KK s NJREPBAK A Q QNEePIN T i
KPT1 519
KAT1 507
PTK2 525
AKT2/3 540
.
KPT1 554 CTRHE[LETAVED, Q. REWT PKALEE[QGNK
KAT1 535 nnnnn WDV INE T SDEENAM DESIE KED TREIMVERIME. - o o nncn s oo cancns nonEE. -
PTK2 585 i------ f{HIARD VNN TA LWEA I MARNIS DP HAAIGDL L Chda Aldo(N pEaH
AKT2/3 600i------ pdHER D VN[EINFJA LW EA Th YEIFR B2 1 s Dp Ef§AG DL L cda aAldo/N RAA:H
KPT1 614 SIHDMALN- --YENRNILNEHRIDF IESEHVERITKkKs QEKHEEGKKAL TRlvys sc IfrCP - -
KAT1 568 o g s s i AERARVERSS Shlmiale - - - - o o = RELRD S SKKDP YCSEENQ - -
PTK2 CEERHV MK L LK QGLN VD EJADJIHG{T AL Qv AMNERRHG D MV NL Lig%s G A v ApPAN T 1 B8] TSLN
AkT2/3 653 INASAAMBREIMEII T E Pl jaile] vESSARFSU AL D o MpRASSBAA TNIFNDNAV ¢ VRESANERIT P - - - -
KPT1 669 - - mmmmmm e e oo e e HDRDAKKSTK RVEST f:{R eI 1. [o]
KAT1 602 = m-m-mmmm e m e 11 KP[x REFEK JRATHEN - - MS
PTK2 697 RIME GRJoECcTscTGKSKES s sp c 14 skyYEXEERM v
AKT2/3 709 RVVEERE]E - - - - - - EER[]------ RVEIMR G|
KPT1 688 c - Yk BErM 1HAE NEEEE ¢ B s EEEREEI EHAF
KAT1 621 (RN F T S T NEA\DENA E T DRV I D G D i L by
PTK2 757 FBJARNA Bz EfAD S TE VI RDEIDJIL
AKT2/3 736 FBIGS E jpelA EI DS IEVIRDNDINL )Y
Ka

KPT1 747
KAT1 674
PTK2 817
AKT2/3 796

Abb. 17: Sequenzvergleich der Pappel-Kandle PTK2 und KPT1 mit den Arabidopsis-

Kanilen AKT2/3 und KATI. Identische Aminosiuren sind schwarz, Konservierte grau unterlegt. Die

transmembranen Segmente S1-S6 und die Porenregion P sind durch durchgezogene Linien hervorgehoben.
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Die potentiellen Bindestellen fiir cyclische Nukleotide (¢<(NMP) sind durch gestrichelte Linien markiert und
Ankyrin-Konsensus Doménen (ANK) durch gepunktete Rahmen in den PTK2- und AKT2/3-Sequenzen und

in KPT1. C-terminal hydrophobe und saure Doménen (K, K,) sind eingerahmt.

PTK2 zeigte im Vergleich mit weiteren Vertretern pflanzlicher Shaker-Kanile die grofiten
Ahnlichkeiten zu VFK1 (Vicia faba), dabei lag die Aminosiureidentitiit bei 68 %, zu SKT2
(Solanum tuberosum) bei 65 % und AKT2/3 (Arabidopsis thaliana) bei 63 %, allesamt
Mitglieder der AKT2/3-Unterfamilie (Abb. 18).

SKOR
SPORK AKT2/3
SKOR SPICK2
ZMK2
SPICK1
VFK1 +
AtGORI PTK2 Populus tremula K~ channel 2
NpKT1
SKT2
PTORK
Populus tremula Qutward AKT2/3
Rectifying K* channel
KST1
KDC1
AtKC KAT1
ATKC1 KA T1
KAT2
AKT5
KPT1
SPIK K channel Populus tremula 1
SIRK

TaAKT1
MKT1
ZMK1 LKT1 SKT1 AKT1

AKT1

Abb. 18: Phylogenetischer Baum pflanzlicher K'-Kanile des Shaker-Typs mit hervorge-

hobenen Pappel-Kanilen und den Unterfamilien (Kursiv). GenBank Zugangsnummern der Se-
quenzen: PTORK, AJ271446; AtGORK, AJ279009; SKOR, NM 123109; SPORK, AJ299019; ZMK2,
AJ132686; SPICK2, AF145272; SPICKI1, AF099095; VFKI1, Y10579; PTK2, AJ271447; NpKtl,
AB032074; SKT2, Y09699; AKT2/3, NM_118342; KSTI, X79779; KATI, NM 123993; KAT2,
NM 117939; KPT1, AJ344623; SIRK, AF359521; MKTI1, AF267753; AKTI1, NM 128222; SKTI,
AF237951; LKT1, X96390; ZMK1, Y07632; TaAKT1, AF207745; SPIK, AC006053; AKTS5, AJ249479;
AtKC1, U81239; KDCI1, AJ249962. Der phylogenetische Baum wurde anhand der Proteinsequenzen mit den

Programmen Clustal X and TreeView erstellt.

3.1.3.2 KPTI

Die Sequenzierung von KPT1 ergab ein durchgédngiges Leseraster von 2257 Nukleotiden,

flankiert von einem mdglichen Start- sowie dem Stoppcodon ,,UGA*. KPT1 wurde unter
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der Nummer AJ344623 in der GenBank von EBI abgelegt. Die abgeleitete Proteinsequenz
(Abb. 17) der codierenden Region umfasste 751 Aminosduren mit einer vorhergesagten
Masse von 85,93 kDa und wies, wie PTK2, neben einer kurzen N-terminalen cytosolischen
Region einen hydrophoben Kern aus sechs transmembranen Doménen auf. An den lipophi-
len Kern schloss sich eine 359 Aminoséduren lange C-terminale Region an, mit putativen
Bindestellen fiir cyclische Nukleotide, einer hydrophoben Doméne Ky und einer sogenann-
ten sauren Domine K. Nach Aminosiurenvergleich mit anderen Shaker-K'-Kanilen zeig-
te die KPT1-Proteinsequenz mit 67 % Aminosdureidentitit die hochsten Homologien zu
SIRK (aus Vitis vinifera, Pratelli et al., 2002; s. Abb. 18) und mit jeweils 58 % Identitéit zu
KAT2 (Pilot et al., 1997) und KAT1 (Anderson et al., 1992; beide aus A. thaliana).

Nach ausfiihrlicher Sequenzanalyse wurde ein fiir diese Unterfamilie untypisches Charak-
teristikum in KPT1 entdeckt. So enthielt die Aminosduresequenz eine kleine putative An-
kyrin-Konsensus Doméne hinter der Bindestelle fiir cyclische Nukleotide (s. Abb. 17 und
19). Bislang wiesen nur die Peptidsequenzen der AKTI1-, AKT2/3- und SKOR-
Unterfamilien eine derartige Sequenz auf. Im Gegensatz zu KPT1, der nur eine Abfolge
dieser Doméne besitzt, verfiigen sie jedoch iiber fiinf bis sechs aufeinanderfolgende Moti-
ve. Die zusitzliche Ankyrin Doméne war fiir die geringere Homologie zwischen KPT1 und
den anderen KAT1-Vertretern verantwortlich. Lediglich SIRK, wie KPT1 aus einer mehr-
jéhrigen Pflanze isoliert, zeigt ebenfalls diese Doméne (Abb. 19 b). AuBlerdem enthalten
KPT]1, SIRK und KSTI1, verglichen mit den restlichen KAT1-Kanélen, in der hochkonser-

vierten Porenregion zwei abweichende Aminosduren (vgl. Abb. 14).
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Abb. 19: (a) Schematische Darstellung einiger abgeleiteter regulatorischer Doménen von

KPT1 und (b) Sequenzvergleich der Ankyrin-Domédne von KPT1 und SIRK. (ion

trans = Domaéne fiir den lonentransport; cNBD = Bindestelle fiir cyclische Nukleotide; Ankyrin = Ankyrin-

Doméne).
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3.1.3.3 PtKUPI

PtKUPI besal} ein durchgiingiges Leseraster von 2331 Nukleotiden mit ,,UAA* als Stopp-
codon. Die abgeleitete Proteinsequenz des codierenden Bereichs umfasste 774 Aminosdu-
ren mit einer vorhergesagten Masse von 87,3 kDa. Die cDNA-Sequenz wurde unter der
Nummer AJ299422 in der Datenbank von EBI abgelegt. Im Gegensatz zu PTK2 und KPT1
ergaben Sequenzanalysen keine Zugehorigkeit zu den Kaliumkanilen. Vielmehr lieB sich
PtKUPI1, wie bereits vermutet, aufgrund von Sequenzhomologien den pflanzlichen

KT/KUP/HAK-Transportern (z. B. Méser et al., 2002) zuordnen (s. Abb. 20 und 21).
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Abb. 20: Sequenzvergleich des Pappel-Transporters PtKUP1 mit AtTrhl (4. thaliana Tiny
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Root Hair 1; Rigas et al., 2001) und AtKT1/KUP1 (4rabidopsis thaliana K uptake trans-

porter 1, Kim et al., 1998) aus A. thaliana. 1dentische Aminosduren sind schwarz, Konservierte grau

unterlegt. Die putativen transmembranen Segmente nach Kim et al. (1998) S1-S12 sind durch durchgezoge-

ne Linien hervorgehoben.

Diese Familie zeichnet sich durch hohe Homologien zu nicht-pflanzlichen Kaliumtranspor-
tern aus Escherichia coli und Schwanniomyces occidentalis aus (Kim et al., 1998). So be-
trugen die Aminosdurenidentitit von PtKUP1 zu den Transportern Kup (E. coli) bzw.
HAKI1 (8. occidentalis) 20 % und die Aminosdurendhnlichkeit 40 %. PtKUP1 war mit
64 % ldentitit auf Aminosiure-Ebene dem Arabidopsis-Transporter AtTrh1 am &hnlich-
sten (s. Abb. 20 und 21).
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Abb. 21: Phylogenetischer Baum pflanzlicher K'-Transporter der KT/KUP/HAK-Familie

mit hervorgehobenem Pappel-Transporter. GenBank Zugangsnummern der Sequenzen: HVHAK 1A,
AF025292; HvHAK?2, AF129479; AtKT1/KUP1, AF012656; AtKT2/KUP2, AF012657; AtHAKS,
AF129478; PtKUP1, AJ299422; AtTrhl, AJ296155; McHAKI1, AF367864; McHAK?2, AF367865; Os-
HAK2, C011806; AtNP_181586; AtNP 196992; AtT01493; OsACO011806; AtNP_186854; AtKT3/KUP3,
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AF207621; AtNP_181051; OsBAB64735; AtAAD21693; AtNP 174397, AtNP_176222; AtNP_193729;
PceHAK1, BAB32443/AB055630; PceHAK1A, BAB32444/AB055631; HvT04379; OsT04379/AP003272;
AtKTSA, T04970; AtKTS5B, NP_195079/Nc 003075; AtNP_196502; AtNP _193078. Der phylogenetische

Baum wurde anhand der Proteinsequenzen mit den Programmen Clustal X and TreeView erstellt.

Fiir AtTrhl wurde eine Struktur, bestehend aus einer kurzen hydrophilen N-terminalen
Domaéne, einer groen hydrophoben mittleren Region mit 14 transmembranen Segmenten
und einem lédngeren C-terminalen Bereich, diskutiert (Rigas et al., 2001). Dagegen wurden
basierend auf Hydrophobizitits-Analysen fiir AtKUP1 12 membrandurchspannende Do-
ménen vorgeschlagen (Kim et al., 1998). Bis zur Kristallisation eines Proteins dieser Fami-
lie und der NMR-spektroskopischen Auswertung ldsst sich die Struktur nicht eindeutig
feststellen, so dass auch fiir Pt(KUP1 nur Vermutungen getroffen werden kdnnen. Der Ver-
gleich der Proteinsequenzen zeigte jedoch, dass PtKUP1 und AtTrhl gegeniiber AtKUPI
ca. 60 zusitzliche Aminsduren im C-terminalen Bereich besitzen (s. Abb. 20). Aufgrund
dieser Verldngerung des Proteins konnten zwei zusitzliche, membrandurchspannende

Segmente fiir PtKUP1 und AtTrh1 vermutet werden.

3.2 Einfluss des Kaliums auf die Holzbildung

Um die Ergebnisse der molekularen Grundlagen des Kaliumtransports im Baum mit mor-
phologischen und physiologischen Aspekten der Kaliumversorgung zu verkniipfen, wur-
den Kaliumgehalte verschiedener Gewebe der Pappel im Jahresverlauf bestimmt (Wind,
2003 und dariiber hinaus der Einfluss der Kaliumversorgung auf das Kambium und die

ausdifferenzierten Gewebe des Phloems und Xylems untersucht (Arend, 2001).

3.2.1 Anderungen der Kaliumkonzentration im Baum

Die Kaliumgehalte wurden mittels Energiedispersiver Rontgenanalyse (Fromm et al.,
1987) bestimmt. Die Kaliumkonzentration des Kambiums variierte signifikant im Verlauf
des Jahres. So wurden im Sommer hohe Kaliumgehalte bestimmt, die sich auf ein Drittel
im Winter reduzierten (Abb. 22 a). Eine signifikante Abhédngigkeit der Kaliumgehalte
kambialer und sich differenzierender Xylemzellen von der Kaliumversorgung konnte
durch experimentelle Anderungen des zugefiihrten Kaliums nachgewiesen werden (Abb.
22 b). Pflanzen, die unter niedrigen Kaliumbedingungen (0,05 mM K") kultiviert wurden,

enthielten in allen Zelltypen geringe und gleich verteilte Kaliumwerte. Eine Erhhung der
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Kaliumversorgung auf S mM K resultierte in einer generellen Verdopplung der gemesse-
nen Kaliumkonzentrationen. Nach Steigerung der Kaliumversorgung auf 10 mM K*
(=200fach K") erhohten sich die Kaliumgehalte in Fasern und kambialen Zellen auf das
Dreifache. Sie erreichten in sich differenzierenden Gefillen maximale Werte, die viermal
so hoch waren, wie die bei limitierenden K'-Bedingungen (Abb. 22 b). Bei einer Versor-
gung mit 10 mM Kalium vergroBerte sich zusétzlich die Zone der sich streckenden Xylem-
zellen um das Dreifache (Abb. 22 ¢ und d). Unter Kaliummangel setzte die Bildung sekun-
dérer Zellwinde frither ein, was in einem zeitigeren Abschluss der Differenzierung re-

sultieren konnte.
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Abb. 22: Effekt der Kaliumversorgung auf die Holzbildung in P. tremula x P. tremuloides

(Wind, 2003 und Langer et al., 2002). (a) Saisonale Anderungen der relativen Kaliumgehalte, EDXA

Peak/ Hintergrund Verhéltnisse (n =10 +/- SD). (b) Relative Kaliumwerte kambialer Zellen, sich differen-
zierender Fasern und Gefif3e, versorgt mit unterschiedlichen Kaliumkonzentrationen (n = 10 +/- SD). (c¢) und
(d) Stamm-Querschnitte zu Beginn einjihriger Pappeln, die in 0.05 mM K" (c) oder 10 mM K" (d) angezo-

gen wurden. K = Kambium, X = Streckungszone des Xylems.

3.2.2 Die Kaliumversorgung beeinflusst die Zellgrofle kambialer Derivate

Zum Nachweis eines Effekts der Kaliumversorgung auf die Zellgrofle von Gefdllen und
Fasern wurden bewurzelte Zweige von P. trichocarpa in Hydrokultur mit 1 bzw. 11 mM

Kalium kultiviert. Die iiber die Ndhrlosung zugefiihrte Menge an Kalium beeinflusste ei-
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nerseits den Kaliumgehalt des aktiven Kambiums (Abb. 23 a). So reduzierte sich die Kali-
umkonzentration im Kambium bei 10 mM niedrigerer K'-Versorgung um 35 %. Nach Be-
stimmung und Vergleich der Gefa3- und Faserweiten neu gebildeter Zellen zeigte sich
andererseits, dass sich die GefdBle infolge der reichlicheren Kaliumversorgung um etwa
30 % vergroBerten (Abb. 23 b). Dagegen beeinflusste die unterschiedliche Kaliumversor-
gung nicht die Ausdehnungen der neugebildeten Fasern. Im Vergleich zu den Zweigen, die
nur in 1 mM Kalium kultiviert wurden, fiihrte die Behandlung mit dem Kaliumkanalblo-
cker TEA" zu einer weiteren Verringerung der GefiB-Querschnittsflichen auf etwa die
Hilfte (Abb. 23 b). Der Effekt des Kaliumkanalblockers deutete auf eine Rolle der Kali-
umkanile an den Prozessen der GefiB- und somit der Holzbildung hin. Die durch TEA"
hervorgerufenen, kleineren GefalBweiten sind in Abb. 23 ¢ und d in Querschnitten von

Zweigen deutlich erkennbar.

(a) (b)
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Abb. 23: Relative, kambiale Kaliumgehalte und kaliumabhéngige GefaBBlumina (Arend,

2001 und Langer ef al., 2002). (a) EDXA, die relative Kaliumkonzentration des Kambiums stieg bei
einer Kaliumversorgung von 11 mM gegeniiber 1 mM um ein Drittel an. (b) Effekt einer Behandlung mit
unterschiedlichen Kaliumkonzentrationen und 5 mM TEA" auf die GefiBweiten. TEA" wurde lokal begrenzt
2 Wochen lang auf die duBere Zweigoberfliche aufgetragen. (n =10 +/- SD). (c) Der K'-Kanal Blocker
TEA' reduzierte die GewiBweiten, verglichen mit der unbehandelten Kontrolle vom gleichen Zweig unter-

halb der TEA - behandelten Region (d).
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3.3 Herstellung verschiedener Plasmide zur funktionellen Analyse

Um die Funktion der Kaliumtransporter bei der Xylogenese und Kaliumversorgung des
Baums aufzuklaren, wurden PTK2, KPT1 und PtKUP1 zundchst in heterologen Expressi-
onssystemen untersucht. Die Charakterisierung der entsprechenden Proteine erfolgte ent-
weder elektrophysiologisch mittels Zwei-Elektroden-Spannungs-Klemmen Technik
(DEVC, 2.10.1) oder durch Komplementation Kalium-Aufnahme-defizienter E.coli Mut-
anten (2.6.1 und 2.6.2). Transgene Pflanzen zur Untersuchung der morphologischen und
physiologischen Bedeutung des Kaliumtransports im mehrjdhrigen Baum sollten durch
Infektion mit A. tumefaciens erzeugt werden. Zum Nachweis der Funktionen der Kalium-

transporter mussten daher verschiedene Plasmide hergestellt werden.

3.3.1 Heterologe Expression in Xenopus laevis Oocyten

Fiir die Analyse der Kanaleigenschaften mittels DEVC in Xenopus laevis Oocyten wurden
die Volllaingen-cDNA’s von PTK2, KPTI und PtKUPI in den pGEM HE-Vektor (Liman
et al., 1992) eingefiigt. Anschliefend erfolgte durch in vitro Transkription die Herstellung
der cRNA (2.10.1.1), die in Xenopus Oocyten injiziert werden konnte.

3.3.2 Heterologe Expression im E.coli Stamm LB2003

PtKUPI und KPT1 konnten in Xenopus Oocyten nicht funktionell nachgewiesen werden.
Daher wurden sie durch Expression im E.coli Stamm LB2003 funktionell charakterisiert
(Uozumi et al., 1998). Zellen des LB2003 Stammes fehlen die Kalium-Aufnahmesysteme
Trk, Kdp und Kup und kénnen daher nur in Kulturmedien mit mehr als 5 mM Kalium
wachsen. Wird diese Kalium-Aufnahme-Defizienz durch Expression eines Kaliumtrans-
porters komplementiert, sind die Bakterien in der Lage, Kalium auch bei niedrigen Kon-
zentrationen aufzunehmen. Dafiir wurden die PtKUPI- und KPTI1-cDNA’s in den pCRII

TOPO Vektor in T7-sense Orientierung inseriert.

3.3.3 Transformation von A. tumefaciens zur Generation transgener Pappeln

Um die Auswirkungen eines verdnderten Kalium-Langstreckentransports auf die Holzei-
genschaften der Pappel zu untersuchen, konzentrierten sich die Arbeiten zur Generation

transgener Pappeln auf PTORK, PTK2 und PtKUPI1. Die entsprechenden PTORK-
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Konstrukte waren bereits fertiggestellt (Langer, 2000).

Es entstanden jeweils Plasmide fiir die Uberexpression (sense) und Repression (antisense)
der entsprechenden Kaliumtransporter.

Mit den verschiedenen Plasmiden wurden im Anschluss elektrokompetente Agrobakterien
der Staimme GV3101 und LBA4404 transformiert (s. 2.6.4). Die mit sense- und antisense-
Konstrukten transformierten Agrobakterien wurden fiir die Transformation von Pappeln

nach Leplé und Tzfira (2.7.2) eingesetzt.

3.4 Funktionsanalyse

Kanile gleicher Unterfamilien weisen funktionell dhnliche Charakteristika auf. Demzufol-
ge wurden bestimmte Funktionen fiir die Pappel-Kanile, sowie fiir PtKUP1 als Mitglied
der KT/KUP/HAK-Familie, erwartet. Wie schon fiir PTORK, wurde zur elektrophysiologi-
schen Funktionsanalyse von PTK2 cRNA in Frosch-Oocyten injiziert und die Genprodukte
mittels DEVC von D. Geiger, Julius-von-Sachs Institut, Universitit Wiirzburg, analysiert.
Erste elektrophysiologische Hinweise fiir das in vivo Vorhandensein von PTORK, PTK2
und dhnlichen Kanilen lieferten Patch-Clamp Messungen an Protoplasten einer Pappel-
Suspensionskultur, die von A. Stinzing, Julius-von-Sachs Institut, Universitit Wiirzburg,
durchgefiihrt wurden. Viele Kaliumkanéle zeigen in Xenopus Oocyten aus bisher unbe-
kannten Griinden keine Funktion (siehe z. B. Dreyer et al., 1997). Zu diesen Kanilen ge-
horte auch KPT1. PtKUPI liel sich, wie die meisten Vertreter seiner Familie, ebenfalls
nicht mittels DEVC funktionell charakterisieren. Daher erfolgte die Funktionsanalyse von
KPT1 und PtKUP1 durch Komplementation des Kalium-Aufnahme-defizienten E.coli
Stamms L.B2003.

3.4.1 Funktion von PTK?2

PTK2-exprimierende Oocyten zeigten die charakteristischen Eigenschaften eines schwach
spannungsabhingigen, nicht-gleichrichtenden Kaliumkanals mit instantanen und zeitab-
hiangigen Komponenten (Abb. 24 a und b; Marten et al., 1999; Lacombe et al., 2000; Bauer
et al., 2000; Langer et al., 2002). Damit konnte aus der Pappel, neben dem strikt auswirts-
gleichrichtenden PTORK, ein zweiter K'-Kanal funktionell nachgewiesen werden, der
sowohl K'-Auswirts- als auch K'-Einwirtsstrome vermittelt. Im Gegensatz zu PTORK
war PTK2 bei positiven und negativen Membranpotentialen aktiv. Bei Spannungen positiv

vom Kalium-Gleichgewichts-Potential wurde Kalium aus der Zelle entlassen. Das kalium-
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abhédngige Aktivierungsverhalten von PTK2 nach Nernst, seine Sensitivitit gegeniiber kat-
ionischen Kanalblockern und das Fehlen von Einwirtsstromen in Badlosungen, die aus-
schlieBlich Natrium und Lithium enthielten, klassifizierten PTK2 als K'- selektiv. AuBer-
dem wies PTK2 charakteristische Eigenschaften von Vertretern der AKT2/3-Unterfamilie
(z. B. Marten et al., 1999) auf. So wurde PTK2 spannungsabhingig durch extrazellulires
Calcium geblockt (Abb. 24 c). Eine Erh6hung der externen Protonenkonzentration von pH

7.4 auf pH 5.6 verminderte die durch PTK2 vermittelten K'-Strome (Abb. 24 d).
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Abb. 24: Funktionelle Charakterisierung von PTK2. (a) Reprisentative Auswirts- und Ein-
wartsstrome von PTK2-injizierten Xenopus Oocyten. Durch PTK2 wurden typische instantane und zeitab-
héngige Stromkomponenten vermittelt. Ausgehend vom Haltepotential bei —30 mV wurde die Membran-
spannung sukzessiv von +30 mV auf —160 mV in 10 mV Absténden fiir jeweils 2.5 sec gedndert. Die Badlo-
sung setzte sich aus 30 mM Kgluconat, 1 mM CaCl,, 1.5 mM MgCl, und 10 mM Tris-MES (pH 7.4) zu-
sammen. (b) Resultierende Strom-Spannungs-Kurve: Gleichgewichtsstrome Igs sind gegen die Membran-
spannung aufgetragen. Man beachte die schwache Spannungsabhéngigkeit und Gleichrichtung von PTK2.
(c) Relative instantane Tail-Strom-Amplituden, aufgetragen gegen die Spannung in Anwesenheit von 30 mM
CaCl, (o) oder von 30 mM MgCl, (o). It Strome wurden auf Strome bei —110 mV in der Kontrolllosung
normiert. Die Ca** -Losung enthielt 20 mM KCl, 10 mM Tris-MES (pH 7.2) und 30 mM CacCl,. In der Kon-
trolllosung wurde CaCl, durch MgCl, ersetzt. (n =3 +/- SD). (d) PTK2-K'-Stréme als Reaktion auf Einzel-
spannungspulse von —150 mV (Haltespannung = - 30 mV) in Badlésungen mit pH 7.4 und 5.6. Die pH Lo-
sungen setzten sich aus 30 mM Kgluconat, 1 mM CaCl,, 1.5 mM MgCl, zusammen und waren auf pH 7.4
bzw. 5.6 gepuffert.
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3.4.2 In vivo Kaliumstrome in Protoplasten einer Pappel- Suspensionskultur

An Protoplasten einer Suspensionskultur wurden erstmals mit der Patch-Clamp Methode in
vivo Kaliumkanéle der Pappel nachgewiesen und charakterisiert. Im ,,whole cell*- Experi-
ment (vgl. 2.10.2) wurden Kalium-Auswiérts- und -Einwirtsstrome sichtbar (Abb. 25 a und
b; Langer ef al., 2002).

Die Auswirtsstrome folgten auf depolarisierende Membranpotentiale und zeigten, wie
PTORK-exprimierende Oocyten (Langer, 2000), langsame, sigmoidale Aktivierungskine-
tiken, die typisch fiir die Vertreter der SKOR-Unterfamilie auswértsgleichrichtender Kali-
umkanéle sind (Gaymard et al., 1998; Ache et al., 2000). Der Efflux-Kanal wurde als Ka-
lium-selektiv eingestuft, weil sich durch Erhéhung der externen Kaliumkonzentration das
Umkehrpotential und die Spannungsabhingigkeit zu positiveren Werten verschob (vgl.
Langer et al., 2002). In Ubereinstimmung mit der Expressionsanalyse der Zellkultur (vgl.
3.5.2.2) lag die Vermutung nahe, dass dieser Auswirtsgleichrichter durch PTORK repri-
sentiert wurde.

Durch Hyperpolarisation wurden spannungsabhéngige, einwértsgleichrichtende Kaliumka-
nile (s. Abb. 25 b) aktiviert. Wurde die externe Kaliumkonzentration verringert, reduzier-
ten sich abhdngig davon auch die Amplituden des Einwirtsstroms (Langer et al., 2002).
Gleichzeitig verschob sich das Umkehrpotential nach Nernst, so dass zusammen mit der
hohen Sensitivitit gegeniiber dem Kaliumkanal-Blocker Césium (Abb. 25 c) auch der
Einwirtsgleichrichter als K- selektiv klassifiziert werden konnte. Eine Erhohung der ex-
ternen Calcium-Konzentration von 1 mM auf 20 mM fiihrte zu einem spannungsabhéngi-

gen Block des einwirtsgleichrichtenden Kanals (Abb. 25 d).
(a)
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Abb. 25: Patch-Clamp Messungen von Protoplasten einer Pappel-Suspensionskultur. (a)
Typische zeitabhingige, auswartsgleichrichtende Strdme in der ,,whole cell“ Konfiguration der Patch-Clamp
Technik. Spannungspulse von +75 mV bis —185 mV wurden in 20 mV Schritten angelegt, ausgehend von
einem Haltepotential bei —85 mV. Die untere Einzelstromspur zeigt die sigmoidale Aktivierungskinetik der
gemessenen Auswirtsstrome mit hoher Ahnlichkeit zur Kinetik der PTORK-Stréme in Oocyten. (b) Span-
nungs- und zeitabhingige, einwéartsgleichrichtende Kaliumstrome bei Spannungen negativ von —100 mV. (c)
Nach Zugabe von 5 mM CsCl waren die Einwirtsstrome vollstdndig geblockt. (Zur Kontrolle vgl. a und b.)
(d) Spannungsabhingiger Calcium-Block von Gleichgewichtsstromen Igs, aufgetragen gegen das Membran-
Potential in Anwesenheit von 20 mM Ca?" (¢) bzw. 1 mM Ca?" (0). Die Strom-Spannungs-Kurven wurden

auf Strome bei —145 mV in 1 mM CaCl, normiert, n = 3 +/- SE.

Obwohl sich die Spannungsabhéngigkeit deutlich von der PTK2-exprimierender Oocyten
unterschied und zudem die Strome, im Gegensatz zur heterologen Expression von PTK?2,
strikt einwiartsgleichrichtend waren (vgl. 4.3), deuteten die hohe Empfindlichkeit gegen-
iiber Cadsium sowie der spannungsabhingige Calcium-Block darauf hin, dass PTK2 an die-

ser Kalium-Leitfahigkeit beteiligt war (vgl. Szyroki et al., 2001).

3.4.3 Komplementation eines K'-Aufnahme-defizienten E.coli Stammes durch

PtKUP1 und KPT1

E.coli LB2003 wurde freundlicherweise von K. Altendorf, Universitdt Osnabriick, zur Ver-
fligung gestellt. Dieser Stamm zeichnet sich durch das Fehlen der Kalium-Aufnahme-
systeme Trk (TrkG und TrkH), Kdp und Kup (TrkDa) aus und wichst daher nicht auf Me-
dien mit Kaliumkonzentrationen von weniger als 5 mM. Fiir die halbmaximale Wachs-
tumsrate bendtigt die Mutante mind. 25 mM Kalium (Epstein and Kim., 1971). Zellen von
LB2003 wurden mit KPT1/pCRII TOPO und PtKUP1/pCRII TOPO sowie dem Vektor
pCRII TOPO als Kontrolle transformiert und auf Medien mit hohen (134 mM) und niedri-

gen Kaliumkonzentrationen (3 mM) kultiviert (vgl. 2.6.1). Im Gegensatz zu den mit dem
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Kontroll-Vektor transformierten Zellen, die nicht auf Medium mit 3 mM Kalium wuchsen,
bildeten dort sowohl die mit dem Kaliumkanal KPT/ als auch die mit dem PtKUP]I trans-
formierten Bakterien unter K'-limitierenden Bedingungen Kolonien (Abb. 26). Beide

Transporter komplementierten somit die fehlende Kalium-Aufnahmefédhigkeit in E. coli.

KPT1/pCRII pCRII PtKUP1/pCRII pCRII PtKUP1/pCRII pCRII

Abb. 26: Funktionelle Expression von PtKUP1 und KPT1. (a) KPT1 und (b) PtKUP! komple-
mentierten die K'-Aufnahme von E.coli LB2003. Auf 3 mM Kalium (a und b) bildeten die mit KPTI bzw.
PtKUPI (jeweils links) transformierten Bakterien Kolonien. Im Gegensatz dazu wuchsen die mit dem leeren
Vektor pCRII TOPO transformierten LB2003-Bakterien (Kontrolle, jeweils rechts) nicht. (¢c) Auf 134 mM

Kalium wuchsen sowohl die Kontrolle als auch die mit PtKUP1 transformierten E.coli.

Um die Transport-Eigenschaften von KPT1 und PtKUP1 weiter zu charakterisieren wur-
den die Effekte von Calcium, Kaliumkanal-Blockern und pH-Anderungen im ,Halo -
Essay* (Becker et al., 1996) untersucht (s. 2.5.2). Es wurde der Einfluss von Calcium,
Casium, TEA" (Tetraghtylammonium) und Barium auf das Wachstum PtKUP1-exprimie-
render LB2003 gepriift. Nach einer Inkubation von 36 —48 h war die starke Inhibition,
erkennbar an einem dunklen Hof um das Filterpléttchen, nach Calcium-Behandlung auffil-
lig. Céasium verringerte das Wachstum nur schwach und die bekannten Kaliumkanal-

Blocker Barium und TEA" (Abb. 27) sowie pH-Verinderungen zeigten keine Wirkung.

Abb. 27: Einfluss von 1 M TEA", Cs*, Ba* und Ca®" auf

das Wachstum PtKUPI-exprimierender Bakterien. Calcium

zeigt starke und Cédsium schwache Wachstumshemmung.

PtKUP1/pCRII
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Dariiber hinaus wurden die Effekte von Metallen, wie Lithium, Zink, Gadolinium und A-
luminium, auf KPT1-exprimierende LB2003 untersucht. Das Wachstum wurde ausschliel3-
lich durch Zink inhibiert, wobei auch bei der Kontrolle eine leichte Wachstumseinschrin-

kung zu beobachten war (Abb. 28).

Abb. 28: Einfluss von Zn2+, Ca2+,
Gd*" und AI’" auf das Wachstum
KPT1-exprimierender Bakterien.

Zink verminderte das Wachstum KPT1-

exprimierender Bakterien. (a) 3 mM Kali-
um und (b) 134 mM Kalium.

KPT1/pCRII

Zusammenfassend wurden KPT1 und PtKUP1 als funktionelle Kalium-Aufnahmesysteme
in E. coli charakterisiert. Dabei erwiesen sich PtKUP] als sensitiv gegeniiber Ca®" und Cs"

und KPT1 gegeniiber Zn*".

3.5 Lokalisation

Fiir die Aufklarung der physiologischen Rolle der isolierten Kaliumtransporter stellte sich
nun die Frage, wo sind die isolierten Transporter in der Pappel lokalisiert. Dazu wurden
Expressionsanalysen und immunologische Nachweisverfahren angewandt. Basierend auf
Aminosiuren-Sequenzvergleiche wurden Bereiche mit den niedrigsten Ubereinstimmun-
gen gewihlt und anhand der korrespondierenden cDNA Primerpaare fiir die Herstellung
spezifischer Northern-Sonden (Fragmente von 600 — 750 bp), Quantitative Realtime PCR
im LightCyler (Fragmente von 400 — 500 bp) sowie fiir in situ PCR (Abschnitte von ma-
ximal 180 bp) konstruiert. Zur Protein-Lokalisation mittels Glucuronidase-Essay wurden
Promotor-GUS-Konstrukte hergestellt und fiir die Synthese von Antikérpern wurden ge-
eignete Peptidsequenzen hochster Spezifitit mit einer Lange von ca. 20 Aminoséduren iden-

tifiziert.

3.5.1 Northern Analyse

Verschiedene Gewebe, wie Blitter, Petiolen, Xylem, Phloem und Wurzel, wurden fiir die

Northern Analyse eingesetzt. Als ,,sink*“-Blatt wurden junge, nicht ausdifferenzierte Blatter
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bezeichnet, ,,source“-Blétter waren ausdifferenziert und photosynthetisch voll aktiv. Die
hochste Expression von PTORK und PTK?2 zeigte sich in den leitbiindelreichen Blattstie-
len. Dariiber hinaus waren PTORK und PTK2 im Phloem und in ,,sink*-Bléttern lokalisiert
(Abb. 29).

Sink-Blatt
Source-Blatt
. . Petiole
| Xylem
Phloem
Wurzel

PTK2

- PTORK

18s-rRNA

| W PTORK
5] C_1PTK2

. ﬂm

Rel. Ratio

Si So Pet

Abb. 29: Northern Analyse verschiedener Gewebe von Populus tremula x P. tremuloides.

Oben: Autoradiogramm der Hybridisierungen mit den PTORK- und PTK2-Sonden. Eine 18S-Sonde wurde
als Mengen-Kontrolle benutzt. Abb. 29 unten: Densitometrische Auswertung der Expression von PTORK

und PTK?2 in Bléttern (Si) und (So), Petiolen (Pet), Xylem (Xy), Phloem (Ph) und Wurzeln (Wu).

3.5.2 Quantitative Realtime PCR

3.5.2.1 Der Baum P.tremula L. x P. tremuloides Michx.

Wie im Northern Blot wurde RNA von ,,sink“- und ,,source-Bléttern, Blattstielen, Xylem
und Phloem von jungen Zweigen und Wurzeln einer zweijéhrigen Pappel-Pflanze unter-
sucht. Die quantitative Expressionsanalyse im LightCycler zeigte, wie die Northern Analy-
se, hohe Expression von PTORK und P7TK?2 in den Petiolen. Zweifach so hohe und maxi-
male, relative Transkriptmengen von PTK2 und PTORK wies hier jedoch die Phloem-
angereicherte Fraktion auf (Abb. 30). PTK2 und PTORK waren im Xylem-Kambium-
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Gewebe und in Blittern im Vergleich zum Phloem 70 - 90 % geringer exprimiert. In
Phloem, Petiolen und Bléttern iiberwog die PTK2-Expression. Dagegen wurden im Xylem
beide Kanile gleich hoch exprimiert. In der Wurzel wurde lediglich PTORK in sehr gerin-
gen Mengen, PTK2 dagegen iiberhaupt nicht nachgewiesen. Im Gegensatz zu den beiden
Kaliumkanélen war PtKUPI in allen untersuchten Geweben in nahezu gleichbleibend ge-

ringen Mengen vertreten.

71 HEE PTORK u
=4 6 1 CPTK2
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Abb. 30: Expressionsanalyse = 5- 1 PtUP1
von PTORK, PTK2 und PtKUPI § .
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PCR. I
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©
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Si So Pet Xy Ph Wu

KPTI konnte nur in Bléttern und im Phloem in geringsten Mengen detektiert werden. Die
Expression im Blatt lieB im Vergleich mit der schlieBzellspezifischen Expression des or-
thologen Kanals KAT]I in A. thaliana eine Lokalisation in der SchlieBzelle erwarten. Nach
quantitativer PCR zeigte KPT1 in Schliezellen-angereicherter RNA hohe Expressions-
werte (Abb. 31 a), die um das Fiinffache hoher waren, als die von PTORK oder PTK?2
(Abb. 31 b). Fiir PTORK wurden in den SchlieBzellen etwa gleich hohe Expressionswerte

wie in der Petiole ermittelt.

(a) (b)
] I KPT1
[ KPT1 " BN PTORK

12 [ 1PTK2
n=3

N
N
J

101

Rel. Transkriptmenge x 1000
e
Rel. Transkriptzahl x 1000

0 '—' T T T T T T T T T T v
Si So SZ Pet Xy Ph  Wu Schliel3zelle

Abb. 31: Expressionsanalyse von KP7! und Expressionsmuster in SchlieBzellen mittels

Realtime Quantitativer PCR. (a) Relative Transkriptzahlen von KPT! in verschiedenen Geweben. (b)

Expression von KPT1, PTORK und PtKUPI in der Schlieizelle (SZ).
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Die Daten der Northern- und der LightCycler-Analyse ergaben zusammengefasst folgende

Expressionsmuster:
Blatt Petiole Xylem Phloem  Schliefizelle @ Wurzel
Northern/  Northern/ LC  Northern/ Northern/ LC Northern/
LC LC LC LC
PTORK +/+ +++/++ ++/++ +++/+++ ++ +/+
PTK?2 +/++ A +/+ A+ ++ ++/-

Tab. 3.1: Lokalisation von PTORK und PTK2 im Vergleich Northern/ LightCycler (= LC).

(+) Geringfiigiges Vorkommen, (++) mittleres Vorkommen und (+++) starke Priasenz. (-) Nicht vorhanden.

Blatt Petiole Xylem Phloem  Schliefizelle Wurzel
LC LC LC LC LC LC
KPT] + - - + 4+ +
PtKUPI + + + + +

Tab. 3.2: Lokalisation von KPTIund PtKUPI nur im LC. (+) Minimales Vorkommen, (+++)

starke Prisenz und (-) nicht vorhanden.

3.5.2.2 Suspensionskultur von P. tremula x P. tremuloides

Die LightCycler Analyse der Suspensionskultur von P. tremula x P. tremuloides ergab:
PTORK war am haufigsten vertreten, wenn auch im Vergleich zu den relativen Transkript-
zahlen in anderen Pflanzengeweben in sehr geringen Zahlen. PTK2 wurde zu 80 % gerin-
ger exprimiert, KPT1 konnte nicht detektiert werden und PtKUPI, wie in allen bisher un-
tersuchten Geweben, in dulerst geringen Mengen (Abb. 30). Im Vergleich mit der Ausstat-
tung an Kaliumkanélen der A. thaliana Zellkultur, die sich wie Wurzelhaarzellen verhélt
(Ivashikina et al., 2001), deutete sich fiir die Pappel ein dhnliches Expressionsmuster an.
Um den Einfluss der Kaliumversorgung auf die Expression der Transporter zu untersu-
chen, wurde diese von 20 auf 1 mM reduziert. Diese Anderung zeigte keinen Effekt (Abb.
32 rechts).
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3.5.3 Klonierung der Promotoren

Die Promotorregionen von PTORK, PTK2, KPTI und PtKUPI wurden mit dem Genome-
Walker ™Kit (Clontech, vgl. 2.4.7) aus genomischer DNA von Wurzelgewebe isoliert. Mit
geeigneten Promotor-GUS-Konstrukten wurden 4. thaliana Pflanzen transformiert und die

Transporter in vivo gewebespezifisch nachgewiesen.

3.5.3.1 Isolierung hochmolekularer, genomischer DNA

Die gelelektrophoretische Auftrennung der genomischen DNA (vgl. 2.3.3) zeigte hochmo-
lekulare DNA mit einer mittleren Grée von ca. 15 kb (Abb. 33). Die Restriktion der DNA
mit Dral, Ecl136II, EcoRV und Pvull fiihrte zu einer Verteilung {iber den gesamten Be-
reich des Gels, mit einer Haufung zwischen 5 und 15 kb (s. Abb. 33). Fiir die Isolierung

der Promotorregionen wurde so behandelte DNA aufgereinigt.

Abb. 33: Genomische DNA. Es wurden gleiche Mengen mit
den Restriktionsenzymen Dral (1), Ecl136II (2), EcoRV (3) und
Pvull (4) behandelter DNA und ungeschnittener DNA aufgetragen
(5). Im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (5) waren die Restrik-

tionsprodukte tiber den Bereich von 5 — 15 kb verteilt

3.5.3.2 Isolierung der Promotoren von PTORK, PTK2, PtKUPI und KPT1

Nach Restriktion und Aufreinigung der genomischen DNA wurden an die 5°- und 3’-

Enden Adaptoren ligiert (s. 2.4.7). AnschlieBend konnten Fragmente im 5’-Bereich der
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cDNA-Sequenzen iiber PCR amplifziert werden (2.4.8.3.3). Nach einer zweiten PCR mit
Nested Primern wurden die in Frage kommenden Banden mit einer Linge von mind.

1000 bp eluiert (2.4.10), kloniert (2.4.11) und analysiert (3.4.3.3).

PTORK PTK2 KPT1 PtKUP1

Y ' . 2 ]
GH36lI EcorRV Pvull 2Pstl § ppst Dral Ecl136ll EcoRV Pvull | 2Pstl EcoRV  Pwull Dral Ecl136ll ECORV Pvull APstl

h

— R
e

s |

Abb. 34: PCR-Produkte mit genspezifischen Primern fiir PTORK, PTK2, KPTI und

PtKUPI auf vier DNA-Banken. Die Banden, die sich als Promotorregionen heraus stellten, sind weil3

eingerahmt.

Folgende DNA-Fragmente, der in Abb. 34 eingerahmten Banden, konnten jeweils als Pro-
motorregion der entsprechenden Kaliumtransporter-Gene identifiziert werden:

e PTORK (1,7 kb, s. Abb. 34 PTORK, 3. Spur von links),

e PTK2 (2,5 kb, s. Abb. 34 PTK2, 4. Spur von links),

e KPTI (1 kb, s. Abb. 34 KPT1, 2. Spur von links),

e PtKUPI (2,5 kb, s. Abb. 34 PtKUPI, 4. Spur von links).

3.5.3.3 Promotor-Sequenzanalysen

Sequenzanalysen der Promotoren und Vergleiche mit bekannten Gen-regulierenden Ele-

menten einer Internet-Datenbank (http://www.dna.affr.go.jp/htdocs/PLACE/wais.html,

Higo K. et al., 1999) zeigten fiir alle Promotoren eine dhnliche Zusammensetzung mit den
folgenden Signal-Motiven:

e Lichtabhédngige Transkription (z. B. -10PEHVPSBD, Thum et al., 2001; DPBF
COREDCDC3, Kim et al., 1997; INRNTPSADB, Nakamura et al., 2002;
REALPHALGLHC B21, Degenhardt and Tobin, 1996; TATABOXS, Tjaden et al.,
1995),
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e Gewebespezifische Expression im Leitgewebe (z. B. ASFMOTIFCAMV und
GATABOX, Lam ef al., 1989; NTBBF1ARROLB, Baumann et al., 1999), in den
SchlieBzellen (TAAAGSTKSTI1, Plesch et al., 2001) und in den Wurzeln
(ROOTMOTIFAPOXI1, Elmayan and Tepfer, 1995),

e cine mit dem pflanzenspezifischen Kohlenstoff-Stoffwechsel verbundene Trans-
kription (DOFCOREZM, Yanagisawa, 2000),

e Reaktivierung von Genen wéhrend der Pollen- (POLLENILELATS2, Bate and
Twell, 1998) und Samenreifung (SEFMOTIFGMT7S, Allen et al., 1989). Die Pro-
motoren von PTK2 und PtKUPI enthielten dafiir mit RYREPEATBNNAPA (Ex-

curra et al., 1999) ein zusitzliches Motiv,
e Induktion durch niedrige Temperaturen (DPBFCOREDCDC3, Kim et al., 1997), in
den PTORK- und PTK2-Promotoren war aullerdem noch das LTRE1IHVBLT49-

Motiv (Dunn et al., 1998) enthalten,

e Transkriptregulationen durch die Hormone Auxin (z. B. ARFAT, Ulmasov ef al.,
1999), Abscisinsdure (PYRIMIDINEBOXHYV, Cercos et al., 1999; fehlte in
PTORK) und Gibberellinsdure (MYBGAHYV, Gubler et al., 1995; fehlte in KPT1)

e Trockenstress (MYBCORE, Urao et al., 1993)

e Pathogenabwehr (z. B. WBOXATNPRI, Yu et al., 2001, fehlte in KPT1),

e Repression durch Zucker (MYBGAHYV, Morita et al., 1998), der PTK2-Promotor
enthielt zusitzlich TATCCAYMOTIFOSR, Toyofuku et al., 1998).

Die einzelnen Bezeichnungen fiir die aufgefiihrten Erkennungssequenzen sind im Anhang
8.4 angegeben.

Die sehr lange Sequenz des isolierten PtKUPI-Promotors (2587 bp) unterschied sich durch
zusdtzliche Motive in Bezug auf die mogliche, zellulire Bindung des Proteins an Struktu-
ren des Cytoskeletts (z. B. MARABOXI1, Gasser et al., 1989) und enthielt, ebenso wie der
PTK2-Promotor, ein ,housekeeping“-Motiv (SIFBOXSORPS1L21, Lagrange et al.,
1993).

3.5.3.4 Herstellung von Promotor-Reportergen-Konstrukten

Die PTORK- und PTK2-Promotoren wurden zur gewebespezifischen Lokalisation mittels
Glucuronidase-Essay in geeignete Vektoren iiberfithrt. Nach Uberpriifung auf erfolgreiche

Insertion in den bindren pVKH-GUS Vektor wurden A. thaliana Pflanzen transformiert
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(vgl. 2.6.1), die reifen Samen geerntet und ausgesit (2.2.1). Nachdem die Pflanzen eine
ausreichende Grofe erlangt hatten, wurde die Glucuronidase-Aktivitidt nachgewiesen (s.
2.2.2 und 3.5.4). Zur Herstellung transgener Pflanzen wurden Agrobakterien des Stamms
GV3101 mit den Promotor-GUS-Konstrukten transformiert. Fiir den PTORK-Promotor

ergaben sich 20 und fiir PTK?2 sechs transgene Arabidopsis Linien.

3.5.4 Glucuronidase Essay (GUS-Essay)

Die infolge der GUS-Férbung (s. 2.2.2) entstandene Blaufirbung von Blittern, der mit
Promotor-GUS-Konstrukten transformierten Arabidopsis Pflanzen, zeigte sowohl fiir
PTORK als auch fiir PTK2 eine Lokalisation im Leitgewebe des Blattes und Blattstiels
(Abb. 35 und 36). PTORK wurde vorrangig in den Blatt-Hauptadern im Phloem und im
Xylemparenchym, das die Gefdlle umgab, lokalisiert (Abb. 35).

Abb. 35: PTORK::GUS Expression im Leitgewebe von Petiole und Blatt. (a) Blattaufsicht im

Lichtmikroskop (b) Leitbiindel im Querschnitt mit Blaufarbung im Phloem und Xylemparenchym.

Die Aktivitit des PTK2-Promotors war in A. thaliana im Vergleich zu PTORK geringer,
was sich in einer schwicheren Blaufarbung dulerte. Wie PTORK, war PTK2 im Xylempa-
renchym und leicht im Phloem der Blatt-Hauptadern bzw. Blattstiele lokalisiert (Abb. 36).

Abb. 36: PTK2::GUS Expression
im Leitgewebe von Petiole und

Blatt. (a) Blattaufsicht im Lichtmikro-
skop (b) Leitbiindel im Querschnitt mit
Blaufiarbung im Xylemparenchym und

Phloem. Die Gegenfirbung erfolgte mit
0,1 % Safranin.
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3.5.5 In situ PCR

Auf Diinnschnitten junger Stimmchen und Knospen von Hydrokultur-Pappeln wurde in
situ PCR durchgefiihrt. Die PTK2-mRNA wurde als schwarz-violettes Préizipitat im
Phloem junger Stdmmchen und in den Blattspreiten embryonaler Blitter von apikalen

Knospen nachgewiesen (Abb. 37 a und c).

Abb. 37: Diinnschnitte von P. tremula x P. tremuloides Stimmchen und Knospen nach in

situ PCR mit PTK2 Primern und NBT/BCIP Farbung. (a) Stammquerschnitt mit PTK2-Signalen

im Phloem. (b) Kontrolle ohne RT. (c¢) PTK2-Signale in Blattspreiten embryonaler Blitter auf einem Quer-
schnitt einer apikalen Blattknospe. (d) Kontrolle ohne RT.

3.5.6 Immunologischer Nachweis mit PTORK- und PTK2-Antikérpern

Fiir immunologische Nachweise der Pappel-Kanalproteine PTORK und PTK2 wurden
geeignete Sequenzen fiir die Antikérper-Synthese gewéhlt. Die Proteinlokalisation wurden
von C. Wind, Institut fiir Holzforschung, Technische Universitit Miinchen, im Rahmen
threr Dissertation durchgefiihrt (Wind, 2003). Sowohl PTORK als auch PTK2 waren in
Ubereinstimmung mit der Expressionsanalyse iiberwiegend im Leitgewebe der Pappel,

speziell im Phloem und in Strahlzellen lokalisiert.
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PTORK konnte im parenchymatischen Phloem, in Siebréhrenzellen, jungen, sich differen-
zierenden Fasern und in Holzstrahlzellen detektiert werden. Dort, wo Holzstrahlen in di-
rektem Kontakt zu Gefdllen standen (Kontaktzellen), war wéahrend des aktiven Holzwachs-

tums eine polare Anordnung der Signale zu den Gefdfen hin zu beobachten (Wind, 2003).

Holzstrahlzellen

Kambium

Xylem

10 um

Abb. 38: Immunohistochemische Lokalisation des Kaliumkanals PTORK im Phloem des

Pappelhybrids P. tremula x P. tremuloides im Fluoreszenzmikroskop. (a) Spezifische Markie-
rung einer Siebrohrenzelle. (b) Gleicher Ausschnitt des Stammquerschnitts im Lichtmikroskop. (c¢) und (d)
Polare Anordnung der PTORK-Signale in Holzstrahlen zu einem GefaBs.

PTK2 wurde, wie PTORK, in Strahlzellen, sowohl auf der Bast- als auch auf der Holzseite,
jedoch ohne erkennbare Polaritét lokalisiert (Abb. 39, personliche Mitteilung C. Wind).
Dariiber hinaus wurden mit dem PTK2-Antikorper auch Phloemparenchymzellen markiert.

Eine Markierung kambialer Zellen wurde mit diesem Antikorper nicht beobachtet.

Abb. 39: Immunohistochemische Lokalisation des Kaliumkanals PTK2 im Fluoreszenz-
mikroskop. (a) Spezifische Markierung von Phloemzellen. (b) Kontroll-Anfirbung ohne Signale mit Pri-

immunserum-abgesittigtem Antikorper.
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3.6 Regulation

Die Regulation der Kaliumtransporter wurde vorrangig unter baumspezifischen Aspekten
erforscht. Es wurde gepriift, ob sich einerseits die saisonal bedingte Aktivierung des Kam-
biums in Frithling und Sommer und damit die jahreszeitabhingige Holzbildung, anderer-
seits die Ruhephase in Herbst und Winter, auch in der Expression der Kaliumkanile bzw.
des Transporters widerspiegeln. Als weiteres baumspezifisches Phdnomen wurde die Ent-
wicklung der Blattknospen von der Anlage bis zur Offnung mit den Expressionen von
PTORK, PTK2, KPTI und PtKUPI verglichen. Aufgrund der Identifikation von Signalse-
quenzen in den Promotorregionen mit Bezug zur licht- und hormonabhéingigen Regulation
wurde in ersten Experimenten der Einfluss von Licht, ABA, Auxin und Salzstress auf die

Pappeltransporter untersucht.

3.6.1 Jahresgang Stamm

Uber einen Zeitraum von einem Jahr (2001) wurden alle zwei bis vier Wochen Zweig-
stiicke von einer zu Beginn zweijihrigen Pappel gesammelt, die den natiirlichen Klimabe-
dingungen ausgesetzt war. Von Juli bis August wurde die RNA des Xylems und Phloems
angereichert und mittels quantitativer PCR ausgewertet (Abb. 40 b). Von September bis
Juni liefen sich Xylem und Phloem nicht trennen, so dass RNA kompletter Stimmchen fiir
die Expressionsanalyse verwendet werden musste. Um mdgliche Zusammenhénge zwi-
schen Transkriptzahlen und Temperaturschwankungen zu erkennen, wurden jeweils die
ortlichen Mittags-Temperaturen (jeweils 12.00, http://www.wetterstation-wuerzburg.de/

wetter-historie.htm) den Expressionsdaten gegeniiber gestellt (Abb. 40 a).

(a)
°C
35 1 16.08.
27.06.

06.02. 2003 V 07.08.

<t oS @V o™ o~ W o 0
W '2«'?\ .7/\\ 3 A. oA er.P ()94%
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Abb. 40: Expressionsanalyse von PTORK, PTK2 und PtKUPI im Pappelstamm wihrend

des Jahres 2001. (a) Temperaturprofil iiber den gesamten Zeitraum, im Diagramm sind jeweils die Da-

tumsangaben der Probennahmen hervorgehoben und eingetragen. (b) Saisonale Anderungen der Kalium-

transporter-Transkripte im Stamm.

Der Kaliumtransporter PtKUPI war im Gegensatz zu den Kaliumkandlen PTORK und
PTK?2, die um ein Vielfaches hoher exprimiert waren, das ganze Jahre hindurch auf viel-
fach niedrigerem Niveau priasent. Vor der Aktivierung des Kambiums im Friihling waren
PTORK und PTK?2 ebenfalls niedrig exprimiert (s. Februar, Abb. 40 b). Die Transkript-
mengen der Kaliumkanéle wurden aber wéahrend der Zeit der umfangreichsten Holzbildung
von Juni bis August auf das Drei- bis Fiinffache gesteigert. Die Induktion von PTORK
setzte im Vergleich zu PTK2 auffilligerweise erst drei Monate spéter ein. Zeitgleich mit
der kambialen Reaktivierung erreichte PTK2 seine maximale Expression bereits im April
und zeigte im Mai sowie Anfang August vorriibergehend wieder niedrige Werte. Das Ab-
sinken der Expression von PTK2 auf etwa 1/3 des zweiten Juni-Wertes (29°C) Anfang
August (s. Abb. 40 b) wurde von einer Temperaturabnahme um 10°C begleitet. Im glei-
chen Zeitraum wurde auch PTORK um ca. 50 % reprimiert (Abb. 40 b). Zur August-Mitte
stiegen die Temperaturen noch einmal auf 30°C an. Parallel dazu wurden beide Kaliumka-
néle innerhalb von 10 Tagen auf mehr als das Doppelte induziert und PTORK erreichte
maximale Transkriptmengen fiir 2001 (s. Abb. 40 b). Bemerkenswert erschien die Tatsa-
che, dass PTK2 von Februar bis Juli immer zahlreicher als PTORK vorhanden war, dage-

gen ab Spatsommer/Anfang August der auswértsgleichrichtende Kanal PTORK iiberwog.
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Diese Daten lieferten Hinweise, dass die Expressionsmuster von PTK2 und PTORK mit
saisonal bedingten Abldufen des Kambiums bzw. Temperaturschwankungen korrelierten.
Nach Einzelauswertung von PtKUPI und unter Beriicksichtigung seiner allgemein niedri-
geren Expression, wurden auch fiir diesen Transporter Anderungen der Expression im
Stamm deutlicher (Abb. 41). Im Gegensatz zu den Kanélen erreichte PtKUPI im Winter
und zeitigem Friihling etwa zwei- bis dreifach so hohe Transkriptzahlen wie zu den restli-

chen Jahreszeiten.

N PtKUP1

600

500

400

Rel. Transkriptzahl

Feb Mar Apr May Jun Jul Aug Sep

Abb. 41.: PtKUPI-Expressionsanalyse im Stamm des gleichen Zeitraums wie in Abb. 40,

mit anderer Skalierung.

3.6.2 Blattknospen

3.6.2.1 Jahresgang

Von zwei- und vierjdhrigen Pappeln, die unter Freiland-Bedingungen im Botanischen Gar-
ten der Universitdt Wiirzburg wuchsen, wurden 2002 und 2003 Knospen in zwei- bis vier-
wochigen Abstinden gesammelt. Die Transkriptmengen der Pappel-Transporter wurden
mittels quantitativer PCR ermittelt und sind in den Abbildungen 42 (a) und (b) gegen die
Zeit aufgetragen. Im April/Mai 6ffneten sich die Knospen und die Blitter entfalteten sich.
Von da an dauerte es ca. einen Monat bis neue Knospen angelegt waren, die dann wieder
in regelmifBigen Abstdnden von zwei bis vier Wochen bis zur Winterruhe gesammelt wur-

den.
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Abb. 42: Expressionsanalyse von KPT1, PTORK und PTK2 in Knospen (2002 und 2003).
(a) und (b) Saisonale Anderungen der Kaliumkanal-Transkripte PTORK, PTK2 und KPTI in den Knospen.
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Der hauptséchlich in SchlieBzellen lokalisierte KPT1 wurde transient zur Knospenoffnung
innerhalb eines kurzen Zeitfensters auf 6-fache Transkriptwerte induziert, im Vergleich zur
restlichen Jahreszeit (Abb. 42 a). Insgesamt deutlich héhere Werte wurden fiir PTORK und
PTK?2 (s. Skalierungen Abb. 42 a und b) ermittelt. Eine Regulations wihrend der Blatt-
knospenentwicklung konnte jedoch nicht nachgewiesen werden.

Die PtKUPI-Transkripte wurden aus vier Knospen-Proben, jeweils im Winter, Friihling,

Sommer und Herbst, ermittelt. Im Gegensatz zu den drei Kaliumkanilen wurde, wie schon
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im Stamm, die hochste Transkriptzahl im Winter bestimmt, wihrend die Expression im

Friihling auf etwa ein Drittel des Maximalwertes abfiel (Abb. 43).

600 — —
[ PtKUP1
500 +
Abb. 43: Expressionsanalyse ) ]
© 400+
von PtKUPI in Knospen zu % _
) ) 2 300
den vier Jahreszeiten (2002). é
% 200 +
o
100
TETWM AWM T 0 ") TATS "o

3.6.2.2 Kiinstliche Knospenreifung

Zweige mit Knospen wurden nach einer Frostperiode, Ende Februar, vom Baum abge-
schnitten und solange unter Langtagbedingungen in der Klimakammer in Hydrokultur
gehalten, bis sich die Blitter entfalteten. Wéhrend dieser Zeit wurden Knospen in drei du-
Berlich unterschiedlichen Entwicklungsstufen (s. Abb. 44) geerntet:
1) ,,Ruhestadium®: die Knospen waren braun und vollkommen geschlossen,
2) ,friih aktives Stadium®: die Knospen sind bereits griin gefirbt, waren aber immer
noch vollstindig geschlossen und

3) beim ,,Offnen der Knospen*.

Die Expression von KPT! wurde in drei unabhéngigen Proben quantitativ bestimmt. Wie
unter natiirlichen Bedingungen (vgl. 3.6.2) wurde KPT1 mit fortschreitendem Schwellen
der Knospen induziert und erreichte zur Knospenéffnung maximale Transkriptwerte (Abb.
44). Da KPTI wiahrend der Knospendffnung nur innerhalb eines sehr kurzen Zeitabschnitts
induziert wurde (vgl. Abb. 42), war es schwierig den richtigen Zeitpunkt fiir die Proben-
nahme des dritten Stadiums zu treffen. Dies spiegelte sich in der GroBe des Standardfeh-

lers wider.
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3.6.3 Licht

Aufgrund von identifizierten Signalmotiven zur lichtabhingigen Expression sowie Regula-
tionen durch Hormone und Salzstress (vgl. 3.5.3.3) wurden in ersten Experimenten der
Einfluss von Licht, ABA und Salzstress auf die Expression der isolierten Pappel-
Kaliumtransporter untersucht.

Im Langtag gehaltene Hydrokultur-Pappeln wurden unterschiedlich belichtet. Die RNA
aus Petiolen und Hauptadern wurde mittels quantitativer PCR untersucht. Die Entnahme
der Licht-Proben erfolgte um 14.00 (das entsprach einer Lichtdauer von 8 h) und die der
Dunkel-Proben um 2.00 (4 h Dunkelheit). Zusétzlich wurde eine Hydrokulturpflanze mit-
tags um 12.00 fiir 2 h verdunkelt. Abbildung 45 zeigt die Expressionswerte fiir PTORK
und PTK2, dargestellt als relative Transkriptzahlen (a) oder prozentual, bezogen auf die
Dunkelprobe (b).
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Abb. 45: Expression von PTORK und PTK?2 in Petiolen und Blatthauptadern nach unter-

schiedlicher Belichtung. (a) Relative Transkriptzahlen von PTORK und PTK2 nach 8 h Licht, 2 h und
4 h Dunkelheit. (b) Gleiches Experiment in % angegeben und auf die Dunkelprobe bezogen.
Wihrend PTK?2 beziiglich Licht keinen Effekt zeigte, sank die PTORK-Expression bereits

nach 2 h leicht und reduzierte sich auf etwa die Hilfe der Transkriptwerte derLichtexpres-
sion nach 4 h Dunkelheit. Dies deutete darauf hin, dass PTORK lichtabhéngig reguliert

wurde oder einem Tag/Nacht-Rhythmus unterlag.

3.6.4 Hormone

Von Stimmchen junger Hydrokultur-Pappeln wurden Blatter, Blattstiele und Wurzeln ab-
getrennt. Die in ca. 0,5 bis 1 cm Stiicke zerteilten Staimmchen wurden in Lésungen mit und
ohne Hormone fiir zwei, vier bzw. acht Stunden inkubiert und regelmiBig geschwenkt
(vgl. 2.1.5.3 und 2.1.5.6). AnschlieBend wurden von allen Proben Expressionsanalysen

mittels quantitativer PCR durchgefiihrt und grafisch ausgewertet.

3.6.4.1 Abscisinsidure

Nach einem ersten Experiment, in denen Stimmchen in Abscisinsdure inkubiert wurden,
deutete sich an, dass PTK2 durch ABA reprimiert wurde (Abb. 46 a). So verringerte sich
die Expression im Vergleich zur Kontrolle bereits nach 4 h und reduzierte sich nach 8 h

auf weniger als die Hilfte.

-
J

I 50 uM ABA
[ TKontrolle

Abb. 46: Einfluss von ABA auf die Expressi-

on von PTK2 im Stamm. (a) Relative Transkript-

mengen von PTK2 nach 4 bzw. 8 h ABA-Behandlung.
(b) Analoge Analyse fiir PTORK.
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3.6.4.2 Auxin

KPTI wurde im Stamm allgemein nur sehr niedrig exprimiert (vgl. 3.5.2.1). Nach Auswa-
schen des internen Auxins durch eine leicht saure, gepufferte 10 mM KCI-Losung wurde

der Kanal stark induziert (Abb. 47). Nach Zugabe von 10 uM 1-NAA fiel die Expression
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wieder auf den Anfangswert zuriick (Abb. 47). Dies deutete, zumindest im Stamm, auf

eine Auxin-Repression von KPT1 hin.
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3.6.5 Salzstress

Uber einen Zeitraum von 15 Tagen wurden Hydrokulturpflanzen einem Salzstress
(100 mM NaCl) ausgesetzt. Nach 1, 6 und 15 Tagen wurden jeweils ein bis drei Blétter
und nach 15 Tagen die kompletten Stimmchen geerntet. Im Gegensatz zu PtKUPI, dessen
Transkriptzahlen mit und ohne Salzstress nahezu identisch waren, verringerte sich die
PTORK-Expression im Stamm um 50 % nach 15 Tagen Salzstress (Abb. 48 a). Noch deut-
licher verminderte sich die PTORK-Transkriptzahl in den Blittern (Abb. 48 b), so redu-
zierten sich die Transkripte auf etwa 1/8 des Wertes 15 Tage nach Zugabe von 100 mM
NaCl. Die niedrigeren Expressionswerte deuteten auf eine Repression von PTORK durch

Salzstress hin.

(a) Stamm 15 d (b) Blatt
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N
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Abb. 48: Expressionsanalyse von PTORK und PtKUPI nach Zugabe von 100 mM NaCl.
(a) Rel. Transkriptzahlen von PTORK und PtKUPI in jungen Stimmchen nach 15 Tagen Salzstress. Die

Kontrollen sind jeweils weil3 dargestellt. (b) Rel. Transkriptmengen von PTORK in Bléttern salzgestresster

Hydropflanzen nach 1, 6 und 15 Tagen mit der entsprechenden Kontrolle.

3.6.6 Salzstress - Zellkultur

Die Pappel-Suspensionskultur bestand sowohl aus ungleich groflen Zellhaufen als auch aus
Einzelzellen. Daher konnten keine Aussagen zu eingesetzter Zelldichte bzw. Zellzahl ge-
troffen werden. Die einzelnen Suspensionskulturen wurden so gut wie moglich gleichbe-
handelt. Es wurden gleiche Volumina Kultur mit gleichen Anteilen Testldsungen in identi-

schen Kolben geschiittelt.

Die mit nur 1 mM K" kultivierte Suspensionskultur aus oberirdischem Sprossgewebe wur-
de fiir 48 h mit Hoagland-Losung versetzt, die zusétzlich 300 mM Natrium enthielt. Nach
jeweils 6, 24 und 48 h wurden Proben genommen. 48 h nach Beginn des Salzstresses wur-
de die Zellkultur wieder in das urspriingliche Erhaltungsmedium mit 1 mM K iiberfiihrt.
Nach weiteren 24 h (72 h nach Beginn des Experiments) wurden wiederum Proben ent-
nommen und die PTORK- bzw. PtKUPI-Transkripte mittels quantitativer PCR bestimmt.
Die Kontrollen entsprachen den Expressionen von PTORK bzw. PtKUPI in der Kultur vor
Beginn des Salzexperiments. PTORK wurde, wie in Blatt und Stamm, auch in der Suspen-

sionskultur durch Salz reprimiert (Abb. 49). PtKUPI reagierte dagegen nicht.

160
Abb. 49: Rel. Transkriptzah- 140, 5 Ztﬁjlﬁ;
len von PTORK und PtKUPI 120 n=3
in  Suspensionskultur nach g; 100-
Zugabe von 300 mM NaCl. % 80-:
PTORK (schwarz) wurde repri- F 60+
miert, PtKUPI (grau) dagegen 40
nicht, (n =3 +/- SD). 20': ﬂ ﬂ ﬁ h
> " e6h  24h 480  T2h
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3.6.7 Zusammenfassung Regulation

Die Expressionsanalysen zur Regulation der Pappel-Kaliumtransporter lassen sich wie

folgt zusammenfassen:

PTORK PTK2 KPTI1 PtKUPI
Jahresgang:  Sommer und Herbst Friithjahresanfang / Winter
Stamm (+++) transient (+++) und ()

Sommer (+++)

Jahresgang: September bis Oktober =~ Knospendffnung  Knospendffnung  Winter
Knospe (++) (+++) (+) (+)

Tab. 3.3 Regulation von PTORK, PTK2, KPTI und PtKUPI im Jahresverlauf. (+) Minimale,

(++) mittlere und (+++) maximale Induktion.

PTORK PTK2 KPTI PtKUPI
Licht ) NR / NR
ABA “) -) NR NR
Auxin NR NR -) NR
Salz -) NR NR NR

Tab. 3.3 Einfluss von Hormonen und Salz auf die Regulation von PTORK, PTK2, KPTI

und PtKUPI. (-) Repression, (+) Induktion, NR = Nicht Reguliert.
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4. Diskussion

Zellteilung und -streckung sind kaliumabhingige Prozesse (Philippar ef al., 1999) und spe-
ziell in Bidumen beeinflusst Kalium, zusammen mit Magnesium und Calcium, kambiale
Zellteilungen und Differenzierungsprozesse (z. B. Larson, 1967; Wardrop, 1981; Eklund
and Eliasson, 1990). Es konnte gezeigt werden, dass im Gegensatz zu Pflanzen, die ausrei-
chend mit Kalium versorgt wurden, die Streckung der GefdB3-Initialzellen unter kalium-
limitierenden Bedingungen frither abgeschlossen war und auch die Auflagerung sekunda-
rer Wandschichten zeitiger einsetzte. Aufgrund abnehmender GefaBBweiten verringerte sich
die Zone der sich streckenden Xylemzellen und zuséitzlich fehlten in der sich differenzie-
renden Holzzone zwei bis vier Zellschichten. Die Abnahme der Zellzahl der holzbildenden
Zone hat, ebenso wie die eingeschrinkte Zellstreckung, vermindertes Holzwachstum zur
Folge. Der gleiche Effekt auf die GefaBweiten wurde durch lokal begrenzte Applikation
des Kaliumkanal-Blockers TEA" erzielt. Dies deutete auf eine wichtige Rolle der Aktivitit
von Kaliumkanilen bei der Holzbildung hin (siehe auch Langer et al., 2002) und belegte
den Befund, dass die Kaliumversorgung einen starken Einfluss auf die Entwicklung der
holzproduzierenden Zellen ausiibt (Arend, 2001).

Eschrich ef al. (1988) und Fromm et al. (1987) wiesen mittels EDXA und Perkolationsana-
lysen erhebliche, saisonal bedingte Kaliumverschiebungen nach. So werden zu Beginn der
Wachstumsperiode im Friihling betrdchtliche Mengen von Kaliumionen aus den lebenden,
speichernden Holzparenchym- und Strahlzellen zu den meristematischen Geweben des
Kambiums in Stamm und Blattachsen transportiert. Im Herbst dagegen, mit Einsetzen der
Ruheperiode, kehrt sich die Richtung des Kaliumflusses um und Kalium wird aus den
Bléttern in die Speichergewebe des Holzes in Stamm und Zweigen befordert. Die hierbei
auftretenden Membran-Ubertritte der Kaliumionen werden von integralen Transportprotei-
nen, den Kanilen und Carriern, vermittelt.

Da iiber die molekularen Mechanismen des Kaliumtransports in mehrjdhrigen Pflanzen
und der kaliumabhingigen Holzbildung noch wenig bekannt war, sollten im Rahmen der
vorliegenden Arbeit die zugrunde liegenden Transportwege untersucht werden. Expressi-
onsmuster und (elektro-) physiologische Charakteristika der beteiligten Kaliumtransporter
sollten mit der saisonabhéngigen Aktivitit des Kambiums im Stamm und der Holzbildung
verkniipft werden. Als weitere baumspezifische Besonderheit, mit Ubergéingen von Ruhe-

phasen im Herbst/Winter und Reaktivierungsprozessen im Friihling, wurden Blattknospen
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im Hinblick auf die Expression von Kaliumtransportern untersucht, die in der jahresabhin-
gigen Blattknospenentwicklung eine Rolle spielten. Neben dem bereits klonierten Kalium-
effluxkanal PTORK konnten aus der Pappel zwei weitere Kaliumkanéle, ortholog zu den
Arabidopsis Kandlen AKT2/3 und KAT]I, sowie ein Kaliumtransporter der KT/KUP/HAK-
Familie isoliert und funktionell charakterisiert werden. Mit in situ Techniken wurden
mRNA und Proteine der Transporter im Leitgewebe lokalisiert. Dies konnte in heterologen
Promotor-Reportergen-Studien bestétigt werden. Fiir die Kanalgene PTK2 und PTORK
konnte eine transkriptionelle Korrelation mit der jahresabhdngigen Aktivititsinderung des

Kambiums im Stamm und fiir KPT/ in den Blattknospen nachgewiesen werden.

4.1 Die cDNA-Molekiile PTK2, KPTI und PtKUPI

Die vollstindigen cDNA-Molekiile PTK2 und PtKUPI wurden aus Geweben des Phloems,
Kambiums und Xylems eines einjdhrigen Pappelstammes isoliert. Dagegen wurde die
cDNA des K'-Kanals KPT! aus sich teilendem, oberirdischem Sprossgewebe gewonnen.
Anhand der abgeleiteten Aminosduresequenzen wurden PTK2 und KPT1 als Untereinhei-
ten pflanzlicher Kaliumkanile des Shaker-Typs identifiziert. Dabei konnte PTK2 der
AKT2/3-Unterfamilie zugeordnet werden und KPT1 dem KATI-Subtyp (s. Abb. 18).
Funktionelle Kaliumkanéle des Shaker-Typs sind Tetramere und weisen pro Untereinheit
eine Porenregion und sechs transmembrane Bereiche auf (Uozumi et al., 1998). Die
Transmembranen fiinf und sechs umgeben die Porenregion, wihrend die vierte membran-
durchspannende Doméne als Spannungssensor fungiert. Die KPT1-Aminosiuresequenz
wies eine Besonderheit innerhalb der KAT1-Unterfamilie auf. So verfiigte KPT1 C-termi-
nal liber eine moglicherweise regulatorische Ankyrin-Domine, die bislang nur in den Un-
terfamilien SKOR, AKT1 und AKT2/3 identifiziert wurde. Im Gegensatz zu den Mitglie-
dern dieser Unterfamilien, die oft sechs Wiederholungen dieser Sequenz zeigen, umfasste
die Aminosduresequenz von KPT1 nur eine putative Ankyrin-dhnliche Doméne. Lediglich
der orthologe SIRK aus Vitis vinifera weist als KAT1-artiger Kanal dieses Sequenz-Motiv
auf. Da es sich hier ebenfalls um eine mehrjdhrige Pflanze handelt, ist zu vermuten, dass
diese mogliche Interaktion mit dem Cytoskelett eine besondere Funktion bei den KAT1-
Kanilen holziger Pflanzen hat. Das allen pflanzlichen Kaliumkanilen gemeinsame Se-
quenzmotiv einer putativen Bindestelle fiir cyclische Nukleotide im C-Terminus wurde
auch fiir PTK2 und KPT1 nachgewiesen (Abb. 17), genauso wie die nahe dem Stoppcodon

lokalisierte, konservierte Doméne, die durch Anhdufung hydrophober und saurer Amino-
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sduren charakterisiert ist. Vermutlich sind diese Sequenzbereiche zur Aggregation der
Tetramere der Kanile notwendig (Daram et al., 1997 und Ehrhardt et al., 1997).

PtKUP1 wurde der KT/KUP/HAK-Familie zugeordnet. Die Vertreter dieser Familie dh-
neln bakteriellen K uptake Transportern (KUP’s, Schleyer and Bakker, 1993) und high-
affinity K Transportern aus Pilzen (HAK, Banuelos et al., 1995; Haro et al., 1999). Die
KT/KUP/HAK-Transporter lassen sich ebenfalls in Unterfamilien einteilen (Abb. 21).
PtKUP1 war AtTrhl, AtKT3/KUP3 und HvHAK?2 am &hnlichsten. Entsprechend konnten
12 putative, transmembrane Bereiche identifiziert werden (Abb. 20). Ob sich diese Trans-
porter, wie die Shaker-Kanile, ebenfalls aus vier, mehr oder weniger Untereinheiten funk-
tionell zusammensetzen, ist bislang noch ungeklirt. Uber einen mdglichen Selektivititsfil-
ter, vergleichbar mit dem GYGD-Motiv in der Porenregion pflanzlicher K'-Kanile des
Shaker-Typs, wird im ersten transmembranen Segment spekuliert (Rodriguez-Navarro,
2000). Die abgeleitete Aminosduresequenz von AtKT1/KUP1 und anderen Vertretern die-
ser Familie zeigt in diesem Bereich das fast identische Motiv IYGD, dariiber hinaus sind
die ambienten Aminosduren GVVYGDLGTSPLY in Pflanzen und Pilzen hoch konser-
viert (Rodriguez-Navarro, 2000). In PtKUP1 war jedoch das zweite hochkonservierte Gly-
cin durch Serin (Pos. 24) und das Serin (Pos. 29) durch Prolin ausgetauscht (Abb. 50). So-
wohl bei AtTrhl als auch bei PtKUPI sind die ersten beiden Aminosduren IY (Isoleucin,
Tyrosin) des putativen Selektivititsfilters [IYGD gegen VF (Valin, Phenylalanin) ausge-
tauscht. Demzufolge bleibt die Bedeutung dieses Aminoséuren-Bereichs als Selektivitits-
filter hochst spekulativ. Eine Erkldrung konnte innerhalb von Struktur-Funktions-Analysen

durch den Austausch einzelner Aminosduren herbeigefiihrt werden.

UP1 A YQSFGVVFEIDLS TIPLYV
RH1 MJAYQSFGHAVFGDLEHESPLYV
S S S-BAN YO SGVR{GD LS TS PLYV

Abb. 50: Sequenzvergleich der putativen Porenregion in der ersten transmembranen Do-

O
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mine der Kaliumtransporter der KUP/HAK/KT-Familie. Identische Aminosiuren sind schwarz,

konservierte grau unterlegt.

4.2 Die Promotoren

Die Promotoren von PTORK, PTK2, KPTI und PtKUPI wurden aus genomischer DNA
gewonnen. Folgende Abschnitte wurden dabei in 5’-Orientierung vom jeweiligen Transla-

tionsstart isoliert:
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e PTORK (1941 bp)
e PTK2 (2335 bp)

e KPTI (945 bp)

o PtKUPI (2585 bp)

Die Analyse der Promotorsequenzen zeigte fiir alle Pappel-Transporter eine Hdufung von
Signal-Motiven fiir die lichtabhéngige Transkription, gewebespezifische Expression in
Leitgewebe, SchlieBzellen und Wurzeln sowie eine Verbindung zum pflanzenspezifischen
Kohlenstoff-Stoffwechsel und Genaktivierung wihrend der Pollen- und Samenreifung. Die
Promotoren von PTK2 und PtKUPI enthielten fiir letzteres noch eine zusatzliche Motiv-
Sequenz. Dies deutete auf eine Funktion, vor allem dieser beiden Kaliumtransporter, bei
Ubergiingen von Ruheperioden in aktive Teilungsphasen, wie z. B. bei der kambialen Re-
aktivierung im Friihling. In allen Promotorregionen waren Sequenzen zur temperaturab-
hiangigen Expression vorhanden. Die PTORK- und PTK2-Promotoren enthielten zudem
noch ein weiteres ,,low temperature regulatory sequence* Motiv (LTRETHVBLT49). Licht
und Temperatur 16sen Ubergiéinge zwischen Ruhe- und Wachstumsperioden des Holzes aus
(Olsson and Little, 2000). Dies wiirde fiir PTORK und PTK2 bedeuten, dass sie saisonab-
hiangig durch diese beiden Faktoren reguliert sein konnten. Im Rahmen dieser Arbeit wur-
den dazu erste Hinweise geliefert. So lie} die Expressionsanalyse von Stamm und Knospen
im Jahresverlauf eine Korrelation der Kaliumkanile PTK2 und PTORK mit der Temperatur
vermuten (s. 3.6.1, 3.6.2 und ausfiihrliche Diskussion in 4.5). Ferner enthielten die Promo-
toren Motive zur hormonellen Regulation durch Auxin, Abscisinsdure und Gibberellinsdu-
re (GA). Dabei fehlten im PTORK-Promotor ABA- und im KPTI-Promotor GA-regulierte
Motive. Auxin spielt, ebenso wie Licht und Temperatur, eine wichtige Rolle beim An- und
Abschalten von Promotoren. Fiir KPT1 konnte gezeigt werden, dass der Kanal im Stamm
durch Auxin reprimiert wurde. Dies stand im Einklang mit dem Befund, dass KPT! kurz
vor dem Offnen der Knospe sein Expressions-Maximum erreichte, welches dann, wenn die
kambiale Aktivitdt auxinabhingig ansteigt, stark abféllt und wihrend der ganzen Wachs-
tumszeit auf niedrigem Niveau bleibt. Die Promotoren von PTORK, PTK2 und PtKUPI
enthielten auflerdem noch Motive fiir Pathogenabwehr, Trockenstress und zuckerabhédngi-
ge Repression. Zuckerregulierte Motive des PTK2-Promotors lieBen auf eine dhnliche Rol-
le, wie bei den orthologen Vertretern AKT2/3 und VFKI1, die beide am Zuckertransport

beteiligt sind, schlieBen.
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4.3 Funktionen

Die Kanéle und der Transporter wurden mit verschieden Methoden funktionell charakteri-
siert. Nach Injektion von cRNA in Oocyten wurde PTK2 elektrophysiologisch analysiert.
PTK2 zeigte sich als kaliumpermeabler, schwach spannungsabhéngiger Kanal. Bei Span-
nungen negativ vom Kaliumgleichgewichtspotential (Ex) vermittelte PTK2 eine Kalium-
Aufnahme, dagegen entlieB er K'-Tonen bei Spannungen positiv von Ex (Abb. 24). Ty-
pisch fir die AKT2/3-Unterfamilie zeigte PTK2 instantane sowie zeitabhingige Strom-
komponenten und wurde spannungsabhéngig durch Calcium geblockt. Wie schon fiir
AKT3 und ZMK2 (Marten et al., 1999; Philippar K., 1999) gezeigt, verringerten sich die
Stromamplituden durch extrazellulire Ansduerung (vgl. Abb. 24 d). Patch-Clamp-
Messungen an Protoplasten einer Pappel-Suspensionskultur prasentierten einen einwérts-
gleichrichtenden, spannungsabhingigen und K'-selektiven Kanal mit ausschlieBlich zeit-
abhédngigen Stromkomponenten. Dieser Einwirtsgleichrichter zeigte allerdings, wie PTK2-
exprimierende Oocyten, einen spannungsabhéngigen Calcium- und Césium-Block (s. Abb.
25 c und d). Obwohl der Calcium-Block und die hohe Sensitivitit gegeniiber Casium cha-
rakteristisch fiir die AKT2/3-Familie waren, differierten Spannungsabhingigkeit und
Gleichrichtung von denen PTK2-exprimierender Oocyten deutlich. Moglicherweise expri-
mieren Zellen der Suspensionskultur weitere o-Untereinheiten, die in der Bildung hetero-
merer, funktioneller Kanéle resultieren, deren Transporteigenschaften sich von homomeren
Kanilen unterscheiden (Daram et al., 1997; Dreyer et al., 1997). Ferner konnte PTK?2 in
vivo in einen Einwirtsgleichrichter modifiziert werden, wie es fiir AKT2/3 durch die Pro-
teinphosphatase AtPP2CA gezeigt wurde (Vranova et al., 2001). Protoplasten der Zellkul-
tur zeigten nach Depolarisation des Membranpotentials kalium- und spannungsabhéngige
Kalium-Auswiértsstrome mit langsamen, sigmoidalen Aktivierungskinetiken (s. Abb. 25 a).
Die Strome &dhnelten jenen PTORK-exprimierender Oocyten (Langer et al., 2002) und
Strémen, die durch die Arabidopsis-Kanile SKOR und GORK (Guard Cell Qutward Recti-
fying K' channel, Ache et al., 2000) vermittelt werden. Dariiber hinaus deuteten weitere
Ergebnisse darauf hin, dass es sich bei dem untersuchten Auswirtsgleichrichter der Zell-
kultur um PTORK handelte. So enthielt der PTORK-Promotor entsprechende Motive zur
wurzelspezifischen Expression. Ferner wurde mittels Realtime Quantitativer PCR und
Northern Analyse gezeigt, dass PTORK in der Zellkultur und in minimalen Mengen auch

in der Wurzel vorhanden war. Dies stand im Einklang mit dem Befund, dass sich hete-



92

rotrophe Zellkultur-Zellen in ihrer Kaliumkanal-Ausstattung wie Wurzelzellen verhalten
(Ivashikina et al., 2001).

Die Funktionen von KPT1 und PtKUP1 konnten in Kalium-Aufnahme-defizienten Bakte-
rien nachgewiesen werden. Nach Expression von KPT1 und PtKUPI in dem Bakterien-
stamm [L.B2003 wurde deren stark eingeschriankte Féhigkeit zur Kaliumaufnahme kom-
plementiert, so dass entsprechend transformierte Bakterien auch auf kaliumlimitierenden
Medien wachsen konnten (s. Abb. 26). Die Transporteigenschaften wurden im Halo-Essay
ndher charakterisiert. Dabei ergab sich fiir PtKUP1-exprimierende Bakterien eine starke
Wachstumshemmung durch Calcium und eine schwache Hemmung durch Casium. Barium
und TEA", zwei typische Kaliumkanal-Blocker, zeigten keinen Effekt auf das Bakterien-
wachstum (vgl. Abb. 27). KPTl1-exprimierende Bakterien wurden dagegen in ihrem
Wachstum nur durch Zink eingeschrinkt, wobei auch die Kontrolle eine geringfiigige
Wachstumshemmung aufwies. Es ist zu priifen, ob die Zink-Sensitivitit der Bakterien auf
das Kalium-Mangelmedium zuriickzufithren oder tatsdchlich KPT1-spezifisch war. Durch
die Komplementationsstudien konnte gezeigt werden, dass sowohl der Shaker-Kanal KPT1
als auch der Transporter der KT/KUP/HAKT-Familie PtKUP1 eine Kaliumaufnahme ver-
mittelten. Es bleibt zu kldren, warum KPT1 als erster Vertreter der KAT1-Subfamilie im
heterologen Expressionssystem der Froschoocyte nicht funktionell charakterisiert werden

konnte.

4.4 Lokalisationen

Die Transkriptgehalte von PTORK, PTK2, KPTI und PtKUPI in verschiedenen Geweben
konnten durch Realtime Quantitativer PCR und Northern Blot Analyse bestimmt werden.
Die Realtime PCR-Analyse von Juli-Gewebeproben zeigte PTK2- und PTORK-Transkripte
in jungen Pappelzweigen. PTK2 und in geringerem Ausmal} auch PTORK wurden dabei
hauptsichlich in der Phloem-Fraktion, in den leitbiindelreichen Petiolen und in SchlieBzel-
len detektiert (s. Abb. 30 und 31 b). Beide Kanalgene waren auflerdem im Xylem und in
Blittern zu finden, dagegen nur in Spuren bzw. gar nicht in der Wurzel. Die Expressions-
werte von PTORK und PTK2 im Gesamtblatt konnten durch die hohen Werte in Schlie3-
zell-angereicherten Fraktionen und in den Leitgeweben der Blitter erklart werden. Signal-
sequenzen in den Promotoren deuteten ebenso auf eine gewebespezifische Lokalisation im
Leitgewebe und in den SchlieBzellen hin.

Die Promotoranalyse lieB auch eine wurzelspezifische Expression vermuten, die sich eben-
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so im Northern Blot fiir PTK2 angedeutet hatte. Das im LightCycler nur &dulerst geringe
Transkriptwerte fiir die Transporter in der Wurzel ermittelt wurden, kdnnte darauf hinwei-
sen, dass das zum Abgleich verwendete Aktin in der Wurzel anders als in anderen Gewe-
ben exprimiert wird und so die ermittelten Transkriptgehalte in der Wurzel nicht im richti-
gen Verhiltnis dargestellt wurden. Erst durch die vollstindige Genomsequenzierung der
Pappel konnen Marker- und ,,housekeeping“-Gene der Pappel identifiziert und so ver-
schiedene Gewebe exakt miteinander verglichen werden. Die KPT-Expression war mit
auBerordentlich hohen Werten auf Schliezellen und Knospen beschrinkt. In Zellen des
Phloems und der Wurzel war die Transkription minimal. In Blattern dominierten wieder
die hohen Transkriptwerte der Schliezellen. Im Gegensatz zu den Shaker-Kaliumkanilen
der Pappel konnte PtKUPI durchgéngig nur in sehr geringen Mengen detektiert werden,
dafiir aber in allen untersuchten Geweben (Abb. 30). Wie PtKUPI wird auch AtTrhli, der
Transporter mit der groften Sequenziibereinstimmung aus Arabidopsis thaliana, in allen
Geweben exprimiert und ist in der Wurzel essentiell fiir die Bildung der Wurzelhaare. Da
auch der PtKUPI-Promotor Signalmotive fiir die wurzelspezifische Expression enthielt
(vgl. 8.4.2.4), sollte in weitergehenden Untersuchungen der Wurzel und Wurzelhaare ge-
prift werden, ob PtKUP1 in der Pappel eine dhnliche Funktion wie AtTrhl in Arabidopsis
thaliana ausiibt.

Neben den verschiedenen Geweben der Pappelpflanze wurde auch die Suspensionskultur
auf Expression der Transporter untersucht. Wahrend PTORK und PTK?2 in der Zellkultur
nachgewiesen wurden, konnten PtKUPI auch hier nur minimal (Abb. 32) und KPTI gar
nicht detektiert werden. Nachdem aber Patch-Clamp Messungen an Zellkultur-
Protoplasten eindeutig einen Einwartsgleichrichter identifizierten, musste mit der Expres-
sion eines weiteren, bisher unbekannten Kanals in der Suspensionskultur gerechnet wer-
den.

Da Pappeltransformationen langwierig sind, wurden zunédchst A. thaliana Pflanzen mit
PTK2- und PTORK-Promotor-GUS-Konstrukten transformiert und die B-Glucuronidase-
Aktivitdit nachgewiesen. Sowohl die mit dem PTORK- als auch die mit dem PTK2-
Promotor transformierten Arabidopsis Pflanzen zeigten eine Blaufarbung in den Leitgewe-
ben von Blatt und Blattstiel (Abb. 35 und 36). Dies war deutlich in Blatt-Querschnitten zu
sehen, wo durch den PTORK-Promotor im Leitbiindel Phloem- und Xylemparenchymzel-
len stark angefdrbt wurden (Abb. 35 a). Dagegen war die Fiarbung durch PTK2 nur
schwach im Phloem und Xylemparenchym zu erkennen, was auf eine geringere Aktivitét

des Pappel-Promotors in Arabidopsis thaliana schlieBBen lieB3.
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Transkripte von PTK2 konnten durch in situ PCR auf Querschnitten junger Stimmchen in
Phloem-Zellen und in den Blattknospen in embryonalen Bléttern lokalisiert werden (Abb.
37). Wie die orthologen Kaliumkanile VFK1 (Ache et al., 2001) und AKT2/3 (Deeken et
al., 2002) aus Vicia faba und Arabidopsis thaliana, die beide im Phloem lokalisiert sind
und beim Zuckertransport eine Rolle spielen, konnte der Pappelkanal PTK2 dem Phloem
zugeordnet werden.

Die Kaliumkandle PTORK und PTK2 konnten, als erste Kaliumkanal-Proteine iiberhaupt,
durch Immunolokalisation mit Antikérpern zellulér nachgewiesen werden. PTORK wurde
in Siebrohren, jungen sich differenzierenden Faserzellen und in Markstrahlen detektiert
(Abb. 38). In den Holzstrahlen war wahrend des aktiven Holzwachstums eine Konzentrati-
on von PTORK-Signalen in den Kontaktzellen zu erkennen, wobei die Signale polar zu
den GefaBen hin angeordnet waren. Dies belegte die vorhergesagte Entladung des Kaliums
in das apoplastische Leitgewebe des Xylems durch PTORK. PTK2 wurde zwar ebenso in
Strahlen, Siebrohren und im Phloemparenchym lokalisiert (Abb. 39), jedoch ohne erkenn-
bare polare Anordnung. PTK2 konnte aufgrund seiner Lokalisation und Funktion an den
Speicherungsvorgingen der Nahrstoffe im Herbst beteiligt sein. Im Frithling wiederum
konnte durch PTK2 Kalium aus den Speichergeweben des Xylems, Phloems und der Strah-

len wieder aufgenommen werden und so den ,,sink“-Geweben zugefiihrt werden.

4.5 Regulationen

Nachdem Expressionsanalysen und Immunologische Nachweise die vorhergesagten Loka-

lisationen der Transporter bestétigt hatten, wurde nun deren Regulation untersucht.

4.5.1 Stamm/Holz

Die Daten aus vorherigen Experimenten von Arend, 2001, Diinisch and Bauch, 1994 und
Diinisch et al., 1998, belegten bereits eine Kaliumabhéngigkeit der Holzbildung. Um he-
rauszufinden, ob die saisonal bedingten Anderungen der Teilungsfihigkeit des Kambiums
und damit die jahresabhiingige Holzbildung von Expressions-Anderungen der Kalium-
transporter begleitet werden, wurden 2001 Zweige eines zu Beginn zweijdhrigen Pappel-
hybrids gesammelt und deren Xylem-Kambium-Phloem-Gewebe einer Expressionsanalyse
unterzogen. Im Gegensatz zu dem ubiquitér auftretenden Carrier P.KUPI, der das ganze
Jahr tiber gleichbleibend niedrig im Stamm vorhanden war, édnderten sich die Transkript-

zahlen sowohl fiir PTORK als auch fiir PTK?2 signifikant (Abb. 40). Prinzipiell wurden die
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Kaliumkanéle wéhrend der Ruhephase des Kambiums im Winter auf einem niedrigen Ni-
veau exprimiert. Im Friihjahr, als die Zellen des Kambiums ihre Teilungsfahigkeit wieder
aufnahmen (April), stiegen die Transkriptzahlen von PTK?2 transient auf den maximalen
Jahreswert an. Im Sommer und Herbst erreichten PTK2 sowie PTORK mit den Jahres-
hochsttemperaturen maximale Transkriptwerte, die dann im Winter wieder abfielen. Of-
fensichtlich wurden PTK2 und PTORK zeitversetzt im Jahresgang induziert. Uber PTK2
konnte im Friihling mit steigenden Temperaturen und Tageslédngen, parallel zur Reaktivie-
rung des Kambiums, der Kaliumtransport aus den Speicher- zu den ,,sink“~-Geweben ver-
mittelt werden. Diese Vermutung wurde durch entsprechende Motive zur licht- und tempe-
raturabhéngigen Gen-Regulation im Promotor von PTK2 unterstiitzt. Die Transkription
von PTK?2 fiel im Mai wieder auf Jahresanfangswerte zuriick um dann mit dem Tempera-
turanstieg im Sommer wieder auf maximale Werte anzusteigen. PTORK, der ausschlie3-
lich Kaliumionen aus der Zelle entlassen kann und dessen Expression im Stamm erst in
Hochsommer und Herbst auf maximale Werte anstieg, konnte eine wichtige Funktion bei
der Speicherung von Kalium im Herbst iibernehmen, indem Kalium aus den Bléittern in die
lebenden, als Speicher fungierenden Markstrahlen des Stammes transportiert wird. Diese
Ergebnisse zeigten, dass PTORK und PTK2 saisonabhidngig im Stamm reguliert werden

und mit der Aktivitdt des Kambiums und somit der Holzbildung zusammenhingen.

4.5.2 Blatter/Blattstiele

Transkriptionelle Expressionsanalysen von Blattstielen und -Adern ergaben fir PTORK
eine Induktion durch Licht (s. Abb. 45). Damit konnte die Zunahme der PTORK-
Expression an den langsten Tagen im Sommer erklart werden. Im Dunkeln wurde PTORK
reprimiert (s. Abb. 45), was auf einen Riickgang der Expressionsaktivitit des Kaliumka-
nals an Tagen mit kiirzerer Lichtdauer schlieBen lasst. PTK2 wurde dagegen in denselben
Geweben nicht durch Licht reguliert, folglich konnte die temperaturabhéingige Regulation
fiir PTK2 eine lUbergeordnete Rolle spielen. Ferner enthielten der PTORK- sowie der
PTK2-Promotor Motive, die auf eine Regulation durch das Seneszenz-Hormon ABA deu-
ten. Fiir PTK2 wurde im Stamm gezeigt, dass sich die Transkriptzahl des Kaliumkanals
nach einer Inkubation von 8 h mit ABA halbierte (vgl. Abb. 46). Eine Repression durch
ABA, das zur Einleitung von Ruheprozessen, wie z. B. der Uberwinterung, freigesetzt

wird, wiirde die Reduktion der PTK2-Transkripte im Spétherbst untermauern.
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4.5.3 Knospen

Auf der Suche nach weiteren saisonabhingigen Phdnomenen, die durch Kalium beeinflusst
werden, wurde, dhnlich wie fiir den Stamm, ein Jahresgang der ausschlieBlich in mehrjih-
rigen Pflanzen vorkommenden Blattknospen erstellt. In diesem baumspezifischen Gewebe
korrelierten die KPT1-Transkripte mit der Knospendffnung. So zeigte der in Schlieizellen
lokalisierte Kaliumkanal eine transiente Induktion seiner Transkription beim Offnen der
Knospen, die spitestens nach Anlage neuer Knospen auf ein ganzjihrig niedriges Level
reduziert wurde (Abb. 42 a). Der Promotor von KPT1 enthielt entsprechende Motive, die
auch fiir Reaktivierungsprozesse bei der Samen- und Pollenreifung entscheidend sind. Der
starke Anstieg von KPT wéhrend des fortschreitenden Schwellens der Blattknospen konn-
te in der Klimakammer durch kiinstliche Knospenreifung bestitigt werden (Abb. 44).
Durch Induktion eines Kalium-Aufnahmekanals kdnnte so gesichert werden, dass ausrei-
chend osmotisch aktives Kalium fiir die Zellstreckung und Stomaéffnung in die SchlieB3-
zellen noch vor Offnen der Blattknospen gelangt.

Fiir die anderen bislang isolierten Pappel-Kaliumtransporter konnte keine Regulation wih-

rend der Blattknospenentwicklung nachgewiesen werden (Abb. 42 b und 43).

4.5.4 Hormone

KPTI wurde im Stamm durch das Wachstumshormon Auxin beeinflusst. Im Gegensatz zu
ZMK]1 (Philippar et al., 1999) wurde KPT/ im Stamm nach Auswaschen des endogenen
Auxins induziert und durch Zugabe des physiologisch aktiven 1-NAA reprimiert (s. Abb.
47). Eine mogliche Wirkung des Auxins auf die KPT/-Transkription wurde durch Signal-
Motive in der Promotorregion zur auxinabhédngigen Transkription gestiitzt. Diese Daten
korrelierten mit denen der Knospendftnung. KP7! wurde kurz vor der Reaktivierung,
wenn Auxin vermutlich noch nicht wirksam ist, innerhalb kiirzester Zeit induziert. Hierfir
sind wahrscheinlich Licht und Temperatur verantwortlich. Die KPT-Expression wiirde

dann, wenn der wirksame Auxin-Gehalt ansteigt, runterreguliert werden.

4.5.5 Salz

Da auch Baume in ihrem Wachstum durch Salzstress negativ beeinflusst werden, wurde
der Effekt erhohter NaCl-Konzentrationen auf PTORK und PtKUPI untersucht. Einige
Mitglieder der KT/KUP/HAK-Familie, wie z. B. HYHAKI1 (Santa-Maria ef al., 1997) und
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AtKUPI spielen vermutlich beim Salzstress eine Rolle (Fu and Luan, 1997). Der Vertreter
aus der Pappel dagegen wurde durch NaCl in keinerlei Weise reguliert (Abb. 48 und 49).
PTORK jedoch wurde in Bléttern und im Stamm von Hydropflanzen, die zwei Wochen
lang Salzstress ausgesetzt waren, reprimiert. Den gleichen Effekt zeigte die Suspensions-
kultur bereits nach 6 h Salzstress (vgl. Abb. 48 und Abb. 49). Dies wiirde bedeuten, dass
bei Salzstress weniger Kalium in das Xylem gelangt. Dafiir konnte Natrium in toxischen

Mengen ins Xylem aufgenommen werden.

4.6 Physiologische Bedeutung fiir die Pappel

Der Kaliumgehalt des Pappel-Kambiums nimmt wéhrend der Wachstumsperiode, in Ab-
hingigkeit vom Kaliumangebot, zu. Unter kaliumlimitierenden Bedingungen und nach
lokal begrenzter Applikation des Kaliumkanalblockers TEA" wurden die Gefdweiten und
die Streckungszone signifikant reduziert. Dadurch konnte ein Zusammenhang zwischen

Kaliumgehalt bzw. Kaliumkanélen und holzbildenden Zellen hergestellt werden.

4.6.1 PTORK

Das Kanalgen PTORK konnte den Leitgeweben, hier vor allem dem Phloem sowie den
SchlieBzellen zugeordnet werden. PTORK gehorte zur Unterfamilie der K'-Kanile des
SKOR-Typs. Von diesem Subtyp existieren in der einjdhrigen Pflanze A. thaliana mit
SKOR und GORK nur zwei Vertreter. SKOR entldsst Kaliumionen ausschlieflich ins Xy-
lem der Wurzel (Gaymard et al., 1998) und GORK, der hauptsédchlich in SchlieBzellen,
dariiber hinaus im Stengel, Blatt, Bliiten, Wurzel und Wurzelhaaren exprimiert wird, ist
mafgeblich an der Regulation der Stomabewegung und der Osmoregulation der Wurzel-
haare beteiligt (Ache et al., 2000; Ivashikina et al., 2001). Nachdem PTORK ebenfalls sehr
hoch in SchlieBzellen exprimiert war und auch im Promotor schliezellspezifische Signal-
motive gefunden wurden (vgl. 34 b und 8.4.2.1), war zu vermuten, dass er, wie GORK, an
der Stomabewegung beteiligt ist. Sein Expressionsmuster und die Lokalisation in Strahl-
zellen des Phloems mit Kontakt zu den Siebrohren sowie die polare Anordnung in den
Markstrahlen an der GefidB3seite (Abb. 38) lieBen dagegen auf eine wichtige Rolle bei der
Einlagerung von Kalium ins Holz, vor Einsetzen der Ruheperiode, schlieBen. Dariiber hin-
aus wurde PTORK auch im Xylemparenchym lokalisiert (s. Abb. 29, 30 und 35), so dass
PTORK, wie SKOR, die Entladung von Kalium aus dem Xylemparenchym in die Gefal3e
vermitteln konnte. PTORK vereinigte also Funktionen, wie sie von GORK und SKOR be-
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kannt sind. Es bleibt daher zu priifen, ob in der Pappel {iberhaupt ein weiterer auswérts-
gleichrichtender Kaliumkanal, wie in Arabdiopsis, existiert. Das laufende Genom-

Sequenzierungs-Projekt der Pappel wird dazu Aufschluss geben.

4.6.2 PTK2

PTK2 lieB3 sich der AKT2/3-Unterfamilie zuordnen, deren Vertreter AKT2/3 aus A. thalia-
na, VFK1 aus V. faba und ZMK2 aus Z. mays allesamt im Phloem lokalisiert sind. Auch
fiir das Pappel-Mitglied wurde eine Lokalisation im Leitgewebe, vorwiegend im Strahl-
und Phloemparenchym, nachgewiesen (vgl. Abb. 36, 37 und 39). Die elektrophysiologi-
sche Charakterisierung zeigte einen schwach spannungsabhingigen, K'-selektiven Kanal,
der Kaliumionen aufnehmen aber auch entlassen kann. Seine Lokalisation in Strahlzellen
und Parenchym, seine Féhigkeit Kaliumionen in die Zelle aufzunehmen und abzugeben
sowie seine hohe, transiente Expression im Mérz und April lassen auf eine wichtige Rolle
bei der Versorgung der ,,sink“-Gewebe mit Kalium im Frithjahr schlieBen. Die Induktion
von PTK2 im Friihling konnte durch Temperaturdnderungen und Reaktivierungsprozesse
hervorgerufen werden, was sich durch entsprechend vorhandene Promotor-Motive begriin-
den lieBe. Wie fiir VFK1 gezeigt, konnte iiber PTK2 der Zuckertransport in den lebenden
Siebrohren (vertikal) und Baststrahlen (radial) durch Kontrolle des Membranpotentials
gesichert werden. Im frithen Herbst konnten die Transportprozesse zur Nihrstoff-
Speicherung im Mark in umgekehrter Richtung ablaufen, was ebenfalls hohe Transkript-
zahlen von PTK2 im August und September erfordern wiirde (vgl. Abb. 40).

4.6.3 KPT1

KPT1 wurde der KAT1-Unterfamilie zugeordnet, deren Vertreter strikte Kalium-Einwarts-
gleichrichter sind. Fiir KPT1 konnte in Bakterien, die ihre Féhigkeit zur Kalium-Aufnahme
verloren hatten, ebenfalls eine Funktion als Kalium-Aufnahmesystem nachgewiesen wer-
den. Wie fiir SIRK (Pratelli et al., 2002), KATI und KST1 gezeigt (Nakamura et al., 1995;
Miiller-Rober et al., 1995), wurde auch der Pappelvertreter KPT'1 fast ausschlieBlich in
SchlieBzellen exprimiert (s. Abb. 31). KAT1 und KST1 sind dort vor allem fiir die regu-
lierte Stomaoffnung wichtig (Szyroki et al., 2001). Eine dhnliche Funktion kann auch fiir

KPT1 vermutet werden.
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4.6.4 PtKUP1

PtKUPI stellte sich als neues Mitglied der KT/KUP/HAK-Familie heraus. Dabei zeigte
PtKUPI die grofite Sequenzédhnlichkeit zu dem Arabidopsis Carrier Trhl. Wie Trhl (Rigas
et al., 2001) wurde auch PtKUPI ubiquitdr und nur in geringen Mengen exprimiert. Dem-
entsprechend war der Pappel-Carrier in Blittern, Petiolen, in den Leitgeweben Xylem und
Phloem, in der Wurzel, in Blattknospen und auch in der Suspensionskultur zu finden. Nach
Komplementation Kalium-Aufnahme-defizienter Bakterien konnte PtKUP1 als Kalium-
Aufnahmesystem klassifiziert werden und sichert vermutlich eine ausreichende Kalium-
versorgung, auch unter limitierenden Bedingungen, Die Tatsache, dass PtKUPI, im Ge-
gensatz zu allen Shaker-Kanilen, im Winter sowohl im Stamm als auch in den Blattknos-
pen hoher exprimiert wurde, unterstiitzte die Vermutung, dass PtKUP1 die Kaliumversor-

gung lebender Zellen in Ruhephasen gewdhrleistet.

4.7 Ausblick

Die Ergebnisse der vorliegenden Dissertation bilden den Grundstein fiir eine intensive,
molekulargenetische und physiologische Forschung zur Aufklirung des kaliumabhingigen
Holzwachstums. Trotz intensivster Anstrengungen gelang es bisher nicht, transgene sense
und antisense Pappeln dieses Hybrids zu generieren. Fiir die Charakterisierung des Phéno-
typs und der Holzeigenschaften, die auf verdnderten Kaliumbedingungen beruhen, bleibt
dies jedoch erforderlich. Die Herstellung transgener Pappeln soll nun im Rahmen der neu
gegriindeten DFG-Pappel-Forschergruppe von der Arbeitsgruppe Mendel/Haensch, Tech-
nische Universitdt Braunschweig, verwirklicht werden. Ferner sollen auch Pappelpflanzen
mit den Promotor-Gus-Konstrukten von PTORK und PTK?2 transformiert werden, um die
Lokalisationen der Kaliumkanile in der einjdhrigen, krautigen Pflanze Arabidopsis mit
denen im mehrjahrigen Baum Populus vergleichen zu konnen. Fiir die exakte Lokalisation
von KPT1 und PtKUPI in der Pflanze sollen ebenfalls Antikorper eingesetzt und von den
bereits isolierten Promotorregionen Promotor-Reportergen-Konstrukte hergestellt werden.
Mit der Laser-Microdissection-Methode ist moglich cDNA aus einzelnen, kambialen und
sich differenzierenden Phloem- bzw. Xylemzellen zu isolieren, so dass auf zelluldrer Ebe-
ne Transporter-Gene identifiziert werden konnten, die an Zellteilung, Expansion, Differen-
zierung und Xylogenese beteiligt sind. Dariiber hinaus ist fiir die Aufklarung des gesamten

Kaliumstromes von der Aufnahme in der Wurzel, {iber den Transport im Stamm bis zur



100

Speicherung in Bléttern bzw. Stamm die Isolierung weiterer Kaliumkanile des Shaker-
Typs und ihrer Promotoren erforderlich. Mittlerweile konnte ein Fragment eines AKT1-
artigen Kanals, die an der Kaliumaufnahme der Wurzel beteiligt sind, ebenfalls isoliert
werden. Aufgrund der groen, natiirlichen Schwankungen des Jahres-Klimas und auch der
Holzeigenschaften miissen die Expressionsmuster aus den Jahresgéngen flir Stamm und
Blattknospen verifiziert werden. Mit der Patch-Clamp Technik und Einstichmessungen an
lebenden Zellen sollen die elektrischen Eigenschaften einzelner Zelltypen mit den Expres-
sionsmustern in Bezug gebracht werden. /n vivo Messungen an Holz-Lebend-Schnitten der
Pappel und Patch-Clamp Analysen an Protoplasten sollen mit in vitro Daten aus heterolo-
gen Expressionssystemen verglichen werden. SchlieBlich sollen Kaliumverschiebungen im
Jahresverlauf (EDXA) und biophysikalische Eigenschaften von Wildtyp und transgenen
Pflanzen gegeniiber gestellt werden. Basierend auf diesen Daten kann ein Modell entwi-
ckelt werden, dass die Korrelation zwischen GroB3e und Richtung der saisonalen Kalium-
strome und der Anwesenheit und den Eigenschaften der Kaliumtransporter erklart, die fiir

die Holzbildung relevant sind.
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5. Zusammenfassung

Mit molekularbiologischen und biophysikalischen Analysen sowie immunologischen
Nachweisen wurden Grundlagen des kaliumabhéngigen Holzwachstums erforscht. Dazu
lassen sich folgende Ergebnisse zusammenfassen:

(i.)  Aus Holz-Kambium-Bast-Gewebe wurden ausgehend von EST’s die Volllangen der
cDNA-Molekiile PTK2 (Populus tremula K" channel 2) und PtKUPI (Populus tre-
mula K uptake transporter 1) mittels RACE-Technik isoliert. PTK2 lieB sich an-
hand der abgeleiteten Aminosduresequenz der AKT2/3-Unterfamilie des Shaker-
Typs zuordnen, wéihrend sich PtKUP1 in die Familie der KT/KUP/HAK-Transporter
einreihte.

(ii.) Der Kaliumkanal KPTI (K’ channel Populus tremula 1) wurde mit degenerierten
Primern in hoch konservierten Bereichen pflanzlicher Shaker-Kanile aus sich tei-
lendem, oberirdischem Sprossgewebe isoliert und anschlieend mittels 3°- und 5°-
RACE komplettiert. Nach Aminosduren-Sequenzanalyse ist KPT1 ein KATI-
dhnlicher Kaliumkanal.

(iii.) Der direkte Zusammenhang zwischen Kaliumkandlen und holzbildenden Zellen
konnte durch Verringerung der GefidlBweiten und signifikante Schrumpfung der
Streckungszone nach lokal begrenzter Applikation des Kaliumkanalblockers TEA"
sowie durch kaliumlimitierende Bedingungen hergestellt werden.

(iv.) Die Transkripte von PTK2 und PTORK (Populus tremula outward rectifying K’
channel) wurden beide in den Leitgeweben des Stammes, dort besonders im Phloem
und in Schliezellen lokalisiert. Die mRNA von PtKUPI war ubiquitdr in geringen
Mengen vorhanden. KPT] wurde fast ausschlieBlich in den Schliezellen nachge-
wiesen.

(v.) PTK2 wurde nach heterologer Expression in Frosch-Oocyten als schwach span-
nungsabhingiger, K -selektiver, nicht-gleichrichtender Kaliumkanal charakterisiert.
Wie AKT2/3-dhnliche Kaliumkanile, wurde PTK2 durch Protonen und spannungs-
abhingig durch Calcium geblockt.

(vi.) KPTI und PtKUP1 waren in der Lage einen Kalium-Aufnahme-defizienten Bakteri-
enstamm zu komplementieren. KPT1 und PtKUP1 repréisentieren demnach Kalium-
Aufnahmesysteme. Dabei erwies sich KPT1 als sensitiv gegeniiber Zink und der

durch PtKUP1 vermittelte K'-Transport wurde durch Calcium und Césium inhibiert.
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(vii.)

(viii.)

(ix.)

(x)

(xi.)

In Protoplasten einer Pappel-Suspensionskultur konnte mittels Patch-Clamp Technik
ein auswirtsgleichrichtender, kalium- und spannungsabhingiger, K -selektiver Ka-
nal nachgewiesen werden. Dieser Auswértsgleichrichter zeigte langsame, sigmoida-
le Aktivierungskinetiken, dhnlich den Kaliumstromen PTORK-exprimierender Oo-
cyten. Des Weiteren wurde in der Suspensionskultur ein einwértsgleichrichtender,
spannungsabhingiger K -selektiver Kanal detektiert, der, wie PTK2 in Xenopus-
Oocyten, spannungsabhingig durch Calcium geblockt wurde. Nach Zugabe extra-
zelluldren Césiums kam der Einwértsstrom vollstindig zum Erliegen.

Fiir die drei Kaliumkanile der Pappel sowie den Kalium-Carrier wurden die Promo-
torregionen isoliert. Sie enthielten Motive fiir licht- und temperaturabhingige
Transkription, gewebespezifische Expression im Leitgewebe, in Schliefzellen und
in Wurzeln, hormonabhéngige Transkription und Motive zur Reaktivierung bei der
Pollen- und Samenreifung.

Die Genaktivititen von PTORK und PTK2 wurden nach Transformation von
A. thaliana mit geeigneten Promotor-GUS-Konstrukten im Phloem und Xylempa-
renchym von Blattstielen nachgewiesen.

Erstmals fiir Pflanzen wurden mit PTORK und PTK2 Kaliumkanal-Proteine immu-
nologisch durch Antikdrper in Phloem- und Strahlzellen detektiert. Wahrend PTK2
gleichméBig in den Strahlzellen verteilt war, wurde im gleichen Zelltyp fiir PTORK
eine polare Anordnung zu den angrenzenden Gefdfen hin beobachtet.

Um die verschiedenen Kaliumtransporter mit der kambialen Aktivitit und dem
Holzwachstum zu verkniipfen, wurden die Expressionsprofile mit jahreszeitlichen
Anderungen der Kaliumgehalte im Stamm verglichen. Die Transkriptanalyse von
PTORK, PTK2, KPTI und PtKUP] iiber den Zeitraum eines Jahres in Stamm- und
Blattknospen zeigte eine transkriptionelle Korrelation der cDNA-Molekiile PTORK
und PTK2 mit der saisonal begrenzten Holzbildung. Thre Induktionen im Herbst las-
sen, zusammen mit ihrer Expression im Leitgewebe und ihren funktionellen Eigen-
schaften, auf eine Beteiligung der beiden Kaliumkanile an Speicherungsvorgingen
in die lebenden Mark- und Baststrahlen im Herbst schlieBen. Im Friihjahr dagegen,
wenn sich die Kaliumstrome umkehren um die ,,sink*“-Gewebe mit Kalium zu ver-
sorgen, wird das Kalium vermutlich hauptsichlich tiber PTK2, der dann maximal
exprimiert wird, aus den Strahlen und Gefdflen zu den Meristemen in Stamm und
Knospen transportiert. KPT1, der hauptsidchlich in SchlieBzellen lokalisiert ist,

scheint eine wichtige Rolle beim Offnen der Stomata zu spielen. PtKUP1 war in al-
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len Geweben wihrend des gesamten Jahres niedrig exprimiert und sicher daher ver-
mutlich eine ausreichende Kaliumversorgung auch unter limitierenden Bedingun-
gen.

(xii.) Zur Vermehrung und Schaffung neuen Pflanzenmaterials wurde eine sterile Agar-
kultur aus P. tremula x P. tremuloides sowie eine Pappel-Suspensionskultur aus
oberirdischem, sich teilendem Sprossgewebe etabliert. Die Expressionsanalyse der
Zellkultur deutete auf eine Ausstattung an Kaliumkanédlen wie in Wurzelhaaren hin,
mit hohen Transkriptzahlen fiir PTORK, geringer Expression von P7K2 und mini-
malsten PtKUP-Transkripten.
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6. Summary

The current work focussed on the elucidation of the molecular basis for K -dependent

wood formation. Using molecular techniques in combination with biophysical and immu-

nological approaches the results can be summarised as follows:

(i)

(ii.)

(iii.)

(iv.)

v.)

(vi.)

Starting from available EST’s the cDNA’s of PTK2 (Populus tremula K channel 2)
and PtKUPI (Populus tremula K’ uptake transporter 1) were isolated from wood-
cambium-phloem tissue with use of the RACE technique. Based on the deduced
amino acid sequences, PTK2 was assigned to the AKT2/3-subfamily of Shaker-type
channels, while PtKUP1 was grouped into the family of the KT/KUP/HAK-
transporters.

The potassium channel KPT! (K channel Populus tremula 1) was isolated from di-
viding, over ground stem tissues using degenerated primers for highly conserved re-
gions of Shaker channels and the cDNA was completed in 3’- und 5’-directions by
RACE-PCR. The obtained amino acid sequence revealed that KPT1 represents a
KAT]1-like K* channel.

The contribution of potassium channels for wood formation was shown by local ap-
plication of the K channel blocker TEA" as well as under limiting K™ conditions.
Both treatments resulted in a decrease of vessel lumen area, a significant reduction
of the zone of expanding xylem cells and a premature initiation of secondary cell
wall synthesis.

The transcripts of both PTK2 and PTORK (Populus tremula outward rectifying K
channel), were mainly localised in the phloem of the vascular tissue and in guard
cells. In contrast, the mRNA of PtKUPI was ubiquitously present at low levels
while the KPT1 expression was restricted to guard cells.

Following the heterologous expression in frog oocytes, PTK2 was characterised as a
weakly voltage-dependent, K -selective channel mediating potassium currents into
and out of the cell. Reminiscent to AKT2/3-like channels, PTK2 was sensitive to ex-
tra cellular protons and blocked by calcium in a voltage-dependent manner.

KPT1 and PtKUP1 were able to complement a potassium uptake deficient strain of
E. coli. Therefore KPT1 und PtKUP1 represent potassium uptake transport proteins.
These studies showed that K'-transport mediated by KPT1 was inhibited by zinc.

PtKUPI was inhibited by calcium and caesium.



Summary 105

(vii.) Protoplasts from poplar suspension cultures analysed with the patch-clamp tech-
nique displayed an outward rectifying, potassium- and voltage-dependent, K'-
selective channel. This outward rectifier exhibiting slow sigmoidal activation kinet-
ics, reminiscent of PTORK when heterologously expressed in Xenopus oocytes. In
addition, an inward rectifying, voltage-dependent, K'-selective channel was detected
in suspension cultured cells, showing a voltage-dependent calcium block like PTK?2
expressed in Xenopus oocytes. The currents carried by this channel were completely
abolished after application of extra cellular caesium.

(viii.) The promotor regions of the three poplar potassium channels and the potassium
transporter were isolated. Sequence analysis revealed signal motifs for temperature-
and light-dependent regulation as well as tissue-specific expression in vascular tis-
sue, guard cells and roots, motifs for hormonal dependent transcription, reactivation
during pollen and seed development.

(ix.) Transformation of A. thaliana with the promotor-GUS-constructs showed that
PTORK and PTK2 gene activities were predominantly observed in the phloem and
xylem parenchyma of petioles.

(x.) For the first time in plants the K channel proteins PTORK and PTK2 were immu-
nologically detected with antibodies in phloem and rays. In contrast to PTK2 which
was equally distributed within ray cells PTORK was polar arranged to neighbouring
vessels.

(xi.) In order to link the different potassium transporters to cambial activity and wood
formation expression profiles were compared to seasonal changes of potassium con-
tent of the stems. The annual expression analysis of PTORK, PTK2, KPTI und
PtKUPI in stems and buds revealed a correlation of the mRNA molecules of
PTORK und PTK?2 with seasonally limited wood formation. Their induction in au-
tumn, as well as their localisation in vascular tissues and their functional properties,
indicated an involvement of both potassium channels in loading the still living pit
and bast rays in autumn. In contrast in spring, when K" fluxes reverse from the rays
and vessels to the meristematic tissues to ensure cambial activity, this ion is proba-
bly transported via PTK2, which is maximal expressed at this time. KPT/, which is
mainly localised in guard cells, probably plays an important role in stomatal open-
ing. Finally, PtKUPI1 may represent a gene ensuring sufficient potassium nutrition
under limiting conditions since transcript levels were low in all tissues throughout

the year.
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(xii.)

A sterile agar culture of P. tremula x P. tremuloides was generated for propagation
and a sterile poplar suspension culture was established from over ground dividing
stem tissue. The K'-channel expression profile of the cell culture was similar to that
described for root hairs showing high transcript levels of PTORK, little expression
of PTK?2 and minimal amounts of PtKUP] transcripts.
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8. Anhang

8.1 Abkiirzungsverzeichnis

%

°C
3-
5.
24D
NAA

ABA
AKT
AMP
AtKC
AtKUP
ATP
BAP
bp
BSA

bzw.

ca.

CcC

cDNA
cm
cm

CNGC

cRNA
C-Terminus
d

Da

DEPC
DEVC
DNA
Dnase
dNTP

EBI

Prozent

Grad Celcius

C-terminal

N-terminal
2,4-Dichlorophenoxyessigsdure
1-Naphtalenessigsdure (engl. acetic acid)
Adenin

Abscisinsdure (engl. acid)

Arabidopsis thaliana K'-Transporter
Adenosin-mono-phosphat

Arabidopsis thaliana K channel
Arabidopsis thaliana K uptake transporter
Adenosintriphosphat
Benzyl-amino-purin

Basenpaare

Bovin (engl. Rind) -serum-albumin

bezichungsweise
Cytosin
zirka

companion cell (engl. Geleitzelle)

copy DNA = DNA Kopie von einer nRNA
Zentimeter
Quadratzentimeter

Cyclic-nucleotide-gated channel

copy RNA = RNA Kopie von einer DNA
Carboxy-Terminus

day (engl. Tag)

Dalton

Diethylpyrocarbonat
Double-Electrode-Voltage-Clamp
Desoxyribonucleinsdure (engl. acid)
Desoxyribonuclease
desoxy-Nucleotid-Tri-Phosphat

European Bioinformatics Institute

E. coli
EDTA
EDXA
eng.

fwd

GA
GMP
GUS

h

HAK
HCK
HKT
IBA
ICP-OES

kb
kDa
KAT

KCO
KEA
KPT
KST

KT

KUP

LCT
LB

MF

min

Escherichia coli
Ethylen-diamin-tetra-acetat

energy dispersive x-ray analysis
englisch

forward (vorwirts, fiir 5°-3” Primer)
Gramm

Guanin

Gibberellinsdure (engl. acid)
Guanosin-mono-phosphat
B-Glucuronidase

hour (engl. Stunde)

high-affinity K'-transporter
Salzséure

high-affinity K'-Transporter
Indole-butyric-acetat

Optical emission spectroscopy with
an inductively coupled plasma flame
kilo-

Kilobasen
Kilodalton
K'-Transporter —aus  Arabidopsis
thaliana

K channel outward rectifier

K exchange antiporter

K'-channel Populus tremula
K'-Transporter aus Solanum tubero-
sum

K'-Transporter

K uptake transporter

K'-Kanal aus Zea mays

Liter

low-affinity cation transporter

Luria Bertani

Mikro-

Molar

Mikrifibrillen

Minuten
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ml Milliliter Rnase Ribonuclease

MOPS 3 [-N-Morpholino]ethansulfonséure rRNA ribosomale RNA

mRNA messenger (engl. boten) RNA RT Raumgemperatur

ms Millisekunden RT real time (engl. Echtzeit)

MS Murashige und Skoog sec Sekunde (engl. second)

mV Millivolt SDS engl. fiir Natrium-Dodecylsulfat

NaOH Natriumhydroxyd SE sieve element (engl. Siebrohre)

N-Terminus Amino (NH3)-Terminus SIRK Stomatal Inward Rectifying
K'channel aus Vitis vinifera

ng Nanogramm SKOR Stelar K outward rectifying channel

oligo (dT) oligo Desoxythymidin SKT Solanum tuberosum K'-Transporter

PBS Phosphate buffered salt solution SL-Zone secondary wall formation and lignifi-
cation zone

PCR Polymerase Kettenreaktion (engl. chain reac- T Thymidin

tion)

Poly-A'- Poly Adenin TBE Tris-Bor-EDTA-Puffer

pmol Picomol = 10""* Mol TEM Transmissionselektronenmikroskop

PTORK Populus tremula outward rectifying tRNA transfer RNA

PTK Populus tremula K'-channel uv Ultrayiolett

PtKUP Populus tremula K" uptake transporter \Y Volt

RACE rapid amplification of cDNA ends VFK Vicia faba K'-channel

RE-Zone radial enlargement zone i) volume/ yolume (engl. Volumen)

rATP ribo-Adenosintriphosphat (W/v) weight/  volume (engl. Gewicht/
Volumen)

REM Rasterelektronenmikroskop Xg -mal Erdbeschleunigung

rev reverse (riickwirts, fiir 3°-5” Primer) z.B. zum Beispiel

RNA Ribonucleinsdure (engl. acid) ZMK Zea mais K'-Transporter

8.2 Verwendete Gerite und aufgefiihrte Firmen

AGS, Heidelberg

A.L.F. DNA Sequencer (Pharmacia Biotech)
Ambion iiber AMS Biotechnology, Wiesbaden
Amersham Biosciences, Freiburg

Apple, Cupertino, USA

Appligene Oncor, Heidelberg

Beckman, Palo Alto, Kalifornien, USA
Biometra, Gottingen

Bio-RAD, Miinchen

Biozym, Hessisch Oldendorf

Carl Zeiss Jena GmbH, Géttingen

Clontech, Heidelberg

Dianova, Hamburg

Landgraf, Langenhagen

LEHLE SEEDS, Round Rock, USA

Leitz, Wetzlar

LightCycler (Roche), Penzberg

Microm, Walldorf

MWG, Ebersberg

Narishige Scientific Instrument, Tokyo, Japan
Nasco, Fort Atkinson, Texas, USA

National Biosciences, Plymouth, England
New England Biolabs, Schwalbach

Netzgerit fiir die Elektrophorese: Mini Power Pack P20
(Biometra)

NPI electronics
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Drummond Scientific Company

Dynal, Hamburg

Easy-Cast Elektrophoresegerite (AGS)
Eppendorf, Hamburg
Geigermiillerzdhlrohr Contamat FHT 111G
Genequant II (Pharmacia Biotech)
General Valve, Brookshire, Texas, USA
Genomed, Bad Oeynhausen

GFL, Burgwedel

Gibco BRL, Eggenstein

GS 15-R Kiihlzentrifuge (Beckman)
HEKA, Lambrecht

Heraeus Kulzer GmbH, Wehrheim

Osram, Miinchen

PeqLab, Erlangen

Pharmacia LKB, Freiburg

Promega iiber Boehringer Ingelheim, Heidelberg
Qiagen, Hilden

Retsch, Haan

ROTH, Karlsruhe

Schlag GmbH, Bergisch Gladbach
Schleicher & Schuell, Dassel

Schiittler Typ 3017, (GFL)

Serva tiber Boehringer Ingelheim, Heidelberg
Sigma, Deisenhofen

Sigma ARK, Darmstadt

Hitachi Software Engineering Europe, Olivet Cedex, Stratagene, Heidelberg

Frankreich

Sutter Instruments Corporation, Novato, CA, USA

Hoefer Scientific Instruments, San Francisco, Kalifornien, Thermomixer 5436 (Eppendorf)

USA
ICN Biomedicals GmbH, Eschwege
Invitrogen, NV Leek, Holland

8.3 Oligonukleotidprimer

TIB MolBiol, Berlin
Tischzentrifuge Z 160 M (Hermle)
Tropix iiber Boehringer Ingelheim, Heidelberg

Oligonukleotidprimer zur Synthese der cDNA-Molekiile PTK2, KPTI und PtKUPI

PTK2 Mrev

PTK2 Mrev nest
PTK2 VL fwd

PTK2 VL rev

PtKUPI Mrev
PtKUP1 Mrev nest
PtKUP1 VL fwd
PtKUP1 VL rev
5’-KPT1 GSP1
Nested 5’-KPT1 GSP2
3’-KPT1 GSP1
Nested 3’-KPT1 GSP2
KPT1 VL fwd

KPT1 VL rev

Marathon™cDNA Amplification Kit:

APl
AP2

5’-GTG CAT TCT TGT TCC CCT TCA C-3°
5’-AAG CAT TTC GTT GAG GCT CGT G-3’
5’-GGG CAC GTA ACG AGT T-3

5°-TGC CTG ATG AGT ATT GAT TG-3’
5’-CCG GCA TCT TTG GCT TCC-3’

5’-CAC GGG AAT CCT TGT ATG TTG-3’
5’-ACC GCA AAA CAC TCT AAA AA-3°
5’-CGG CCC TCT AAG CAA T-3°

5’-CCC ATA CCC TGT TGT GGT T-3’
5’-TGC AGT CAC GTA TCT ATT CCA TAG T-3’
5’-ATA CCC TGA TCC GAA GAG AAC C-3°
5°-TAC CAC ATT AAC CAC AAC AGG G-3°
5’-TGA GAA TTC AAG CAA CCA GTG-3’
5’-CAC TTG GCC ATG ATG TCT TGC-3’

5’-CCA TCC TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGC-3’
5’ACT CAC TAT AGG GCT CGA GCG GC-3°
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Smart"™cDNA Library Construction Kit:

SMART III Oligonukleotid 5’-AAG CAG TGG TAT CAA CGC AGA GTG GCC ATT ATG
GCC GGG-3’

CDS 111/ 3’PCR Primer 5’-ATT CTA GAG GCC GAG GCG GCC GAC ATG-d(T)3N -3’
(N=A,G,CorT; N;=A,GorC)

5’PCR Primer 5’-AAG CAG TGG TAT CAA CGC AGA GT-3°

Oligonukleotidprimer zur Isolierung Promotorregionen von PTORK, PTK2, KPTI und

PIKUPI

PTORKpromGSP1 5’-AAT ATA AGC ATC AGA AAC GGA AGA CT-3
PTORKpromGSP2 5°-CAT GAT GGT TTA CTT TCC CCT CTA AG-3’
PTORK_prom_VL_5’_Sstl 5° GACT GAG CTC GGG CTG GTG TCG TTT TTA T-3°

PTORK prom VL 3’ BamHI 5" GACT GGA TCC AAT CTG CAA GAA TTT CAA CAG-3°
PTK2promGSP1 5’-TCA GAA ATG CAA CTT CAA AAG GGT AT-3’
PTK2promGSP2 5’-CTA TAG GAT TCT GGT TAA AGC TGG AA-3°

PTK2 prom VL 5’ Sstl 5° GACT GAG CTC ACT ATA GGG CAC GCG TGG TCG-3’

PTK2 prom VL 3’ BamHI 5° GACT GGA TCC GCT AGA GGT CAG GTG AAG ATT GTA-3’
KPT1promGSP1 5’-AGA ACA ACC AGC CAC ATC TCC CAA GC-3°
KPT1promGSP2 5’-GAA GTT TGG TTG CCC GAT TTA TCT GG-3’
PtKUP1promGSP1 5’-CAA AAA CGG TGT CTT CAT TCT GAT AA-3’
PtKUP1promGSP2 5’-ATA TAA CGG TGG AGT GCT TAA GTC AC-3°
PtKUP_prom_VL_5’_Sstl 5° GACT GAG CTC TGG TCG ACG GCC CGG GCG GTC TGT A-3’
PtKUP_prom_VL_3’_BamHI 5° GACT GGA TCC GCT CGA AAC AGA AAT CAA AAC GAC A-3’

Universal GenomeWalker ™ Kit

AP1 5'-GTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG C-3'
AP2 5'-ACT ATA GGG CAC GCG TGG T-3'

Oligonukleotidprimer zur Expressionsanalyse von PTORK, PTK2, KPT1 und PtKUP]

PTORK LC fwd 5’-CAG GGG CAT CAC TGG CA-3’

PTORK LC rev 5°-GGT AAC CAC CTG AAG AT-3

PTORK N fwd 5’-TGC TGC TTT TGA TGG GGA TT-3’
PTORK N rev 5’-GAA TTT TGC CAC CGT TTT CAG-3’

PTK2 fwd Bglll 5°-CAG ATC TGG GCA CGT AAC GAA GTT-3”
PTK2 rev Bglll 5’-GAG ATC TTG CCT GAT GAG TCT TGA TTG-3’
PTK2 LC fwd 5°’-ATG CGA TAT ACA CCT G-3°

PTK2 LC rev 5’-TGC TCA CCC TAATAC A-3°

PTK2 N fwd 5’-GCG GAA GTT GCT GAA G-3°

PTK2 N rev 5’-AAA GAT GCG GAT AAA CAT TAG-3’
PTK2 is fwd 5’-TCA TGA GTT CTC TTC C-3°

PTK2 is rev 5’-CGA TGA TGA TCC TTT G-3’

KPTI1 LC fwd 5’-GAT GTC CCC ATG ATA GG-3°

KPT1 LC rev 5°-CAT GAT GTA TTG CGC T-3’
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PtKUP1fwd Bglll
PtKUP1rev Bglll
PtKUPI LC fwd
PtKUP1 LC rev
PtKUP1 N fwd

PtKUP1 N rev = PtKUP1 VL rev

PtACT2 fwd
PtACT2 rev

Oligonukleotidprimer zur Sequenzierung der cDNA-Molekiille PTORK, PTK2. KPTI und

5’-CAG ATC TAC CGC AAA ACA CTC TAA AAA-3’

5’-GAG ATC TCG GCC CTC TAA GCA AT-3’
5’-CCC AAA CTT TAC AGG A-3’

5°’-TCG CCT TAA TAT GAG AGT-3’

5’-GCC CCA AAC CTT ACA GGA-3’

5’-CGG CCC TCT AAG CAA T-3°

5’-CCC AGA AGT CCT CTT-3’

5’-ACT GAG CAC AAT GTT AC-3’

PtKUPI
PTORK NT 2 fwd
PTORK CT 2 rev
PTK NT 2 rev
PTK NT 2 fwd
3’KPT1 T72
KPT1 fwd

KPTI rev

PtKUP NT 2 fwd
PtKUP NT 2 rev

Oligonukleotidprimer zur Sequenzierung der Promotoren von PTORK, PTK2, KPT1 und

5’-AGT CGG GCC AAA AGA GTG-3’
5’-CTC CTT TAG AAC CGC AAC AT-3’
5’-GGG GTT CTT CCT TTG GAG TC-3’
5’-GGC ATC CAC TGT CCC CTT CG-3’
5’-ATG GCA GGA GAC ACG TTT G-3°
5’-TGG TTT TAA CAT CCT CAG C-3’
5’-TAA CCA TTT CAA CAT GCC C-3’
5’-CGG CGG ATG AGG AGA TTT-3’
5’-CGC CTT AAT ATG AGA GTG AC-3’

PtKUPI

PTORKprom-M13rev
PTORKprom-M13uni
PTORKprom-SP6-2
PTORKprom-T7-2
PTORKprom-SP6-3
PTORKprom-T7-3
3’prom-PTORK-SP6
3’prom-PTORK-T7
3’prom-PTK2-SP6
3’prom-PTK2-T7
3’prom-PtKUP-SP6
3’prom-PtKUP-SP6-2
3’prom-PtKUP-T7

8.4 Sequenzen

5’-AGC CCC ATT AAT TAT GTG C-3°
5’-TAG CAT TTT AAA TTT CTIT C-3°

5’-AAT ACT ATT TTG ATA TGA ACT CC-3°
5’-AGT TGA TAA GGG ATT CTA ACA GC-3’
5’-TGA TAA ACT GAA AGA AAA TGA AG-3’
5’-ACG ATA AAT GAG TAA ATC AAA GG-3°
5’-TGA CTG GCA GTA GTA ATC-3’

5’-AAG CGA GGG AGG TAA GTA-3”

5’-GGA TGG CAA TTA GAC CTA-»

5’-AAC TGA AGC CCA CAA ATC-3’
5’-CCC-AAT CCC TAA TAA TCT-3”

5’-GCA AAA TAA TAA ATG ATA AAG TT-3’
5’-CGG GTT TCT TTT TCT TCT-3"

8.4.1 cDNA- und abgeleitete Aminosiuresequenz
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8.4.1.1

CCcC

AGG

GAA

CTC

TCT

GCT

TAT

ATC

CGT

GTG

AGA

TGG

GGT

ATA

PTK?2

9

GGG CAC
G H

63

AGG AGC
R S

117

GAT GAC
D D

171

GGT GTT
G v

225

CCT GTG
P A%

279

TAT TCT
Y S

333

AGA GCA
R A

387

GTT CTA
v L

441

GAC AGA
D R

495

GCA TCC
A S

549

GTA GGG
A% G

603

GTT AAG
v K

657

GTC CGA
A% R

711

TGC CTC
C L

765

GGT GCT

G

A

GTA

TCG

TCT

TCC

GGC

CTG

CTG

ACA

AGA

ACT

CTC

CAA

TGT

TAC

GTG

A%

ACG

AAG

CCT

AGC

TCA

TGG

TAC

TTC

AAG

GTC

TCT

CTC

GCT

TAC

ATA

I

18
AAG

72

126
CTT

180
TTT

234
AGA

288
GTA

342
ATC

396
TTC

450
ATT

504
CCcC

558
TAT

612
TTC

666
AGG

720
TTG

774
CCA

P

TTC

TAC

TCT

AAC

TAC

TAC

GCC

GTT

GCT

TTC

TCC

ACT

TTA

CTA

AAT

N

ACT

CAA

CTC

CAG

AGG

CCT

GAC

GCA

CGG

GAA

CTC

AGA

CTG

GCT

TTC

F

27
CCA

81
GAA

135
TCA

189

243
TGC

297
TTT

351
AAC

405
TAC

459
AGG

513
CTA

567
CTG

621
CTT

675
TGT

729
GAC

783
AGA

R

TAC

CAT

AGC

CCT

TGG

GAA

GTT

ATC

TAC

CTG

GGC

GAG

GTG

AGA

GAG

E

AAT

GAT

TTG

ATA

GGG

GTT

GTC

GAC

CTC

GCC

CTG

AAG

ACA

TAC

ACA

T

36
CTT

90
TCT

144
TCA

198
GAG

252
ACA

306
GCA

360
GAC

414
TCA

468
TCA

522
TAC

576
CTC

630
GAT

684
CTA

738
CCG

792
AGC

S]

CAC

GAA

AAG

TCC

ATT

TTT

CTC

AGA

ACA

TTG

AGA

ATC

TTT

CAC

CTT

L

CTG

AAC

ATT

AAG

ATG

CTG

TTT

ACA

TGG

TTC

TTC

AGA

CTT

TGG

W

45
ACC

99
CCA

153
ATT

207
GGG

261
GCG

315

369
TTT

423

477
TTT

531
ACA

585
TGG

639
TTT

693
GTG

747
GGG

801
ATC

I

TCT

CAC

CTT

TGG

GTT

TCC

GCT

CTG

TTG

GGC

AGA

AGC

CAC

AAG

AGA

R

Start =

54

AGC ATG
S M
108

CAA GAA
Q E
162

CCT CCT
P P
216

ATA ATC
I I
270

TTG GTA
L \4
324

TCG CCG
S P
378

GTG GAT
\4 D
432

CTT GTT
L v
486

ATG GAT
M D
540

AAT GAA
N E
594

CTT CGA
L R
648

TAC TTT
Y F
702

TGT ACT
C T
756

ACA TGG
T W
810

TAT ATT
Y I
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TCA

CAT

CTT

ACT

AGC

TTG

GTC

ATC

CCA

CTA

CTG

TCA

CAA

AAG

CCA

P

819
GCC ATG
A M
873
GCT CAG
A Q
927
GGT CTA
G L
981
CGA CGT
R R
1035
AGA AAC
R N
1089
AGG TTC
R F
1143
TCC ATC
S I
1197
TAT CTT
Y L
1251
AAA ACT
K T
1305
GAT GAT
D D
1359
GAG AAG
E K
1413
GGT GCG
G A
1467
CAG CTC
Q L
1521
GAC GAT
D D
1575
GGT TTG
G L
1629
AAC ATG
N M

TAC

AAC

ACT

ACC

CGT

AAG

TGC

TTC

GAG

ATT

GAA

CTT

CTG

TAC

AAG

GCT

A

828
TGG TCA
W S
882
TCC ATG
S M
936
GCT TAT
A Y
990
ATG GAA
M E
1044
TTG CCT
L P
1098
GCT GAG
A E
1152
AAA AGC
K S
1206
GAT GGT
D G
1260
TAC ATC
Y I
1314
TAC ATA
Y I
1368
CGA GCT
R A
1422
TGT TGC
C C
1476
AGG ATC
R I
1530
GTA GCT
A% A
1584
ATT GGA
I G
1638
TTC AAC
F N

ATC

GAA

TTG

TTT

CCA

AAC

ATT

ATC

CCA

ATT

GTG

AGA

ATT

GAT

TTG

L

837
ACC ACC
T T
891
ATG ATT
M I
945
ATC GGT
I G
999
AGG AAC
R N
1053
AGA TTA
R L
1107
TTG AAC
L N
1161
TGC CTG
C L
1215
TCA AGG
S R
1269
CCG AGA
P R
1323
GTA TCA
\Y% S
1377
GGG ACT
G T
1431
CCT CAG
P Q
1485
ACC ACA
T T
1539
ATG AAG
M K
1593
TTA ACT
L T
1647
CTA GCT
L A

ATG

TTC

AAC

AGC

AAG

CAG

CAT

GAA

GAA

GGA

TTG

AGC

GCT

AAC

GTT

ACA

T

846
ACT ACA
T T
900
ATC ATC
I I
954
ATG ACA
M T
1008
ATT GAA
I E
1062
GAT CAG
D Q
1116
CAT CAA
H Q
1170
TTG TTT
L F
1224
ACA CTC
T L
1278
GAT GTA
D A%
1332
GAG GTT
E A%
1386
CGT TCT
R S
1440
CAT TTA
H L
1494
CTT TTA
L L
1548
TTT CTT
F L
1602
GAG AAT
E N
1656
GCA AGC

A S

GTT

TTC

AAT

GCA

ATA

TTG

CTG

TTG

GTC

GAG

GGG

TTT

CAG

GGA

ACA

T

855
GGT TAT
G Y
909
TAC ATG
Y M
963
CTA GTC
L A%
1017
GCA TCA
A S
1071
TTG GCA
L A
1125
ATT GAA
I E
1179
CCT ACA
P T
1233
CAG CTG
Q L
1287
ATG CAA
M Q
1341
ATC ATC
I I
1395
GAC ATG
D M
1449
CGA ACG
R T
1503
GCA ATG
A M
1557
CAT TAC
H Y
1611
GAA GAA
E E
1665
GGC AAT
G N

GGT

CTC

GTC

AAT

TAT

CAG

GTG

GTT

AAT

GAA

TTT

CAG

GAG

GCT

A

864
GAT CTC
D L
918
TTC AAC
F N
972
GAA GGA
E G
1026
TTT GTG
F \Y%
1080
ATG TGC
M C
1134
CAA CCA
Q P
1188
AAG AAG
K K
1242
GCG AAG
A K
1296
GAA GCT
E A
1350
TCC CAT
S H
1404
GGA GAA
G E
1458
ACA CTC
T L
1512
ACC AAT
T N
1566
AGG CTT
R L
1620
GAT GAA
D E
1674
GCT TTT
A F
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CTT

AGA

CTC

TTA

AAT

GAT

CAT

AAC

ATC

AAG

TCA

AGA

GAG

ATG

AAG

K

1683
GAA GAG
E E

1737
ACC CCA
T P

1791
CTT AGG
L R
1845
TGG GAA
W E
1899
GCT TCC
A S
1953
CAA AAC
Q N
2007
TCA AAG
S K
2061
GGG GAC
G D
2115
ACT CAT
T H
2169
GGA CAC
G H
2223
AGG TGT
R C
2277
TCA TCG
S S
2331
CAA ACT
Q T
2385
GAG CTA
E L
2439
GTG ACA
\Y% T
2493
GAC AAG
D K

CTT

TTG

CAT

GCC

GTT

GAT

GAT

ATG

GAG

CGA

GAA

GAT

TGC

AAG

GAT

CTT

L

1692
CTC AGG
L R

1746
CAC ATA
H I

1800
GGA TGC
G C
1854
ATA TCA
I S
1908
TCT GAC
S D
1962
CTG ATG
L M
2016
CGC CAT
R H
2070
GTA AAC
A% N
2124
TTC TCT
F S
2178
ATT ACG
I T
2232
GGG GAA
G E
2286
TGT ATT
C I
2340
TGT GTG
C A%
2394
AGC ATT
S I
2448
GAA GAA
E E
2502
TTC ATA
F I

GCA

GCA

GAT

TCG

CCT

GTG

GGA

TTG

TCC

GTG

CAA

AGG

GAA

GCA

GGT

GTT

\Y%

1701
AAA TTG
K L

1755
GCA TCA
A S

1809
ATA CAC
I H
1863
AAG CAT
K H
1917
CAC GCC
H A
1971
ATG AAG
M K
2025
AAA ACA
K T
2079
CTA GTA
L \Y%
2133
ACG AGC
T S
2187
CCT GAT
P D
2241
GAA TGC
E C
2295
GTG AGC
\Y% S
2349
GCT GGG
A G
2403
GGT GAA
G E
2457
TCA GAG
S E
2511
GAA GAT
E D

GAT

CTG

CAT

GCG

GAA

GCA

ATG

CTC

GTC

ACC

ATA

AGA

AAG

GTT

CCA

P

1710
CCT GAT
P D

1764
GGA CAT
G H

1818
AGA GAT
R D
1872
TCC ATA
S I
1926
GGT GAT
G D
1980
CTA CTG
L L
2034
CTC CAA
L Q
2088
AGC GGC
S G
2142
AAC GAA
N E
2196
TTG ACA
L T
2250
TCA TGT
S Cc
2304
TAC AGA
Y R
2358
TTG ATC
L I
2412
TTT GGA
F G
2466
GAC TCC
D S
2520
ACT TGC
T C

GTT

GAA

GTT

TTT

CTC

GTA

GCG

ATG

GCT

ACT

GGA

AAG

TTC

ATT

TTA

L

1719
GGA GAC
G D

1773
GAG TGT
E C

1827
AAT GGT
N G
1881
AGG ATT
R I
1935
TTA TGC
L Cc
1989
CAA GGA
Q G
2043
GCC ATG
A M
2097
GAA GTT
E \Y%
2151
CTT CAA
L Q
2205
AAT GAA
N E
2259
GGT AAA
G K
2313
CAT CcCC
H P
2367
TTG CCA
L P
2421
GAT GCA
D A
2475
GAA GTG
E A%
2529
ATC CAT
I H

TCC

GTG

AAT

CTC

ACC

TTG

GCA

GCT

AAG

GTG

TCC

ATG

AAT

AGA

ATT

TTG

L

1728
AAA GGA
K G

1782
GTG GTG
v \Y%

1836
ACT GCT
T A
1890
TTT CAA
F Q
1944
GCT GCA
A A
1998
AAT GTT
N \Y%
2052
GAG AAT
E N
2106
GAA GCA
E A
2160
AGA GAG
R E
2214
CTT TTA
L L
2268
AAA GGA
K G
2322
GTT AGA
v R
2376
TCC CTA
S L
2430
AAT GCC
N A
2484
AGA GAC
R D
2538
GAT GGA
D G
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< Stopp
2547 2556 2565 2574 2583 2592
AAC TAG CTA GTT AAG GTT GCA ATC AAT ACT CAT CAG GCA TAC ATA ATT TTA TAG

N * L A% K A% A I N T H Q A Y I I L *

2601 2610 2619 2628 2637 2646
ACA AGT ACG TAC TTA GAT CGA TCT CAC TTG ATA ATT AGC ATA TAT GCA AAT GTT

T S T Y L D R S H L I I S I Y A N \%

2655 2664 2673 2682 2691 2700
TAT ATG CTT CGT CTA AGG TCT CTA ATG TTT ATC CGC ATC TTT TAG CTG CTT CTT

Y M L R L R S L M F I R I F * L L L

2709 2718 2727 2736 2745 2754
TGA TAT TTG GCA TCA AAT ATA TAT ATT GTA GCT GCA ATT TGT TTT TTT CAA TTT

* Y L A S N I Y I \% A A I Cc F F Q F

2763 2772 2781 2790 2799 2808
TTT GGT ATG TTG TTT ATT TCC TTA TAT ATT TTT GTT TGG GTG TCC TGT AAA TAA

F G M L F I S L Y I F \Y% W \Y% S C K *

2817 2826 2835 2844 2853 2862
ATT TTC TAT GTT CCC GTC ATC TAT TGA CAT CTT CTA ATA CAA TAT TAT ACT TCT

I F Y \% P \% I Y * H L L I Q Y Y T S

CAA T 3!
Q
8.4.1.2 KPTI
Start =
9 18 27 36 45 54

5' TGA TTA ATT AAG ATG GCA TTT TCC TAT GCC AAG TTC TTC TTC CAA CGC TTC TGT

* L I K M A F S Y A K F F F Q R F C

63 72 81 90 99 108
TCC GAA GAG GTT CAT GTG GAG GGT GTT TCT CGT GGC AGC TTC TTC TCG AGC GAT

S E E \Y% H \Y% E G \Y% S R G S F F S S D

117 126 135 144 153 162
CTC CTA CCA TCC CTG GGA GCC CAG ATA AAT CGG GCA ACC AAA CTT CGA AGA TAC

171 180 189 198 207 216
ATA ATT TCC CCT TAC AAC TCC TGT TAT AGG GCT TGG GAG ATG TGG CTG GTT GTT

225 234 243 252 261 270
CTA GTC GTT TAC TCT GCC TGG TTC TCT CCA TTT GAG TTT GCT TTC CTA ACA TCC

279 288 297 306 315 324
AAG AAA GAT GCC CTC TTC ATC TTT GAC AAC ATT GTC AAC GGT TTT TTT GCT GTT

333 342 351 360 369 378
GAT ATT GCT CTC ACC TTC TTC GTT GCG TTT CTA GAT AGC CAC TCT TAC CTC CTT

D I A L T F F \% A F L D S H S Y L L
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ATC

GAT

GGT

CGA

TGG

GGA

ATC

ACT

CAT

TTG

ATC

GCA

CTC

GCT

ATG

M

GAC

GTC

AAT

GTC

ACT

TAC

GGT

GCA

GCT

GGT

AGC

CGA

R

AAG

K

GCC

A

TAT

Y

GAG

E

387
GAC

441
TGC

495
GGA

549
AGT

603
CGG

657
TTT

711
GCA

765
ATG

819
GAG

873
TTG

927
CGC

981
AAT

N

1035

TTC

F

1089

ATT

I

1143

CTC

L

1197

GCC

A

CCT

TCG

CTT

GCC

TGC

AAC

GTA

TAC

AAC

ACC

ACA

CAG

AAA

CGT

TTC

GAA

E

AAG

ACA

GGT

TTG

ACA

TAT

AAC

TGG

CCC

TCA

AGG

TTG

L

ACA

T

TCA

S]

CGA

R

TAT

Y

396
AAG

450
GCC

504
TTT

558
TTT

612

666
TTG

720
CCA

774
TCT

828
AGG

882
TAC

936
AAC

990
CCT

P

1044

GAA

E

1098

AGC

S]

1152

GGG

G

1206

TTT

F

ATA

CCA

AAC

GCA

CTT

ATT

AAT

ACT

GAG

CTC

TTT

CCT

GGA

ATT

GTT

CCA

P

405

GCA ATA
A I
459

TTC CAG
F Q
513

ATC CTC
I L
567

AGA CTT
R L
621

GTT TCT
A% S
675

GCA GAT
A D
729

TTT AAA
F K
783

ACC ACA
T T
837

ATG CTT
M L
891

ATT GGA
I G
945

AGA GAG
R E
999

CGC ACA
R T
1053

TTG AAG
L K
1107
GCA GAC
A D
1161

TCT CAG
S Q
1215

CCC AAG
P K

AGG

TCT

AGC

GAG

GTA

AGA

GAG

TTA

TTT

AAC

ACA

CAG

CAG

TAT

GAC

GAG

E

TAC

CTT

ATG

AAG

ACC

TAC

GAG

ACC

GAC

ATG

GTC

\Y%

GAA

E

CAA

Q

CTC

L

TTC

F

GAT

D

414
ATA

468
AGT

522
CTC

576
GAC

630
CTG

684
CCT

738
AGA

792
ACA

846
ATT

900
ACA

954
AGA

R

1008

CAA

Q

1062

GAG

E

1116

TTC

F

1170

CTT

L

1224

GTA

A%

TCA

CTC

AGA

ATC

TTT

GAT

CTA

ACA

TTT

AAC

GCT

ATG

ACC

CAT

TTC

ATA

I

ACG

CTG

CTT

AGG

GCA

CCG

TGG

GGG

TAC

CTT

GCT

A

TTG

L

TTA

L

CCT

P

CAA

Q

CTG

L

423
TGG

477
TTC

531
TGG

585
TTC

639
GTA

693
AAG

747
AAT

801
TAT

855
ATG

909
GTA

963
TCA

S]

1017

TCA

S

1071

AAT

N

1125

ATT

I

1179

CTG

L

1233

CAG

Q

TTT

AGA

CGT

AAC

CAC

AGA

AGA

GGG

CTG

GTT

GAA

CAC

GGT

GCT

GTT

AAC

N

432
ATT TTC
I F
486
AAT CAC
N H
540
CTC AGA
L R
594
TAT TTT
Y F
648
TGT GCT
C A
702
ACC TGG
T W
756
TAC GTG
Y \Y%
810
GAC CTG
D L
864
TTC AAC
F N
918
CAC TGG
H W
972
TTC GCT
F A
1026
ATA TGC
I C
1080
CTG CCA
L P
1134
CAA AGA
Q R
1188
TCA GAA
S E
1242
GAA GCT
E A
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CCT

GAT

TTT

TCT

CCA

GAA

TGT

TCC

ACC

GCT

GCA

CAG

ATA

AAG

TGC

ACT

T

1251
ACA GAT
T D

1305
GGA CGT
G R

1359
GGA GTT
G \Y%
1413
CAA ATA
Q I
1467
GAA GAT
E D
1521
AGC ATG
S M
1575
AAA GAT
K D
1629
CAG GGA
Q G
1683
AGA CAT
R H
1737
GCT GTT
A \Y%
1791
AAC ATA
N I
1845
CAA GGA
Q G
1899
TTA AAT
L N
1953
AAA AGT
K S
2007
ATT TCT
I S
2061
ATC CAC
I H

CTC

GAA

TTA

CTA

GGG

GAT

CAT

TCA

GAA

TGC

AAC

AAT

GAA

CAA

AGA

AGG

R

1260
TAC ATA
Y I

1314
AAG GTT
K A%

1368
TGT TCC
C S
1422
CGA CTG
R L
1476
TGC GTC
C \Y%
1530
TCT GAA
S E
1584
ATG GAC
M D
1638
AAG GCT
K A
1692
GGG TTA
G L
1746
GAG GGG
E G
1800
AAA CCA
K P
1854
AAA AGC
K S
1908
CAT AGA
H R
1962
GAG AAA
E K
2016
TGT CCC
C P
2070
CAG CTT

Q L

CTC

ATT

AGG

AAC

ATA

TCC

GGA

ACA

GAA

CAT

GAT

ATA

ATA

CAT

CAT

CAA

Q

1269
GTC TCG
A% S

1323
GGG AAA
G K

1377
CCG CAA
P Q
1431
GGA ACT
G T
1485
ATG AAT
M N
1539
CAA AAC
Q N
1593
GAT CTA
D L
1647
AGA AAG
R K
1701
ACA GCA
T A
1755
GTT GAA
\Y% E
1809
GCC AGA
A R
1863
CAT GAT
H D
1917
GAT TTT
D F
1971
GAA GGA
E G
2025
GAT AGG
D R
2079
AAC AGA
N R

GGA

GCA

CCT

GCT

CAT

AGA

TCA

AGT

GTT

ATG

GGA

CTC

ATC

AAC

GAT

AGT

S

1278
ACA GTG
T A%

1332
ATG GCA
M A

1386
TAC ACA
Y T
1440
CTC ATG
L M
1494
CTT TCC
L S
1548
GAA GAA
E E
1602
GTG AAC
\Y% N
1656
GAA TTA
E L
1710
GAG GAT
E D
1764
GTT AAG
\Y% K
1818
TGG ACC
W T
1872
TTA CTA
L L
1926
GAG TCA
E S
1980
AAG GCG
K A
2034
GCA AAG
A K
2088
ACA TTA
T L

GAT

GGA

GTT

AGC

ATG

TGG

GGC

AGC

ATT

CCA

AAT

GAA

CTC

CAG

Q

1287
TTG ATT
L I

1341
GAC ACG
D T

1395
AGA ACC
R T
1449
ACC ATA
T I
1503
AAA CTG
K L
1557
TGC TCT
C S
1611
GCA AGA
A R
1665
AAA GGT
K G
1719
GAA ACG
E T
1773
TTG CTT
L L
1827
AAA GCT
K A
1881
TAC GAA
Y E
1935
ACT GTA
T A%
1989
ACA AAC
T N
2043
TCA ACC
S T
2097
AGC CGA
S R

TCG

TTT

ACC

CGG

AAG

GAG

TAT

GCT

GAA

CTA

AAT

GGT

TAC

AAG

CTT

L

1296
TGT GTG
C \Y%

1350
GGC GAG
G E

1404
GAG CTG
E L
1458
GCG AAT
A N
1512
AGG CCA
R P
1566
AGA GGG
R G
1620
ACA GAT
T D
1674
GAT TGT
D C
1728
CTT CAT
L H
1782
GGA GGA
G G
1836
GCC GAA
A E
1890
AGG AAT
R N
1944
GAC ACC
D T
1998
AGC TCA
S S
2052
CGA GTC
R \Y%
2106
GGG AAG
G K
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TTA

TTT

GGT

ATA

CAT

8.4.1.3

CGC

CTC

CAT

ACT

CAG

CTT

GAA

TTA

GGT

2115
ATT ATC
I I

2169
GGA GGC
G G

2223
ATC AGT
I S
2277
TTT GGT
F G
2331
GCT TGT
A C
2385
CAT GGC
H G

PtKUP1
11

AAA ACA
K T
65

CTC TCC
L S
119

GTT TTA
A% L
173

CCA CCG
P P
227

AAT GAA
N E
281

TTT TCC
F S
335

GGA GGG
G G
389

CTT CCT
L P
443

TAT TCA
Y S

CTA

TAC

GTC

TGT

ACA

CAA

CTC

TCT

CTA

TTA

GAC

TTG

ATT

AAT

AAT

N

CCT

P

AAA

K

ATT

I

GAT

D

TTT

F

GTG

TAA

CCT

TTA

TAT

ACC

TTC

TTT

CAA

AGG

R

2124

GAT

D

2178

TTT

F

2232

CGA

R

2286

GTG

A%

2340

TGA

*

20

74
CTC

128
GCA

182
GTT

236
GTT

290
AAG

344
GCG

398
CAA

452

N

TCT

ACT

GAT

ACA

GCA

CGA

CAA

TAT

TAT

TTT

TAT

TTG

GCG

GTG

\Y%

ATG

M

AGA

R

GGC

G

AAA

K

ATG

M

CGA

TAA

CAG

GGA

GTT

TAC

GCG

GTT

\Y%

2133

GAA GAG TTG
E E L

2187

GTC ATC AAT
v I N

2241

GAT CAT CTG
D H L

2295

TTG TTC AAA
L F K

2349

TAT AAT GAA
Y N E
29

GCC GGT GAA
A G E

Start =

83

ATC ATG GCG
I M A
137

AGT TTT GGG
S F G
191

TGT ACA TTT
C T F
245

GCC TTT TCA
A F S
299

GGA TTC ATG
G F M
353

TCG GTT ATT
S v I
407

GAT GAG GAG
D E E
461

ACA TCT CGG
T S R

2142

CTC

L

2196

GCT

A

2250

TTT

F

2304

GAC

D

2358

CTA

L

38
GCC

92
GAG

146
GTG

200
TCC

254
TTG

308
TTG

362
TGT

416
ATT

470
TTC

F

AGA

GAG

CTT

ATT

TTA

GCA

TGT

GTC

GGG

GTT

TGT

AGG

TCT

AAG

K

ATT

I

AAT

N

CTC

L

GAT

D

ACA

T

GAA

AAG

TTT

AGA

TTT

GCA

CAC

ACA

AAG

K

2151

GCC

A

2205

GCA

A

2259

CAA

Q

2313

GCT

A

2367

AAA

K

47
CCA

101
AAT

155
AGT

209
TTA

263
TGG

317
AAT

371
GCA

425
TAT

479
TTT

F

GGT

GAA

GAT

GAC

AGC

GCT

CGG

GAC

CGT

ACA

GAT

AAG

CAT

GTT

\Y%

2160
GAA AAA
E K

2214
ATA GAT
I D

< Stopp

2268

GAC TGA
D *
2322

AAG CTG
K L
2376

GCA ATA
A I
56

TCT CCT
S P
110

CGA AAA
R K
164

TTA AGC
L S
218

CAT TAT
H Y
272

CTT ACG
L T
326

AAT GGC
N G
380

TTT TGT
F c
434

AGT GTG
S v
488

GAG GGA
E G
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CAT

TTT

GGG

TTG

GCC

GGT

TAT

GGC

CAC

TTG

GTA

GTG

TTT

GTA

GCA

TTA

L

AAG

ATT

CTG

TTT

TTC

ATC

TAT

GGA

TTC

GTG

A%

TCC

S

ATG

M

TCA

S

CAC

H

CTT

L

GGA

G

497

551
ACC

605
CAG

659
TTA

713
ATA

767
TAC

821
ATC

875
ATA

929
ACA

983
CTT

L

1037

ACG

T

1091

GCA

A

1145

ATT

I

1199

AAA

K

1253

ATG

M

1307

AAT

N

ATG

ATC

GTT

TTG

TTT

AAT

TAC

CTT

GCT

CAA

AGC

ACT

GCC

TCA

ATT

GCT

A

GCC

CGA

ATC

TCT

ATC

AAG

TTA

TCA

TAC

Y

TTC

F

TTG

L

AAA

K

AAA

K

CTC

L

TAT

Y

506
ACA

560
ATC

614
GCC

668
GGC

722
CCC

776
ATT

830
TTC

884
TGT

938
TCA

992
ATG

M

1046

CAT

H

1100

GCT

A

1154

CAA

Q

1208

TGG

W

1262

TGT

c

1316

GGG

G

GCT

TTC

AAG

CTT

ATA

AAT

TTT

ATT

ATA

GGG

TCT

GCG

TGC

GTA

CTA

ATT

I

515
CTG CTT
L L
569
ACG CCT
T P
623
AAT TTG
N L
677
TTT GTA
F \Y%
731
GTG ATT
A% I
785
TGG AAT
W N
839
GGG GAA
G E
893
ACT GGA
T G
947
AGG GTT
R A%
1001
CAG GCT
Q A
1055
TCC ATT
S I
1109
ATT GTT
I A%
1163
CAC GCA
H A
1217
CAT CGC
H R
1271
GCA GTT
A \Y%
1325
GCA TGC
A C

GTT

GCA

CAT

TTG

CTA

CCA

ACA

ACT

GCA

GCA

CCT

GCC

TTA

CAG

ACA

ATA

I

TTA

ATT

CAT

CAA

TGG

AGA

GGA

GAA

TTT

F

TTT

F

GAC

D

AGT

S]

GGA

G

ACA

T

GTT

\Y%

ACT

T

524
GTT

578
TCC

632
GGT

686
CAC

740
TTA

794
GTA

848
AAG

902
GTT

\Y%

956
TCA

S]

1010

CTT

L

1064

TCG

S

1118

CAA

Q

1172

TGT

c

1226

TAC

Y

1280

GGT

G

1334

GGG

G

TTG

ATT

ATG

TAT

TTG

TAC

GAT

GTA

TTT

TCA

TTG

GCT

TTC

ATC

TCT

ATA

I

TTT

CTT

TTG

GGC

TCG

CAG

GGT

TTT

GTT

A%

CAA

Q

TTC

F

GTA

A%

CCT

P

CCT

P

CAA

Q

TTT

F

533
GGT

587
TCA

641
GTC

695
ATG

749
ATT

803
GCT

857
TGG

911
GCA

965
GTG

A%

1019

AAC

N

1073

TGG

W

1127

GTC

A%

1181

CGC

R

1235

GAG

E

1289

GAC

D

1343

GTG

A%

GCT

TCC

ATC

CAT

GCC

CTT

ATT

GGG

TAC

TTT

CCT

TCT

ATC

ATA

ACC

ACT

T

542
GCT GTG
A \Y%
596
GTT GAA
A% E
650
ATT GCC
I A
704
AGG GTG
R \Y%
758
TTT GTT
F \Y%
812
TCT CCA
S P
866
TCT CTT
S L
920
CTT GGC
L G
974
CCA TGT
P C
1028
TCT TCT
S S
1082
GTC ACG
v T
1136
GCC ACA
A T
1190
AAG ATT
K I
1244
AAT TGG
N W
1298
ATT CAT
I H
1352
ACA TGT
T C
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TTG

TTG

ATG

TCT

CAT

GTA

GCC

TTT

CTT

TAT

GTG

GAT

TAC

ATG

TTA

L

1361
ACA TCA
T S

1415
TAC TTC
Y F

1469
AGA ATT
R I
1523
GTC ATG
\Y% M
1577
AAC AAA
N K
1631
AGG ATT
R I
1685
ATG TTT
M F
1739
ATC TGT
I C
1793
ATT GGC
I G
1847
GGA TAC
G Y
1901
ATG AGT
M S
1955
GGT TCT
G S
2009
AGA TTC
R F
2063
CCA GCA
P A
2117
TAT GAG
Y E
2171
TTG GAT
L D

ATG

TCA

CCC

TAT

GCT

CCT

TCC

GTT

CGG

AAA

GTA

GTG

ATG

TCT

TTG

ACA

T

1370
ATC ATT
I I

1424
TTC TTC
F F

1478
AAA GGT
K G
1532
GTG TGG
A% W
1586
TCC ATG
S M
1640
GGG ATT
G I
1694
CAG TTC
Q F
1748
AAG ACT
K T
1802
ATT GGC
I G
1856
GAT GTC
D \Y%
1910
GCA GAG
A E
1964
GAT GGT
D G
2018
ATG TCA
M S
2072
GGA AGT
G S
2126
GAG TCA
E S
2180
ACA TAC
T Y

GAC

GGA

GGA

CAT

GGT

ATA

GTT

CCC

CAT

TTC

CGG

GAA

AGC

CCA

AAG

K

1379
TTC GTA
F A%

1433
ATA ATA
I I

1487
TGG GTT
W A%
1541
TAT GGT
Y G
1595
TGG ATC
W I
1649
CTT GTC
L \Y%
1703
ACT GAC
T D
1757
CCC ATT
P I
1811
AAA CCT
K P
1865
GAA AAT
E N
1919
ATC CAA
I Q
1973
TTG GCA
L A
2027
TCT GAT
S D
2081
TCC AGG
S R
2135
GAG TTC
E F
2189
GAT TCC
D S

TGG

GAG

CCT

AGC

CTC

TAC

TTG

CCT

TAC

GAT

TTG

GTT

GGC

TCA

TGC

CGT

R

1388
CAT AAG
H K

1442
ATA ATT
I I

1496
CTT GTG
L A%
1550
AGG AAG
R K
1604
ACT TTA
T L
1658
ACT GAG
T E
1712
CCT ACA
P T
1766
TAT GTT
Y A%
1820
AGG ATG
R M
1874
GAC TAT
D Y
1928
GAA GCA
E A
1982
GTG AGG
A% R
2036
AAT AAG
N K
2090
ACT GCA
T A
2144
AAT AGG
N R
2198
GTC AAG
A% K

AAC

TTC

CTC

AAG

GGT

TTA

TTT

TCC

TAC

GAT

GAG

TCA

GAG

TTG

CGT

GAA

E

1397
CTC TTG
L L

1451
GTC TCA
\Y% S

1505
ACT GCA
T A
1559
TAT CTA
Y L
1613
CCT GAT
P D
1667
GCA AGT
A S
1721
TAC CAA
Y Q
1775
CAG AAA
Q K
1829
CGC TGC
R Cc
1883
TTT GAA
F E
1937
GGT GGT
G G
1991
TCT GAA
S E
2045
AGC AGC
S S
2099
CAG AAA
Q K
2153
CGG ATC
R I
2207
GAA CTG
E L

GTT

TCT

GTC

TAT

CTC

GGA

GTG

GAA

ATT

AAT

GGA

AAT

AGT

TTG

CAG

TTA

L

1406
GCT CTT
A L

1460
TCA TGT
S C

1514
TTT ATG
F M
1568
GAT CTG
D L
1622
GGG ATT
G I
1676
GTC cCcA
v P
1730
GTT GTA
A% \Y%
1784
CGG TAT
R Y
1838
GTT CGA
A% R
1892
GCT ATT
A I
1946
ACT CTT
T L
2000
TTT GGA
F G
2054
TGG AGC
W S
2108
AAG TCC
K S
2162
TTA AAG
L K
2216
GAG CTC
E L



140

2225 2234
TTG GAA GCC AAA GAT GCC GGG
L E A K D A G
2279 2288
GCG AAA TGG AAT GCA ACA TTC
A K W N A T F
2333 2342
TTT TTA CGC AAA AAC TGC CGG
F L R K N Cc R
2387 2396
TCT TTG ATT GAA GTG GGT ATG
S L I E A% G M
2441 2450
TAT CTC CCT CGG ATG CAT TTT
Y L P R M H F
CG 3"

2243 2252 2261
GTA GCA TAT GTA ATA GGT CAC TCT
A\ A Y v I G H S

2297 2306 2315
TGG AAG AGG CTT CTG ATC AAT GTT
W K R L L I N v

2351 2360 2369

TCC CCT AGT GTT GGT TTG AAT ATT
S P S \ G L N I

< Stopp

2405 2414 2423

AAC TAC TAT CTG TAA GGC AAC CTT
N Y Y L * G N L
2459 2468 2477
CTG GTG AAA TTT GCT ATG AAT TGC
L v K F A M N C

CAT

TTT

CCT

CTG

TTA

L

8.4.2 Promotorsequenzen bidirektional und Promotor-Sequenzanalyse

8.4.2.1 PTORK-Promotor

51

101

151

201

251

301

351

451

501

551

601

ACTATAGGGC
TGATATCCCG

TTAAAAAAAA
AATTTTTTTT

AACCCAGACC
TTGGGTCTGG

GGAAATTTTC
CCTTTAAAAG

TGCGATCGAA
ACGCTAGCTT

CCTTAAAATT
GGAATTTTAA

TAATTTTATT
ATTAAAATAA

TCCCGATCAA
AGGGCTAGTT

CTGGATTAAC
GACCTAATTG

AGATTTTTAT
TCTAAAAATA

CGCTAAAATG
GCGATTTTAC

AAGAAATAAT
TTCTTTATTA

TTTAAACAAA
AAATTTGTTT

ACGCGTGGTC
TGCGCACCAG

ATAATTAACC
TATTAATTGG

TTGGACCGAG
AACCTGGCTC

TCAACCTTTA
AGTTGGAAAT

TCTAATCTAG
AGATTAGATC

TATTCTAAAA
ATAAGATTTT

TTGGATACAA
AACCTATGTT

AATGATTTAG
TTACTAAATC

TTGCTAGATT
AACGATCTAA

TTTTGTTAAG
AAAACAATTC

TTTGATCTTG
AAACTAGAAC

TAAAACTCTT
ATTTTGAGAA

CATATAATAT
GTATATTATA

GACGGCCCGG
CTGCCGGGCC

TGACGATTTG
ACTGCTAAAC

TCGAGTCTCA
AGCTCAGAGT

ATTTTACAAT
TAAAATGTTA

TCTAAAATTC
AGATTTTAAG

TAATATTGTT
ATTATAACAA

ATTAAAAAGA
TAATTTTTCT

AAAAAGCTTG
TTTTTCGAAC

AAACTAAGTT
TTTGATTCAA

AGATCCCTTA
TCTAGGGAAT

ACTGATGACT
TGACTACTGA

TCTTAAATGA
AGAATTTACT

GCTACTTAGT
CGATGAATCA

GCTGGTGTCG
CGACCACAGC

GTAATCTAGT
CATTAGATCA

AAACTATGTT
TTTGATACAA

TATATATCAT
ATATATAGTA

CGATTAAAAT
GCTAATTTTA

TCAATTAAAA
AGTTAATTTT

AATTCTATAG
TTAAGATATC

GTTTGAAAAT
CAAACTTTTA

TAATAATTAC
ATTATTAATG

CCCTTAATTA
GGGAATTAAT

GCATTTTATT
CGTAAAATAA

ATGTATACGA
TACATATGCT

TACAACTTTA
ATGTTGAAAT

TTTTTATTTT
AAAAATAAAA

CAAAAACCAG
GTTTTTGGTC

CTTAGGTCGT
GAATCCAGCA

AGTATTCGGT
TCATAAGCCA

TCCTTAAATC
AGGAATTTAG

AAAGCTCAAA
TTTCGAGTTT

AATTCACCAA
TTAAGTGGTT

TGATTAACAA
ACTAATTGTT

ATATTTTTCA
TATAAAAAGT

TTAACTGACC
AATTGACTGG

AATTTGGCTT
TTAAACCGAA

ATAAATTCTA
TATTTAAGAT

GCATTATAAA
CGTAATATTT

2270
ATT AAG
I K

2324
CTC TCT
L S

2378
CAT ATA
H I

2432
TGG AAG
W K

2486
GAG GGC
E G
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651

701

751

801

851

901

951

1001

1051

1101

1151

1201

1251

1301

1351

1401

1451

1501

1551

1601

1651

1701

1751

1801

1851

1901

CAATAAATTC
GTTATTTAAG

TAGCATTTTA
ATCGTAAAAT

ATAAATCATT
TATTTAGTAA

CAACCCTTAT
GTTGGGAATA

GTCCAAACTA
CAGGTTTGAT

TTAATTAGGG
AATTAATCCC

TTTAAAATAC
AAATTTTATG

ATTATAATTT
TAATATTAAA

TTATTTTTAA
AATAAAAATT

ATTTTTTTAA
TAAAAAAATT

TAATTTAAAA

CATTTAAACA
GTAAATTTGT

AATTTCTTCA
TTAAAGAAGT

TTTTTAGATG
AAAAATCTAC

GATATAATTA
CTATATTAAT

AGATTTAAAT
TCTAAATTTA

GAATGATACA
CTTACTATGT

TTCTAGTTGA
AAGATCAACT

CAAACATGTA
GTTTGTACAT

AATATTTCTC
TTATAAAGAG

GATTCTTTCA
CTAAGAAAGT

TAAAAAATAA

AACATATAAT
TTGTATATTA

ATGCTACTTA
TACGATGAAT

TTTTCTTTCA
AAAAGAAAGT

TCAGCTAATT
AGTCGATTAA

AAAAACATTA
TTTTTGTAAT

CTTGATATAT
GAACTATATA

TTCAACAAAT
AAGTTGTTTA

GAAGTTTATC
CTTCAAATAG

TTTAAAACTT
AAATTTTGAA

ATTTGAAAAT
TAAACTTTTA

AATAAGTACA
TTATTCATGT

AAAATTATTA

ATTAAATTTT

AACAATTTTT
TTGTTAAAAA

TCATAACAAA
AGTATTGTTT

GAATCTATTT
CTTAGATAAA

AATAATAATT
TTATTATTAA

ATTAAAAAGA
TAATTTTTCT

TTTTTTTAAA
AAAAAAATTT

TAATTAATGG
ATTAATTACC

GATTCCTACT
CTAAGGATGA

CCAGTCATAA
GGTCAGTATT

CATCATCTAC
GTAGTAGATG

TCTCCCCTCC
AGAGGGGAGG

ACACATTTAT
TGTGTAAATA

ATTAGCTTTC
TAATCGAAAG

TACTTACATT
ATGAATGTAA

ATGGCCAGCC
TACCGGTCGG

ATTTTTTATT

TTTTCAAGCA
AAAAGTTCGT

AAAGTATTTG
TTTCATAAAC

CGATTATTTT
GCTAATAAAA

TTTTATTTTT
AAAATAAAAA

ATTAATTTAA
TAATTAAATT

TATTTTTAAA
ATAAAAATTT

GGCTAATCTT
CCGATTAGAA

GTTAGCTTCT
CAATCGAAGA

TTAACGAACG
AATTGCTTGC

GCTAACAGAA
CGATTGTCTT

ATTGTCAGAA
TAACAGTCTT

ATAAAAATTA
TATTTTTAAT

TTTCTCTTTC
AAAGAGAAAG

CATTCAGAGA
GTAAGTCTCT

CACGATTTTT
GTGCTAAAAA

TTTTAATAAT

CATAATTAAA
GTATTAATTT

TGTATCGCGG
ACATAGCGCC

TAAAAATACT
ATTTTTATGA

TAAAATCTTT
ATTTTAGAAA

AGTAAATAAT
TCATTTATTA

ATACAAAAAC
TATGTTTTTG

GTGTTCTTAT
CACAAGAATA

TAATAGACAA
ATTATCTGTT

ATTCTCTCTG
TAAGAGAGAC

AGCTCAAGGG
TCGAGTTCCC

GTTACCGGTA
CAATGGCCAT

TCTTTCACTT
AGAAAGTGAA

AAGACTGAAA
TTCTGACTTT

TCTCGTCTTC
AGAGCAGAAG

CTGTTGAAAT
GACAACTTTA

GTTTATCACT
CAAATAGTGA

TGTACAAACC
ACATGTTTGG

TATGATTTTT
ATACTAAAAA

ATATTAGAAT
TATAATCTTA

TAATTAGATG
ATTAATCTAC

AAAATAATAT
TTTTATTATA

AGTTAATATT
TCAATTATAA

AATTGAAATA
TTAACTTTAT

TTAAAACAAT
AATTTTGTTA

ATTTTTTTTA
TAAAAAAAAT

ATACTTTTTT
TATGAAAAAA

TAATTTCAAG
ATTAAAGTTC

TATCATTTGA
ATAGTAAACT

TAAATAAATA
ATTTATTTAT

TTATTTAAAA
AATAAATTTT

AATTTAATTT
TTAAATTAAA

CGTTCTCGCT
GCAAGAGCGA

AAACATCATG
TTTGTAGTAC

TCACCACAAA
AGTGGTGTTT

AATATTAAGC
TTATAATTCG

ACAAATTCCT
TGTTTAAGGA

TAATTTCATC
ATTAAAGTAG

GTTACTTGCA
CAATGAACGT

TTTCATAATT
AAAGTATTAA

TCTTGCAGAT
AGAACGTCTA

GTTACAACTT
CAATGTTGAA

TTCATATAGA
AAGTATATCT

GAAATTAAAT
CTTTAATTTA

ATTTCTAACC
TAAAGATTGG

AACCCTTTAA
TTGGGAAATT

AAAGTTATGT
TTTCAATACA

TTATATATCA
AATATATAGT

ATGATAATAA
TACTATTATT

CTAATTTTTT
GATTAAAAAA

TAAAAATAAT
ATTTTTATTA

AAATACAAAA
TTTATGTTTT

ATTTAGGAGT
TAAATCCTCA

CAATTATTTA
GTTAATAAAT

AAATAATTAA
TTTATTAATT

CATTAAAACA
GTAATTTTGT

AAATTATCAA
TTTAATAGTT

TTCAAGCACA
AAGTTCGTGT

GCCAGTCATT
CGGTCAGTAA

ATTACTACTG
TAATGATGAC

TGTCTCCCAT
ACAGAGGGTA

ACAGGACAAA
TGTCCTGTTT

TTGGCACCAA
AACCGTGGTT

ATGAAAGATA
TACTTTCTAT

CTCTGGTTGG
GAGACCAACC

ATCACATTCT

TAGTGTAAGA
Start =

T ATG

A TAC
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Bindestellen und Motive

Faktor

-100PEHVPSBD

-300ELEMENT

2SSEEDPROTBANA
P
AACACOREOSGLU
B1

AMYBOX1

ARFAT

ASFIMOTIFCAMV

BOXIINTPATPB
BSIEGCCR

CAATBOX1

CANBNNAPA

CCA1ATLHCBI1

CCAATBOX1
CGACGOSAMY3

CIACADIANLELHC

DOFCOREZM

DPBFCOREDCDC3

Positionen Signal-
Sequenz
261 (+),748 (-),886 (-) TATTCT
171 (-),443 (-),1487 (-) TGHAAARK
1748 (+) CAAACAC
605 (+),667 (+) AACAAAC
1254 (+),1663 (+), 1729 (+), TAACARA
462 (-)
1641 (+) TGTCTC
71(H) TGACG
337 (+),746 (+),333 (), 596 (- ATAGAA
), 1897 (-)
499 (-) AGCGGG
177 (+), 282 (+), 348 (+), 651 CAAT
(+), 999 (+), 1137 (+), 1203
(+), 1291 (+), 1399 (+), 1448
(+), 1480 (+), 275 (-), 389 (-),
1082 (-), 1548 (-), 1711 (-)
1748 (+) CNAACAC
451 (-) AAMAATCT
347 (+) CCAAT
20 (+) CGACG
1578 (+),404 (-) CAANNNNAT
C
291 (+), 326 (+), 373 (+), 941 AAAG
(+), 1261 (+), 1406 (+), 1419
(+), 1669 (+), 1794 (+), 1828
(), 166 (-), 568 (-), 636 (-),
698 (-), 725 (-), 739 (-), 895 (-
), 1115 (=), 1234 (-), 1377 (),
1739 (=), 1772 (), 1778 (-),
1806 (-), 1810 (-), 1816 (-),
1880 (-)
32 (-),1518 (-) ACACNNG

Referenzen Funktion

Thum K. et al.,, Plant Mol
Biol 47:353-366 (2001)
Kreis M. et al., Philos Trans
R Soc Lond B314:355-365
(1986); Colot V. et al,
EMBO J  6:3559-3564
(1987); Thomas M. et al,
Plant Cell 2:1171-1180
(1990)

Stalberg K. et al., Planta
199:515-519 (1996)

Wu C. et al., Plant J 23: 415-
421 (2000)

Huang N. et al., Plant Mol
Biol 14:655-668 (1990)
Ulmasov T. et al., Plant J
19:309-319  (1999); Guil-
foyle T., et al., Plant Physiol
118: 341-347 (1998); Ulma-
sov T. et al., Science 276:
1865-1868 (1997)

Lam E. et al, Proc Natl
Acad Sci USA  86:7890-
7897 (1989); Terzaghi W. et
al.,, Annu Rev Plant Physiol
Plant Mol Biol 46:445-474
(1995); Benfey P. et al.,
Science 250:959-966 (1990);
Klinedinst S. et al., Plant
Mol Biol 42: 679-688 (2000)
Kapoor S. et al., Plant Cell
11: 1799-1810 (1999)
Lacombe E. et al., Plant J
23: 663-676 (2000)

Shirsat A. et al., Mol Gen
Genet 215:326-331 (1989)

Licht, zirkadia-
ne Expression
Endosperm

Speicherung
Endosperm
Amylase

Auxin

Vaskulére Ex-
pression

Plastiden

Vaskulére Ex-
pression, Stamm
Gewebe-
spezifitit

Ellerstrom M. et al., Plant
Mol Biol 32:1019-1027
(1996)

Wang Z. et al., Plant cell
9:491-507 (1997)

Speicherung

Licht

Hwang Y. et al., Plant Mol
Biol 36:331-341 (1998)
Piechulla B. et al., Plant Mol
Biol 38:655-662 (1998)
Yanagisawa S. et al., Plant J
17:209-214 (1999); Yanagi-
sawa S. Plant J 21:281-288
(2000)

Amylase

Licht, zirkadia-
ne Expression
C-Stoffwechsel

Kim S.Y. et al,, Plant J 11: ABA



Anhang

143

EBOXBNNAPA

ERELEE4

GATABOX

GT1CONSENSUS

GT1CORE

GT20SPHYA

GTGANTG10

HDZIP2ATATHB2

HEXAMERATH4

IBOX

IBOXCORE

INRNTPSADB

LTRE1HVBLT49

MARTBOX

MYB2AT

MYBCORE

398 (+), 1070 (+), 1334 (+),
1637 (+), 398 (-), 1070 (),
1334 (-), 1637 (-)

1007 (+)

314 (+), 811 (+), 874 (+), 915
(+), 1043 (+), 1797 (+), 185 (-
), 734 (=), 977 (-), 996 (-),
1273 (-), 1331 (=), 1445 (),
1528 (-), 1769 (-), 1890 (-)

80 (+), 151 (+), 370 (+), 385
(), 1043 (+), 1075 (+), 1279
(), 1339 (+), 1797 (+), 155 (-
), 720 (), 1443 (), 1767 (-),
1888 (-), 444 (), 732 (-), 975
(-),1210 (-), 1488 (-), 1916 (-)

65 (-)

1277 (+)

344 (), 736 (), 1631 (), 1775
(), 1892 (-)
431 (+), 1045 (+), 485 (-)

20()

1329 (), 1526 (-)

1043 (+), 1797 (+), 733 (-),
976 (-), 1330 (-), 1444 (-),
1527 (-), 1768 (-), 1889 (-)
717 (+), 727 (+), 1774 (+),
1822 (-)
789 (+)

42 (+), 455 (+), 1097 (+), 1099 TTWTWTTWT

(+), 1361 (+), 55 (-), 1163 (-)
492 (+)

197 (+), 1559 (+), 1921 (+),
398 (-), 492 (-), 846 (-), 1663

CANNTG

AWTTCAAA

GATA

GRWAAW

GGTTAA

GCGGTAATT

GTGA

TAATMATTA

CCGTCG

GATAAG

GATAA

YTCANTYY

CCGAAA

T

TAACTG

CNGTTR

1237-1251 (1997); Finkel-
stein R.R. et al., Plant Cell
12: 599-609 (2000); Lopez-
Molina L. et al., Plant Cell
Physiol 41: 541-547 (2000)
Stalberg K. et al, Planta
199:515-519 (1996)

Itzhaki H. et al., Proc Natl
Acad Sci USA 91:8925-
8929 (1994); Montgomery J.
et al., Proc Natl Acad Sci
USA 90:5939-5943 (1993)
Lam E. et al., Plant Cell
1:1147-1156 (1989); Gilmar-
tin P.M. et al., Plant Cell
2:369-378 (1990); Benfey
P.N. et al., Science 250:959-
966 (1990); Gidoni D. et al.,
Mol Gen Genet 215: 337-
344 (1989)

Terzaghi W.B. et al., Annu
Rev Plant Physiol Plant Mol
Biol 46:445-474 (1995);
Villain P. et al., J Biol Chem
271:32593-32598 (1996);
Buchel A.S. et al., Plant Mol
Biol 40:387-396 (1999);
Zhou D.X. et al., Trends in
Plant Science 4:210-214
(1999)

Green P.J. et al, EMBO J
7:4035-4044 (1988); Gilmar-
tin P.M. et al., Plant Cell
2:369-378 (1990); Terzaghi
W.B. et al., Annu Rev Plant
Physiol Plant Mol Biol
46:445-474 (1995)

Dehesh K. et al.,, Science
250:1397-1399 (1990); Zhou
D.X. Trends in Plant Science
4:210-214 (1999)

Rogers H.J. et al., Plant Mol
Biol 45: 577-585 (2001)
Ohgishi M. et al., Plant J 25:
389-398 (2001)

Chaubet N. et al., Plant J
10:425-435 (1996)

Giuliano G. et al., Proc Natl
Acad Sci USA 85:7089-
7093 (1988); Donald R.G.K.
et al., EMBO J 9:1717-1726
(1990); Rose A. et al., Plant
J20: 641-652 (1999)
Terzaghi W.B. et al., Annu
Rev Plant Physiol Plant Mol
Biol 46:445-474 (1995)
Nakamura M. et al., Plant J
29: 1-10 (2002)

Dunn M.A. et al., Plant Mol
Biol 38:551-564 (1998
Gasser S.M. et al., Intnatl
Rev Cyto 119:57-96 (1989)
Urao T. et al.,, Plant Cell
5:1529-1539 (1993)
Luscher B. et al,
Dev. 4:2235-2241

Genes
(1990);

Speicherung

Ethylen, Senes-
zens

Licht, vaskulére
Expression

Licht

Licht

Licht

Pollen

Licht

Licht

Licht

Licht
Temperatur
Matrix-
Anheftung

Trocken-Stress

Trocken-Stress
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MYBGAHV

MYBPLANT

MYBPZM

MYBST1

NTBBF1ARROL

PALBOXAPC

POLASIG1

POLASIG2

POLASIG3

POLLEN1LELATS2

RAVI1AAT

REALPHALGLHCB
21
ROOTMOTIFTAPO
X1

SEBFCONSSTPR10A

SEFIMOTIF

SEF3MOTIFGM

SEF4MOTIFGM7S

SURE2STPAT21

TAAAGSTKST1

TATABOX2

¢)

1254 (+), 1729 (+), 462 (-)

1745 (+)

1845 (-)

313 (4)

635 (+), 697 (+), 1777 (+),
1418 (-)
849 (+)

590 (+), 652 (+), 750 (+), 1159
(), 1166 (+), 1383 (+), 43 (-
2,259 (), 305 (-), 456 (-), 535
(), 838 (-), 1098 (-), 1238 (-),

1362 (-), 1430 (-)

283 (+), 320 (+), 558 (+), 793
(+), 816 (+), 1138 (+), 1224
(+), 1345 (+), 1400 (+), 167 (-
), 896 (-), 1483 (-), 1779 (-)
60 (+), 269 (+), 299 (+), 432
(+), 555 (+), 983 (+), 1046 (+),
1078 (+), 1145 (+), 1342 (+),
1351 (+), 1354 (+), 1425 (+),
487 (-), 1050 (), 1174 (-),
1293 (-), 1313 (-)

328 (+), 369 (+), 552 (+), 1667
(), 157 (), 569 (-), 713 (-),
722 (-), 842 (-), 1065 (-), 1807
(), 1811 (-), 1918 (-)

923 (+), 1922 ()

378 ()

273 (+), 441 (+), 881 (+), 987
(), 1036 (+), 1062 (+), 1460
(+), 1682 (+), 272 (-), 616 (-),
678 (-), 986 (-), 1035 (-), 1061
(), 1459 (-), 1681 (-)
1628 (+)

987 (+),1455 (-)
101 (+)

453 (+), 459 (+), 835 (+), 1053
(), 1316 (+), 1462 (+), 40 (+),
91 (-), 1474 (), 1578 (-), 1141
(), 1321 (), 1762 (-)
1087 (+)

1418 (+), 166 (-), 636 (-), 698
(), 895 (-), 1778 ()
989 (-), 1755 (-)

TAACAAA

MACCWAMC

CCWACC

GGATA

ACTTTA

CCGTCC

AATAAA

AATTAAA

AATAAT

AGAAA

CAACA

AACCAA

ATATT

YTGTCWC

ATATTTAWW

AACCCA

RTTTTTR

AATACTAAT

TAAAG

TATAAAT

Urao T. et al., Plant Cell
5:1529-1539 (1993); Solano
R. et al., EMBO J 14:1773-
1784 (1995)

Gubler F. et al., Plant Cell
7:1879-1891 (1995); Morita
A. et al., FEBS Lett 423:81-
85 (1998)

Sablowski R.W.M. et al,
EMBO J 13:128-137 (1994);
Tamagnone L. et al., Plant
Cell 10: 135-154 (1998)
Grotewold E. et al., Cell
76:543-553 (1994)
Baranowskij N. et al,
EMBO J 13:5383-5392
(1994)

Baumann K. et al., Plant
Cell 11:323-333 (1999)

Box A. et al, Proc Natl
Acad Sci USA 92:5905-
5909 (1995)

Joshi C.P.; Nucleic Acids
Res 15:9627-9640 (1987);
O'Neill S.D. et al., Mol Gen
Genet 221:235-244 (1990)

O'Neill S.D. et al., Mol Gen
Genet 221:235-244 (1990)

Heidecker G. et al., Ann Rev
Plant Physiol 37:439-466
(1986); Joshi C.P., Nucleic
Acids Res 15:9627-9640
(1987)

Bate N. et al., Plant Mol Biol
37:859-869 (1998)

Kagaya Y. et al, Nucleic
Acids Res 27: 470-478
(1999)

Degenhardt J. et al., Plant
Cell 8:31-41(1996)
Elmayan T. et al., Trans-
genic Res 4:388-396 (1995)

Boyle B. et al., Plant Cell
13: 2525-2537 (2001)
Lessard P.A. et al., Plant
Mol Biol 16:397-413 (1991)
Allen R.D. et al., Plant Cell
1:623-631 (1989)

Allen R.D. et al., Plant Cell
1:623-631 (1989); Lessard
P.A. et al., Plant Mol Biol
16:397-413 (1991)

Grierson C. et al.,, Plant J
5:815-826 (1994)

Plesch G. et al., Plant J 28:
455-464 (2001)

Shirsat A. et al., Mol Gen
Genet 215:326-331 (1989)

GA, Amylase,
Zucker

Phenylpro-
panoidsynthese

Auxin, vaskula-
re Expression
PAL

Poly-A-Signal,
hoéhere Pflanzen

Poly-A-Signal,
Amylase

Poly-A-Signal,
hoéhere Pflanzen

Pollen

Licht

Wurzel

Pathogen
Speicherung
Embryo

Embryo

Saccharose
SchlieBzelle

Gewebe-
spezifitit
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TATABOX3 537 (+), 1176 (+) TATTAAT TATA
TATABOX4 1758 (+), 180 (-), 991 (-), 1757  TATATAA TATA
TATABOXS5 4 (+), 306 (+), 457 (+), 839 TTATTT  Tjaden G. et al., Plant Phy- TATA
(+), 1051 (+), 1099 (+), 1239 siol 108:1109-1117 (1995)
(+), 1294 (+), 1314 (+), 1363
(1), 1431 (+), 59 (-), 268 (),
298 (-), 554 (-), 982 (-), 1077
(-),1120 (-),1144 (-), 1158 (),
1165 (-), 1341 (-), 1350 (-),
1382 (-), 1424 (-)
TATAPVTRNALEU 990 (+), 1756 (+), 1758 (-) TTTATATA  Yukawa Y. et al., Plant J 22: TATA
439-447 (2000)
WBBOXPCWRKY1 88 (-) TTTGACT Eulgem T. et al, EMBO J Schnelle Gene
18: 4689-4699
WBOXATNPR1 518 (+), 89 () TTGAC Yu D. et al., Plant Cell 13: SA
1527-1540 (2001)
8.4.2.2 PTK2-Promotor
1 ACTATAGGGC ACGCGTGGTC GACGGCCCGG GCTGGTATCA TGAATAATTT
TGATATCCCG TGCGCACCAG CTGCCGGGCC CGACCATAGT ACTTATTAAA
51 TTGTTTTATT TTTATACGGT AGTTGATTTG AAATTCGATA CAAACTGCAA
AACAAAATAA AAATATGCCA TCAACTAAAC TTTAAGCTAT GTTTGACGTT
101 TCTCTCAAAA CTTGATGACA CGTGCAAGTT TAGCTGGTAA TTTTCACATG
AGAGAGTTTT GAACTACTGT GCACGTTCAA ATCGACCATT AAAAGTGTAC
151 GATTTATTAC TGTTACAGAC AGGTCATAAG ATTTATTTTT ACTCCTTGAT
CTAAATAATG ACAATGTCTG TCCAGTATTC TAAATAAAAA TGAGGAACTA
201 ATTTCAAATT ACAATTTTCT TGGTTTTATT TTGATTATGT GACGTGGGAA
TAAAGTTTAA TGTTAAAAGA ACCAAAATAA AACTAATACA CTGCACCCTT
251 ATGTTTTTTT AAATTTTTTG AAATGGACTG AAATGAAATT AGTGAAACTA
TACAAAAAAA TTTAAAAAAC TTTACCTGAC TTTACTTTAA TCACTTTGAT
301 AAACTACTGA GTTAAGCTAT ATTGAAACTA TAAGGACCGG AACATAACTT
TTTGATGACT CAATTCGATA TAACTTTGAT ATTCCTGGCC TTGTATTGAA
351 TTGGCTCCCC TCAATGGCTA GCAAATCATC AAACAATTAT TCAAGCCTTC
AACCGAGGGG AGTTACCGAT CGTTTAGTAG TTTGTTAATA AGTTCGGAAG
401 GAACATCTAA AATCCATCCA TGTTTCGGTC TAAATTTAAC ATTAATGAAA
CTTGTAGATT TTAGGTAGGT ACAAAGCCAG ATTTAAATTG TAATTACTTT
451 TCTCGACAGC AAAATCTTTC ATTTAATAAT AATTTTCTCA ACATTGCTGA
AGAGCTGTCG TTTTAGAAAG TAAATTATTA TTAAAAGAGT TGTAACGACT
501 TCAGAAATTA AAGAAATGGG AGTTTCTCTC TTCTTTTTCC TTTTCATTTT
AGTCTTTAAT TTCTTTACCC TCAAAGAGAG AAGAAAAAGG AAAAGTAAAA
551 AATTTCTATT TTATATAAAG AAGGGGAAAA AAAAGAAGAA AAACTGAAGC
TTAAAGATAA AATATATTTC TTCCCCTTTT TTTTCTTCTT TTTGACTTCG
601 CCACAAATCA AATCCTCCAT AAAAATTTAT TAAAGCAGTA TGGTTAAAAT
GGTGTTTAGT TTAGGAGGTA TTTTTAAATA ATTTCGTCAT ACCAATTTTA
651 TATATTTTAC TCTAGTTATA ATTTTAAAAA TATTCAATTA ATCAACATAA
ATATAAAATG AGATCAATAT TAAAATTTTT ATAAGTTAAT TAGTTGTATT
701 ATTATATTTT TATAAAAATA TTGTAAAAAC ACTCTTTTAT AAAAATATAT
TAATATAAAA ATATTTTTAT AACATTTTTG TGAGAAAATA TTTTTATATA
751 AATTTTATAA TTTATTTTAA AAAACAAAAT CATGACCGCA AGGATAGTAA
TTAAAATATT AAATAAAATT TTTTGTTTTA GTACTGGCGT TCCTATCATT
801 TTGGGGAATG GAATCCGGTA TTTGTATTGA TGAAGAAGAA GAATCCAGAT
AACCCCTTAC CTTAGGCCAT AAACATAACT ACTTCTTCTT CTTAGGTCTA
851 GAGGTGGGCC ATTACTGTGG GCCATCGGAG CAGACAGCAC AATAATAGCC
CTCCACCCGG TAATGACACC CGGTAGCCTC GTCTGTCGTG TTATTATCGG
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951

1001

1051

1101

1151

1201

1251

1301

1351

1401

1451

1501

1551

1601

1651

1701

1751

1801

1851

1901

1951

2001

2051

2101

2151

TATGTGTCCT
ATACACAGGA

CACACGTCAT
GTGTGCAGTA

TTTTTTTTTA
AAAAAAAAAT

ATTCGATAAA
TAAGCTATTT

TGGATGATAA
ACCTACTATT

TTGTGTTTTA
AACACAAAAT

AAGGCTTATA
TTCCGAATAT

GTATAATTTA
CATATTAAAT

CATGTAGTAA
GTACATCATT

TTTTAGAGTT
AAAATCTCAA

GTTTGTTTTT
CAAACAAAAA

TAACAAAATA
ATTGTTTTAT

TTATACCTGG
AATATGGACC

AAATAATTAT
TTTATTAATA

AGATGAGCAG
TCTACTCGTC

ATTAATTCCA
TAATTAAGGT

ATGATCGAGT
TACTAGCTCA

TCATCCTTGC
AGTAGGAACG

GATCTTATCT
CTAGAATAGA

GCAGGTGATT
CGTCCACTAA

TTAGTTGTTT
AATCAACAAA

TTTAAAATAT
AAATTTTATA

AATTTCAACG
TTAAAGTTGC

CCGCGTTTCC
GGCGCAAAGG

GACAATTACA
CTGTTAATGT

TTCGGCCTAC
AAGCCGGATG

TGCGGGGTTG
ACGCCCCAAC

TCACACGGCT
AGTGTGCCGA

AAAAATACAT
TTTTTATGTA

GCAAGATAAA
CGTTCTATTT

CCACAACATT
GGTGTTGTAA

AAAATTATTA
TTTTAATAAT

TAATTATAAA
ATTAATATTT

ACACGAGCAC
TGTGCTCGTG

AAAGTATTAA
TTTCATAATT

TGAAACCAAT
ACTTTGGTTA

ATTTTTAATT
TAAAAATTAA

GTGACTCAGA
CACTGAGTCT

GAATTAAAAT
CTTAATTTTA

TAATGCTGGA
ATTACGACCT

CAGAAGATGG
GTCTTCTACC

TGTCACTTGC
ACAGTGAACG

TATTTTATTA
ATAAAATAAT

CCACACCCGA
GGTGTGGGCT

CAAATTGCAG
GTTTAACGTC

CCATTAGGTC
GGTAATCCAG

AAGTATTTGA
TTCATAAACT

ATTAAAATAG
TAATTTTATC

TATTAAAATG
ATAATTTTAC

AGACACCGCC
TCTGTGGCGG

TACCATTGTA
ATGGTAACAT

CTTTGCCCTA
GAAACGGGAT

GTGAAAGGAG
CACTTTCCTC

TTGTATGATA
AACATACTAT

TAAAAGAATA
ATTTTCTTAT

TACTTCCAAA
ATGAAGGTTT

CAGTGTAACT
GTCACATTGA

ATTTAAATCT
TAAATTTAGA

TATCAGGGTC
ATAGTCCCAG

CCACATTAAT
GGTGTAATTA

TTATAAAACA
AATATTTTGT

AAATTTATTT
TTTAAATAAA

TCATCCCCTC
AGTAGGGGAG

TTAATTTAGA
AATTAAATCT

AACCACAAGA
TTGGTGTTCT

CGGACGTCAA
GCCTGCAGTT

GCCATATCTT
CGGTATAGAA

AAATTACCAG
TTTAATGGTC

GTGGAATTAA
CACCTTAATT

GGCCATGTAT
CCGGTACATA

GGAAAGGCCA
CCTTTCCGGT

TAATTGCCAT
ATTAACGGTA

GTGATTATAG
CACTAATATC

TATTTTTTTA
ATAAAAAAAT

ATTTAAATAT
TAAATTTATA

GAGTATTTCT
CTCATAAAGA

CACTAACAAT
GTGATTGTTA

CCTTGTCTTC
GGAACAGAAG

TTTGTTCCTT
AAACAAGGAA

ATTAACAAAT
TAATTGTTTA

ATTCTAGAAT
TAAGATCTTA

AGTAAGGGTT
TCATTCCCAA

CAATTGATCA
GTTAACTAGT

TATAAATTTT
ATATTTAAAA

CATAAGATTA
GTATTCTAAT

CTAAAAAATA
GATTTTTTAT

TGTATAAATT
ACATATTTAA

AAATAATGTT
TTTATTACAA

AATAAAATAA
TTATTTTATT

GGGTTTAATT
CCCAAATTAA

AATTCCAATT
TTAAGGTTAA

TGGGAAGTCT
ACCCTTCAGA

TTTTGGACAC
AAAACCTGTG

ACAAATTGAT
TGTTTAACTA

ATTGCAGGGA
TAACGTCCCT

TTTCCACAAT
AAAGGTGTTA

TAATCAATCA
ATTAGTTAGT

CCTACACACC
GGATGTGTGG

TTTAAAATAA
AAATTTTATT

TTTTTTTTAA
AAAAAAAATT

ATAAAAAATT
TATTTTTTAA

AGAGACAATA
TCTCTGTTAT

GAGGCAACTC
CTCCGTTGAG

AAGCCAACAA
TTCGGTTGTT

GACTGGTTTC
CTGACCAAAG

TAATTAGTGT
ATTAATCACA

TAAACCATAT
ATTTGGTATA

TGGATGCGCA
ACCTACGCGT

TAATTGTTAA
ATTAACAATT

AGAATTATTA
TCTTAATAAT

ATCGATGTAT
TAGCTACATA

AAGTTATCTT
TTCAATAGAA

ATTTAGGGTT
TAAATCCCAA

GTTTTTTTAT
CAAAAAAATA

AAAGATTAGA
TTTCTAATCT

TTCCTGTATA
AAGGACATAT

CGAATAATTA
GCTTATTAAT

TTGTGGCCAC
AACACCGGTG

ACATATTTGC
TGTATAAACG

GTTGGCGTGC
CAACCGCACG

AAGGCCATAA
TTCCGGTATT

ATCTACCCAT
TAGATGGGTA

ATCAATCGAT
TAGTTAGCTA

TCACGTTTTT
AGTGCAAAAA

TTATTTTATT
AATAAAATAA

ATATACTTTG
TATATGAAAC

TAAATTTAAA
ATTTAAATTT

CCATACGTAT
GGTATGCATA

TCATCTCCTT
AGTAGAGGAA

TGCTTGATCT
ACGAACTAGA
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2201 CTAATTAATA

GATTAATTAT
2251 TTTATAAGTT
AAATATTCAA

2301 AGTTCACTCC

TCAAGTGAGG

GTCTCTCTAT
CAGAGAGATA

AGAGAGGGCT
TCTCTCCCGA

ATACAATCTT
TATGTTAGAA

TCTCTTCTAC CTAGACACCA TCTCTTTACA
AGAGAAGATG GATCTGTGGT AGAGAAATGT

TCATTTGTGG ATAGAGAATG GAGGAAACGA

AGTAAACACC TATCTCTTAC CTCCTTTGCT
Start =

CACCTGACCT CTAGC ATG

GTGGACTGGA GATCG TAC

Bindestellen und Motive

Faktor

-10PEHVPSBD

-300CORE

-300ELEMENT

AACACOREOSGLU
B1
ACGTABOX

ACGTABREMOTIF
A2

ACGTCBOX
AMYBOX1

ARFAT

ASFIMOTIFCAMV

BOXIINTPATPB

CAATBOX1

Positionen

2218 (+), 1025 ()

2244 (-)

539 (-)

930 (-), 1401 ()

2094 (+), 2094 (-)

117 (-)
1573 (+), 1573 ()
983 (+), 1451 (+)

2082 (-)

240 (+), 955 (-), 1575 (-)

554 ()

98 (+), 212 (+), 362 (+), 384
(+), 685 (+), 890 (+), 1131
(+), 1367 (+), 1430 (+), 1536
(+), 1578 (+), 1787 (+), 1835
(+), 1839 (+), 1843 (+), 2086
(+), 2103 (+), 2127 (+), 2188
(+), 2314 (+), 321 (-), 493 (-
), 720 (-), 800 (-), 826 (-),

Signal-
Sequenz
TATTCT

TGTAAAG

TGHAAARK

AACAAAC

TACGTA

ACGTGKC
GACGTC
TAACARA

TGTCTC

TGACG

ATAGAA

CAAT

Referenzen

Thum K. et al., Plant Mol
Biol 47:353-366 (2001)
Forde B.G. et al., Nucleic
Acids Res 13:7327-7339
(1985)

Kreis M. et al., Philos Trans
R Soc Lond B314:355-365
(1986); Colot V. et al,
EMBO ] 6:3559-3564
(1987); Thomas M. et al.,
Plant Cell 2:1171-1180
(1990)

Wu C. et al., Plant J 23:
415-421 (2000)

Foster R. et al., FASEB J
8:192-200 (1994); Izawa T.
et al., Plant Cell 6:1277-
1287 (1994)

Hattori T. et al., Plant Cell
Physiol 43: 136-140 (2002)
Stalberg K. et al., Planta
199:515-519 (1996)

Huang N. et al., Plant Mol
Biol 14:655-668 (1990)
Ulmasov T. et al., Plant J
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foyle T., et al., Plant Physiol
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Acad Sci USA  86:7890-
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al., Annu Rev Plant Physiol
Plant Mol Biol 46:445-474
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Science 250:959-966
(1990); Klinedinst S. et al.,
Plant Mol Biol 42: 679-688
(2000)

Kapoor S. et al., Plant Cell
11: 1799-1810 (1999)
Shirsat A. et al., Mol Gen
Genet 215:326-331 (1989)

Funktion

Licht, zirkadi-
ane Expression
Endosperm

Endosperm

Endosperm

Zucker

ABA
Speicherung
Amylase

Auxin

Vaskuldre
Expression

Plastiden

Gewebe-
spezifitét
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CACGTGMOTIF

CCAATBOX1
CGACGOSAMY3

CONSERVEDI1INTZ
M
DOFCOREZM

DPBFCOREDCDC3

EBOXBNNAPA

ERELEE4

GATABOX

GCN40OSGLUB1

GT1CONSENSUS

GT1CORE

GTGANTG10

1133 (-), 1143 (=), 1150 (-),
1685 (-), 1731 (-), 1814 (-),
1873 (-), 2115 ()

119 (+), 119 () CACGTG

1366 (+),1535 (+),800 (-)
20 (+)

CCAAT
CGACG

2008 (+)

510 (+), 567 (+), 582 (+), 632
(+), 924 (+), 1023 (+), 1058
(), 1079 (+), 1200 (+), 1290
(), 1311 (+), 1441 (+), 1740
(+), 1823 (+), 348 (-), 466 (-
), 533 (), 540 (-), 734 (),
969 (-), 1589 (-), 1628 (-),
1996 (-), 2148 (-), 2161 (-),
2244 (-)
118 (+),1261 (+),1763 (+)

AAAG

ACACNNG

119 (+), 145 (+), 846 (+),
1131 (+), 1600 (+), 1664 (+),
1852 (+), 2272 (+), 2321 (+),
119 (-), 145 (-), 846 (-), 1131
(), 1600 (-), 1664 (-), 1852 (-
), 2272 (-), 2321 (-)
201 (+), 77 (), 267 (-),1997
)

CANNTG

AWTTCAAA

87 (+), 198 (+), 793 (+), 977

(+), 1055 (+), 1065 (+), 1106

(+), 1449 (+), 2280 (+), 36 (-

), 1221 (=), 1295 (-), 1625 (-),
1790 (-), 1806 (-)

GATA

1462 (-) TGAGTCA
136 (+), 247 (+), 575 (+), 576
(+), 588 (+), 977 (+), 1055
(+), 1065 (+), 140 (-), 214 (-
), 482 (-), 1488 (-), 1673 (-),
1779 (-), 534 (-), 535 (-),
1489 (-), 1780 (-)

GRWAAW

642 (+) GGTTAA

239 (+), 292 (+), 921 (+), GTGA

ACGTATTAAAA

Terzaghi W.B. et al., Annu
Rev Plant Physiol Plant Mol
Biol 46:445-474 (1995);
Busk P.K. et al., Plant Mol
Biol 37:425-435 (1998)

Hwang Y. et al., Plant Mol
Biol 36:331-341 (1998)
Rapp W.D. et al., EMBO J
11: 1065-1073 (1992)
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Acad Sci USA 91:8925-
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Mol Gen Genet 215: 337-
344 (1989)

Washida H. et al., Plant Mol
Biol 40:1-12 (1999)
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Biol 46:445-474 (1995);
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271:32593-32598 (1996);
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Biol 40:387-396 (1999);
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Plant Science 4:210-214
(1999)
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7:4035-4044 (1988); Gil-
martin P.M. et al., Plant Cell
2:369-378 (1990); Terzaghi
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Physiol Plant Mol Biol
46:445-474 (1995)

Rogers H.J. et al., Plant Mol

Licht, ABA

Amylase
Mitochondrien

C-
Stoffwechsel

ABA

Speicherung

Ethylen, Se-
neszens

Licht,
vaskuldre
Expression

Speicherung,
Endosperm
Licht

Licht

Pollen
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1461 (+), 1855 (+), 1921 (+), Biol 45: 577-585 (2001)
144 (-), 961 (-), 1663 (-),
1891 (-), 2304 (-), 2320 (-)
HDZIP2ATATHB2 1554 (-) TAATMATTA Ohgishi M. et al., Plant J 25: Licht
389-398 (2001)
HEXAMERATH4 20 (-) CCGTCG Chaubet N. et al., Plant J
10:425-435 (1996)
HEXAT 240 (+) TGACGTGG Schindler U. et al., Plant
Cell 4: 1309-1319 (1992)
HEXMOTIFTAH3H4 954 (+), 1574 (+), 240 (-) ACGTCA Mikami K. et al., FEBS Lett  Hexamer
223: 273-278 (1987); Te-
rada R. et al., Plant Mol Biol
27:17-26 (1995)
IBOX 1804 (-) GATAAG Giuliano G. et al., Proc Natl Licht
Acad Sci USA 85:7089-
7093 (1988); Donald R.G.K.
et al., EMBO J 9:1717-1726
(1990); Rose A. et al., Plant
J20: 641-652 (1999)
IBOXCORE 977 (+), 1055 (+), 1065 (+), GATAA Terzaghi W.B. et al., Annu Licht
1106 (+), 1449 (+), 1294 (-), Rev Plant Physiol Plant Mol
1805 (-) Biol 46:445-474 (1995)
INRNTPSADB 543 (+), 2303 (+), 591 (), YTCANTYY Nakamura M. et al., Plant J Licht
275 (-), 280 (-) 29: 1-10 (2002)
INTRONLOWER 1733 (+), 1816 (+), 1850 (+) TGCAGG Brown JW.S., Nucleic
Acids Res 14:9549-9559
(1986)
L1BOXATPDF1 2247 (-) TAAATGYA Abe M. et al., Plant J 26: Apikales
487-494 (2001) Spross-
Meristem
LTRE1HVBLT49 423 (-), 2150 (-) CCGAAA Dunn M.A. et al., Plant Mol =~ Temperatur
Biol 38:551-564 (1998
MARTBOX 54 (+), 702 (+), 1000 (+), TTWTWTTWTT  Gasser S.M. et al., Intnatl Matrix-
1407 (+), 1710 (+), 1941 (+), Rev Cyto 119:57-96 (1989) Anheftung
1944 (+), 1973 (+), 1976 (+),
1978 (+), 1431 (-)
MYBCORE 160 (+) CNGTTR Luscher B. et al, Genes Trocken-Stress
Dev. 4:2235-2241 (1990);
Urao T. et al., Plant Cell
5:1529-1539 (1993); Solano
R. et al., EMBO J 14:1773-
1784 (1995)
MYBGAHV 983 (+),1451 (+) TAACAAA Gubler F. et al., Plant Cell GA, Amylase,
7:1879-1891 (1995); Morita Zucker
A. et al., FEBS Lett 423:81-
85 (1998)
MYBPLANT 916 (-) MACCWAMC Sablowski R-W.M. et al.,  Phenylpro-
EMBO J 13:128-137  panoidsyn-
(1994); Tamagnone L. et al., these
Plant Cell 10: 135-154
(1998)
MYBPZM 2156 (+), 2167 (+), 916 (-) CCWACC Grotewold E. et al., Cell
76:543-553 (1994)
MYBST1 792 (+), 2279 (+) GGATA Baranowskij N. et al,
EMBO J 13:5383-5392
(1994)
MYCATRD22 145 (+) CACATG
NTBBF1ARROLB 1289 (-) ACTTTA Baumann K. et al., Plant Auxin, vasku-
Cell 11:323-333 (1999) lare Expressi-
on
PALBOXAPC 1568 (-) CCGTCC Box A. et al, Proc Natl PAL
Acad Sci USA 92:5905-
5909 (1995)
PALBOXPPC 914 (-) YTYYMMCMAMC Logemann E. et al., Proc PAL
MMC Natl Acad Sci USA
92:5905-5909 (1995)
POLASIG1 1287 (+), 1368 (+), 1431 (+), AATAAA Joshi C.P.; Nucleic Acids Poly-A-Signal,
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1436 (+), 55 (-), 153 (-), 182

(), 225 (-), 626 (-), 761 (-),

1374 (-), 1408 (-), 1714 (-),
1945 (-), 1977 (-)

POLASIG2 506 (+),1038 (+), 1512 (+), AATTAAA
1546 (+), 1725 (+), 548 (-),
1414 (-), 1484 (-)
POLASIG3 43 (+), 475 (+), 478 (+), 891 AATAAT
(), 1027 (+), 1382 (+), 1543
(), 1552 (+), 1936 (+), 386
(), 1164 (-), 1194 (-), 1338 (-
), 1556 (-), 1940 (-),
POLLENILELATS2 503 (+), 512 (+), 587 (+), AGAAA
1528 (+), 216 (-), 484 (-),
523 (=), 553 (-), 2076 (-)
PYRIMIDINEBOXH 575 (-) TTTTTTCC
\%
QELEMENTZMZM1 171 (+), 2325 () AGGTCA
3
RAVIAAT 489 (+), 693 (+), 1114 (+), CAACA
2185 (+), 1387 (), 1690 (-)
RAVIBAT 2321 (+), 1852 () CACCTG
REALPHALGLHCB2 1364 (+), 220 () AACCAA
1
ROOTMOTIFTAPO 199 (+), 319 (+), 652 (+), 680 ATATT
X1 (+), 704 (+), 718 (+), 1049
(+), 1498 (+), 1643 (+), 1959
(1), 679 (), 717 (), 744 (-),
1219 (-), 1788 (-), 1956 (-),
1990 (-), 2026 (-)
RYREPEATBNNAPA 1698 (-) CATGCA
RYREPEATLEGUMI 1697 (-) CATGCAY
N
SIFBOXSORPSIL21 2089 (-), 2111 (-) ATGGTA
SIFSORPL21 2087 (-) ATGGTATT
SEBFCONSSTPR10A 2082 (-) YTGTCWC
SEFIMOTIF 1215 (-), 1986 (-), 2022 (-) ATATTTAWW
SEF4MOTIFGM7S 47 (+), 58 (+), 185 (+), 706 RTTTTTR
(+), 1411 (+), 1948 (+), 1405
(+), 620 (-), 675 (-), 713 (),
724 (=), 740 (-), 1159 ()
SPSBFIBSPSBIB 1966 (-) TACTATT
SV40COREENHAN 2277 (+) GTGGWWHG
TAAAGSTKSTI 509 (+), 566 (+), 631 (+), TAAAG
1057 (+), 1199 (+), 1289 (+),
2244 (-)
TATABOX2 1181 (+), 1215 (+), 1333 (+), TATAAAT
2250 (-)
TATABOX3 1166 (+), 1315 (+), 1558 (+), TATTAAT

2204 ()

Res 15:9627-9640 (1987); héhere Pflan-
O'Neill S.D. et al., Mol Gen zen
Genet 221:235-244 (1990)

O'Neill S.D. et al., Mol Gen Poly-A-Signal,
Genet 221:235-244 (1990) Amylase

Heidecker G. et al., Ann Poly-A-Signal,
Rev Plant Physiol 37:439- hdohere Pflan-
466 (1986); Joshi C.P., zen
Nucleic Acids Res 15:9627-
9640 (1987)

Bate N. et al., Plant Mol
Biol 37:859-869 (1998)

Pollen

Cercos M. et al., Plant J 19:
107-118 (1999)

Hamilton D.A. et al., Plant
Mol Biol 38:663-669
(1998)

Kagaya Y. et al., Nucleic
Acids Res 27: 470-478
(1999)

GA, ABA

Enhancer

Degenhardt J. et al., Plant Licht
Cell 8:31-41 (1996)
Elmayan T. et al., Trans-

genic Res 4:388-396 (1995)

Wurzel

Ezcurra 1. et al., Plant Mol ABA
Biol 40:699-709 (1999);
Ezcurra I. et al., Plant J
24:57-66 (2000)

Fujiwara T. et al., Plant Mol
Biol 24:261-272 (1994)
Lagrange T. et al., Mol Cell

Biol 13:2614-2622 (1993)

Gewebe-
spezifitit
“House-
keeping role”,
Gen-Inhibition
Zhou D.X. et al., J Biol Gen-Inhibition
Chem 267:23515-23519
(1992); Lagrange T. et al.,
Mol Cell Biol 13:2614-2622
(1993)

Boyle B. et al., Plant Cell Pathogen

13: 2525-2537 (2001)

Lessard P.A. et al., Plant Speicherung

Mol Biol 16:397-413 (1991)

Allen R.D. et al., Plant Cell Embryo

1:623-631 (1989); Lessard

P.A. et al., Plant Mol Biol

16:397-413 (1991)

Ishiguro S. et al., Plant Mol Amylase

Biol 18:97-108 (1992)

Green P.J. et al., EMBO J Licht

6:2543-2549 (1987); Donald

R.GXK.etal., EMBOJ

9:1717-1726 (1990)

Plesch G. et al., Plant J 28:  SchlieB3zelle

455-464 (2001)

Shirsat A. et al., Mol Gen Gewebe-

Genet 215:326-331 (1989) spezifitit
TATA
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TATABOX4 562 (+), 746 (+), 1207 (+), TATATAA
2028 (+), 561 (-), 1206 (-)
TATABOXS5 56 (+), 183 (+), 226 (+), 762 TTATTT Tjaden G. et al., Plant Phy-
(+), 1339 (+), 1375 (+), 1409 siol 108:1109-1117 (1995)
(+), 1710 (+), 1941 (+), 1946
(+), 1978 (+), 1286 (-), 1381
(-) 1435 (-), 1517 (=), 1551 (-
), 1935 (-)
TATAPVTRNALEU 560 (+), 562 (-), 2028 (-) TTTATATA Yukawa Y. et al., Plant J 22:
439-447 (2000)
TATCCAYMOTIFOS 2277 (-) TATCCAY Toyofuku K. et al., FEBS
R Lett 428:275-280 (1998)
TBOXATGAPB 1995 (+) ACTTTG Chan C.S. et al., Plant Mol
Biol 46: 131-141 (2001)
TELOBOXATEEF1A 1343 (-) AAACCCTAA Tremousayque D. et al,
A Plant J 20: 553-561 (1999)
TGACGTVMAMY 240 (+), 954 (-), 1574 (-) TGACGT Yamauchi D., Plant Cell
Physiol 42: 635-641 (2001)
TRANSINITMONOC 1621 (-) RMNAUGGC Joshi C.P. et al., Plant Mol
(0] Biol 35:993-1001 (1997)
WBOXATNPRI1 518 (+), 89 (-) TTGAC Yu D. et al., Plant Cell 13:
1527-1540 (2001)
8.4.2.3 KPTI-Promotor
1 TACTATAGGG CACGCGTGGT CGACGGCCCG GGCTGGTATC AAGCATCATT
ATGATATCCC GTGCGCACCA GCTGCCGGGC CCGACCATAG TTCGTAGTAA
51 GAAACTCATA TAGTTAAACT ACCTTTCTTA AATTAGAAAA AGAAATCCAT
CTTTGAGTAT ATCAATTTGA TGGAAAGAAT TTAATCTTTT TCTTTAGGTA
101 CCTACTTCAT TAATTTCTTA GTATATCGTA TGGTGTAGAA AAACCTCAGG
GGATGAAGTA ATTAAAGAAT CATATAGCAT ACCACATCTT TTTGGAGTCC
151 TTACGTACAN TTNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNA NTTANTTTTN
AATGCATGTN AANNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNT NAATNAAAAN
201 GTTTGGCTGG TTGGAGGGAT TCGAGGAAGG AAAGAAAAAA TGTTACTCCT
CAAACCGACC AACCTCCCTA AGCTCCTTCC TTTCTTTTTT ACAATGAGGA
251 CTAACCAAAG CCCCTATTGG TCCACGTGGC AAGCACAAGT AGTTTCCCCT
GATTGGTTTC GGGGATAACC AGGTGCACCG TTCGTGTTCA TCAAAGGGGA
301 CCCCAAATCG ACTACGGCTG CCTGTTCCAT CTCTGGATTT TGTATTGTTT
GGGGTTTAGC TGATGCCGAC GGACAAGGTA GAGACCTAAA ACATAACAAA
351 ACACCTACAT GTTTTCACTC AAATCTGTCC TTTGCAAAGG CCTTGTCTAT
TGTGGATGTA CAAAAGTGAG TTTAGACAGG AAACGTTTCC GGAACAGATA
401 ATATGATTCA CTCCTCCACA TGTTTTTATG ATGGACCTTC CACCACCACC
TATACTAAGT GAGGAGGTGT ACAAAAATAC TACCTGGAAG GTGGTGGTGG
451 ACCACCACAG CCATCAAGAA GCACGAGTAT ATTGCCATTA TCTTCTTTTG
TGGTGGTGTC GGTAGTTCTT CGTGCTCATA TAACGGTAAT AGAAGAAAAC
501 CTCCCCTTTC CCTGTCTCTC AGACTATTTT TTCTCTGCCA CTGCATTACA
GAGGGGAAAG GGACAGAGAG TCTGATAAAA AAGAGACGGT GACGTAATGT
551 GGAAAACTCA TGTCTGCCAC TTGGTACTGC CATATATCCT AGACCCCGTT
CCTTTTGAGT ACAGACGGTG AACCATGACG GTATATAGGA TCTGGGGCAA
601 TGTTCTTCAG CTGATAGTCC TTGTTTGCTT TTTTTTTTTT TCCTTCTTTG
ACAAGAAGTC GACTATCAGG AACAAACGAA AAAAAAAANA AGGAAGAAAC
651 TTCAAACAGG AATGAAAAGG CCCCCCTTCA CCTTTTTCTT GCTTCCATTT
AAGTTTGTCC TTACTTTTCC GGGGGGAAGT GGAAAAAGAA CGAAGGTAAA
701 CAATCCTTAA ATGACGCGCT ACTTCGATTA ACTTTCTTGA AGAATCATTT
GTTAGGAATT TACTGCGCGA TGAAGCTAAT TGAAAGAACT TCTTAGTAAA

TATA

TATA

TATA
Zucker
Licht
Wurzel Pri-

mordia
Amylase

SA
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751 CCAGCATGTC GAGAGTCTTG AGAGAAAGTT AAAGAAAAGT TGATTGAAAA
GGTCGTACAG CTCTCAGAAC TCTCTTTCAA TTTCTTTTCA ACTAACTTTT
801 AGAAGACAGA GCCCGTGTCA CCACTCAAAA GCTTCAGTAT ATATAAACAC
TCTTCTGTCT CGGGCACAGT GGTGAGTTTT CGAAGTCATA TATATTTGTG
851 ACACAAACAG AGCCAGCCAT TCACAACATA CTCTTCCCCA CAAAATCTTG
TGTGTTTGTC TCGGTCGGTA AGTGTTGTAT GAGAAGGGGT GTTTTAGAAC
Start =
901 AGAGAGAGTA CCCTTGAGAA TTCAAGCAAC CAGTGATTAA TTAAT ATG
TCTCTCTCAT GGGAACTCTT AAGTTCGTTG GTCACTAATT AATTA TAC
Bindestellen und Motive
Faktor Positionen Signal- Referenzen Funktion
Sequenz
-300ELEMENT 383 (+), 663 (+), 795 TGHAAARK  Kreis M. et al., Philos Trans R Soc  Endosperm
), 379 () Lond B314:355-365 (1986); Colot
V. et al., EMBO J 6:3559-3564
(1987); Thomas M. et al., Plant Cell
2:1171-1180 (1990)

AACACOREOSGLUBI1 598 (-) AACAAAC Wu C. et al, Plant J 23: 415-421  Endosperm
(2000)

ABREZMRAB28 272 (), 272 (-) CCACGTGG Pla M. et al, Plant Mol Biol ABA
21:259-266 (1993); Busk P.K. et al.,

Plant Mol Biol 37:425-435 (1998);
Guan L.M. et al., Plant J 22: 87-95
(2000)

ACGTABOX 152 (+),152 (-) TACGTA Toyofuku K. et al., FEBS Lett Zucker,
428:275-280 (1998); Izawa T. et al., Samen-
Plant Cell 6:1277-1287 (1994) entwicklung

ACGTABREMOTIFA2 274 (+) ACGTGKC Hattori T. et al., Plant Cell Physiol ABA
43: 136-140 (2002)

ARFAT 513 (+) TGTCTC Ulmasov T. et al., Plant J 19:309- Auxin
319 (1999); Guilfoyle T., et al.,

Plant Physiol 118: 341-347 (1998);
Ulmasov T. et al.,, Science 276:
1865-1868 (1997)

ASFIMOTIFCAMV 712 (+) TGACG Lam E. et al., Proc Natl Acad Sci  Vaskulére
USA  86:7890-7897 (1989); Ter-  Expression
zaghi W. et al., Annu Rev Plant
Physiol Plant Mol Biol 46:445-474
(1995); Benfey P. et al., Science
250:959-966 (1990); Klinedinst S.
et al., Plant Mol Biol 42: 679-688
(2000)

BOXIIPCCHS 274 (+) ACGTGGC Block A. et al., Proc Natl Acad Sci Licht
USA 87:5387-5391(1990) Terzaghi
W.B. et al., Annu Rev Plant Physiol
Plant Mol Biol 46:445-474 (1995)

CAATBOX1 701 (+), 48 (-), 266 (- CAAT Shirsat A. et al., Mol Gen Genet Gewebe-

), 344 (-), 481 (-), 215:326-331 (1989) spezifitat
793 (-)

CACGTGMOTIF 273 (+), 273 (-) CACGTG Siberil Y. et al., Plant Mol Biol 45: Elicitor,
477-488 (2001); Busk P.K. et al., ABA, Licht
Plant Mol Biol 37:425-435 (1998);

Terzaghi W.B. et al., Annu Rev
Plant Physiol Plant Mol Biol
46:445-474 (1995)

CCAATBOX1 266 (-) CCAAT Eukaryoten

CGACGOSAMY3 21 (+) CGACG Hwang Y. et al., Plant Mol Biol Amylase
36:331-341 (1998)

DOFCOREZM 89 (+), 231 (+), 257 AAAG Yanagisawa S. et al., Plant J C-

(+), 386 (+), 666 (+), 17:209-214 (1999); Yanagisawa S.  Stoffwechsel
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775 (+), 781 (+), 786 Plant J 21:281-288 (2000)
(+), 799 (+), 828 (+),
73 (), 380 (-), 495 (-
), 506 (-), 628 (-),
646 (-), 682 (-), 732
)
DPBFCOREDCDC3 812 (-) ACACNNG Kim S.Y. et al,, Plant J 11: 1237- ABA
1251 (1997); Finkelstein R.R. et al.,
Plant Cell 12: 599-609 (2000);
Lopez-Molina L. et al., Plant Cell
Physiol 41: 541-547 (2000)
EBOXBNNAPA 273 (+), 417 (+), 568 CANNTG Stalberg K. et al., Planta 199:515- Speicherung
(+), 608 (+), 273 (-), 519 (1996)
417 (-), 568 (-), 608
)
EMBPITAEM 273 (+) CACGTGGC  Guiltinan M.J. et al, Science ABA
250:267-270 (1990); Vasil V. et al.,
Plant Cell 7: 1511-1518 (1995);
Choi H. et al., J Biol Chem 275:
1723-1730 (2000)
GATABOX 613 (+),37 (-), 124 (- GATA Lam E. et al., Plant Cell 1:1147- Licht,
), 489 (-), 585 (-) 1156 (1989); Gilmartin P.M. et al.,  vaskuldre
Plant Cell 2:369-378 (1990); Ben-  Expression
fey P.N. et al., Science 250:959-966
(1990); Gidoni D. et al., Mol Gen
Genet 215: 337-344 (1989)
GBOXLERBCS 272 (+) MCACGTGGC Gilmartin P.M. et al.., Plant Cell Licht
2:369-378 (1990); Benfey P.N. et
al.,, Science 250:959-966 (1990);
Gidoni D. et al., Mol Gen Genet
215:337-344 (1989)
GT1CONSENSUS 86 (+), 138 (+), 234 GRWAAW Terzaghi W.B. et al., Annu Rev Licht
(+), 551 (+), 796 (+), Plant Physiol Plant Mol Biol
487 (-), 747 (-), 528 46:445-474 (1995); Villain P. et al.,
(-), 637 (-), 638 (-), J Biol Chem 271:32593-32598
683 (-) (1996); Buchel A.S. et al., Plant
Mol Biol 40:387-396 (1999); Zhou
D.X. et al., Trends in Plant Science
4:210-214 (1999)
GTGANTGI10 933 (+), 365 (-), 408 GTGA Rogers H.J. et al., Plant Mol Biol Pollen
(-), 678 (-), 818 (-), 45: 577-585 (2001)
871 (-)
HEXAMERATH4 21 (-) CCGTCG Chaubet N. et al., Plant J 10:425-
435 (1996)
IBOXCORE 488 (-) GATAA Terzaghi W.B. et al., Annu Rev Licht
Plant Physiol Plant Mol Biol
46:445-474 (1995)
INRNTPSADB 407 (+), 699 (+), 659 YTCANTYY  Nakamura M. et al., Plant J 29: 1-10 Licht
) (2002)
LREBOXIIPCCHS1 271 (+) TCCACGTGGC Licht
LRENPCABE 274 (+) ACGTGGCA  Castresana C. et al., EMBO ] Licht
7:1929-1936 (1988); Schulze-Lefert
P.etal., EMBO J 8: 651-656 (1989)
MARTBOX 629 (+), 630 (+), 631 TTWTWTTWTT Gasser S.M. et al., Intnatl Rev Cyto Matrix-
(+), 632 (+) 119:57-96 (1989) Anheftung
MYBATRD22 251 (+) CTAACCA Abe H. et al.,, Plant Cell 9:1859- ABA
1868 (1997); Busk P.K. et al., Plant
Mol Biol 37:425-435 (1998)
MYBPZM 209 (-) CCWACC Grotewold E. et al., Cell 76:543-
553 (1994)
MYBST1 585 () GGATA Baranowskij N. et al., EMBO J
13:5383-5392 (1994)
MYCATRD?22 417 (+) CACATG Abe H. et al., Plant Cell 9:1859- ABA
1868 (1997); Busk P.K. et al., Plant
Mol Biol 37:425-435 (1998)
PALBOXPPC 437 (+) YTYYMMCMA Logemann E. et al., Proc Natl Acad PAL
MCMMC Sci USA 92:5905-5909 (1995)
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POLLENILELATS2 85 (+), 91 (+), 137 AGAAA Bate N. et al., Plant Mol Biol
(+), 233 (+), 773 (+), 37:859-869 (1998)
783 (+), 74 (-), 114 (-
), 530 (-), 685 (-),
733 (-)
PROLAMINBOXOSGL 383 (+), 380 (-) TGCAAAG Wu C. et al., Plant J 23: 415-421
(2000)
PYRIMIDINEBOXHV 636 (+) TTTTTTCC Cercos M. et al., Plant J 19: 107-
118 (1999)
RAVIAAT 874 () CAACA Kagaya Y. et al., Nucleic Acids Res
27:470-478 (1999)
REALPHALGLHCB21 253 (+) AACCAA Degenhardt J. et al., Plant Cell &:
31-41 (1996)
ROOTMOTIFTAPOX1 479 (+), 943 (-) ATATT Elmayan T. et al., Transgenic Res
4:388-396 (1995)
SEBFCONSSTPR10A 512 (+) YTGTCWC Boyle B. et al., Plant Cell 13:
2525-2537 (2001)
SEFIMOTIF 987 (+),1455 (-) ATATTTAWW  Lessard P.A. et al., Plant Mol Biol
16:397-413 (1991)
SEF3MOTIFGM 101 (+) AACCCA Allen R.D. et al., Plant Cell 1:623-
631 (1989)
SEF4MOTIFGM?7S 422 (+) RTTTTTR Allen R.D. et al., Plant Cell 1:623-
631 (1989); Lessard P.A. et al.,
Plant Mol Biol 16:397-413 (1991)
TAAAGSTKST1 780 (+) TAAAG Plesch G. et al., Plant J 28: 455-
464 (2001)
TATABOX3 940 (-) TATTAAT
TATABOX4 840 (+) TATATAA
TATAPVTRNALEU 840 (-) TTTATATA Yukawa Y. et al., Plant J 22: 439-
447 (2000)
8.4.2.4 PtKUPI-Promotor
1 TACTATAGGG CACGCGTGGT CGACGGCCCG GGCGGTCTGT ATATTAGAAA
ATGATATCCC GTGCGCACCA GCTGCCGGGC CCGCCAGACA TATAATCTTT
51 ATAGACACAA ATTGATTGAT TGTGGAATTT TAACATAAAA ACAATGTTTA
TATCTGTGTT TAACTAACTA ACACCTTAAA ATTGTATTTT TGTTACAAAT
101 AGAATTGCAA GTGTATTTTA AAGAAGAAAA TAAATTTTAC GACTCGAATC
TCTTAACGTT CACATAAAAT TTCTTCTTTT ATTTAAAATG CTGAGCTTAG
151 ATATATTCTA TTGGGTCTAA TAAAATAATT TTATTTAATT ATATAATAAA
TATATAAGAT AACCCAGATT ATTTTATTAA AATAAATTAA TATATTATTT
201 AAATTACTAA TAATAATGGA ATAAATCTAA AAAGAAAAGG AAATGATAAT
TTTAATGATT ATTATTACCT TATTTAGATT TTTCTTTTCC TTTACTATTA
251 GATGACATGC ATAAAAAAAT ACTTTTCTGA AAAATAAATA AATAAAGCTT
CTACTGTACG TATTTTTTTA TGAAAAGACT TTTTATTTAT TTATTTCGAA
301 GATCCAAAGA CAATAAAATA TTAAAGTGCA AAATTATAAA AAAAGAAGAA
CTAGGTTTCT GTTATTTTAT AATTTCACGT TTTAATATTT TTTTCTTCTT
351 GATAGAAAGA TAATGAGTGA ACTCAAGTTA ATTTGGTTAA CCTTATAGAA
CTATCTTTCT ATTACTCACT TGAGTTCAAT TAAACCAATT GGAATATCTT
401 TACAAATAAA ATACAATAAT GATACCCAAT CCCTAATAAT CTAAAAGTAG
ATGTTTATTT TATGTTATTA CTATGGGTTA GGGATTATTA GATTTTCATC
451 AAGGATGAAA TAATTCAAAA TCAGTTAACA AAAAAAACTT TTTTAAAAAT
TTCCTACTTT ATTAAGTTTT AGTCAATTGT TTTTTTTGAA AAAATTTTTA
501 AAAATACCAA CAAACCCGAG CAAGGCCGTC AAACCTTGCT AGTTGGATCA
TTTTATGGTT GTTTGGGCTC GTTCCGGCAG TTTGGAACGA TCAACCTAGT
551 TGCGAACGAG ATAACCTAAT AGAAAANTAA CTACAAAANA TATAAAGCTT
ACGCTTGCTC TATTGGATTA TCTTTINATT GATGTTTTNT ATATTTCGAA

Pollen

Endosperm

GA, ABA

Licht
Wurzel
Pathogen
Speicherung
Embryo

Embryo

SchlieBzelle

TATA
TATA
TATA
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601

651

701

751

801

851

901

951

1001

1051

1101

1151

1201

1251

1301

1351

1401

1451

1501

1551

1601

1651

1701

1751

1801

1851

GGTTCTTAAA
CCAAGAATTT

TTAAAAAAAT
AATTTTTTTA

GGACATGCGA
CCTGTACGCT

GTTGTGAGAC
CAACACTCTG

TAACAAACCT
ATTGTTTGGA

GAAGAGGATC
CTTCTCCTAG

ACTTTAATAT
TGAAATTATA

AAATAAATTC
TTTATTTAAG

TAAAGATCGA
ATTTCTAGCT

TAAAAAATAA
ATTTTTTATT

TACTTGGCGA
ATGAACCGCT

TCGATAAAAA
AGCTATTTTT

GAGCCCAACT
CTCGGGTTGA

TGTGGTGCGA
ACACCACGCT

TGTTTCATGC
ACAAAGTACG

TGCGTTTACC
ACGCAAATGG

GTTTTAATTT
CAAAATTAAA

TAAATTCTAT
ATTTAAGATA

TTCCCTCAGT
AAGGGAGTCA

CAAGTCAAAT
GTTCAGTTTA

AGAGTTGAGG
TCTCAACTCC

TGCGCAAATC
ACGCGTTTAG

ATTTCTTGAT
TAAAGAACTA

CAATTAAATT
GTTAATTTAA

TAGTCCCCAG
ATCAGGGGTC

ATTTAGTTCT
TAAATCAAGA

AAAAAATGTT
TTTTTTACAA

GATTCGAAAA
CTAAGCTTTT

CCTAGGTCAT
GGATCCAGTA

CCATATCACC
GGTATAGTGG

GATATTGAAT
CTATAACTTA

TAGAGCAAAA
ATCTCGTTTT

AAAAATAAAA

AATGGGAGAA
TTACCCTCTT

AAGATTTGAA
TTCTAAACTT

GAGATTGAGA
CTCTAACTCT

ACATCAAAAA
TGTAGTTTTT

GATGAAATTA

CCTGAAAAAN
GGACTTTTTN

TTAACTTTGA
AATTGAAACT

TGATCTCATA
ACTAGAGTAT

AAATAACAAA
TTTATTGTTT

AAAAAAAAAA

CTACTTTAAT

AAAAAATAAC
TTTTTTATTG

TGAAGCAAAA

TTTTTATTTT

AATTGAGAAG
TTAACTCTTC

CTTTGATATA
GAAACTATAT

AAAAAATAGC
TTTTTTATCG

TTAGAGGACG
AATCTCCTGC

AAAAAAAGAG
TTTTTTTCTC

ATCACGTTGC
TAGTGCAACG

CTCTTCCAAC
GAGAAGGTTG

ATCGCCTGAT
TAGCGGACTA

CAGTGTACCA
GTCACATGGT

TAATTTTAAT
ATTAAAATTA

TTTATCTTGC
AAATAGAACG

ATTGCATTTT
TAACGTAAAA

TTCAAATAAA
AAGTTTATTT

GATCAAAATA

ACTTCGTTTT

AAAGATAAAA
TTTCTATTTT

AAAATCAAAT
TTTTAGTTTA

AATCAAACAA
TTAGTTTGTT

TCTTTCAAAG
AGAAAGTTTC

AAAAGAGAAA
TTTTCTCTTT

CACCAACACA
GTGGTTGTGT

ACCACATAAG
TGGTGTATTC

GTTCGTGAAA
CAAGCACTTT

TACCTTTTTG
ATGGAAAAAC

CCCTTAATAT
GGGAATTATA

AAACCCTAGT
TTTGGGATCA

CCCCGTATCA
GGGGCATAGT

GCCAATATAA
CGGTTATATT

AAAAAAATGT

CTAGTTTTAT

AGTCCCTGAT
TCAGGGACTA

GTTACTGGTT
CAATGACCAA

AAACTTCATT
TTTGAAGTAA

GATTTCTTAG
CTAAAGAATC

TTAAAATTAA
AATTTTAATT

TTTTTTTACA

TTTGGTAAAA
AAACCATTTT

TATGTTAATG
ATACAATTAC

CAAACAACAA
GTTTGTTGTT

ACTTTGGTCC
TGAAACCAGG

ATTGCATCAT
TAACGTAGTA

I'T'TI'T'TTTTTT

AATTAAAAAA
TTAATTTTTT

TAATAAATGA
ATTATTTACT

AAATATAGCA
TTTATATCGT

GCTAATAGAT
CGATTATCTA

AATAAAAATC
TTATTTTTAG

GTTAAAGATC
CAATTTCTAG

AAATATATAT
TTTATATATA

TGCTGCACCA
ACGACGTGGT

ACATTGTTTG
TGTAACAAAC

CCCTTTTACT
GGGAAAATGA

TTTATCCAGT
AAATAGGTCA

TTTAATTTTT
AAATTAAAAA

ATTGACTGAG
TAACTGACTC

AGACTACCAA
TCTGATGGTT

AGGGATTAAA
TCCCTAATTT

ACGTGAACTT
TGCACTTGAA

AAACAGAAAA
TTTGTCTTTT

GAGCTTTAAT
CTCGAAATTA

CACACCTTCT
GTGTGGAAGA

CTCAATTTCT
GAGTTAAAGA

GCCACCGTGT
CGGTGGCACA

ATATACAATG
TATATGTTAC

CAAACCCGTT
GTTTGGGCAA

TGAGACACGA
ACTCTGTGCT

ACACAACTCC
TGTGTTGAGG

AATCAATTCT
TTAGTTAAGA

ATAAGAACCA
TATTCTTGGT

TAAAGTTAAA
ATTTCAATTT

ATGAAAAATA
TACTTTTTAT

AAAATTAAAA
TTTTAATTTT

AAATATGATT
TTTATACTAA

AGTGCAATTC
TCACGTTAAG

ATATATACTA
TATATATGAT

TTAAAAAAAA
AATTTTTTTT

GCCACCATGG
CGGTGGTACC

AGCTAGTGCG
TCGATCACGC

CCTTGTACAT
GGAACATGTA

TAAAATTAGC
ATTTTAATCG

CATGAAGAAT
GTACTTCTTA

AACAACCTAA
TTGTTGGATT

TTGAGAAAAA
AACTCTTTTT

GTCCCTTGAT
CAGGGAACTA

GAAAATGAAC
CTTTTACTTG

TATTGTAAAT
ATAACATTTA

TCTTCTTTTT
AGAAGAAAAA

TTGTTTTACA
AACAAAATGT

TTAACTGAAG
AATTGACTTC
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1901 CCTCTGTGTT TTGTTTAGAA TATAATTAAG AAAGATTAGC ATGTAGTTTA
GGAGACACAA AACAAATCTT ATATTAATTC TTTCTAATCG TACATCAAAT
1951 AAGAAAGTCA TGTATTGAAG TGGAACATGT TGGAGCACAT CTATCGACAG
TTCTTTCAGT ACATAACTTC ACCTTGTACA ACCTCGTGTA GATAGCTGTC
2001 CCCGTTTAAT ATTTTAATAA TATTTATTTA TTTATTTATT TTAAAAAATT
GGGCAAATTA TAAAATTATT ATAAATAAAT AAATAAATAA AATTTTTTAA
2051 ATTTGTAATA TTAATAAAAA AAATCTAAAA ATACTAAAAA AAAAAAGGTT
TAAACATTAT AATTATTTTT TTTAGATTTT TATGATTTTT TTTTTTCCAA
2101 TTTTTTTTTT CACCGCAAAA ACATAAAAGC TATATTACAG AGCCCAAAAC
AAAAAAAAAA GTGGCGTTTT TGTATTTTCG ATATAATGTC TCGGGTTTITG
2151 ACAAGTATGG TCGGGAAAAA AGAAGAAGAA AAAGAAACCC GCGACAGACA
TGTTCATACC AGCCCTTTTT TCTTCTTCTT TTTCTTTGGG CGCTGTCTGT
2201 TGAATCAGTT TGTTAGATCA ACAGAGTCAA TTTACAGTTA CAAACAAACT
ACTTAGTCAA ACAATCTAGT TGTCTCAGTT AAATGTCAAT GTTTGTTTGA
2251 TAAATCCCGA CCAAACACTC CTCATTTCTT TCCTTTCCTC TATTAAACGA
ATTTAGGGCT GGTTTGTGAG GAGTAAAGAA AGGAAAGGAG ATAATTTGCT
2301 CCGCAAAACA CTCTAAAAAC GACGAGCCGG TGAAGCCGCA GAACCAGCTT
GGCGTTTTGT GAGATTTTTG CTGCTCGGCC ACTTCGGCGT CTTGGTCGAA
2351 CTCCTCTCCT CTCCTCTTTT CTCCAATAAA TCATGGTACG CATTAATCAC
GAGGAGAGGA GAGGAGAAAA GAGGTTATTT AGTACCATGC GTAATTAGTG
2401 TCTCTTTTCA TGAAATCCTA ACAAATCAAG CTTTTCTGTA ATTAATTACA
AGAGAAAAGT ACTTTAGGAT TGTTTAGTTC GAAAAGACAT TAATTAATGT
2451 TTTGTTTGAT CTGTCTTCAA TTTCAATCAT TGGCAATTAA AGAAGATGTC
AAACAAACTA GACAGAAGTT AAAGTTAGTA ACCGTTAATT TCTTCTACAG
2501 TTGATCGTTG CTCTTGTTTG AGTTGATTCA GTTAGGCTTA TGTTAATTTT
AACTAGCAAC GAGAACAAAC TCAACTAAGT CAATCCGAAT ACAATTAAAA
Start =
2551 ATTGAATTGT GTCGTTTTGA TTTCTGTTTC GAGC ATG
TAACTTAACA CAGCAAAACT AAAGACAAAG CTCG TAC
Bindestellen und Motive
Faktor Positionen Signal- Referenzen
Sequenz
-10PEHVPSBD 154 (+), 397 (-), 1917 () TATTCT Thum K. et al., Plant Mol
Biol 47:353-366 (2001)
-300ELEMENT 278 (+), 327 (+), 992 (+) TGHAAARK Kireis M. et al., Philos Trans R
Soc Lond B314:355-365
(1986); Colot V. et al., EMBO
J 6:3559-3564 (1987); Tho-
mas M. et al., Plant Cell
2:1171-1180 (1990)
2SSEEDPROTBANAP 2262 (+) CAAACAC  Stalberg K. et al, Planta
199:515-519 (1996)
AACACOREOSGLUBI1 509 (+), 802 (+), 2243 (+), AACAAAC WuC. et al, Plant J 23: 415-
2208 (-) 421 (2000)
ACGTABOX 1117 (+), 1117 () TACGTA Foster R. et al.,, FASEB J
8:192-200 (1994); Izawa T. et
al., Plant Cell 6:1277-1287
(1994)
ACGTOSGLUBI1 1629 (+) GTACGTG
AMYBOX1 476 (+), 784 (+), 801 (+), TAACARA  Huang N. et al., Plant Mol
2419 (+), 2209 (-) Biol 14:655-668 (1990)
ARFAT 742 (-) TGTCTC Ulmasov T. et al., Plant J

19:309-319 (1999); Guilfoyle

Funktion

Licht, zirka-
diane Expres-
sion
Endosperm

Speicherung
Endosperm

Zucker

Amylase

Auxin
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T., et al., Plant Physiol 118:
341-347 (1998); Ulmasov T.
et al., Science 276: 1865-1868
(1997)
ASFIMOTIFCAMV 527 (-) TGACG Lam E. et al., Proc Natl Acad  Vaskuldre
Sci  USA 86:7890-7897  Expression
(1989); Terzaghi W. et al,
Annu Rev Plant Physiol Plant
Mol Biol 46:445-474 (1995);
Benfey P. et al, Science
250:959-966 (1990); Kline-
dinst S. et al., Plant Mol Biol
42: 679-688 (2000)
ATHB2ATCONSENSU 2474 (+), 2474 (-) CAATSATTG Sessa G. et al, EMBO J Zip-Motiv
12:3507-3517 (1993)
ATHBSATCORE 2474 (+), 2474 (-) CAATNATTG Johannesson H. et al., Plant  Zip-Motiv
Mol Biol 45: 63-73 (2001)
BOXIINTPATPB 352 (+), 395 (+), 569 (+), ATAGAA Kapoor S. et al., Plant Cell Plastiden
156 (-), 1455 (-) 11: 1799-1810 (1999)
CAATBOX1 92 (+), 311 (+), 414 (+), 427 CAAT Shirsat A. et al., Mol Gen Gewebe-
(+), 646 (+), 844 (+), 880 Genet 215:326-331 (1989) spezifitit
(+), 960 (+), 989 (+), 1070
(+), 1145 (+), 1573 (+), 1751
(+), 1833 (+), 1849 (+), 2228
(+), 2374 (+), 2468 (+), 2474
(+), 2484 (+), 61 (-), 65 (-),
69 (-), 104 (-), 160 (-), 724 (-
), 814 (=), 962 (-), 1283 (-),
1481 (-), 1511 (-), 1590 (-),
1649 (-), 1742 (), 1871 (-),
1964 (-), 2479 (-), 2551 (-),
2556 (-)
CANBNNAPA 1223 (+), 1266 (+), 2262 (+)  CNAACAC  Ellerstrom M. et al.,, Plant Endosperm
Mol  Biol  32:1019-1027
(1996)
CATATGGMSAUR 737 (+), 737 () CATATG  Xu N. et al., Plant Sci 126: Auxin
193-201 (1997)
CCAI1ATLHCBI1 2069 (+) AAMAATCT Wang Z.-Y. et al., Plant cell Licht
9:491-507 (1997)
CCAATBOX1 426 (+), 1572 (+), 2373 (+), CCAAT
160 (-), 2479 (-)
CGACGOSAMY3 21 (+), 2320 (+) CGACG Hwang Y. et al., Plant Mol Amylase
Biol 36:331-341 (1998)
CIACADIANLELHC 1097 (-), 1584 (-) CAANNNNAT Piechulla B. et al., Plant Mol Licht, zirka-
C Biol 38:655-662 (1998) diane Regu-
lierung
DOFCOREZM 120 (+), 231 (+), 236 (+), AAAG Yanagisawa S. et al., Plant J C-
294 (+), 306 (+), 323 (+), 17:209-214 (1999); Yanagi- Stoffwechsel
342 (+), 356 (+), 444 (+), sawa S. Plant J 21:281-288
594 (+), 670 (+), 942 (+), (2000)
971 (+), 1002 (+), 1127 (+),
1134 (+), 1165 (+), 1172 (+),
1568 (+), 1579 (+), 1599 (+),
1688 (+), 1931 (+), 1950 (+),
1954 (+), 2094 (+), 2126 (+),
2169 (+), 2181 (+), 2489 (+),
272 (-), 488 (-), 685 (-), 902
(-), 1011 (-), 1122 (-), 1333
(-), 1374 (-), 1734 (-), 1795
(-), 1822 (-), 1839 (-), 1859
(-), 2278 (-), 2283 (-), 2366
(-), 2404 (-), 2431 (~)
DPBFCOREDCDC3 745 (+), 1226 (+), 2149 (+), ACACNNG  Kim S.Y. et al., Plant J 11: ABA

108 (-), 1360 (-)

1237-1251 (1997); Finkelstein
R.R. et al., Plant Cell 12: 599-
609 (2000); Lopez-Molina L.
et al., Plant Cell Physiol 41:
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EBOXBNNAPA

ERELEE4

GATABOX

GT1CONSENSUS

GT1CORE

GTGANTG10

HEXAMERATH4

IBOX

INRNTPSADB

LTRECOREATCOR15

MARABOX1

MARARS

MARTBOX

MYB26PS

108 (+), 737 (+), 960 (+), CANNTG
1026 (+), 1227 (+), 2449 (+),
108 (-), 737 (), 960 (-),

1026 (-), 1227 (-), 2449 (-)

462 (+), 1559 (+), 675 ()  AWTTCAAA
245 (+), 351 (+), 359 (+), GATA
421 (+), 560 (+), 811 (+),

939 (+), 974 (+), 1015 (+),

1038 (+), 1153 (+), 764 (-),
1210 (-), 1383 (=), 1463 (-),
1526 (-), 1992 ()
47 (4), 126 (+), 239 (+), 245  GRWAAW

(+), 279 (+), 359 (+), 634

(+), 666 (+), 939 (+), 974
(+), 993 (+), 1038 (+), 1153

(), 1177 (+), 1595 (+), 1674
(), 1691 (+), 2164 (+), 2165
(+), 2178 (+), 1499 (), 1516
(), 1355 (-), 1381 (-), 1461
(), 1517 (), 2106 (-)

385 (+), 1130 (+), 387 (-) GGTTAA
367 (+), 754 (+), 1325 (+), GTGA
1633 (+), 2330 (+), 766 (-),

1212 (-), 2110 (=), 2397 (-)

21 (9) CCGTCG

245 (+), 359 (+), 560 (+), GATAAG
939 (+), 974 (+), 1038 (+),

1153 (+), 1382 (-), 1462 (-)
1831 (+), 2271 (+), 2466 (+), YTCANTYY

722 (-), 917 (-), 1588 (-),

1692 (-)
2257 (+), 2160 () CCGAC

283 (+), 287 (+),2023 (-), AATAAAYAA

2027 (-), 2031 (-) A
2118 (-) WTTTATRTT
T™W
2099 (+), 2100 (+), 2101 (+), TTWTWTTW

169 (-), 495 (), 777 (-), 830 TT
(-), 831 (-), 832 (-), 833 (),
867 (-), 870 (-), 885 (-), 911
(), 994 (-), 1053 (), 1056 (-
), 1156 (-), 1157 (=), 1158 (-
), 1617 (), 2063 (-), 2086 (-
), 2087 ()

1544 (-) GTTAGGTT

541-547 (2000)
Stalberg K. et al.,
199:515-519 (1996)

Planta

Itzhaki H. et al., Proc Natl
Acad Sci USA 91:8925-8929
(1994); Montgomery J. et al.,
Proc Natl Acad Sci USA
90:5939-5943 (1993)

Lam E. et al., Plant Cell
1:1147-1156 (1989); Gilmar-
tin P.M. et al., Plant Cell
2:369-378 (1990); Benfey
P.N. et al., Science 250:959-
966 (1990); Gidoni D. et al.,
Mol Gen Genet 215: 337-344
(1989)

Terzaghi W.B. et al., Annu
Rev Plant Physiol Plant Mol
Biol 46:445-474 (1995);
Villain P. et al., ] Biol Chem
271:32593-32598 (1996);
Buchel A.S. et al., Plant Mol
Biol 40:387-396 (1999); Zhou
D.X. et al., Trends in Plant
Science 4:210-214 (1999)
Green P.J. et al, EMBO J
7:4035-4044 (1988); Gilmar-
tin P.M. et al., Plant Cell
2:369-378 (1990); Terzaghi
W.B. et al., Annu Rev Plant
Physiol Plant Mol Biol
46:445-474 (1995)

Rogers H.J. et al., Plant Mol
Biol 45: 577-585 (2001)

Chaubet N. et al., Plant J
10:425-435 (1996)

Giuliano G. et al., Proc Natl
Acad Sci USA 85:7089-7093
(1988); Donald R.G.K. et al.,
EMBO J 9:1717-1726 (1990);
Rose A. et al., Plant J 20: 641-
652 (1999)

Nakamura M. et al., Plant J
29: 1-10 (2002)

Baker S.S. et al., Plant Mol
Biol 24:701-713 (1994); Busk
PK. et al., Plant Mol Biol
37:425-435 (1998); Kim H.J.
et al., The Plant J 29: 693-704
(2002)

Gasser S.M. et al., Intnatl Rev
Cyto 119:57-96 (1989)
Gasser S.M. et al., Intnatl Rev
Cyto 119:57-96 (1989)
Gasser S.M. et al., Intnatl Rev
Cyto 119:57-96 (1989)

Uimari A. et al., Plant J

Speicherung

Ethylen,
Seneszens

Licht,
vaskuldre
Expression

Licht

Licht

Pollen

Licht

Licht

ABA,
Trocken-
stress, Licht

Matrix-
Anheftung
Matrix-
Anheftung
Matrix-
Anheftung

Phenylpro-
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12:1273-1284 (1997) panoid-
synthese
MYB2AT 1892 (+), 472 (-), 2235 (-), TAACTG Urao T. et al, Plant Cell Trocken-
2529 (-) 5:1529-1539 (1993) Stress
MYBCORE 472 (+), 696 (+), 2235 (+), CNGTTR Luscher B. et al., Genes Dev. Trocken-
2529 (+), 2219 (-), 1892 (-) 4:2235-2241 (1990); Urao T. Stress
et al., Plant Cell 5:1529-1539
(1993); Solano R. et al.,
EMBO J 14:1773-1784
(1995)
MYBGAHV 476 (+), 784 (+), 801 (+), TAACAAA  Gubler F. et al, Plant Cell GA, Amy-
2419 (+), 2209 (-) 7:1879-1891 (1995); Morita lase, Zucker
A. et al.,, FEBS Lett 423:81-
85 (1998)
MYBPLANT 1544 (+) MACCWAMC Sablowski R.W.M. et al., Phenylpro-
EMBO J 13:128-137 (1994); panoid-
Tamagnone L. et al.,, Plant synthese
Cell 10: 135-154 (1998)
MYBST1 1383 (-) GGATA Baranowskij N. et al., EMBO
J 13:5383-5392 (1994)
MYCATRD?22 1227 (+) CACATG Abe H. et al, Plant Cell Trocken-
9:1859-1868 (1997); Busk Stress, ABA
PK. et al., Plant Mol Biol
37:425-435 (1998)
NTBBF1ARROLB 901 (+), 322 (-), 941 (-) ACTTTA Baumann K. et al., Plant Cell Auxin, Ge-
11:323-333 (1999) webe-
spezifitit
POLASIG1 129 (+), 169 (+), 195 (+), AATAAA Joshi C.P.; Nucleic Acids Res Poly-A-
220 (+), 283 (+), 287 (1), 15:9627-9640 (1987); O'Neill ~ Signal, hohe-
291 (+), 312 (+), 405 (+), S.D. et al., Mol Gen Genet re Pflanzen
498 (+), 914 (+), 932 (1), 221:235-244 (1990)
952 (+), 1049 (+), 1056 (+),
1081 (+), 1565 (+), 1617 (+),
2063 (+), 2375 (+), 180 (-),
2023 (-), 2027 (-), 2031 (-),
2035 (-), 2548 (-)
POLASIG2 826 (+), 881 (+), 1043 (+),  AATTAAA  O'Neill S.D. et al., Mol Gen  Poly-A-
1752 (+), 1757 (+), 1865 (+), Genet 221:235-244 (1990) Signal, Amy-
2485 (+), 184 (-), 1403 (), lase
1409 (-), 1431 (-), 1735 (-)
POLASIG3 174 (+), 209 (+), 212 (+), AATAAT Heidecker G. et al., Ann Rev Poly-A-
415 (+), 435 (+), 459 (+), Plant Physiol 37:439-466 Signal, héhe-
929 (+), 2016 (+), 1739 (-), (1986); Joshi C.P., Nucleic re Pflanzen
2048 (-) Acids Res  15:9627-9640
(1987)
POLLENILELATS2 46 (+), 125 (+), 233 (+), 354 AGAAA  Bate N. et al., Plant Mol Biol Pollen
(+), 571 (+), 969 (+), 1169 37:859-869 (1998)
(+), 1176 (+), 1594 (+), 1685
(+), 1690 (+), 1929 (+), 1952
(), 2177 (+), 2183 (+), 274
(-), 1702 (-), 1813 (-), 1836
(), 2275 (-), 2368 (-), 2433
(-), 2571 (-)
PYRIMIDINEBOXHV 2164 (-) TTTTTTCC  Cercos M. et al., Plant J 19: GA, ABA
107-118 (1999)
RAVIAAT 508 (+), 1224 (+), 1267 (+), CAACA  Kagaya Y. et al, Nucleic
1775 (+), 1778 (+), 2219 (+), Acids Res 27: 470-478 (1999)
1978 (-)
REALPHALGLHCB21 896 (+), 383 (-), 599 () AACCAA Degenhardt J. et al., Plant Cell Licht
8:31-41 (1996)
ROOTMOTIFTAPOX1 41 (+), 153 (+), 318 (+), 812 ATATT Elmayan T. et al., Transgenic Wurzel

(), 1427 (+), 2009 (+), 2020
(+), 2058 (+), 2132 (+), 317
(), 906 (-), 982 (-), 997 (-),
1092 (-), 1182 (-), 1426 (-),
1574 (-), 1919 (-), 2008 (-),

2019 (-), 2057 (-)

Res 4:388-396 (1995)
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RYREPEATBNNAPA

RYREPEATGMGY2

RYREPEATLEGUMIN

S1FBOXSORPS1L.21

SEFIMOTIF

SEF4MOTIFGM7S

SURE1STPAT21

TAAAGSTKST1

TATABOX3
TATABOX4
TATABOXS

TBOXATGAPB

WBBOXPCWRKY1

WBOXATNPR1

256 (+), 1306 (+)

256 (+), 1306 (+)

256 (+), 1306 (+)

2383 (+), 1366 (-)
2020 (+)

2116 (-), 86 (-), 494 (-), 910
(), 1019 (-), 1083 (-), 2076
(), 2314 (-)

568 (+)

119 (+), 293 (+), 322 (+),
593 (+), 941 (+), 1001 (+),
1133 (+), 1567 (+), 1578 (+),
1949 (+), 2488 (+), 902 (-),
1734 (-), 1859 ()

2059 (+), 2060 (-)

190 (+), 189 ()

181 (+), 2024 (+), 2028 (+),
2032 (+), 2036 (+), 2049 (+),
128 (-), 173 (), 282 (-), 286
(), 290 (-), 404 (-), 458 (-),
497 (-), 781 (-), 874 (-), 889
(), 913 (=), 928 (-), 951 (-),
1048 (-), 1055 (-), 1080 (-),
1564 (-), 1616 ()

684 (+), 1010 (+), 1821 (+)

1553 (-)

687 (+), 1482 (+), 528 (),
1554 (-), 2226 (-)

CATGCA

CATGCAT
CATGCAY
ATGGTA
ATATTTAW

\Y
RTTTTTR

AATAGAAAA

TAAAG

TATTAAT
TATATAA
TTATTT

ACTTTG

TTTGACT

TTGAC

Ezcurra I. et al., Plant Mol ABA
Biol 40:699-709 (1999);
Ezcurra L. et al., Plant J 24:57-
66 (2000)
Lelievre J.-M. et al., Plant Samen
Physiol 98:387-391 (1992)
Fujiwara T. et al., Plant Mol Gewebe-
Biol 24:261-272 (1994) spezifitit
Lagrange T. et al., Mol Cell “House-
Biol 13:2614-2622 (1993) keeping role”
Lessard P.A. et al., Plant Mol Speicherung
Biol 16:397-413 (1991)
Allen R.D. et al., Plant Cell Embryo
1:623-631 (1989); Lessard
P.A. et al., Plant Mol Biol
16:397-413 (1991)
Grierson C. et al., Plant J Zucker
5:815-826 (1994)
Plesch G. et al., Plant J 28: Schlief3zelle
455-464 (2001)
TATA
TATA
Tjaden G. et al., Plant Physiol TATA
108:1109-1117 (1995)
Chan C.S. et al., Plant Mol Licht
Biol 46: 131-141 (2001)
Eulgem T. et al., EMBO J 18: Schnelle
4689-4699; Eulgem T. et al., Gene
Trends Plant Sci (2000) 5:
199-206
Yu D. et al.,, Plant Cell 13: SA

1527-1540 (2001)
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8.5 Vektoren

8.5.1 pGEM HE

Sac1Q27)
[Kpn1(33)
/f Xma I (96)

I /Sma 1(98)

i / BamH I (101)
, Bst1(101)
~ Xba1(107)

—— EcoR1(113)

— HindIII(121)

Ehe 1 (2849) i
Nar1(2848)
Kas1(2847)
Ndel(2796)

Aat 11 2547) TCAT(331)
T Pst1(331)

Sph1(337)

/
SPEP

|
LAC OPERON NheL(341)
Scal(2105)
AP
8.5.2 pCRII TOPO
lacZu ATG
M13 Reverse Primer Sp6 Promoter *
205 |CAG GAA ACA GCT ATG ACC ATG ATT ACG CCA AGC TRAT TTA GGT GAC ACT ATA GAA
GTC CTT TGT CGA TAC TGG TAC TAA TGC GGT TCG ATA AAT CCA CTG TGA TAT CTT

Nsil Hind Il K;:in[ Sacl\ BamHl I Spel
|
TAC TCA AGC TAT GCA TCA AGC TTG GTA CCG AGC TCG GAT CCA CTA GTA ACG GCC
ATG AGT TCG ATA CGT AGT TCG AAC CAT GGC TCG AGC CTA GGT GAT CAT TGC CGG

Bs‘!XI Ecn‘:Rl EcoR | Ecoi‘?v

GCC AGT GTG CTG GAA TTC GCC CTT I e EAG GGC GAA TTC TGC AGA TAT

CGG TCA CAC GAC CTT AAG CGG GA TTC CCG CTT AAG ACG TCT ATA
BstX 1 Not | Xho| Nsil Xbal Apal

| ! I | |
CCA TCA CAC TGG CGG CCG CTC GAG CAT GCA TCT AGA GGG CCC AAT TCG [CCC TAT
GGT AGT GTG ACC GCC GGC GAG CTC GTA CGT AGA TCT CCC GGG TTA AGC |GGG ATA

T7 Promoter M13 (-20) Forward Primer M13(-40) Forward Primer

AGT GAG TCG TAT T. AAT TCA |[CTG GCC GTC GTT TTA Ci CGT GAC TGG GAA AAC
\_ TCA CTC AGC ATA A TTA AGT |GAC CGG CAG CAA AAT T G GCA CTG ACC CTT TTG
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8.5.3 pSPT 18

Hind 111 (8)
Pae1(18)
Sph1(18)

SP6 'Pst1(24)
Nhe 1(2864) ‘

Nae1(2833) |

Sfo1(2821) |

Nar 1(2820) [ Xbal(32)

Sfo1(2800) |1/ BamH1(38)

|

Nar(2799) '

Ban11(2765)_

_ Xmal(43)
Ban 11 (2751)_

_ Smal(45)

Eco 47111 (2740) TKpn1(s1)
Dsal(2705) \ ‘\:\T7
Sfo1(2687) . ) ‘\\ch 13611 (55)
Nar1(2686) Sac1(57)
Sph1(2675) 1 Ban (s7)
Pae1(2675) EcoR 1(59)
Sp1eas . Bsal(72)
|| P I (105)
Dra1(1986) Nde1(339)
Seal(1889) A (516)
Puu 1 (1779) Dra1(1275)
AmpR Dra 1(1294)

Bsal (1470)

8.5.4 pYVKH-35S-pAl

Hincll
Xhol
Apal

PT)

Clal 2.42
pVSi1-rep-
pVKH-35S-pA1

pNOS 11.29 Kb

Bglll 8.20

EcoRl 7.83 i
Hygromycin pVSi-sta-
Pstl 7.74

Sacll 7.30

Kpnl 5.44 hol 543
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8.5.5 pVKH-35S-GUS-pA

Pstl
EcoRl
EcoRV
Hindtll
Sall

NPT)

Bglil 10.20
pVKH-35S-GUS-pA

EcoRI 9.83
- 13.29 Kb pal 3.31
Pstl 9.74 Hygromycin
pVS1-rep- Notl 3.72
Sacll-9.30
Clal 4.42

pVSi-sta-

Kpnl 7.44
Xhol 7.43
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