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Die Natur ist unerbittlich und
unveranderlich und es st ihr
gleichgultig, ob die verborgenen
Grinde und Arten ihres Handelns dem
Menschen verstandlich sind oder nicht

Galileo Galilei, (1564-1642)
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Einleitung

Einleitung

Triacylglycerine (TAGs) stellen mengenmaRig die groRte Gruppe innerhalb der Lipide dar
und sind die Hauptkomponente des Depot- oder Speicherfettes in pflanzlichen bzw. tierischen
Zellen (Gunstone, Harwood et al. 1994). Dariber hinaus unterscheiden TAGs sich nach Art und
Position der drei am Glyceringerust veresterten Fettsauren (vergl. Abb. 1A). Eine zentrale Rolle
bei der Hydrolyse von Speicherfetten kommt hierbei der Enzymfamilie der Lipasen zu. Sie
werden grundsatzlich in drei Gruppen unterteilt:

1. Die Triacylglycerin-Lipasen (TGL) oder ,echte“ Lipasen (E.C. 3.1.1.3) katalysieren die
Hydrolyse der Esterbindungen von TAGs. Bei Pflanzen kommen diese Enzyme insbesondere
im Samen von Olsaaten und in Getreidekdrnern vor (Huang 1987).

2. Die unspezifischen Lipidacylhydrolasen oder Hydrolasen. Zu ihnen zahlen die
Phospholipase A1 (EC 3.1.1.32), A2 (EC 3.1.14) und B (EC 3.1.1.5) (Abb. 1B) sowie
Glycolipasen, Sulfolipasen und Monoacylglyceridlipasen, die in den verschiedensten
pflanzlichen Geweben nachgewiesen wurden (Wang 1993).

3. Zur Gruppe der Phosphorylasen gehdren die Phospholipase C (EC 3.1.4.3) und die
Phospholipase D (EC 3.1.4.4) (Abb. 1B), die in Pflanzen ebenfalls allgemein verbreitet sind
(Wang 1993).

A) B)  PLA,
Hzc—O—R1 _ sn 4 1
0
Hec—O—R2 ¢mm sn, R1 —C—0—CH,
HL—O—R3 Gmm sn, R2 —C— O ¢H
] :
| G

PLA, CH;O—P—0—CH5;CH; N—CH,
rt+ -
PLC  PLD

Abb. 1. A:  Die verschiedenen Positionen von Fettsaureresten am Glyceringerust. B: Positionsspezifitat
von Phospholipasen.
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1 Triacylglyceridlipasen

TGLs katalysieren die Hydrolyse von TAGs zu Glycerin und freien Fettsauren unter dem
Verbrauch von stéchiometrischen Mengen an Wasser. In Pflanzen findet man diese Enzyme
insbesondere in den fettspeichernden Organen, wie Samen, Pollen und in einigen Fallen auch
in den Wurzeln oder den Blattern. Bisher wurden lberwiegend die TGLs der Samen naher
untersucht, da nur sie in ausreichenden Mengen flir eine biochemische Analyse zuganglich sind
(Huang 1993).

Wahrend der Keimung initiieren TGLs die Spaltung und damit die Mobilisierung der in den
Lipidkorpern fettreicher Samen gespeicherten TAGs. Je nach Pflanzenspezies kann die
entsprechende TGL direkt am Lipidkérper, dem Speicherorganell der TAGs (Huang), oder in
anderen Kompartimenten, wie den Glyoxysomen oder dem Cytosol, lokalisiert sein (Huang
1993).

Bis auf die saure TGL aus Ricinussamen (Ory, Yatsu et al. 1968; Altaf, Ankers et al. 1997,
Eastmond) ist allen TGLs gemeinsam, dass sie ihre Aktivitat in ruhenden Samen noch nicht
nachweisbar ist, sondern erst wahrend der Keimung. Unterschiede findet man jedoch in ihrem
Molekulargewicht, der Substratspezifitat, dem pH-Optimum, der Hydrophobizitat des Molekills,
der Reaktivitat gegenitber Sulfthydrylgruppen und in der subzellularen Verteilung der Enzyme
(Huang 1993).

2 Isolierung und Charakterisierung von TGLs

Die meisten TGLs, die in Samen verschiedener Olsaaten nachgewiesen werden konnten,
waren an der Membran des Lipidkdrpers lokalisiert. Hierbei kann 50 bis 80 % der gesamten
Lipaseaktivitdt eines Samenextraktes mit dem Lipidkorper assoziiert sein (Huang 1993).
Trotzdem ist die Proteinmenge der Lipasen an diesem Organell vergleichsweise gering, da an
seiner Membran Strukturproteine, die so genannten Oleosine, dominieren (Huang).

Hingegen bei Samen aus Raps hat man in den Kotyledonen den groRten Teil der
Lipaseaktivitat assoziiert mit den leichten Membranen oder an Lipidvesikeln gefunden (Theimer
and Rosnitschek; Hills and Beevers). Nur ein geringer Teil der Lipaseaktivitat ist am Lipidkérper
nachweisbar und beide Membranen enthalten auf3erdem unterschiedliche Lipaseaktivitaten
(Hills and Beevers; Hoppe and Theimer). Die TGL aus Rapssamen ist bereits durch
verschiedene Gruppen auf verschiedene Wegen gereinigt und charakterisiert worden (Hills and
Mukherjee 1990); (Weselake and Taylor 1999); (Hoppe and Theimer 1997); (Hoppe and
Theimer 1997); (Hoppe and Theimer 1997). In allen Arbeiten wird ein Molekulargewicht von 250
bzw. 300 kDa und ein pH-Optimum von pH 7,5 genannt. Aulerdem zeigte sich, dass sie zwar
alle Fettsauren des Glyceringerusts hydrolysiert, aber die Fettsauren in sn-1 oder sn-3 Position

7



Einleitung

zuerst abspaltet (Hills and Mukherjee 1990). Die Hydrolyseaktivitat der Rapslipase gegenlber
den beiden haufigsten Fettsduren des Rapsdls, Palmitinsdure bzw. Olsdure, in TAGs ist
identisch und nicht von der Position der Fettsauren am Glyceringeriist abhangig. Fettsduren mit
cis-6 oder cis-4 Doppelbindung als erster Doppelbindung nach der Carboxylgruppe werden
jedoch eindeutig bevorzugt (Hills, Kiewitt et al. 1990).

In den Samen von Ricinus communis sind drei TGLs nachweisbar (Huang 1987). Zwei
dieser Lipasen sind am Lipidkérper assoziiert und haben ein saures bzw. ein neutrales pH-
Optimum. Die dritte TGL ist glyoxysomal und weist ein basisches pH-Optimum auf (Huang
1987). Die saure Lipase besitzt ein pH-Optimum von pH 4,5 und lasst sich schon im ruhenden
Samen nachweisen [(Ory, Yatsu et al. 1968); (Altaf, Ankers et al. 1997); (Eastmond 2004)]. Sie
hat ein Molekulargewicht von 60 kDa und hydrolysiert die verschiedensten Mono- als auch Di-
und Triacylglycerine gleichermallen gut, wahrend sie keine Aktivitat gegenuber Phospolipiden
zeigt (Eastmond 2004). Die Zugabe von Fettsdureisopropylestern zeigte dabei, dass die saure
TGL ebenfalls Fettsduren von der sn-2-Position des Glyzeringerustes abspaltet (Ory 1969).
Bereits im frGhen Stadium der Keimung nimmt die Aktivitat dieser Lipase ab, und die neutrale
durch Kalziumionen stimulierbare Lipase wird nachweisbar (Hills and Beevers 1987). Es wird
angenommen, dass diese TGL fir die Hydrolyse der Speicherlipide verantwortlich ist (Hills and
Beevers 1987; Hills, Murphy et al. 1989). Von der alkalischen, glyoxysomalen Lipase ist neben
einer hohen Substratspezifitdt gegeniber Rizinolsdure eine bevorzugte Hydrolyseaktivitat
gegenlber Monoacylglyceriden bekannt. Darlber hinaus besitzt diese TGL ein
Molekulargewicht von 62 kDa (Maeshima, Takeuchi et al. 1987).

Auch im Scutellum des Keimlings von Zea mays wurde eine an den Lipidkérper gebundene
TGL nachgewiesen (Lin and Huang 1984). Bei diesem Enzym handelt es sich um ein sehr
hydrophobes Protein, das fest mit der Membran der Lipidkérper assoziiert ist. Hier ist ein
Polypeptid einer GroRe von 62 kDa isoliert worden, obgleich das native Protein in Detergenz
geldst als ein Tetramer mit einem Molekulargewicht von 270 kDa vorliegt. Diese TGL hat ein
neutrales pH-Optimum und spaltet am Glyceringerist sowohl in sn-1 als auch in sn-2 Position
(Lin, Yu et al. 1986). In ungekeimten Samen lasst sich dieses Enzym nicht nachweisen.
Wahrend der Keimung wird es darum vermutlich neu gebildet und initiilert so den Abbau der
Speicherlipide (Huang 1993).

Eine Besonderheit stellen zwei aus Oryza sativa isolierte TGLs dar (Funatsu, Aizono et al.
1971; Aizono, Funatsu et al. 1976). Bei ihnen handelt es sich um I8sliche Proteine mit einem
geringeren Molekulargewicht. Die Reislipase | hat eine Grélze von 40 kDa und ein pH-Optimum
von pH 7.5 (Funatsu, Aizono et al. 1971). Sie wird durch Kalziumionen aktiviert und spaltet
Fettsduren bevorzugt von sn-1 bzw. sn-3 aus dem TAG. Reislipase Il hat ein Molekulargewicht
von 32 kDa und ebenfalls ein pH-Optimum von pH 7,5. Der isoelektrische Punkt dieses Enzyms
liegt bei 9,1 (Aizono, Funatsu et al. 1976).

Samen von Vernonia galamensis enthalten eine TGL mit maximaler Aktivitat bei pH 8,0 -

9,0, wobei der Hauptanteil der Lipaseaktivitdt in der I6slichen Fraktion lokalisiert ist (Ncube,
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Gitlesen et al. 1995). Diese Lipase besitzt ebenfalls ein ungewoéhnliches Molekulargewicht von
116 kDa (Adlercreutz, Gitlesen et al. 1997). Aus Erdnlssen schlieRlich wurde eine I6sliche, 55
kDa grofRe TGL isoliert, die in reifenden Samen haufiger vorkommt als in keimenden Samen
(Sanders and Pattee 1975). AulRerdem wurden lipidkérper-assoziierte Lipasen in Elaeis
guneensis (Oo and Stumpf 1983), in Kiefernsamen (Hammer and Murphy 1993; Hammer and
Murphy 1994) sowie in Buchweizensamen (Suzuki, Honda et al. 2004) nachgewiesen.

Die Charakterisierungen der hier vorgestellten pflanzlichen TGLs basieren fast
ausschliel3lich auf Experimenten mit dem gereinigten Enzym. Trotz vielfaltiger Versuche cDNAs
fur keimungsspezifische TGLs aus den unterschiedlichsten Samen zu isolieren, gelang dies
bisher nur aus einem gereinigten Protein. Dabei handelte es sich um die saure TGL aus
Ricinus, von der mittels Immunodetektion festgestellt werden konnte, dass sie sich im
Endosperm befindet, wo sie an den Lipidkdrpern sitzt (Eastmond, 2004). Obwohl die saure
Lipase am pH-Optimum von 4,5 eine ungewdhnlich hohe Aktivitdt zeigt, ist sie in
physiologischen (neutralen) pH-Bereich nahezu inaktiv. Auch die Tatsache, dass ihre mRNA zu
Beginn der Keimung bereit stark herunterreguliert wird, indiziert, dass sie nicht fir den
keimungsspezifischen Speicherlipidmetabolismus verantwortlich ist.

Eine weitere pflanzliche TGL konnte aus Tomate (Lycopersicon esculentum) isoliert und
charakterisiert werden (Matsui, Fukutomi et al. 2004). Sie wurde auf Basis ihrer Genhomologie
zu AtDAD 1, einer Phosphlipase A1 aus Arabidopsis, isoliert und zeigt hydrolytische Aktivitat
gegenuber TAGs in frihen Stadien der Keimlingsentwicklung. Da es sich hier aber um ein
I6sliches Enzym handelte, dass nicht am Lipidkdrper lokalisiert war, konnte auch in diesem Fall
nicht eindeutig gezeigt werden, dass es sich hier um die TGL handelte, die fur den
keimungsspezifischen TAG-Abbau von Bedeutung ist.

3 Substratspezifitdt von TGLs

Fir TGLs aus pflanzlichen Samen ist bekannt, dass sie eine hohe Selektivitat fir
bestimmte Fettsauren besitzen. In den meisten Fallen handelt es sich dabei um die in den
eigenen TAGs dominierende Fettsdure (Adlercreutz, Gitlesen et al. 1997). Neben TAGs kdnnen
TGLs aber auch verschieden Diacylglycerine (DAG) und Monoacylglyzerine (MAG)
hydrolysieren (Adlercreutz, Gitlesen et al. 1997). Zum Beispiel hydrolysiert die Lipase aus Zea
mays bevorzugt TAGs, die Linolsdure und Olsdure enthalten, da diese den Hauptbestandteil
des Maiso6ls ausmachen (Lin and Huang 1983). Raps- und Senfsamen, die zur Familie der
Cruciferen gehoren, besitzen in den Speicherfetten ihrer Wildformen einen hohen Gehalt an
Erucasaure (Gunstone, Harwood et al. 1994). Daher weisen ihre TGLs eine hohe Spezifitat fur
Trierucin auf (Lin, Yu et al. 1986). Auch von der aus Vernonia galamensis isolierten TGL ist eine
solche Substratspezifitdt bekannt. Sie hydrolysiert vorrangig Trivernoelin, das TAG der
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Vernolsaure ((92)-12,13-Epoxy-9-octadecaensaure). Es macht etwa 60 % aller Fettsdurereste
der TAGs in den Samen von Vernonia aus (Ncube, Gitlesen et al. 1995). Samen der Ulme (Lin,
Yu et al. 1986) und Palme (Oo and Stumpf 1983) besitzen gro’e Mengen an Caprylsaure in
ihren Speicherlipiden. Die in diesen Samen nachweisbaren TGLs zeigen eine hohe Aktivitat
gegenitber Tricaprin im Vergleich zu Trilaurin, Tripalmitin oder Trilinolein. Diese
Fettsdurespezifitdt konnte auch mit DAGs und MAGs bestéatigt werden, obgleich parallel die
Spezifitat abnimmt (Lin, Yu et al. 1986). Die Abnahme der Substratspezifitat im Falle der TGL
von TAGs uber DAGs bis hin zu MAGs konnte insofern physiologische Bedeutung haben, als
das die TAGs einer Spezies meist nicht nur die pflanzenspezifische ,Hauptfettsdure® sondern
vielmehr verschiedene Fettsauren in einem Molekil enthalten (Mukherjee 1995). Dies bedeutet,
dass erst nach der vollstandigen Hydrolyse der pflanzenspezifischen ,Hauptfettsaure“ die TGL
auch die anderen Fettsauren abzuspalten vermag. Die lipidkérper-assoziierte TGL aus Cucumis
sativus schlieBlich ist hoch spezifisch fur veresterte (13S,9Z,11E)-13-Hydroxy-9,11-
octadecadiensaure (13-HODE) und konnte erst durch Zugabe dieses Substrates nachgewiesen
werden (Balkenhohl, Kihn et al. 1998).

4 Physiologische Bedeutung der TGL beim TAG-Katabolismus

TAGs dienen in fettreichen Samen als Speicherlipide, die in den Lipidkérpern gelagert
werden. Diese Lipidkérper, die auch als Oleosomen bezeichnet werden, entstehen wahrend
der Samenreifung am endoplasmatischen Retikulum (Wanner, Formanek et al. 1981); (Huang
1992); (Murphy 2001). Sie sind spharische Organellen von 1 - 2 um Durchmesser (Huang 1994)
und bestehen aus einer TAG-Matrix, die von einem Phospholipidmonolayer umgeben ist. In
dieser Membran sind verschiedene charakteristische Proteine nachweisbar, die sowohl
strukturelle als auch enzymatische Funktion haben konnen (Kindl 1987). Die dominierenden
Proteine dieses Organells sind Strukturproteine, die Oleosine (Huang 1997).Diese
hydrophoben, alkalischen Proteine (pl > 6,2) mit einem Molekulargewicht zwischen 15 und 26
kDa bedecken die gesamte Oberflache des Lipidkérpers und besitzen hauptsachlich strukturelle
Funktion. Sie kdnnen bis zu 8 % (w/w) des Gesamtproteins im Samen ausmachen (Huang
1994);(Murphy, Hernandez-Pinzén et al. 2001). Darlber hinaus sind andere Proteine nur
transient an diesem Organell zu finden, etwa im Stadium der Samenreifung oder im Verlauf der
Keimung (Kindl 1987).

Bei der Keimung fettreicher Samen ist die Mobilisierung der Speicherlipide von zentraler
Bedeutung, da sie im Anfangsstadium der Keimung meist die alleinige Kohlenstoffquelle
darstellen (Kindl 1987). Fir den Abbau der Speicherlipide ist eine TGL verantwortlich, die an
der Membran der Lipidkorper lokalisiert ist und zu Beginn der Keimung de novo synthetisiert
wird. Sie initiiert durch die Hydrolyse der TAGs und die damit einher gehende Freisetzung der
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Fettsauren den Abbau der Reservelipide (Huang 1993). Die freien Fettsduren werden von der
CoA-Synthetase aktiviert und werden anschlieRend in der B-Oxidation zur Generierung von
Acetyl-CoA verwendet (Abb. 2, linke Seite), welches im Keimling tber den Glyoxylatzyklus fir
die Guconeogenese bendtigt (Kindl 1984). Molekulare Analysen von Mutanten der Olsaat und
Modellpflanze Arabidopsis thaliana zeigten diesbeziiglich, dass eine intakte [B-Oxidation
essentiell fur den Keimling ist (Hayashi, Toriyama et al. 1998), der Ausfall des Glyoxylatzyklus
vom Keimling kann jedoch kompensiert werden (Eastmond, Germain et al. 2000).

Lipid bod
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v Y
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Acetyl-CoA Glyoxysome

TREMDS in Plant Scence

Abb. 2: Schematischer Vergleich der alternativen Wege des Abbaus von Reservelipiden in Pflanzen
(Feussner, Kuihn et al. 2001)

Parallel dazu existiert eine alternative Theorie der Speicherlipidmobilisierung, die auf der
Tatsache fulBt, dass wahrend der Keimung in Gurken-, Anis-, Sonnenblumen- und
Sojakeimlingen das Vorkommen einer spezifischen membranstandigen Lipoxygenase (LOX)
nachgewiesen wurde (Feussner, Kiihn et al. 1997). Sie besitzt ein ungewohnlich basisches pH-
Optimum und aufRerdem ist sie in der Lage veresterte Linol(en)sdurereste direkt zu oxidieren
(Feussner, Wasternack et al. 1995). Basierend auf dem Vorhandensein dieser lipidkorper-
assoziierten LOX sowie der Tatsache, dass wahrend der Keimung groRe Mengen an LOX-
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Produkten in den Lipidkérpern gebildet werden und isolierte Lipidkérper auch nur lipoxygenierte
Fettsauren in das Medium abgeben (Feussner, Wasternack et al. 1995), wurde ein neues
Modell fir die Mobilisierung der Speicherlipide in Pflanzen vorgeschlagen (Kindl 1987;
Feussner, Kihn et al. 1997; Feussner, Kiihn et al. 2001). Es geht davon aus, dass der Abbau
der Reservelipide von einer LOX initiiert wird und nicht von einer TGL (Abb. 2, Mitte). So
oxidiert diese LOX die veresterten, mehrfach ungesattigten Fettsduren zunachst spezifisch zu
TAGs, die 13-HPODE enthalten (Feussner, Balkenhohl et al. 1997). Im weiteren Verlauf werden
nur diese veresterten Hydroperoxyfettsauren durch eine fir diese Modifikation hoch spezifische
TGL vom  Glyceringerist  abgespalten.  AnschlieBend werden die  toxischen
Hydroperoxyfettsduren durch eine noch unbekannte Reduktase zu Hydroxyfettsduren reduziert
(Feussner, Blée et al. 1998). Die freie 13-HODE stellt dann das eigentliche endogene Substrat
des Keimlings fur die p-Oxidation dar und wird wie oben beschrieben zu Acetyl-CoA abgebaut.
Von zentraler Bedeutung fir dieses Modell ist die beschriebene fiir oxygenierte Fettsduren hoch
spezifische TGL. |hr Vorkommen konnte inzwischen neben Gurke in weiteren
Pflanzenkeimlingen, wie Kirbis, Flachs, Raps, Ringelblume, Ricinus und Sonnenblume
nachgewiesen werden (Balkenhohl, Kiuhn et al. 1998). Dieser Abbauweg konnte aber nicht in

Brassicaceen nachgewiesen werden.

5 Physiologische Bedeutung der TGL bei der TAG-Synthese

Speicherlipide speziell TAGs werden in Olsaaten wahrend der Entwicklung des Embryos
synthetisiert und wahrend der Keimung und frilhen Keimlingsentwicklung abgebaut, um Uber
verschiedene Prozesse wie die B-Oxidation, den Glyoxylatzyklus, den Tricarbonsaurezyklus
sowie die Gluconeogenese als Kohlenstoffquelle zu dienen (Eastmond and Graham, 2001).
Wahrend die Zusammenhange zwischen diesen metabolischen Prozessen, der Embryonen-
und der Keimlingsentwicklung verstanden werden, zeigen die Daten verschiedener Studien,
dass der Lipidgehalt auch wahrend der Samenreifung verschiedener Olsaaten wie B. napus,
A. thaliana, C. abyssinica und N.tabacum abnimmt (McKillikan, 1966); (Gurr et al.,
1972);(Norton and Harris, 1975); (Murphy and Cumminis, 1989); (Baud et al. 2002); (Tomlinson
et al., 2004).

Die Abnahme des Olgehaltes im Samen war ebenfalls wahrend der Samenreifung in
Leinsamen (Linum usitatissimum) zu beobachten [Troufflard, Portais and Rawsthorne,
unverodffentlicht] Passend zu den Beobachtungen, des Lipidabbaus wahrend der Samenreifung,
zeigen verschiedene Daten, dass der Embryo genauso zum TAG-Abbau befahigt ist, wie der
Samen wahrend der Keimung bzw. der Keimlingsentwicklung. Zum einen konnte die Aktivitat
verschiedener in B-Oxidation und Glyoxylatzyklus involvierter Enzyme in reifenden Samen von
Baumwolle (Miernyk and Trelease 1981b), Ricinus [Hutton und Stumpf, 1980] und Kirbis
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[(Koeller, Frevert et al. 1979) (Frevert, Koeller et al. 1980) detektiert werden. In spaten Stadien
der embryonalen Entwicklung in B.napus (L.) konnten sowohl mRNA, Protein als auch die
Aktivitat von Malatsynthetase und lIsocitratlyase detektiert werden, obwohl die Aktivitat des
Glyoxylatzyklus nicht nachgewiesen werden konnte (Comai, Dietrich et al. 1989); (Ettinger and
Harada 1990). Zum anderen wurde in reifenden Arabidopsissamen B-Oxidations-Prozesse
nachgewiesen (Poirier, Ventre et al. 1999); (Moire, Rezzonico et al. 2004). Auch TGL-Aktivitat
konnte in der Lipidkérperfraktion reifender Samen nachgewiesen werden (Balkenhohl 2000).
Verfolgt man die Akkumulation der Reservestoffe im Verlauf der Samenentwicklung bei
Arabidopsis (Abb. 3), stellt man fest, dass gegen Ende der Samenreifung der Gehalt an TAGs
bereits abnimmt (Hills 2004). Hier nimmt man an, dass bereits in diesem Stadium eine
Mobilisierung der TAGs stattfindet.

————— Starch
—— Fatty acids
s Storage proteins

Relative gene expression

6 8 10 12
Time (DAF)

Abb. 3:  Zeitlicher Verlauf der Akkumulation von Reservestoffen wahrend der Samenentwicklung bei
Arabidopsis (Ruuska, Girke et al. 2002).
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6 Aufgabenstellung dieser Arbeit

Die vorliegende Arbeit diente der Isolierung und Charakterisierung keimungsspezifischer
TGLs aus Arabidopsis thaliana. Da die meisten Sequenzierungsversuche von gereinigten
pflanzlichen TGLs bisher erfolglos waren, sollte die Isolierung der TGLs aus A. thaliana nicht
Uber eine klassische Proteinreinigung erfolgen. Stattdessen sollte die Isolierung der Sequenzen
moglicher keimungsspezifischer TGLs aus Arabidopsis thaliana auf dem Wege erfolgen, dass
unter Zuhilfenahme von bereits charakterisierten Lipasesequenzen anderer Spezies,
A. thaliana-Genom- bzw. EST-Banken nach Proteinsequenzen mit Ahnlichkeit zu diesen
Lipasen durchsucht werden sollten. Die auf diesem Wege isolierten Sequenzen sollten
anschlielend hinsichtlich ihrer Gewebespezifitdt analysiert werden, um TGL-Sequenzen mit
einer moglichen Keimungsspezifitdt zu ermitteln. Eine weitere Aufgabe bestand in der
Klonierung und der Expression der Proteine der isolierten TGL-Sequenzen. Die exprimierten
Proteine sollten zunachst auf Enzymaktivitat getestet werden und wenn sie sich als lipolytisch
aktiv erweisen, eingehend charakterisiert werden. Von zentraler Bedeutung fur die weitere
Charakterisierung dieser putativen keimungsspezifischen TGLs war der Nachweis ihrer
physiologischen Funktion. Zu diesem Zwecke sollten transgene A. thaliana—Pflanzen generiert
werden, in denen die TGLs Uberexprimiert, deletiert bzw. mittels antisense-Konstrukten
herunterreguliert worden waren. Eingehende Untersuchungen dieser Pflanzen sollten
Aufschluss geben, in wieweit die isolieten TGL tatsachlich in die Prozesse der
Speicherlipidmobilisierung wahrend der Keimung involviert sind. Eine weitergehende
Fragestellung unter dem Aspekt, dass eine keimungsspezifische TGL gefunden wird, war
ebenfalls, in wieweit eine speicherlipidmobilisierende TGL auch wahrend des
Speicherlipidaufbaus in den reifenden Samen aktiv ist und eventuell seinen TAG-Gehalt bzw.
die TAG-Zusammensetzung beeinflusst.
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Material und Methoden

1 Chemikalien

[Carboxyl-]-"*C-Triolein Sigma (Deisenhofen)
GELCODE Blue Stain Reagent Pierce (Rockford, IL, USA)
Gummi arabicum Sigma (Deisenhofen)
N-Ethyl-N*-[3-(Dimethylamin)-propyl]-carbodiimid Sigma (Deisenhofen)

Talon Metal Affinity Resin Clontech (Palo Alto, CA, USA)
Trilinolein Sigma (Deisenhofen)

Triolein Sigma (Deisenhofen)

Alle weiteren verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen Merck (Darmstadt), Roth
(Karlsruhe), Sigma (Deisenhofen) oder Serva (Heidelberg) bezogen. Alle verwendeten HPLC—
Laufmittel wurden in HPLC-Qualitat von J. T. Baker (Phillipsburg, N. J., USA) verwendet.

2 Molekularbiologische Reagenzien

Expand™ High Fidelity-PCR-System Roche Diagnostics (Grenzach)
pGEM-T Easy Vector System Il Kit Promega (Madison, WI, USA)
NucleoSpin™ Plasmid Macherey&Nagel (Diren)
NucleoBond™ AX Macherey&Nagel (Diiren)
NucleoSpin™ Extract Macherey&Nagel (Diren)
Restriktionsendonukleasen MBI Fermentas (St. Leon-Rot)
Superscript [I™ Stratagene (Karlsruhe)
Tfl-Polymerase™ Biozym (Hess. Oldendorf)
SmartLadder™ Eurogentec (Seraing, Belgien)
GeneRuler™ 1Kb DNA Ladder MBI Fermentas (St. Leon-Rot)
Proteinstandardmischung VI Sigma (Deisenhofen)

3 Pflanzen

Die Samen folgender Pflanzen wurden verwendet:

Arabidopsis thaliana L., var. Columbia Col-0 (Ackerschmalwand) Die Samen von
A. thaliana stammen aus eigener Nachzucht am IPK Gatersleben.

Cucumis sativus L., var. chinesische Schlange Erfurter Samenzucht GmbH (Walluf)

Glycine max L., Feldsaaten Freudenberger (Krefeld)
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3.1 Pflanzenmedien

3.1.1 Nahrlésung nach (Hoagland and Arnon 1941) modifiziert fur A. thaliana
Stammldsung | (200x): 0,5 M Ca(NO3); x 4 H,O
Stammldsung Il (200x): 0,1 M MgSOQO, x 6 H,O
Stammldsung 11l (200x): 0,5 M KNO;

0,1 M KH,PO,
Spurenelemente-
Stammldsung (2000x): 5,0 x 102 M H3BO,
4,5x 10° M MnCl, x 4 H,O
3,8x 10> M ZnSO, x 7 H,0
3,0x 10* M CuSO, x 5 H,0
1,0 X 10-4 M (NH4)6MO7024 x4 Hzo

Fe-EDTA-Stammldsung (250x): 1,0 x 10° M Na-EDTA
1,0 x 10 M FeCl; x 6 H,0
Mischung:
Stammldsungen | 12,5 ml
Stammldsungen |l 12,5 mi
Stammlésungen I 12,5 mi
Spurenelemente-Stammldsung 1,25 ml
Fe-EDTA-Stammlésung 10 ml
ad tridest. H,O auf 2,5 |
3.1.2 MS — Medium (Murashige und Skoog, 1962)

2,2 g/l MS-Medium (Duchefa, Haarlem, Niederlande)

0,59/l MES, pH 5,8

8,0 g/l Micro agar (Duchefa, Haarlem, Niederlande)

Platten zum Nachweis des Wachstums auf Saccharose enthalten zusatzlich:
1,09/l Saccharose

Zur bar -Gen (BASTA) Selektion: 10ug/ml Phosphinotricin (Merck, Darmstadt)

3.1.3 Erdkulturen

Als Substrat wurde Terreau Professionell GePAC Einheitserde Typ MiniTray (Einheitserde
Werkverband, Sinntal-Jossa) verwendet.

Zum Dingen wurde WUXAL ® Super (Bayer, Leverkusen) benutzt, ein Volldinger mit
folgenden Komponenten: 8% Stickstoff, 8% Phosphat, 6% Kalium und die Spurenelemente
Eisen, Mangan, Bor, Kupfer, Zink, Nickel, Kobalt und Molybdan. Der Dinger wurde 0,2% (v/v)
in Wasser verdinnt und einmal pro Woche gegossen.
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3.2 Kultivierung von Arabidopsis thaliana
3.2.1 Kultivierung zur Ernte etiolierter Keimlinge

Je 30 mg gewaschenes Saatgut von A. thaliana var. Columbia wurde in Plastikboxen (95 x
95 x 100 mm) ausgelegt und im Dunkeln bei Raumtemperatur flr verschiedene Zeiten inkubiert.
Die Plastikboxen enthielten 3 Lagen Filterpapier, die mit Nahrldsung (s. 3.1.1) getrankt waren.

Waschen der Samen (steril):
5min 70 % Ethanol
3min 5 % NaOCI

3x10 min  steril. H,O

3.2.2 Kultivierung zum Wachstum auf Agarplatte

Zur sterilen Anzucht wurden 5 — 8 mg Saatgut gewaschen (s. 3.2.1) und in 0,1% (w/v) Agar
in H,O suspendiert. Die Samen wurden auf MS-Medium (s. 3.1.2) ausgelegt und in der
Phytokammer bei 23 °C mit einem Licht/Dunkel-Wechsel von 8 und 16 h und einer Lichtmenge
von 100 pE angezogen.

3.2.3 Kultivierung auf Erde

Das fir die Erdkulturen verwendet Substrat (s.3.1.3.) wurde vor Verwendung zur
Schadlingsbekampfung fir 4h bei 180°C erhitzt. Die Kulturen wurden alle 2 Tage gegossen,
einmal pro Woche gediingt und wuchsen zunachst fir 6 Wochen unter Kurztagsbedingungen
und anschlielend im Langtag. Bedingungen wie folgt:

Kurztagsbedingungen:
Licht: 8h,23°C
Dunkel: 16 h,18 °C

Langtagsbedingungen:
Licht: 16 h, 23 °C
Dunkel: 8 h,18 °C

3.24 Kultivierung in Hydrokultur

Speziell zur Ernte von Wurzeln von A.thaliana var.Col-0 wurden die Pflanzen zunachst fur
10 Tage in Erdkultur (s. 3.2.3) angezogen und anschliel3end auf Hydrokultur transferiert.
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3.3 Kultivierung von Cucumis sativus

60 g Gurkensamen wurden pro Keimungsschale flir 1 h in 100 ml Wasser vorgequollen
und auf feuchtes Filterpapier ausgelegt. Die Keimung erfolgte bei 27 °C unter 100 %
Luftfeuchtigkeit im Dunkeln.

3.4 Pflanzentransformation mittels Agrobacterium tumefaciens

Die Transformation von A. thaliana var. Col-0 mit den verschiedenen pCambia-
Konstrukten erfolgte mit Hilfe der Flower-Dip-Transformationsmethode (Horsch, Fry et al. 1985)
durch den A. tumefaciens-vermittelten T-DNA-Transfer.

3.5 Transiente Pflanzentransformation

Fir die Analyse der intrazellularen Genexpression wurden reifende Samen von Glycine
max transient transformiert. Dafiir wurden zunachst Plasmide hergestellt, bei deren Expression
Fusionsproteine bestehend aus dem analysierten Gen bzw. einer zellorganellspezifischen
Kontrolle und einem N-terminalen bzw. C-terminalen YFP bzw. CFP—Konstrukt entstehen.
Diese Plasmide wurden mittels Midi — Praparation (s. 4.5.1.4) bis zu einer Konzentration von
mindestens 1 ug/ul vervielfaltigt und an Goldpartikel gebunden. Die Goldpartikel (Durchmesser:
1,0 ym) wurden zuvor in Ethanol gewaschen, zu Einheiten von je 50 ul (50 mg/ml) aliquotiert
und bei -20 °C gelagert. Zu einem Goldpartikelaliquot wurden 5 pl — 7 pl Plasmid-DNA (1 pg/ul),
50 yul CaCly (2,5M) und 20 ul Spermidin (0,1 M) zugegeben, wobei der Ansatz nach jeder
Zugabe gemischt wurde. Nach einer Zentrifugation bei 10000 g fiir 10 s wurde der Uberstand
abgenommen, die pelletierten Partikel zweimal mit je 250 ul Ethanol gewaschen und fir den
Beschuft in 60 pl Ethanol resuspendiert.

Fir die Transformation wurden die reifenden Samen langs halbiert, in der Biolistic®-Particle
Gun (Biorad) bei 1100 bar im Abstand von 6 cm beschossen und zur Expression der Gene 18 h
bei Raumtemperatur inkubiert.

351 Fluoreszenz—mikroskopische Analyse

Zur Analyse der intrazellularen Lokalisation der Fusionsproteine erfolgten
Fluoreszenzmessungen in den zuvor transient transformierten Soja-Samen am konfokalen
laserscanning Mikroskop LSM 510 (Zeiss, Jena). Das verwendete LSM 510 besitzt vier
simultane konfokale Detektionskanale, die Uber seperate Pinholes (kleine Blende auf der das
vom Praparat emittierte Licht fokussiert wird) verfiigen, deren Durchmesser und XY-Ausrichtung
fur jede Emissionswellenlange individuell einstellbar sind. Das ermoglicht eine streulichtfreie
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Darstellung der Emission einer selbstgewahlten Ebene innerhalb des Praparates. Des Weiteren
wurden mit Hilfe des ,Multitrack System® des LSM 510, welches eine selektive Anregung und
Detektion einzelner Farbstoffe erméglicht, der Wellenlangenbereich so weit eingeschrankt, dass
ein ,Ubersprechen“ der Signale der einzelnen Farben unterbunden wurde.

Parameter der konfokalen LSM:

Scan mode 8b
Stack size 1024 x 1024 , 46,1 um x 46,1 ym
Scaling 0,04 pm x 0,04 ym
Pixel time 4,48 ps
Objektive Plan-Neofluar 100x/1,3 Oil
Beam splitters T1 MBS: HFT UV/543 T2 MBS: HFT 458
DBS1: None DBS1: Mirror
DBS2: DBS2:
DBS3: None DBS3: Mirror
Wave length T1:514 nm, 20 % T2:458 nm, 78 %
Filter Ch1-1: BP 560 - 615
Ch2-2: BP 470 - 500
ChD-1: -
Pinhole: Ch1-1: 285 ym
Ch2-2:724 ym
ChD-1:0um
4 Bakterien
4.1 Kultivierung von Escherichia coli

Der Bakterienstamm E. coli XL-1 Blue [(Hanahan 1983)] diente als Wirtsbakterienstamm
fur alle Transformationsexperimente.

Die Kultivierung erfolgte in Luria—Bertain (LB)-Medium bzw. auf LB-Festmedium [LB-
Medium mit 0,8 % (w/v) Mikro Agar, Duchefa] bei 37 °C unter Zusatz von 50 ug/ml Ampicillin
bzw. Kanamycin, wobei fir die Anzucht in 2 ml Fldssigkulturen auerdem mit 180 rpm

geschattelt wurde.
LB-Medium: LB-Festmedium
1 % (wiv) Trypton LB-Medium + 0,8 % (w/v) Mikro Agar
0,5 % (w/v) Hefeextrakt
0,5 % (w/v) Natriumchlorid
41.1 Herstellung kompetenter E.coli-Zellen

Fir die Herstellung kompetenter E.coli-Zellen wurden 250 ml LB—Medium mit 10 — 12
Kolonien E.coli XL1-Blue von einer frisch bewachsenen LB-Agarplatte angeimpft. Die
Inkubation der Kultur erfolgte bei 200 — 250 rpm bei 18 °C — 25 °C.

Bei einer optischen Dichte (ODgo) von 0,45 — 0,75 wurde die Kulturflissigkeit in sterile
Zentrifugenbecher Uberfiihrt und fiir 10 min auf Eis inkubiert. Es folgte eine Zentrifugation fir 10
min bei 4°C und 1000g, nach der das Medium mit einer Pasteurpipette vollstandig
abgenommen wurde. Der Zellniederschlag wurde in 80 ml TFB — Puffer suspendiert und fur 10
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min auf Eis inkubiert. Nach einer erneuten Zentrifugation (wie oben beschrieben) und der
vollstandigen Abnahme des TFB-Puffers wurden die Zellen in 20 ml TFB-Puffer + 1,5 ml
DMSO suspendiert und fir 10 min auf Eis inkubiert. Die erhaltene Zellsuspension wurde
aliquotiert, sofort in flissigem Stickstoff gefroren und fir maximal 3 Monate bei -80 °C gelagert.

TFB-Puffer:
10 mM PIPES
115 mM CaCl, x 2 H,O

250 mM KCI
55 mM MnCI2
pH 6,7
41.2 Transformation kompetenter E. coli-Zellen

100 yl kompetente E. coli - Zellen wurden auf Eis aufgetaut, 30 min mit Plasmid-DNA auf
Eis inkubiert, zum Hitzeschock fir 30 sec auf 42 °C erhitzt und weitere 5 min auf Eis inkubiert.
AnschlieRend wurden 800 pl LB-Medium zugegeben, 60 min bei 37 °C geschuttelt, und der
Transformationsansatz auf LB-Platten mit fur die Selektion geeignetem Antibiotikum
ausgestrichen. Die Kultivierung erfolgte Gber Nacht bei 37 °C.

4.1.3 Kultivierung von Agrobacterium tumefaciens

Fir die Pflanzentransformation wurde der A. tumefaciens-Stamm EHA 105 ([(Hood et al.
1993)) verwendet.

Die Kultivierung erfolgte in YEB-Medium bzw. auf YEB-Festmedium bei 28 °C unter
Zusatz von 50 ug/ml Kanamycin, wobei fir die Anzucht in Flissigkultur zusatzlich mit 160 rpm
geschittelt wurde.

YEB-Medium: YEB-Festmedium:
0,5 % (w/v) Rinderextrakt YEB-Medium + 0,8 %(w/v) Mikro agar
0,1 % (w/v) Hefeextrakt
0,5 % (w/v) Pepton
0,5 % (w/v) Saccharose
nach Autoklavieren: 2 mM Mg,SO;, (sterilfiltriert)

41.3.1 Herstellung kompetenter A. tumefaciens - Zellen

Eine Einzelkolonie wurde nach der Methode von (An, (1987)) in 2 ml YEB-Medium Uber
Nacht bei 28 °C vermehrt. Von dieser Ubernachtkultur wurden 2 ml in 50 ml YEB-Medium bis
zum Erreichen einer ODgyo von ca. 0,6 bei 28 °C inkubiert. Nach einer Zentrifugation (10 min,
2.700 x g, 4 °C) wurden die Zellen in 10 ml 0,15 M NaCl-Lésung suspendiert. Die Zellen wurden
erneut wie oben beschrieben zentrifugiert und das Sediment in 1 ml eiskalter 75 mM CaCl,—
Ldsung resuspendiert. Aliquots von 200 ul wurden in flissigem Stickstoff eingefroren und bei -
80°C 2 — 3 Wochen gelagert.
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4,1.3.2 Transformation kompetenter A. tumefaciens-Zellen

200 ul kompetente Zellen wurden nach der Methode von [An, (1987)] zur Vermeidung von
Eiskristallbildung in der Hand aufgetaut und nach Zugabe von ca. 3 ug Plasmid-DNA fiir 30 min
auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurde das Gemisch fur 2 min bei -80°C eingefroren und gleich
darauf bei 37 °C aufgetaut. Nach Zugabe von 1 ml YEB-Medium wurden die Bakterien 4 h bei
28 °C unter stéandigem Schutteln inkubiert. Dies diente vor allem der Expression des zur
Selektion notwendigen Antibiotika-Resistenzgens. Anschliel3end wurde der
Transformationsansatz auf YEB-Platten mit dem entsprechenden Antibiotikum ausgestrichen
und 2 d bei 28 °C inkubiert.

4.2 Hefen
42.1 Stamme und Stockkulturen

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Hefe-Mutante mit defekter Lipidmobilisierung [(tgl3,
Athenstaedt, 2003)] sowie der dazu gehdrige Wildtyp-Stamm FY1679 (Winston, Dollard et al.
1995)auf YPD-Festmedium nach der Methode von (Ausubel, Brent et al. 1993) kultiviert.

4.2.2 Herstellung kompetenter Hefe—Zellen

Von einer 20 ml Ubernachtkultur wurden 2 ml 1:10 mit frischem YPD-Medium verdiinnt und
3 — 4 h bei 30 °C und 140 rpm (bis zu einer ODgyo von 1,0 -1,3) inkubiert. Die Hefezellen
wurden pelletiert (5 min bei 1000 g) und in 4 ml 1 M Lithium-Acetat, pH 7,5, suspendiert und
aliquotiert. Nach einer weiteren Zentrifugation (5 min bei 1000 g) wurden die Hefezellen in x pl
1M Lithium-Acetat, pH 7,5, resuspendiert, wobei das Zielvolumen x von der Zelldichte der Kultur
abhing. Dabei entspricht bei einer ODgy von 0,5: x = 60 ul. Die Hefezellen wurden bei 4°C
aufbewahrt und waren 3 - 4 Tage kompetent.

YPD-Medium: YPD-Festmedium:
1 % (wiv) Hefeextrakt YPD-Medium + 1 % (w/v) Mikro agar
2 % (wiv) Pepton
2 % (wiv) Glukose

4.2.3 Transformation kompetenter Hefe—Zellen

Die Hefe -Transformation erfolgte nach der Methode von (Ausubel et al., 1989). 100 pl
kompetenter Hefezellen wurden mit 5 yl Heringsperma-DNA (10 pg/pL), 2 pl Plasmid, 700 pl
PEG-Mix (1 ml 1 M Lithium-Acetat + 1 ml 10 x TE + 8 ml 50% PEG) fir 30 min bei 30 °C
inkubiert. AnschlieRend erfolgte ein Hitzeschock fur 15 min bei 42 °C. Die Hefezellen wurden
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pelletiert und der Uberstand entfernt. Das Pellet wurde anschlieRend in H,O suspendiert und
auf Selektionsmedium (SC-URA) ausplattiert. Die Platten wurden bei 30 °C inkubiert, bis
Kolonien sichtbar waren.

4.2.4 Komplementation der tgl3—-Deletionmutante

Um zu testen, ob sich die tgl3-Deletionsmutante durch Expression der im Rahmen dieser
Arbeit behandelten A. thaliana—Gene komplementieren lasst, wurden tgl3-Kulturen mit den
verschiedenen individuellen Plasmiden transformiert (s.12.3.4). 100-ml-Kulturen wurden in
Minimalmedium (-URA) mit 2 % (w/v) Galactose bei 30° C unter Schutteln inkubiert. Die
Zellernte erfolgte ab einer ODgog = 0,6 durch Zentrifugation fir 10 min bei 3000 x g. Die
Hefezellen wurden aufgeschlossen nach der Methode von (Folch, Lees et al. 1957), bevor
Gesamtlipide extrahiert (Bligh and Dyer 1959) und Triacylglycerine analysiert wurden
(Athenstaedt and Daum 1999).

4.3 Klonierungsvektoren
Folgende Plasmidvektoren wurden fiir diese Arbeit eingesetzt:
Tab. B-1: verwendete Plasmide

Plasmid-Vektor Verwendungszweck Referenz

pGEM -T Standardklonierung und Sequenzierung Promega, Mannheim

pQE 30 Expression in E. coli mit N-term. His-Tag Qiagen, Hilden

pQE 70 Expression in E. coli mit C-term. His-Tag Qiagen, Hilden

pDest 14 Expression in E. coli ohne Tag CAMBIA, Canberra, Australien
pDest 17 Expression in E. coli mit N-term. His-Tag CAMBIA, Canberra, Australien
pET20b Expression in E. coli mit C-term. His-Tag Novagen, Madision, Wi, USA
pET22b Expression in E. coli mit C-term. His-Tag Novagen, Madision, Wi, USA
pYES2 Expression in S. cerevisiae Mod. fir GATEWAY® System
pYES2/CT Expression in S. cerevisiae mit C-term. His-Tag | Invitrogen, Karlsruhe
PpYES2/NTA Expression in S. cerevisiae mit N-term. His-Tag | Invitrogen, Karlsruhe
pCAT-YFP Expression eines Fusionsproteins in Pflanzen Dr. M. Fulda, Abt. Biochemie.

der Pflanze, Georg — August —

Universitat., Géttingen

pUC18-ENTR1a

GATEWAY® System fur pDest 14, pDest 17,

pYES 2 und pCambia 3300.1

Dr. E.Hornung, Abt. Biochemie.

der Pflanze, Georg-August-

Universitat, Gottingen

pCambia 3300.1

Pflanzentransformation

CAMBIA, Canberra, Australien

(modifiziert von Dr. Hornung)
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4.4 Oligonukleotide

Die verwendeten Oligonukleotid-Primer wurden von den Firmen MWG-BIOTECH
(Ebersberg), Biomers (UIm) oder Roth (Karlsruhe) synthetisiert. Oligonukleotide: (siehe Anhang)

4.5 Nukleinsaureanalysen
451 Praparation von RNA

Losungen fir die Isolierung von und den Umgang mit RNA wurden vor Gebrauch zur
Inaktivierung von RNA-degradierenden Enzymen mit 0,1 % (v/v) DEPC behandelt und
anschlielfend autoklaviert. Tris-haltige Puffer wurden mit DEPC-behandeltem und
autoklaviertem Wasser angesetzt.

451.1 Isolierung von RNA aus Wurzeln, Blatter, Stielen, Bliten und Keimlingen

Fir die Isolierung von Gesamt-RNA aus Pflanzenmaterial nach der Methode von
(Logemann, Schell et al. 1987) wurden 300 mg gefrorenes Material in flissigem Stickstoff
gemorsert, in 1 ml RNA-Extraktionspuffer aufgenommen und mit 0,7 Volumina PCI-Gemisch
versetzt. Nach Zentrifugation (20 min, 12.000 x g, 4 °C) wurde die RNA aus der oberen,
wassrigen Phase unter Zugabe von 0,05 Vol. 1 M Essigsaure mit 0,7 Vol. Ethanol fir mindest.
1h bei -20 °C gefallt und anschlieRend pelletiert (15 min, 12.000 x g, 4 °C). Das Prazipitat
wurde in Folge mit 1 ml 70 % Ethanol, 1 ml 3 M Natriumacetat, pH 4,8 und 1 ml 70 % Ethanol
gewaschen, getrocknet und in 30 ul Wasser aufgenommen.

RNA — Extraktionspuffer: PCI:
8M Guanidiniumchlorid Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol
20 mM MES, pH 7,0 (25:24:1, viviv)
20 mM EDTA

Gesamt-RNA aus etwa 100 mg Blattmaterial wurde mit der Methode nach (Chomczynski
and Sacchi 1987) isoliert. Das gefrorene und gemérserte Blattmaterial wurde mit 1 ml ,TRIZOL®
Reagent (Life Technologies, Eggenstein) homogenisiert und mit 0,2 ml Chloroform versetzt.
Nach der Zentrifugation (15 min, 12.000 x g, 4 °C) wurde die RNA aus der oberen, wassrigen
Phase mit 0,25 ml Isopropanol + 0,25 ml High Salt — Puffer fir 10 min bei RT gefallt und
anschliellend pelletiert (15 min, 12.000 x g, 4 °C). Das Prazipitat wurde mit 80 % Ethanol
gewaschen, getrocknet und in 50 ul Wasser aufgenommen.

High Salt Puffer:
1,2M NaCl
0,8 M Natriumcitrat
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451.2 Isolierung von RNA aus Schoten und Samen

Fir die Isolierung von Gesamt-RNA aus Schoten und Samen (Naito et all, 1994,
modifiziert fir A. thaliana) wurden 10 — 12 Schoten oder 100 mg Samen in flissigem
Stickstoff gemorsert, anschliellend in Reaktionsgefafle mit 300 pl Extraktionspuffer und
300 pl PCI-Gemisch uberfuhrt und gemischt. Nach Zentrifugation (1 min, 12000 g, 4°C)
wurde die wassrige, obere Phase erneut mit gleichem Volumen an PCI reextrahiert. Nach
einer weiteren Zentrifugation (s.0.) wurde die obere Phase in ein neues Gefaly Uberfuhrt,
und die RNA mit 0,1 Volumina 3 M Natriumacetat und 3 Volumina Ethanol (100%) fur 10
min bei -80 °C geféllt. Nach Zentrifugation (5 min, 12000 g, 4°C) und Abnahme des
Uberstandes, wurde das Pellet getrocknet und in 100 ul Wasser gelést. Zur Abtrennung
wasserunloslicher Verunreinigungen wurde erneut zentrifugiert (s.o.), der Uberstand in ein
neues Gefall Uberfihrt und mit 4 M Lithiumchlorid fir 1 h bei -80°C gefallt. Nach
anschlieflender Zentrifugation (15 min, 12000 g, 4°C) wurde das Pellet in 1 ml 2 M
Lithiumchlorid solubilisiert und erneut zentrifugiert (2 min, 12000 g, 4°C). Das gereinigte
RNA—Pellet wurde mit 1 ml 70 % Ethanol gewaschen und in 20 pyl Wasser aufgenommen.

Extraktionspuffer:
1M Tris/HCI, pH 9,0
1% SDS

4513 Praparation genomischer DNA

Etwa 500 mg gefrorenes Blattmaterial wurden homogenisiert, mit 0,2 ml CTAB-
Extraktionspuffer versetzt und 15 min bei 65 °C inkubiert. Nach Vermischen mit 1
Volumen Chloroform:lsoamylalkohol (24:1, v/v) und einer Zentrifugation (3 min, 7500 x g,
RT) wurde die obere, wassrige Phase mit 0,1 Vol. CTAB/NaCl — Ldsung, die zuvor auf
65 °C erwarmt worden war, versetzt und 3 min inkubiert. AnschlieRend wurde 1 Volumina
Isopropanol zugegeben, 2 min inkubiert und zentrifugiert (10 min, 20.000 x g, 4 °C). Das
Prazipitat wurde mit 70 % Ethanol gewaschen, getrocknet und in 50 yl Wasser

aufgenommen.
CTAB —Extraktionpuffer: CTAB /NaCl - Lésung:
100 mM Tris/HCI, pH 8,0 10 % CTAB
20 mM EDTA, pH 8,0 0,7 % NaCl

14 M NaCl
2 % (wiv) CTAB
2 % (wiv) B-Mercaptoethanol (frisch dazugeben)
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45.1.4 Préaparation von Plasmid-DNA

Die Praparation von Plasmid-DNA aus Bakterien erfolgte nach dem Prinzip der
alkalischen Lyse aus Flissigkulturen (Birnboim and Doly 1979).

Mini-Préparation (1 — bis 5 ml-Kulturen)

Zur Praparation von Plasmid-DNA wurde der Kit ,NucleoSpin™ Plasmid® von
Macherey & Nagel (Diren) nach den Angaben des Herstellers verwendet.

Midi-Préparation (50 — bis 250 ml-Kulturen)

Fir die Praparation groRerer Mengen an Plasmid-DNA wurden Ubernachtkulturen
von E. coli XL-1 Blue in 50 ml LB-Medium mit geeigneten Antibiotika angezogen, und der
Kit ,NucleoBond™ AX*“ von Macherey & Nagel (Diren) nach den Angaben des Herstellers
eingesetzt.

45.1.5 Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Unter UV-Licht (312 nm) wurde zunachst das DNA-Fragment enthaltende
Agarosegelstiick mit einem Skalpell ausgeschnitten. Die Elution von DNA-Fragmenten
aus Agarosegelfragmenten erfolgte mit dem Kit ,NucleoExtract™*“ von Macherey & Nagel
(Duren) entsprechend dem Protokoll des Herstellers.

4.5.2 Agarosegel-Elektrophorese
45.2.1 Denaturierende Agarosegel-Elektrophorese

Jeweils 20 uyg Gesamt-RNA wurden mit 1,5 Volumina RNA-Probenpuffer versetzt, flr
5 min bei 65 °C und fir 5 min auf Eis inkubiert. Die RNA wurde auf ein denaturierendes
Agarosegel aufgetragen und Uber 1,5 h bei 6 V/icm mit 1xMOPS-Puffer als Laufpuffer
elektrophoretisch aufgetrennt. Zur Dokumentation wurden die Agarosegele unter
Bestrahlung mit UV-Licht (312 nm) fotografiert.

RNA-Probenpuffer: 10xMOPS-Puffer:

50 % (v/v)  Formamid; 200 mM Morpholinopropansulfon-

6 % (v/v)  Formaldehyd; saure;

6 % (v/v)  Glycerin; 50 mM Natriumacetat;

10 % (v/iv) 10xMOPS; 5 mM EDTA;

0,04 % (w/v) Bromphenolblau pH 7,0
Denaturierendes Agarosegel:

1 % (w/v) Agarose;

6 % (v/iv)  Formaldehyd;
10 % (vliv) 10xMOPS-Puffer
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45.2.2 Nichtdenaturierende Agarosegel-Elektrophorese

Die DNA wurde mit 0,2 Volumina DNA-Probenpuffer versetzt und auf das nicht-
denaturierende Agarosegel aufgetragen. Als Grélenmarker wurde SmartLadder™
(Eurogentec, Seraing) oder GeneRuler™ 1Kb DNA Ladder (MBI Fermentas, St. Leon-
Rot) eingesetzt. Die elektrophoretische Auftrennung der DNA erfolgte bei 1,5 bis 6 V/cm
mit 1XTAE als Laufpuffer. AnschlieRend wurde das Agarosegel 10 bis 15 min in der
Ethidiumbromid-Farbeldésung inkubiert. Unter Bestrahlung mit UV-Licht (312 nm) konnte
die Auftrennung der DNA dokumentiert werden.

DNA — Probenpuffer (5 x):
10 mM Tris/HCL
20% (v/iv)  Glycerin
0,1% (w/v) Bromphenolblau
pH 7,5

Nichtdenaturierendes Agarosegel:
1,5% (w/v)  Agarose in 1 x TAE

50xTAE:
2 M Tris/HCL
1 M Natriumacetat
100 mM EDTA

pH 8,0

Ethidiumbromid-Féarbelésung:
0,5 pg/mi Ethidiumbromid in H20

4.5.3 Klonierungstechniken

453.1 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen (Sambrook, Fritsch et
al. 1989)

Restriktionsendonukleasen spalten doppelstrdngige DNA sequenzspezifisch durch
Hydrolyse kovalenter Bindungen. Dabei werden 4 - 6 bp lange palindromische Sequenzen
erkannt und geschnitten.

Zur Konstruktion von Plasmiden, zur Uberpr[]fung von Insert GroRen und zum
Einfugen oder Ausschneiden von Inserts wurden Restriktionsendonukleasen der Firma
MBI Fermentas (St. Leon-Rot) verwendet. Die Standardmethoden erfolgten nach
(Sambrook, Fritsch et al. 1989).

Die Restriktionsansatze enthielten 3 uyg DNA, 5 yl Reaktionspuffer und 1 ul der
Restriktionsenzyme in einem Gesamtvolumen von 50 ul. Als Reaktionspuffer wurde der
jeweils optimale Puffer nach Herstellerangaben eingesetzt. Der Restriktionsansatz wurde
12 h bei 37 °C inkubiert.
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4.5.3.2 Dephosphorylierung

Um die Selbstligation von Vektoren nach der Restriktion zu minimieren, wurden diese
direkt nach der Restriktionsspaltung mit calf intestinial alkaline phosphatase (CIAP) (MBI
Fermentas, St. Leon-Rot) nach Herstellerangaben behandelt.

45.3.3 Ligation

Die Ligation von DNA-Fragmenten mit glatten bzw. Uberhdngenden Enden erfolgte
mit dem ,Rapid DNA Ligation Kit* (ROCHE, Mannheim) bzw. mit der ,T4 DNA Ligase*
(ROCHE, Mannheim), nach Herstellerprotokoll. PCR-Produkte wurden mit dem pGEM-T
Vector System Il Kit (Promega, Madison, USA) nach Herstellerangaben in den Vektor
pGEM-T kloniert.

Ligationen wurden in einem Volumen von 50 ul (davon 5 pl 10 x Ligationspuffer und 1
pl T4-DNA-Ligase (1 U/ul)) durchgeflhrt. Um die intramolekulare bzw. intermolekulare
Ligation des Vektors zu vermeiden, wurde die Donor-DNA in etwa 3-fachem Uberschuss
eingesetzt. Die Ligationsreaktion erfolgte bei 14 °C flr 12 h.

454 Amplifikation von DNA — Fragmenten durch Polymerase-Kettenreaktion
(PCR)

45.4.1 Expand™-PCR

Zur l|solierung von DNA-Fragmenten, die kloniert und exprimiert werden sollten,
wurde die DNA - Amplifizierung mit dem Expand™ High Fidelity-PCR-System nach der
Vorschrift des Herstellers (Roche Diagnostics) durchgefiihrt. Dieses System enthalt ein
Gemisch aus der thermostabilen Tag-Polymerase und der ebenfalls thermostabilen Pwo-
DNA Polymerase, die eine 3‘ - 5° Exonuklease-Aktivitat besitzt. Aullerdem wurden nur 25
Zyklen durchlaufen. Beides diente dazu, die Lesefehlerrate niedrig zu halten, um
moglichst wenige als Amplifikationsartefakte entstandene Mutationen in der zu
klonierenden DNA zu erzeugen.

Als Templates wurde cDNA aus verschiedenen Organen von A. thaliana verwendet.

Oligonukleotide: (siehe. 4.4)

Programm:
1. Denaturierung 2 min bei 94 °C
2. Denaturierung 30 s bei94 °C
3. Annealing 30 s bei 65 °C
4. Elongation 2 min bei 72 °C
Die Schritte 2. - 4. wurden 10x wiederholt.
5. Denaturierung 30sbei94°C

6. Annealing 30 s bei 65 °C

7. Elongation 2 min bei 72 °C und ein Zeitinkrement von 5 s pro Zyklus
Die Schritte 5. - 7. wurden 15x wiederholt

8. Elongation 2 min bei 72 °C
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45.4.2 Kolonie-PCR

DNA-Amplifizierungen, die wahrend der Klonierung zur Kontrolle der Klone dienten
(Kolonie-PCR), wurden mit der Tfl-Polymerase (Biozym, Oldendorf) durchgefiihrt, da
hierbei die Fehlerfrequenz des Nukleotideinbaus nicht von Bedeutung ist. Die Primer und
das PCR-Programm wurden beibehalten, lediglich die Elongationszeit bei 72 °C wurde auf
90 s verkurzt.

Als DNA-Matrize dienten Plasmid-DNA bzw. Bakterienkolonien bei der Selektion
positiver Klone nach Klonierungsexperimenten. In je 50 pl PCR-Ansatzen wurde 1 pl
DNA-L6sung eingesetzt bzw. Zellmaterial einer E. coli-Kolonie mit einem sterilen
Zahnstocher abgestreift. Die Schmelztemperaturen der verwendeten Oligonukleotide
(siehe 4.4) wurden folgendermalen berechnet:

Tm=69,3 °C + (0,41 x Prozent des G/C-Gehalts) - 650 / Lange des Primers

PCR-Ansatz (50 pl):
1 pl Template-DNA (50 - 200 ng/ul) oder Bakterienkolonie;

1 upl 5%-Primer (10 pmol);
1 pl 3*Primer (10 pmol);
1yl dNTP-Mix (10 mM);
5 upl  10xTFL-Reaktionspuffer;
5 pl 25 mM Magnesiumchlorid
2-5 U Til - DNA-Polymerase (Biozym, hess. Oldendorf)
455 Semiquantitative Reverse Transkriptase — PCR (RT-PCR)

Zur Entfernung von DNA-Verunreinigungen in RNA-Lésungen wurden je 10 ug
Gesamt-RNA mit 10 U RNase-freier DNase | (ROCHE, Mannheim) in Gegenwart von
10 U RNase-Inhibitor (ROCHE, Mannheim) fir 30 min bei 37 °C inkubiert, anschlieend
durch Zugabe von Phenol/Chloroform (1:1,v/v) und Chloroform/Isoamylalkohol
(24:1, v / v) - Extraktion gereinigt, nach Zugabe von 0,1 Vol. 3 M Natriumacetat und 2 Vol.
Ethanol Uber Nacht bei -20 °C gefallt und zentrifugiert (15 min, 12.000 x g, 4 °C). Das
Prazipitat wurde mit 70 %igem Ethanol gewaschen und in 10 pl Wasser aufgenommen
(ca. 1 ug/ul).

Fir die RT-PCR wurde die ,SuperScript™Ill RNase H™ Reverse Transcriptase®
(Invitrogen, Karlsruhe) benutzt. Je 5 ug DNase-behandelte RNA-L6sung und 200 pmol
Oligo-dT wurde nach Herstellerangaben verwendet.

Die anschlieRende Amplifikation erfolgte wie unter 4.5.4.1. Fir den Nachweis der
Transkriptniveaus in den verschiedenen Pflanzenorganen wurde im verwendeten
Amplifikationsprogramm die Zyklenzahl auf 35 erhoht.
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4.5.6 DNA-Sequenzierung und Sequenzanalyse
45.6.1 Automatisierte Sequenzierung

Die Sequenzierung von DNA-Fragmenten erfolgte mit Hilfe des automatischen
Sequenzierers ABlI PRISM® 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City,
USA). Fur die Sequenzierreaktionen kam der ,ABlI Prism BigDye Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction Kit v1.1“ (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) nach
Herstellerprotokoll zum Einsatz.

4.5.6.2 Computergestiitzte Sequenzanalyse

Datenbankrecherchen und Sequenzvergleiche erfolgten mit Hilfe von Programmen,
die von HUSAR: (http://genius.embnet.dkfz-heidelberg.de/menu/w2h/w2hdkfz/index.
shtml), TAIR (http://www.arabidopsis.org) sowie vom National Centre for Biotechnological
Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/BLAST) angeboten werden.

4.6 Proteinanalysen

4.6.1 Expression rekombinanter Proteine

Die Expression rekombinanter Proteine erfolgte in dem E. coli-Stamm SG 13009. Die
Expressionsklone wurden zunachst bis zu einer ODggg von 0,6 - 0,8 in LB-Medium mit 50
pg/ml Carbenicillin bzw. 25 pg/ml Kanamycin) bei 37 °C inkubiert. Nach der Induktion mit
1mM lIsopropyl/ B—D—thiogalaktopyranosid (IPTG) wurden die Bakterien fiir 4 d bei 10 °C
bzw. fir 1 d bei 37 °C kultiviert.

4.6.2 Reinigung der rekombinanten Proteine

Zur Reinigung der Proteine wurden die E. coli-Zellen pelletiert und in 50 mM Na-
Phosphat-Puffer, pH 8,0, mit Ultraschall (Sonoplus GM 70, Bandelin, Berlin) 5 x 1 min bei
50 % Leistung und 50 % Impuls aufgeschlossen. Die Zelltrimmer wurden 10 min bei
4000 x g pelletiert und der Uberstand fiir Aktivitatstest verwendet.

4.6.3 Isolierung der rekombinanten Proteine aus dem Periplasma

E.coli-Zellen, die mit den Plasmiden pET20b und pET22b transformiert wurden,
exportieren die rekombinanten Proteine nach der Expression direkt in den
periplasmatischen Raum. Zur Reinigung dieser Proteine wurden die E. coli-Zellen
pelletiert, in 30 ml 30 mM Tris/HCI, pH 8,0, 20% Saccharose resuspendiert und
anschlielend 60 yl 0,5M EDTA, pH 8,0 zugegeben. Es folgte eine Inkubation unter
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standigem, langsamem Ruhren fir 10 min bei RT. Nach einer Zentrifugation fir 10 min
bei 4 °C und 10.000 x g wurde der Uberstand abgenommen und das Zellpellet in 30 ml
eiskalter 5 mM MgSO,-Loésung fir 10 min unter langsamen Ruhren resuspendiert. Dabei
wurden die rekombinanten Proteine aus dem periplasmatischen Raum in den Puffer
freigesetzt. Anschliefliend wurden die Zellen fiir 10 min bei 4 °C und 10.000 x g pelletiert
und der Uberstand fir Aktivitatstest verwendet. Das Zellpellet wurde nach einer
Behandlung wie unter 4.6.3 beschrieben weiter aufgeschlossen und ebenfalls einem
Aktivitatstest unterzogen.

4.6.4 SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-PAGE)

Die Auftrennung von Proteinen erfolgte in 10 %igen, denaturierenden
Polyacrylamidgelen mit aufgelagerten Startgelen nach einer modifizierten Methode von
Laemmli (1970). Es wurde die ,Mini-PROTEAN® 3 Cell“-Apparatur (BIO-RAD, Miinchen)
verwendet.

Jeweils 40 ug Protein wurden mit 0,2 Volumina Protein-Probenpuffer versetzt, flr
5 min bei 95 °C denaturiert und auf das Gel aufgetragen. Als Molekulargewichtsstandard
wurden 8 ul ,prestained protein marker* (NEW ENGLAND BIOLABS, Frankfurt/Main)
verwendet. Die Auftrennung erfolgte in Elektrophoresepuffer fir 15 min bei 15 mA, 30 min
bei 30 mA und bis zum Erreichen des unteren Gelendes durch die Bromphenolblau-
Bande bei 30 mA.

10 %ige Trenngel-Lésung: 3, 75%ige Sammelgel - Lésung:
10 % (w/v)  Acrylamid 3,75 % (w/v) Acrylamid
27 % (w/v) Bisacrylamid 1 % (w/v) Bisacrylamid
250 mM Tris-HCI, pH 8,8 125 mM Tris-HCI, pH 6,8
0,1 % (w/v) SDS 0,1 % (w/v) SDS
5 % (viv)  Glycerin 04 % (viv) TEMED
04 % (viv) TEMED 0,08 % (w/v) APS
0,05 % (w/v) APS

Protein-Probenpuffer: Elektrophoresepuffer:
100 mM Tris-HCI, pH 6,8 25 mM Tris
25 % (wh) SDS 200 mM Glycin
20 % (viv)  Glycerin 0,1 % (w/v) SDS
0,25 % (w/v) Bromphenolblau pH 8,3

4.6.5 Western-Transfer und Immunodetektion

46.5.1 Western-Transfer

Elektrophoretisch aufgetrennte Proteine wurden aus dem SDS — PAGE Gel nach dem

NaRblot-Verfahren auf eine Nitrocellulosemembran (MACHEREY-NAGEL, Dduren)
transferiert. Dazu wurde eine ,Mini Trans-Blot® Cell“-Apparatur (BIO-RAD, Miinchen)

verwendet. Der Transfer wurde bei 60 V fir 1 h mit Transferpuffer durchgefiihrt.

Transferpuffer:
25 mM Tris-HCI, pH 8,3;
250 mM Glycin;
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20 % (v/iv) Methanol
0,1 % (w/v) SDS

46.5.2 Immunodetektion

Nach dem Transfer der Proteine auf Nitrocellulosemembranen wurden diese zweimal fur
jeweils 10 min in TBS-Puffer gewaschen und dann fur 3 h in Blockierungsldsung inkubiert.
AnschlieRend wurden die Membranen flr 2 min mit TBST-Puffer gewaschen und in einer
1:1000-Verdinnung des Tetra-His Antikorpers (Quiagen, Hilden) fir 1h bei RT inkubiert.
Nach dreimaligem Waschen fir 15 min in TBST-Puffer wurde der sekundare Antikorper,
~Anti-Mouse 1gG Alkaline Phosphatase Conjugate® (Sigma — Aldrich, Mldnchen), in einer
1:1000-Verdunnung in TBST-Puffer fir 1 h mit den Nitrocellulosemembranen geschwenkt.
Die Membranen wurden konsekutiv dreimal fir jeweils 10 min in TBST-Puffer, 1x 10 min in
TBS-Puffer und 1 x 10 min mit AP-Puffer gewaschen. Die Farbentwicklung mittels alkalischer
Phosphatase (Promega; Mannheim) erfolgte durch Zugabe von 33pl BCIP (5-Bromo-4-
chloro-3-indolylphosphat) und 66yl NBT (Nitro blue tetrazolium) nach Angaben des
Herstellers.

TBS-Puffer:
10 mM Tris/HCL
150 mM NaCl
pH 8,0

TBST-Puffer:
TBS-Puffer mit 0,1 % Tween 20

Blockierungsldsung:
3 % (w/v) BSA in TBS-Puffer

AP-Puffer:
100 mM Tris/HCL
100 mM NacCl
5 mM  MacCl,

pH 9,5
4.7 Analyse der enzymatischen Aktivitat der Lipase
4.7.1 Aktivitatsnachweis mit Hilfe radioaktiv markierter Substrate (Huang 1987)

Die zutestende Enzymlésung (Volumen 80 pl) wurden mit 10 pl Pufferkonzentrat
versetzt und mit 10 pl Substrat fir 45 min bei 37 °C im Wasserbad inkubiert. Anschlielend
wurde mit 10 pl Eisessig der pH-Wert auf 3,0 gesenkt. Die Lipide wurden mit 200 pl
Chloroform extrahiert und anschlielend zentrifugiert (5 min, 1000 x g). Die Chloroformphase
wurde im Stickstoffstrom verdampft und die Ruckstande in 20 pl Chloroform aufgenommen.

Die Lipide wurden mittels Dlnnschichtchromatographie aufgetrennt. Die Dunnschichtplatte
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(Kieselgel 60 F,s4, Merck, Darmstadt) wurde anschliefend an einem Phosphor-Storage-
Screen (Amersham Pharmacia, Freiburg) exponiert und an einem Phosphorimager (Storm
860, Amersham Pharmacia, Freiburg) ausgewertet.

Pufferkonzentrat (10 x):

1 M Tris/HCL

05 M NacCl

0,05 M CaCl,
pH 8,5

Substrat:
[Carboxyl—]—”C—TrioIein in 5 % Gummi arabicum

Laufmittel:
Hexan : Diethylether : Essigsaure (50 : 50 : 0,1, v/v/v)

4.7.2 Aktivitdtsnachweis durch Produktanalyse mittels High Performance Liquid
Chromatography (HPLC)

4.7.2.1 Substratherstellung

200 pl Lipidextrakt (s. 4.7.2.1.2.) in Chloroform wurden im Stickstoffstrom eingeengt und
in 300 pl 5 % (w/v) Gummi arabicum-Lésung geldst. Zur Herstellung einer gleichmafigen
Emulsion wurde das Substrat fir 15 s mit Ultraschall behandelt.

4.7.2.1.1 Isolierung von Lipidkdrpern aus Kotyledonen von C. sativus

Die Isolierung von Lipidkoérpern mittels Saccharosegradienten erfolgte nach einer
Methode modifiziert von (Sturm, Schwennesen et al. 1985). Dazu wurden 10 g Kotyledonen
in einem vorgekuhlten Mdrser in flissigem Stickstoff pulverisiert. Das gefrorene Zellmaterial
wurde in 30 ml AufschlufRpuffer aufgenommen und anschliefend bei 10.000 x g flr 45 min
bei 4 °C zentrifugiert. Die lipidkdrperenthaltende, obere Phase wurde abgenommen, mit 10
ml Gradientenpuffer im Glashomogenisator homogenisiert und erneut bei 10.000 x g fir 45
min bei 4 °C zentrifugiert. Die erhaltenen angereicherten Lipidkorperfraktionen waren bei -
20 °C ca. 2 Monate haltbar.

AufschluBpuffer:

50 mM Natriumphosphat, pH 7,5
10 mM NaCl

1,5 mM EDTA

0,1 mM MgCl,

15 % (w/v) | Saccharose
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Gradientenpuffer:

50 mM Natriumphosphat, pH 7,5
10 mM NaCl

1,5 mM EDTA

0,1 mM MgCl,

10 % (w/v) | Saccharose

A4.7.2.1.2 Lipidextraktion (Bligh and Dyer 1959)

Es wurden 40 mg Lipidkérper in 900 pl 0,1 M Tris/HCI, pH 7,4, suspendiert, mit einem
Gemisch aus 250 pl 0,1 M Tris/HCI, pH 7,4, 2,5 ml Methanol und 1,25 ml Chloroform versetzt
und gemischt.

Nach Zugabe von 1,25 ml Chloroform und 1,25 ml 0,1 M Tris/HCI, pH 7,4, wurde erneut
gemischt und die Phasentrennung durch eine Zentrifugation, 10 min bei 5000 g, 4 °C
unterstitzt. Die Chloroformphase wurde abgenommen und im Stickstoffstrom verdampft. Die
Ruckstande wurden in 1 ml Chloroform aufgenommen.

47.2.2 Aktivitatstest

Es wurden 80 ul der zutestenden Enzymlésung mit 10 ul Pufferkonzentrat versetzt und
mit 10 pl Substrat flir 45 min bei 40 °C inkubiert. AnschlieRend wurde mit 10 ul Eisessig
angesauert und mit 200 yl Hexan extrahiert. Die Hexanphase wurde im N»-Strom eingeengt
und die Rickstande in 20 yl HPLC-Laufmittel (Methanol/H,O/Essigsaure (75:25:0,1, v/viv))
aufgenommen.

Die HPLC-Analysen erfolgten mit Geraten der ,Agilent Series 1100% (Agilent,
Waldbronn), die mit einem Dioden-Array-Detektor betrieben wurden. Alle Analysen wurden
bei einer Saulentemperatur von 20 °C durchgeflhrt. Die zur eindeutigen Identifizierung der
Produkte verwendeten Standards wurden von CAYMAN CHEMICALS (AnnArbor, MI, USA)
bezogen bzw. von Dr. C. Goébel =zur Verflgung gestellt. Das spezifische
Absorptionsmaximum der Hydroperoxide wurde bei 234 nm detektiert

Pufferkonzentrat:

1 M Tris/HCI, pH 8,5
0,5 M NaCl

50 mM CaCl,

50 mM DTT
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HPLC:
Saule: EC 250/2 Nucleosil 120 — 5 C18 (Macherey & Nagel, Diren)
Laufmittel: A  Methanol/H,O/Essigsaure (75:25:0,1, v/viv)
B  Methanol/Essigsaure (100:0,1, v/v)

Laufschema: Zeit (min) % Laufmittel B FluR (ml/min)
0 20 0,18
10 20 0,18
15 100 0,36
22 100 0,36
24 20 0,36
27 20 0,18
Post-Run 5 20 0,18
Retentionszeit: 13/9-HOD —» 12,2 min
4.8 Fettsdureanalyse in Samen und Keimlingen

Die Analyse der freien und veresterten Fettsduren in Samen und Keimlingen erfolgte
nach der Methode der sauren Methylierung von (Miquel and Browse 1992). Dazu wurden 10
Samen bzw. Keimlinge in 1 ml 2,5% H,SO,4 (in Methanol + 2% Dimethoxipropan) fur 90 min
bei 80°C inkubiert und durch Zugabe von 1 ml 0,9% NaCl-Lésung und 1 ml Hexan die
Fettsauren extrahiert. Die Hexanphase wurde abgenommen, im Stickstoffstrom verdampft
und in 50 ul Acetonitril aufgenommen.

Die Trennung der Fettsauremethylester erfolgte mittels Gaschromatographie.

Saule 122-2332 DB-23, 30 m x 0,25 mm, Filmdicke: 0,25 ym (Agilent,
Waldheim)
Tragergas Helium (konst. FluR, 1ml/min)
Injektion Split-Modus, 220 °C
Temp.-Gradient °C/min Next °C Hold min
150 1
8 200 0
25 250 6
Gesamtzeit 15,25 min
Injektionsvolumen | 1 yl
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Ergebnisse

1 Identifizierung von putativen TGL aus Arabidopsis thaliana

Fur die Isolierung und Charakterisierung von TGL aus A. thaliana wurde die Strategie
der ,in silico®* Klonierung angewendet, d.h. es wurden zundchst mit Hilfe von
Sequenzvergleichen potentielle TGL-Sequenzen in 6ffentlich zuganglichen Datenbanken
gesucht und anschlieflend auf ihre Funktion hin charakterisiert. Abb. 1 zeigt diese Strategie

schematisch.
Suchsequenzen

theoret.

Genom TBLASTN BLASTP Protein
sequenz

Proteinsequenzen
% HUSAR / FASTA %
Putative TGL-Sequenzen
ﬂ RT-PCR mit total RNA
verschiedener Gewebe

gewebsspezifische Expressionsmuster

Putative keimungsspezifische TGL-Sequenzen

J

Primer
ﬂ cDNA-Bank, PCR

DNA-Fragmente

ﬂ Klonierung, Expression in E. coli

rekombinante mégliche TAG-Lipasen

ﬂ Affinitatschromatographie

partiell gereinigte aktive TAG-Lipasen

l

biochemische Charakterisierung
Abb.1:  Flussdiagramm der ,in silico“-Klonierung.

Aus offentlich zugénglichen Datenbanken von A. thaliana wurden insgesamt 44
verschiedene putative Gensequenzen ausgewahlt, die Ahnlichkeit zu bekannten TGL
anderer Organismenreiche besitzen. Sieben dieser Sequenzen wurden nicht weiterverfolgt,
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da sie durch Arbeiten anderer Gruppen als Proteine mit anderen Enzymaktivitaten als die
einer TGL charakterisiert worden waren. Um die Anzahl der potentiellen TGL - Sequenzen
weiter einzugrenzen, wurden die restlichen 33 Kandidaten zunachst auf ihre
organspezifische Expression hin untersucht.

1.1 Analyse der Expressionsmuster von 33 TGL-Kandidaten

Northern Blots erbrachten in mehreren Fallen keine oder nur schwache Signale, was auf
die geringe Ausbeute an RNA (z.B. aus etiolierten Keimlingen) sowie auf schwache
Expression der TGL-Kandidaten zurtickzufiihren sein kénnte. Als alternative Methode wurde
daher die sensitivere RT-PCR (siehe 4.5.5) durchgefuhrt, bei deren Anwendung nur geringe
Mengen RNA bendtigt werden. Abb. 2 zeigt die Ergebnisse dieser Untersuchungen, auf
deren Basis 11 Sequenzen zur weiteren Charakterisierung ausgewahlt wurden: Auf Grund
ihrer spezifischen Expression in Schoten und Keimlingen wurden die TGL-Kandidaten 6b, 9,
20, 24 und 25 weiter charakterisiert. Die TGL-Kandidaten 2 und 2-H (96 % Identitat zu
TGL 2) werden in mehreren Geweben exprimiert und zeigen die starkste Expression in
etiolierten Keimlingen. Ausgewahlt wurden auflerdem die Kandidaten 4a, 4b, 5, 6a, 6b, 7a
und 7b aufgrund ihrer starken Ahnlichkeit zu Lip 2 und 2-H. Die TGL-Kandidaten 31 und 32
waren ebenfalls interessant, auf Grund ihrer groBen Ahnlichkeit zu TGL3, einer kirzlich aus
Hefe identifizierten TGL (Athenstaedt and Daum 2003). Die TGL-Kandidaten 3 und 3-H
schliellich zeigten eine Sequenzubereinstimmung von 70 % zu Atlip 1, einer TGL, die
kurzlich identifiziert wurde (Arondel 2003).

In der vorliegenden Arbeit wird im Weiteren nur die Charakterisierung der TGL-
Kandidaten Lip 2 und Lip 2-H dargestellt, da ausschlie3lich diese in weiteren Experimenten
eindeutig als TGL identifiziert werden konnten. Die Ergebnisse, die zu dieser Eingrenzung
fuhrten werden aber aus Grinden der Chronologie erst in einem spateren Kapitel dargestellt

(s. Expression in E. coli). Auf die Daten zu anderen TGL wird in der Diskussion eingegangen.
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Name Genlokus Wurzel Stiel Blatt Blute Schote etiolierte hellgekeimte
Keimlinge Keimlinge

Lipase 1 At3g02410 / / / / / / /
Lipase 2 At1g28670

Lipase 2-H At1g28660

Lipase 3 At1g18460

Lipase 3-H At1g73920

Lipase 4a At1g28650

Lipase 4b At1928640

Lipase 5 At1g28610

Lipase 5-H1 At1g31550

Lipase 5-H2 At2g27360

Lipase 6a At1g28600

Lipase 6b At1928590

Lipase 7a At1g28570

Lipase 7b At1928580

Lipase 8 At2g13410

Lipase 9 At3g62590

Lipase 10 At3g52430

Lipase 11 At2g30550

Lipase 12 At4g16820

Lipase 14 At5g03980

Lipase 15 At3g48460

Lipase 17 At4g13550

Lipase 20 At5g22810

Lipase 21 At5g55050

Lipase 22 At3g55190

Lipase 23 At1g30370

Lipase 24 At5g40990

Lipase 24-H1 At1g53940

Lipase 24-H2 At1g53990

Lipase 24-H3 At3g14225

Lipase 25 At3g14820

Lipase 27 At1g52760

Lipase 28 At1g09390

Lipase 30 At5g33370

Lipase 31 At5g04040

Lipase 32 At3g57140

Abb.2: Ubersicht der Gewebespezifitit aller ausgewahlten putativen TGL auf Basis der

semiquantitativen RT-PCR. Ein hoheres Expressionniveau ist durch intensivere Farbgebung

dargestellt.
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2 Identifizierung einer neuen putativen TGL-Familie

Bei Vergleichen (BLASTP in HUSAR) der Aminosauresequenzen der TGL-Kandidaten
Lip 2 und Lip 2-H zeigte sich, dass die Sequenzen der putativen TGL 4a, 4b, 5, 6a, 6b, 7a
und 7b eine groRe Ahnlichkeit zu den TGL-Kandidaten Lip 2 und 2-H besaRen.
Eingehendere Analysen zeigten dabei, dass die Aminosaurensequenzen in bestimmte
Regionen besonders konserviert sind. Sequenzanalysen zeigten, dass es sich bei den
Mitgliedern der TGL-Familie wahrscheinlich um G-D-S-L-Lipasen handelt. Die dafur
charakteristischen Konsensus-Blocke (Abb. 3, schwarze Rahmen) sind in allen Mitgliedern
der Gen-Familie konserviert. Die in ihnen enthaltenen Aminosauren bilden sowohl Teile des
aktiven Zentrums (|) wie auch des Oxyanion-Lochs(e). Ebenfalls enthalten ist das Motiv: F-
P-x-G, das einen Teil der katalytischen Domane in Acyltransferasen darstellt (Abb. 3,
schwarze Balken). Der zweite Teil dieser katalytischen Doméane, das Motiv N-H-(x)4-G ist
nicht vorhanden. Die Suche nach Sekundarstrukturen auf Basis der Proteinsequenzen sowie
die Suche nach konservierten Domanen (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure
/cdd/wrpsb.cgi.) identifizierte keine weiteren charakteristischen Domanen.

AtTGL
AtTGL
AtTGL
AtTGL
AtTGL
AtTGL
AtTGL
ATTGL
AtTGL

VCoOoO~NOUAWNE

AtTGL
AtTGL
ATTGL
AtTGL
AtTGL
ATTGL
AtTGL
AtTGL
ATTGL

CONOUTARWNE

AtTGL
AtTGL
AtTGL
ATTGL
AtTGL
AtTGL
AtTGL
AtTGL
ATTGL

CONOOUODWNE
C<m=rr=>-

ATTGL
AtTGL
AtTGL
ATTGL
AtTGL
AtTGL
ATTGL
AtTGL
AtTGL

LDTQILDEQL
SDT~~~~~~~
ESSEIKNTQN SLMNN~~~~~

WCoO~NOUO_AWNE

AtTGL
AtTGL
AtTGL
AtTGL
ATTGL
AtTGL
AtTGL
AtTGL
AtTGL

CONOOARWNE

Abb.3:  Vergleich der Aminosauresequenzen der putativen TGL mit Hilfe von CLUSTAW in HUSAR.
Die Sequenzen wurden auf Homologie verglichen. Identische Aminosauren: grin. Die
Anderung der Namensgebung wird im Text erlautert. Die Blécke des GDSL-Motivs sind
umrahmt. Aminosauren des aktiven Zentrums: ¥, Aminosauren des Oxyanion-Lochs:e.
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Die starke Sequenzahnlichkeit der TGL-Kandidaten flinrte zu der Annahme, dass es
sich moglicherweise auch bei den anderen Sequenzen um TGL handeln kdnnte. Daher
wurden auch diese Gene in der weiteren Charakterisierung der putativen TGL 2 und 2-H
berlcksichtigt. Auf Grund der Ergebnisse dieses Sequenzvergleiches (Abb. 3) erfolgte eine
einheitliche Benennung der TGL-Kandidaten dieser Gen-Familie, welche in Tabelle 1

zusammengefasst ist.

Tab. 1: Umbenennung der putativen TGL, die zu der neuen Gen-Familie gehdren

Neuer Name Genlokus Alter Name
AtITGL 1 At1g28670 Lipase 2
AITGL 2 At1g28660 Lipase 2-H
AtTGL 3 At1g28650 Lipase 4a
AtTGL 4 At1g28640 Lipase 4b
AtTGL 5 At1g28610 Lipase 5
AITGL 6 At1g28600 Lipase 6a
AtTGL 7 At1g28590 Lipase 6b
AtTGL 8 At1g28580 Lipase 7b
AtTGL 9 At1g28570 Lipase 7a

Wahrend sich die Aminosauresequenzen aller Proteine innerhalb der Familie stark
ahneln, ist die Ahnlichkeit auf Ebene der Nukleotide nicht so stark ausgepragt (Abb. 4). In
beiden Sequenzvergleichen ist jedoch deutlich sichtbar, dass die AtTGL 3 und 4 eine
deutlich starkere Ahnlichkeit zu AtTGL 1 und 2 aufweisen, als die AtTGL 5, 6, 7, 8 und 9.
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Abb. 4:
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1~~~ ATGG ETTCTTCACT GAAGAAGCTT ATCTCAAGCT TWTCTACTIGT CTTATACTEE ACCACCATCA TEGETGCTTC ATCAGAATCT CGATGTAGEC
2 BAABAAGCTT ATCTCAAGCT TTCTACTTGE CETATACTCT ACCACCA I ATGTCEGC
3 ATGACGACGA CTCTCCTCAT BGCTTCEET! CTTATACTAE ACCACAA
4 ATGG CTTCTTCACT ATTTCAAGET TTCTACTTGE CTTGFACTEE ACCACCA
~~~~~~~~~~ AT GGCEGTCACTA GATTCTCTAG IGAGCTICTI TTTATCTACC CTTTTTGTCA CAATCGTGAG CTCA
AT TCTCTA GACTCTCTAG WCATCTETCT TETTICTACT C CTATC

ATGGCGTATC BCGGTTCGCC TATCTTEBATG AAGCTCC TECATCTT TTTATC TTIGTAG CTAACGTGAG BAAACT AAGTGCCGGG
~~~~~mmm~~ s~ ———~AT GAAG CHIGGTGAGCT MCTWTCTAAT TCTATCTACT TERTGTCTCA CTACTGTGAA CTCGEAGCEA CAGTECCATA

101 200
GIFTT TARATC _C TTTGGTGATT CCAT IA- -O-T MATCTCCATC TCTCTGATGT CAATCACCTT CCTCAATCCG IC-II
GCTTTACATG TATCATCAGC TTTGGTGATT CCAT TCATCTT

ACAAATC AATCATCAGC TTCGGTGATT _GI
TAAATC GATCATCAGC

5
6
7 ~~~ATGGCAT EBTTTAGATTC TCTTCCEBGCG ATGAAGCTEG AGIrICAI ATTATCTACE CTTTTG
8
9

CoOo~NoOOhAWNE
2
()
X
8a

©CO~NOOAWNE

GIC- ACCTTCTTCC _GI -c-rl TCAAACGGCC GCCTCATCAT -I-T _TI -TFIFI ICT_

301
GATCCCAAAA CGTTAGCTTC GAACAAGEGA TCAATTTTGC GGTGTATGGA GCAACCECAT TGGACCEAGE GETTCTNTTE
CGTTA GAACAAGGGA T GGTGTAT TGGACCEA 6

CO~NOOOBAWNE

cc GATCTCATAA TGCAAACTTT GAAAAGGGAG GGEGA GCTT TGGAACGTTC CTTTCTTGAA GACAGAGGAA
CCTTTTTACG GATCTCAAAA TGCAAATTTT GAGAAAGGAG TTAATTTTGC GGTTGGAGGA GCAACGGCAC TGGAACGTTC CTTTCTTGAA GAGAGAGGCA
401 500
TTGAATCTGA TTTCACCAAT GTTAGTTTAA GTGTTCAGCT TGACACCTTC AAGCAGATET TGCCTAACTE ATGCECCTCG TCTACTCGTE ATTGCAAAGA
GAATCTGA TTTCACCAAC GTTAGTTTAG CATCTTC CAGATTT TGCCTAAC CCTCA G ATTGCAGAGA
ABATCTGA CTTCACCAAT ATTAGTCTAA CAGATIT TACCTAAC
AATCTGA TTTCACCAAT GTTAGTTTAA
TTATCC TCACAGCAAC ATCAGTTIGG
=c|...Ac| ACACACCAAC

CoOo~NoOOAWNE

CoOo~NOOAWNE

BTTCCTETAA TCGTCARAGE
CAGGATTTGA TCATCAAAGE
GTTCCTETAA TCATCAAA

Co~NoOUhAWNE

ACATTA TACARAACA GGA CGAATACGAT CAACAG GATGTTTGAA ARGTTTGGCE AA
CAGCATCCTA TTTGACATTA TACAAAACAT CAAACAAGGA AGAGTATGAT CCTCTAACAG GATGTTTGAA ATGGCTTAAC GATTTCTCAG IATIT-
CAGTATTGIA -Gl.sﬁ CATCAAACAT CAAACATGGA AGAATACGAT CCTTTAACAG ATGGCTGAAC AAGTTTGGTG AAAACCATGG

CoO~NOOUTAhWNE

801
CGAACAGCTA AAGACAGAAC TCAAGCGACT CCAAAAATTC TATCCTCATG TCAACATCAT
CGAACAACTT AAGACAGAAC TCAAACGACT CCAAAAACTC TATCCTGATG TCAACATCAT
CGAACAACTT AAGATAGAAC TCAAACAACT CCAARAACT

wo~NoOUOhWNE

CGAGCAGCTT CAAGCAGAAC TCAACAGACT TCAGAAGTTG [FACCCTCATG

Sequenzvergleich auf Ebene der Nukleotide der Lipasen mit Hilfe von CLUSTAW
HUSAR. Identische Nukleotide: blau.
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Auffallig war die direkte nachbarschaftliche Lage der genomischen Sequenzen aller
neuen TGL—Kandidaten auf Chromosom | (Abb. 5). Die eng benachbarten Gene werden nur
durch die Gene At1g28620 und At1g28630 voneinander getrennt. At1g28620 besitzt zwar
groRe Ahnlichkeit zur TGL-Gen-Familie, ist aber als Pseudogen annotiert. At1g28630 hat
keine Ahnlichkeit zu der neuen Gen-Familie und kann aufgrund der Sequenzvergleiche
lediglich als exprimiertes Protein eingeordnet werden, jedoch ohne Hinweis auf eine
mdgliche Funktion.

Atlgza8630 At1gzB8640 At1g28550 ALlg2a5ed
Atlg2essn Atlg2es20 Atlg28600 Atlgz2se570
L Atl1g28850 Atlg28610 m_——
At1g28670 AtlgzEe3n At1gzeseo
Atlg28680
IE!BB]. IT'EEE:l IHBEEI. IEB!!‘_'[
Abb. 5: Schematische Darstellung der Gene der TGL-Familie auf Arabidopsis Chromosom I.

Dargestellt ist der Abschnitt (F1K23) auf Chromosom | mit den Genen der TGL-Familie.
Blau: Exons; Weil3: Introns.

Im phylogenetischen Uberblick mit bekannten Hydrolasen aus A. thaliana bildet die neue
Gen-Familie einen eigenen phylogenetischen Zweig, der sich zwar neben die Gruppe der
sekretorischen PLA; in das Gesamtbild fugt, sich aber deutlich von allen anderen Hydrolasen
absetzt (Abb.6).
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Abb. 6:
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Phylogenetische Eingruppierung der TGL-Familie zu Gruppen bereits bekannter
Hydrolasen in A. thaliana. Die Vertreter der A. thaliana PLAs (Ryu 2004), die AtLCATs
(Noiriel, Benveniste et al. 2004), die neuen PLCs (Nakamura and Nara 2004), die
AtPDAT1 und 2 (Stahl, Carlsson et al. 2004),(Stahl, Carlsson et al. 2004) sowie die
AtDGAT (Zou, Wei et al. 1999) wurden gemeinsam mit den neuen TGL anhand ihrer
Proteinsequenzen mit Hilfe von PHYLIP (http://evolution.genetics .washington.Edu/phylip
.html) phylogenetisch klassifiziert.
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2.1 Die spezifische Expression der AtTGL—Familie

Wegen der ausgepragten Ahnlichkeit der AtTGL-Sequenzen stellte sich die Frage, ob es
sich bei der Gen-Familie um Genduplikationen jingeren Datums handelt oder ob alle Gene
der TGL-Familie exprimierte Proteine mit Enzymaktivitat sind, die sich eventuell nur durch
Expressionsort und —zeit unterscheiden. Da in den vorangegangenen Experimenten die
Sensitivitdt von Northern Blots nicht ausreichte, wurde auf die Erstellung so genannter
,Digitaler Northern Blots“ zurlckgegriffen, um die gewebespezifischen Expressionsmuster
der TGLs zu beschreiben. Bei dieser Methode handelt es sich um die computergestutzte
Darstellung der Expressionsstarke eines Genes in einem ausgewahlten Set von Mikroarrays
(Affymetrix GeneChips®). Die gewahlten Arrays stammen aus verschiedenen Quellen,
Annotierungsgruppen und Typen (8k and 25k Chips). Dargestellt wird die Expressionsstarke
als Anzahl fir das Gen positiver Chips, wobei zu beachten ist, dass die Aussagekraft dieser
Auswertungen stark von der Spezifitat der auf den Arrays verwendeten cDNAs abhangt. Fur
AtTGL 2 konnte kein ,digitaler Northern Blot“ ermittelt werden, da dieses Gen in der
verwendeten Datenbank (http://genevestigator.eth.ch.) zum Zeitpunkt der Analyse nicht
prasent war.

Fir jedes Gen der AtTGL—Familie (auRer AtTGL 2) wurde ein gewebsspezifischer und
ein entwicklungsspezifischer ,Digitaler Northern Blot® erstellt Abb. 7 und 8. Aus den
gewebespezifischen ,Digitalen Northern Blots* geht hervor, dass AtTGL 1, 6 und 8 deutlich
starker exprimiert werden als die anderen Vertreter der TGL-Familie. AtTGL 1 ist besonders
stark in Keimlingen exprimiert, kommt aber auch in verschiedenen anderen Geweben z. B.
Samen und Blattern, vor allem wahrend der Seneszenz vor. AtTGL 6 zeigt eine besonders
hohe Expressionsstarke in Sepalen und in seneszenten Blattern, wahrend AtTGL 8 nahezu
ubiquitar in allen Geweben exprimiert wird. Bei den Vertretern der TGL-Familie, die sehr
schwach exprimiert werden, fallen die ,Digitalen Northern Blots“ von AtTGL 3 und 4 auf, da
sie nahezu identisch aussehen. Da die Aussagekraft der Daten, wie bereits erwdhnt, sehr
von den verwendeten Sonden abhangt, und AtTGL 3 und 4 sehr hohe Sequenzahnlichkeit
aufweisen, (vgl. Abb.4) ist eine Uberschneidung der Expressionsmuster von AtTGL 3 und 4
wahrscheinlich. AtTGL 3, 4, 5, 6, 7, 8 und 9 zeigen eine gleich bleibende Expressionsstarke
der Gene Uber den gesamten Zeitraum der verschiedenen Entwicklungsphasen der Pflanze.
AtTGL 1 dagegen zeigt im Zuge der Keimung und Keimlingsentwicklung wahrend der ersten
6 Tage starke Expression, die anschlieRend jedoch bis zum 14. Tag auf etwa ein Viertel
reduziert wird und im Verlauf der weiteren Entwicklung weiter abnimmt.
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Analyse erfolgte auf Basis einer Datenbank durchgefiihrter Experimente, die 22000 Chips

Darstellung der gewebsspezifischen Expression der einzelnen TGL-Vertreter.
entsprechen (http:\genevestigator.eth.ch). AtTGL 2 war im Datenset nicht enthalten.

Abb. 7:
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Abb. 8: Expressionsstarke der einzelnen Vertreter der TGL-Familie wahrend verschiedener

Entwicklungsstadien von A. thaliana. Die gezeigten Daten reprasentieren die Auswertung
einer Datenbank ausgefiihrter Experimente. die 22 000 Chips entsprechen
(http:\genevestigator.eth.ch).
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Da die ,Digitalen Northern Blots* nur einen ersten Hinweis auf die Expressionsspezifitat der
Gene sind, wurde die gewebsspezifische Expression von AtTGL 1 und 2 Ober
semiquantitative RT-PCR zusatzlich experimentell bestimmt. Dazu wurden 5 ug Gesamt-
RNA verschiedener Gewebe in cDNA umgeschrieben, aus welcher dann mit spezifischen
Primern die gesuchten DNA-Fragmente amplifiziert wurden. In Abb.9a ist die
gewebespezifische Expression von AtTGL 1 und 2 in A. thaliana nach semiquantitativer RT-
PCR dargestellt. Die verwendeten Primer stammen aus den 3’- bzw. 5- codierenden
Bereichen der Gene, die bei AtTGL 1 und 2 nahezu identisch sind. Daher ist eine
Unterscheidung von AtTGL 1 und 2 nicht mdglich. Ein Problem der RT-PCR bestand in der
Differenzierung von AtTGL 1 und 2, da diese beiden Gene auf Nukleotidebene zu 96 %
identisch sind (s. Abb. 4). Zur Amplifikation mussten Primer in Sequenzbereichen von AtTGL
1 und 2 gewahlt werden, die nur wenig Ahnlichkeit zueinander besitzen. Derartige Bereiche
waren innerhalb der kodierenden Regionen der beiden Gene nicht vorhanden und daher
wurden Sequenzen im 3’-untranslatierten und im &’-untranslatierten Bereich gewanhlt.
Primerkombinationen, deren Sequenzen ausschliellich aus den 3’- bzw. 5’-untranslatierten
Bereichen stammten, brachten leider keine Ergebnisse. Daher wurde eine
Primerkombination gewahlt, bei der ein Primer innerhalb des 5-Bereiches des Genes liegt,
und daher nicht zwischen AtTGL 1 und 2 differenziert, wahrend der andere aus der 3’-
untranslatierten Region stammt und genspezifisch ist.

Da die hier verwendete Methode nur semiquantitativer Natur ist, lassen sich nur grobe
Aussagen Uber die Expressionsstarke treffen. Sichtbar ist eine Expression von AtTGL 1
und/oder 2 in nahezu allen getesteten Geweben, wenngleich auch von sehr
unterschiedlicher Starke. Ein Intensitatsvergleich der unteren Kontroll-Bande (Aktin: 648 bp)
mit der AtTGL-Bande (1150 bp) Iasst einen Schluss Uber die Expressionsstarke der beiden
AtTGL zu, demzufolge die Expression in grinen Keimlingen deutlich starker ist als in den
anderen Geweben. Ein Vergleich dieses Experimentes mit dem ,Digitalen Northern Blots"
von AtTGL 1 zeigt, dass die Expressionsstarken in den getesteten Geweben nach beiden
Analysen Ubereinstimmen, wobei hier die digitalen Daten von AtTGL 2 fehlen, um eindeutige
Aussage zu machen. Um die gewebespezifische Expression der AtTGL 2 zu analysieren
wurde eine semiquantitative RT-PCR mit einer fir AtTGL 2-spezifischen Primerkombination
durchgeflhrt. Dieses Ergebnis ist in Abb. 9b dargestellt. Deutlich sichtbar ist die Expression
von AtTGL 2 (1151 bp) in Blattern (schwach) und Stielen (stark), wahrend die in cDNA von
Wurzeln - und Bliten nicht nachgewiesen werden konnte. Da in den Reaktionsansatzen mit
cDNA von Schoten, hell gekeimten oder etiolierten Keimlingen weder die Bande der AtTGL 2
noch die Kontrollbande erschien, muss von einem technischen Problem der cDNA -
Synthese oder der RT-PCR ausgegangen werden, sodass keine Aussagen uber die
Expression der AtTGL 2 im diesen Geweben getroffen werden kann.
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Abb. 9a, b: Analyse der gewebespezifischen Expression der AtTGL 1 und 2 mittels semiquantitativer
RT-PCR. Je 2 ul cDNA (ausgehend von 5 ug Gesamt-RNA der einzelnen Gewebe)
wurden in PCR—Reaktionen eingesetzt. Verwendet wurden Primer, die nicht spezifisch flr
AtTGL 1 oder AtTGL 2 (a) bzw. spezifisch fir AtTGL 2 (b) waren. Ebenfalls im Ansatz
enthalten war eine interne Kontrolle, die auch zwischen Banden differenziert, die aus
genomischer DNA (Kursiv) oder cDNA (Fett) amplifiziert wurden.

3 Enzymatische Aktivitat der TGL-Kandidaten
3.1 Expression von AtTGL 1 und 2 in E. coli
3.1.1 Expression der AtTGL1 in pQE 30

Die TGL-Kandidaten wurden zundchst aus den entsprechenden Erststrang-cDNA-
Gemischen isoliert und in den bakteriellen Expressionsvektor pQE 30 kloniert. Die Primer flr
die Amplifikation wurden so gewahlt, dass das im Vektor enthaltene N-terminale His-tag
mitexprimiert wurde, um die Expression mittels anti His-tag Antiserum im Immunoblot prifen
zu kénnen. Nach Induktion mit IPTG erfolgte die Proteingewinnung fir 4 d bei 14 °C im
E. coli-Stamm SG 13009. Die Expression der AtTGL 1 wurde zunachst im Immunoblot
mittels eines Antiserums gegen das His-Epitop bestatigt (Abb. 10). Weiterhin wurde das
Bakterienlysat zum Test auf lipolytische Aktivitdt mit verschiedenen TAGs, die mit 5 %
gummi arabicum emulgiert wurden, fir 2 h bei 37 °C inkubiert und anschlielfend freie
Fettsauren extrahiert. Es wurden sowohl TAGs mit oxygenierten (z. B. Lipidkorperextrakt aus
Gurkenkeimlingen) als auch solche mit nicht oxygenierten Fettsaureestern (z. B. Trioleat)
getestet. Dabei konnte mit AtTGL1 Aktivitat gegenuber oxygenierten und nicht oxygenierten
TAGs detektiert werden. Abb. 11 zeigt den Nachweis der lipolytischen Aktivitat von AtTGL 1
mit [Carboxy]-"*C —Triolein. Die freigesetzten Fettsduren wurden extrahiert und mittels TLC
aufgetrennt. Deutlich erkennbar sind die Banden der freigesetzten Olsdure in den Proben
des AtTGL 1-E.coli-Lysates sowie in den Kontrollen mit Lipase aus Pankreas (Sigma). Die
gefundene lipolytische Aktivitat war aber nicht Uber mehrere bakterielle Wachstumszyklen
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stabil und die Lipaseaktivitat war nur bei neu transformierten Zellen detektierbar. Daher

wurden weitere Expressionssysteme untersucht.

Abb.10:
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3.1.2 Expression von AtTGL 1 in pQE 70

Dieser Vektor enthadlt im Gegensatz zu pQE30 ein C-terminales His-tag. Er wurde
gewahlt, um die Aktivitat des rekombinanten Enzymes auch mit C-terminalem His-tag zu
testen. Die Expression erfolgte im E. coli-Stamm SG 13009. Hier waren die anschlieenden
Aktivitatstests ohne Erfolg.

3.1.3 Expression von AtTGL 1 und 2 in pDest14 und pDestl17

Flr weitere Expressionsversuche wurde nun das GATEWAY®-System (Invitrogen)
verwendet, da hier die einmalige Klonierung der PCR Fragmente in einen Donor-Vektor
genugt, um ein und denselben Klon in unterschiedliche Expressionsvektoren verschiedener
Expressionssysteme zu testen. Die TGL-Kandidaten wurden in den Donor-Vektor pENTRY
1a bzw. 3a kloniert und mittels CLONASE®-Reaktion in die E.coli-Expressionsvektoren
pDest14 und pDest17 Ubertragen. pDest14 enthalt im Gegensatz zu pDest17 keine His-tag
Sequenz. Die Expression erfolgte mit beiden Vektoren im E. coli-Stamm Rosetta. Dieser
Stamm umgeht Probleme mit der ,codon-usage® von Eukaryoten, da er zusatzlich auch fir
E.coli eher seltene t-RNAs enthalt. Auch hier konnte nur eine schwache Proteinexpression
nachgewiesen werden. Lipolytische Aktivitat konnte nicht detektiert werden.

3.14 Expression von AtTGL 1 und 2 in pET20 und pET22

AtTGL 2 wurde schliel3lich in die Vektoren pET20 und pET22 kloniert, welche eine
Signalsequenz zur Sekretion in den periplasmatischen Raum an den N-Terminus der
exprimierten Proteine anhangen. Die Moglichkeit der Sekretion des exprimierten Proteins
aus den lebenden Zellen wahrend der Expression senkt die Konzentration des Proteins in
der Zelle und damit das Risiko der Bildung von Einschluf3kdrpern. Die Vektoren wurden
wiederum in den E. coli - Stamm Rosetta transformiert. Zur Isolierung der im Periplasma
enthaltenen Proteine wurden die Zellen nach der Expression einem osmotischen Schock
unterzogen (siehe 4.6.3), bei dem die Zellen die Proteine aus dem periplasmatischen Raum
freisetzen sollten. Die periplasmatische Fraktion (Uberstand) und der Zellriickstand wurden
mit Lipidkorperextrakt aus Gurkenkeimlingen, der Tri-13 HPODE enthalt, fir 45 min bei 40 °C
inkubiert. Aus dem Ansatz wurden die freigesetzten Fettsduren extrahiert und mit HPLC
analysiert (siehe 4.7.2.2). Deutlich erkennbar war ein starkes Signal bei einer Retensionszeit
von 9,4 min, dessen UV-Spektrum ein Maximum bei 234 nm aufwies. Diese Analyse zeigte
fir AtTGL 2 Lipaseaktivitat gegentber oxygenierten Fettsauren. Abb. 12 zeigt die HPLC-
Quantifizierung der Produkte dieses Aktivitatsnachweises (Daten von AtTGL 1 nicht
dargestellt). Der Reaktionsansatz, der mit der Periplasmatische Fraktion inkubiert worden
war, zeigte einen deutlich héheren Gehalt an 13-HPODE als der des Zellriickstandes, was
lipolytische Aktivitat und einen héheren Gehalt an aktivem Protein nachweist. Die lipolytische
Aktivitdt von AtTGL 2 exprimierenden E.coli-Zellen konnte ebenfalls durch die Umsetzung

49



Ergebnisse

von [Carboxy]-'*C—Triolein nachgewiesen werden. Die dabei freigesetzte [Carboxy]-"*C—
Fettsduren wurden extrahiert und mittels TLC aufgetrennt. In Abb. 13 sind die Banden der
freigesetzten [Carboxy]-"*C-Olsaure in den Proben des AtTGL 2-E.coli-Lysates sowie in den
Kontrollen mit Lipase aus Pankreas (Sigma) deutlich erkennbar. Weitere Versuche zeigten
jedoch, dass die Expression auch in diesem System nicht stabil war.

300 -

250 -

8
o 200
o
I
© 150 | l
L
(1N
— 100 -
e
50 - |—x—|
0 T T 1
Pellet pET 20 Pellet AtTGL 2 Uberstand pET 20 Uberstand AtTGL 2
Abb.12: Produktanalyse der Inkubation der rekombinanten AtTGL 2 mit Lipidextrakt aus keimenden

Gurkensamen. Detektiert wurde das aus der TAG—Fraktion freigesetzte 13— HODE bei 234 nm. Es
sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von zwei unabhangigen Analysen dargestellt.

. A c Ton

. | <tc-18:1

Pos.

Kontrolle Kontrolle AtTGL 2

Abb.13: Nachweis der lipolytischen Aktivitat von AtTGL 2. [Carboxy-]-”C-TrioIein wurde mit einem Lysat der
AtTGL 2 exprimierenden E. coli-Zellen fur 40 min bei 37 °C inkubiert, anschlieRend wurden die
Lipide extrahiert und Uber Dinnschichtchromatographie aufgetrennt. Als Kontrollen wurde mit
Pankreas-Lipase umgesetztes Triolein (pos. Kontrolle), [Carboxy-]—MC-Triolein (TOA) sowie eine
nur den Expressionsvektor (Kontrolle) enthaltende Probe eingesetzt. Der Pfeil markiert die
Migration der freigesetzten Olséure.
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3.2 Expression von AtTGL 1 und 2 in S. cerevisiae

Parallel zur Expression der TGL-Kandidaten in E. coli wurden die Enzyme in Hefe
exprimiert, da Hefen als Eukaryoten in der Lage sind, posttranslationale Modifikationen, wie
z. B. Glykosylierungen, durchzufiihren, die bei E.coli mdglicherweise fehlen. In
eukariotischen Zellen werden Proteine oft posttranslational modifiziert, was fir die
enzymatische Aktivitat oft notwendig ist.

3.2.1 Expression von AtTGL 1 und 2 mittels der Vektoren pYES2—-CT und pYES2-
NTA

AtTGL 1 und 2 wurden zunachst in die Vektoren pYES2—CT und pYES2-NTA kloniert,
welche einen N-terminalen bzw. C-terminalen His-tag besitzen. Zur Expression diente ein
Protease-defizienter Hefestamm, da dieser das Uberexprimierte Protein nicht so stark
degradiert. Die Uberexpression von AtTGL 1 fiihrte zum Absterben der Zellen nach Induktion
der Expression (Daten nicht gezeigt). Daher wurde dieser Ansatz nicht weiter verfolgt.

3.2.2 Komplementation der TGL-defizienten Hefe - Mutante tgl3

Um die Expression von TGL-Enzymen in Hefe zu demonstrieren, sollte die Hefemutante
tgl3 funktionell komplementiert werden (Athenstaedt and Daum 2003). Der Mutante tgl3 fehlt
die endogene TGL. Sie kann daher kein endogenes TAG mobilisieren. Mit diesem Ansatz
konnte fir AtTGL 1 und 2 in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. G. Daum,
Graz, ein methodisch - unabhangiger Hinweis auf lipolytische Aktivitat der AtTGL - Enzyme
erbracht werden (Abb.14). Der in Abb. 14 dargestellte Vergleich der endogenen TAG-
Gehalte der tgl3 -Hefezellen mit und ohne Expression der AtTGL - Kandidaten zeigt einen
um ~ 30 % verringerten TAG - Gehalt in den komplementierten Hefezellen (Abb. 16,
tgl3+pYES2/C vs. tgI3+AtTGL 1/C, tgI3+AtTGL 1/N bzw. tgI3+AtTGL 2). Zum Vergleich
wurden eine Kontrolle (FY1679) sowie tgl3 mit dem Leervektor transformiert und parallel
analysiert worden. Ebenfalls als Kontrolle diente die Komplementation von tgl3 mit TGL 3.
Dabei wurde deutlich, dass der TAG — Gehalt in der Kontrolle um ~ 60 % und in der mit TGL

3 komplementierten Mutante um ~ 50 % gegenuber der reinen tgl3 - Mutante verringert ist.
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Abb. 14: Komplementation der tgl3-Deletionsmutante mit verschiedenen Expressionskonstrukten von AtTGL

1 und 2. Kulturen der Deletionsmutante tgl3 wurden mit Expressionsvektoren, die AtTGL 1 oder 2
enthielten, transformiert, kultiviert und der endogene Gehalt an Triacylglycerine in den Zellen
bestimmt. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung von drei verschiedenen unabhéangigen
Experimenten. (FY1679: Wildtyp)

3.3 Analyse der intrazellularen Lokalisation von AtTGL 1

Neben der Gewebespezifitat ist auch die intrazellulare Lokalisation von Bedeutung fir
die Charakterisierung der analysierten Enzyme. Fir Enzyme, die an der Lipidmobilisierung
beteiligt sind, muss eine Lokalisation am ER oder an den Lipidkérpern angenommen werden.
Fir die experimentelle Analyse der intrazellularen Lokalisation wurden flr die AtTGL 1 und 2
verschiedene Konstrukte fiir die Expression von Fusionsproteinen hergestellt. AtTGL 1 und 2
wurden jeweils N-terminal und C-terminal mit YFP fusioniert und in den Vektor pCAT
(Novagen) kloniert. Die Plasmide wurden mittels ,Partikel Gun® (Biorad) in Epidemiszellen
von reifenden Samen der Sojabohne (Glycine max) transformiert und fiir 48 h exprimiert.
Fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen zeigten, dass die Fusionsproteine mit N-
terminalen YFP im Cytosol lokalisiert waren. Wahrend die Fusionsproteine mit C-terminalen
YFP an Zellorganellen nachweisbar waren, die nicht mit dem Zellkern oder den
Chloroplasten identisch sind. Oleosin ist ein Marker flr Lipidkérper. Die Transformation mit
Oleosin-CFP ergab blaue Fluoreszenz an ca. 2 um groRen Zellorganellen. Die Co-
Transformation mit Oleosin-CFP weist auf Co-Lokalisation von AtTGL 1 und Oleosin an
Lipidkdrpern hin (Abb. 15).
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Abb. 15: Co-Lokalisierung von AtTGL1 und Oleosin. Grolle, reifende Sojasamen wurden mit den
Fusionproteinen AtTGL1-YFP und Oleosin-CFP transient transformiert und fir 18 h inkubiert. Zur
Analyse der Fluoreszenz wurden Schnitte von 35 ym Stéarke hergestellt und am Konfokalen-Laser-
Scanning-Mikroskop betrachtet. Dabei wurden die Zellen im Auflicht (Abb. C) und bei den
Emissionswellenlangen von 470 - 500 nm (CFP—Floureszenz, Abb. B) und 540 — 580 nm (YFP-
Floureszenz, Abb. A) betrachtet. Abb. D zeigt eine Uberlagerung der drei vorhergehenden Bilder,
wobei Positionen gemeinsamer YFP und CFP-Fluoreszenz weild erscheinen. Gezeigt sind im
oberen und unteren Teil der Abbildung jeweils transformierte Zellen von verschiedenen Samen.
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4 Charakterisierung der AtTGL 1 antisense Pflanzen

Fir die Charakterisierung der physiologischen Funktion der AtTGL 1 und 2 in A. thaliana
wurden Pflanzen (var: Col-0) mit bindren Vektoren transformiert, die einen 35S-Promoter,
das bar — Gen fur eine BASTA-Selektion und AtTGL 1 in sense oder antisense Orientierung
enthielten. Da die erhaltenen transgenen Linien mit sense-Orientierung keine Unterschiede
zum Wildtyp zeigten, wurden diese Pflanzen nicht ndher analysiert und hier nicht weiter
bertcksichtigt. Ausgehend vom Saatgut der Pflanzen mit ,antisense-Konstrukten“ wurden 63
unabhangige transgene Linien erzeugt, deren Nachkommen (T2 — Generation) auf das
Auftreten eines Spaltungsmusters bei Basta - Selektion hin Uberprift wurden. Je 6 Pflanzen
der Folgegeneration dieser T2-Linien, die entweder ein Spaltungsmuster von 1:3 zeigten
oder nicht seggregierten, wurden weiter kultiviert. Bei diesen Linien kann von einer
Einzelinsertion ausgegangen werden. Fir die Suche nach homozygoten Linien wurden die
Spaltungsmuster der T4 — Generation Uberprift und die T3 - Linien isoliert, die keine
Aufspaltung mehr zeigten. Auf diesem Wege konnten 6 homozygote AtTGL 1 antisense
Linien generiert werden, von denen 2 x 2 Linien weiter verfolgt wurden (35a1, 35a2, 43a1
und 43a3).

4.1 Expressionsstarke der AtTGL 1 und 2 in den AtTGL 1 antisense Pflanzen

Grundlegend fur die Charakterisierung der AtTGL 1 antisense-Linien war die
Uberprifung der Funktion des antisense-Konstruktes. Dazu wurde zunadchst aus den
transgenen Pflanzen genomische DNA isoliert und mittels PCR die Vollstandigkeit des
Konstruktes, bestehend aus 35S — Promoter, AtTGL 1 antisense-Fragment und bar—Gen
nachgewiesen (Daten nicht gezeigt). Anschlielend wurde mit Hilfe der semiquantitativen
RT-PCR die Menge der vorhandenen AtTGL 1-mRNA in den AtTGL 1 antisense-Pflanzen im
Vergleich zu nicht transformierten Pflanzen analysiert. Abbildung 16a zeigt die Ergebnisse
dieser Expressionsanalyse. Deutlich erkennbar ist die Reduktion der AtTGL 1 PCR-
Amplifikate in den AtTGL 1 antisense-Pflanzen im Vergleich zu denen in den Kontrollen.
Ebenfalls erkennbar sind Unterschiede in der Repression von AtTGL 1 zwischen den
einzelnen transgenen Linien. So sind die AtTGL 1-Transkripte in den Linien 35a1 und 43a1
starker reduziert (dargestellt: -- )als in 35a2 und 43a3 (dargestellt: - ). Ebenfalls aufgetragen
wurde eine RT-PCR Kontrolle bei der genomische DNA als Template genutzt worden war.
Sie dient als Kontrolle der Fragmentgrélien der Amplifikate.
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Abb.16a, b: Analyse der Expressionsniveaus der AtTGL 1 (A) und 2 (B) in verschiedenen Linien der
AtTGL 1 antisense-Pflanzen mit Hilfe der RT-PCR ausgehend von jeweils gleichen
Mengen an cDNA. Auf das 1,5 %ige Agarosegel wurden je 5 yl des Reaktionsansatzes
aufgetragen. Ebenfalls im Ansatz enthalten war eine interne Kontrolle (Actin), die auch
zwischen Banden resultierend aus genomischer DNA  (Kursiv) und cDNA (Fett)
differenziert.

Aufgrund der starken Ahnlichkeit der Nukleotidsequenzen von AtTGL 1 und 2 besteht
die Moglichkeit, dass auch AtTGL 2 in den AtTGL 1 antisense Pflanzen reprimiert wird.
Deshalb wurde die Expressionsstarke von AtTGL 2 mittels semiquantitativer RT — PCR in
den AtTGL 1 antisense-Pflanzen Uberprift. Das Ergebnis ist in Abb. 16b dargestellt und zeigt
deutlich, dass ebenfalls AtTGL 2 in den transgenen Pflanzen herunter reguliert wird. Die
Methode der semiquantitativen RT — PCR Ilasst einen Vergleich der Starke der Repression
von AtTGL 1 und 2 jedoch nicht zu. Parallel zu den AtTGL 1 antisense-Pflanzen waren auch
AtTGL 1 RNAi-Pflanzen erzeugt worden. Die dafiir verwendeten RNAi-Konstrukte enthielten
neben einem 35S-Promoter ein 350-bp-Fragment der AtTGL 1 in sense und antisense
Richtung verbunden mit einem 1000-bp-Fragment der GUS-Kassette zur Bildung der
Haarnadelstruktur. Dieses Konstrukt sollte aufgrund der raumlichen Nahe von sense- und
antisense-Sequenz eine starkere Repression der AtTGL 1-Expression bewirken. Die auch in
diesen Pflanzen getestete Expressionstarke von AtTGL 1 zeigte aber keinen Unterschied zu
den Kontrollpflanzen.

4.2 Expressionsstarke von AtTGL 3 - 9in den AtTGL 1 antisense-Pflanzen

Der Effekt der Repression eines Genes durch antisense-Konstrukte basiert auf der
Entstehung von doppelstrangiger mRNA (dsRNA), welche erkannt und abgebaut wird.
Komplementare Nukleotidsequenzen von 21 bp kdnnen dabei bereits zur Bildung von
dsRNA fihren Daher
Expressionsstarken der anderen Mitglieder der TGL-Gen-Familie in den AtTGL 1 antisense

und den Abbau forcieren. war es ebenso wichtig die

Pflanzen zu Uberprifen, auch wenn deren Nukleotidsequenzen nur in Teilbereichen mit der
von AtTGL1 identisch sind. Abb. 17 zeigt die Ergebnisse der semiquantitativen RT-PCR-
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Reaktionen fir AtTGL 3,4,5,6,7,8 und 9. Obwohl die aus der Menge der Amplifikate
resultierenden Gelbanden in einigen Fallen sehr schwach sind, ist deutlich erkennbar, dass
die AtTGL 4,5, 6,7,8 und 9 durch die AtTGL1 antisense-mRNA nicht herunter reguliert
werden. Fir AtTGL 3 lasst sich Uber eine mdgliche Repression keine Aussage treffen, da
ihre Expression ohnehin sehr schwach ist (vgl. Abb. 7 und 8).

w.t. 35a1 35a2 43a1 43a3

AtTGL 3

Kontrolle

AtTGL 4
Kontrolle

AtTGL 5
Kontrolle

AtTGL 6

Kontrolle

AtTGL7

Kontrolle

AtTGL 8

Kontrolle

AtTGL 9

Kontrolle

Abb.17: Analyse der Expressionsniveaus von AtTGL 3 (A), AtTGL 4 (B), AtTGL 5 (C), AtTGL 6 (D), AtTGL 7 (E),
AtTGL 8 (F) und AtTGL 9 (G), in verschiedenen Linien der AtTGL 1 antisense-Pflanzen sowie im Widtyp
(Wt.) mit Hilfe der RT-PCR ausgehend von jeweils gleichen Mengen an cDNA. Auf das 1,5 %ide
Agarosegel wurden je 5 ul des Reaktionsansatzes aufgetragen. Ebenfalls im Ansatz enthalten war eine
interne Kontrolle (Actin).
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4.3 Keimung der AtTGL 1 antisense-Pflanzen
4.3.1 Charakterisierung der AtTGL 1 antisense-Pflanzen  bei etioliertem
Wachstum

In den Linien der AtTGL 1 antisense-Pflanzen war gezeigt worden, dass Gene, die fir
TGLs kodieren, in ihrer Expression verringert waren. Da die TGL-Gene in Keimlingen stark
exprimiert werden, wurde bei der Charakterisierung moglicher Phanotypen der Pflanzen von
einer Beeinflussung des Lipidmetabolismus wahrend der Keimung durch die Repression der
AtTGLs ausgegangen. Zunachst wurde das Keimungsverhalten unter Lichtausschluss
analysiert, da unter diesen Bedingungen der gesamte Stoff- und Energiestoffwechsel des
Keimlings von der Mobilisierung der Speicherlipide und vom Lipidmetabolismus abhangen
sollte. Samen wurden zunachst oberflachensterilisiert, anschlie®end zusammen mit dem
Saatgut von Kontrollpflanzen auf MS-Festagar ausgelegt und fur 7 d im Dunklen inkubiert.
Um eventuelle phanotypische Unterschiede auf Einschrdnkungen im Lipidmetabolismus
zurtckfihren zu kdénnen, wurden die Samen parallel auf MS-Festagar mit 1 % Saccharose
inkubiert. Bei Verfugbarkeit von Saccharose als Energie- und C-Quelle sollten die Samen
vergleichbar mit den nicht-transgenen Kontrollpflanzen keimen. Die T2-Linie 35
(Parentalgeneration der Linien 35a1 und 35a2) wurde untersucht, um eventuelle
phanotypische Unterschiede zwischen den Generationen zu finden. Abb. 18 zeigt die MS-
Festagarplatten ohne Saccharose mit 7 d alten etiolierten Keimlingen der AtTGL 1 antisense-
Linien 35a1, 35a2, 43a1 und 43a3 sowie der T2- Linie 35. Ebenfalls angegeben sind die
jeweiligen Keimungsraten der transgenen Linien und der Kontrollen. Die Keimungsraten der
AtTGL 1 antisense-Linien 35, 35a1 und 43a1 sind deutlich geringer als die der Kontrollen,
wahrend die AtTGL 1 antisense-Linien 35a2 und 43a3 keinen Unterschied zu den Kontrollen
zeigen. Auf dem parallel inkubierten Saccharose-haltigen MS-Festagar wurden keine
Unterschiede in der Keimungsfahigkeit der Samen im Vergleich zu den Kontrollen
beobachtet (Daten nicht gezeigt). Sieben Tage alte etiolierte Keimlinge aller getesteten
transgenen Linien unterscheiden sich phanotypisch nicht von den Kontrollen. Neben

ungekeimten Samen finden sich keine in ihrer Entwicklung retardierten Keimlinge.
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Abb. 18: Keimungsrate der AtTGL1

antisense Pflanzen im Vergleich
zu der Kontrollen (Col-0). Alle
Pflanzen der AtTGL 1 antisense
Linien 35a1 (B), 35a2 (C), 43a1
(D), 43a3 (E) sowie die Linie 35
der Parentalgeneration  (A)
wurden auf MS-Medium mit und
ohne Saccharose ausgekeimt
und 7 dohne Licht inkubiert.
Unter den Bildern st die
Keimungsrate (Resultat aus
zwei unabhangigen Versuchen)
angegeben.
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Im Anschluss an die Inkubation im Dunklen wurden die Saccharose - freien MS -
Festagarplatten mit den 7 d alten etiolierten Keimlingen aller Linien fir 5 d bei einem Tag
(8 h) /Nacht (16 h) —Rhythmus kultiviert. Dabei konnte eine Keimung der bis dahin
ungekeimten Samen der transgenen Linien beobachtet werden. Abb. 19a zeigt die MS —
Festagarplatten der AtTGL 1 antisense Linien T2-Linie 35 und 43a1 vor (A und C) bzw. nach
(B und D) der Inkubation mit einem Tag-Nacht-Rhythmus. Die neuen Keimlinge
(Detailansicht: Abb. 19b) sind erst mit dem Beginn des Tag-Nacht-Rhythmus gekeimt und
haben sich im weiteren Verlauf normal entwickelt.

Abb.19a: Keimung der AtTGL 1 antisense-Pflanzen auf MS-Medium nach 7d ohne Licht und anschliefienden
5d unter Kurztagsbedingungen (8h Licht) im Vergleich zu Kontrollen (Col-0). Gezeigt sind die Linien
T2 35 (A und B) sowie 43a1 (C und D) jeweils nach 7d ohne Licht (A und C) und nach dem
gesamten Versuchszeitraum.

59



Ergebnisse

AtJIGL 1-antisense 43a1 AtTGL 1 antisense 43a1

iy
3
I‘I-

Abb.19b: Detailansicht der AtTGL 1 antisense-Pflanzen nach Keimung auf MS-Medium im Vergleich
zu Kontrollen (Col-0) als Uberblick (A) und Einzelpflanzen (B) nach 7d ohne Licht und
anschlieBenden Kurztagsbedingungen (8h Licht).

Basierend auf den Daten der entwicklungsspezifischen Expression der AtTGL 1, die
eine maximale Expression in den ersten 5 Tagen nach der Keimung aufzeigen, wurden die
Entwicklung der Keimlinge der AtTGL 1 antisense-Linien unter Ausschluss von Licht
innerhalb dieses Zeitraumes beobachtet. In Abb. 20 sind die Keimlinge der AtTGL 1
antisense-Linie 43a1 im Vergleich zu Kontrollpflanzen am 2., 3. und 5. Tag nach der
Keimung dargestellt. Dabei wird eine verzégerte Entwicklung der transgenen Pflanzen
gegenuber den Kontrollen in den ersten Tagen sichtbar, die sich aber im weiteren Verlauf
der Entwicklung ausgleicht.

Kontrolle Col-0 AtTGL 1 antisense 43 al

2d

5d

Abb. 20: Wachstum der keimenden etiolierten Keimlinge der AtTGL 1 antisense-Linie 43a1 im
Vergleich zu den Pflanzen der Kontrollen. Das Saatgut wurde parallel auf MS-Festagar mit 1
% Saccharose ausgelegt und im Dunklen bei 24 °C inkubiert
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Von zentraler Bedeutung fur die physiologischen Funktionen von AtTGL 1 und 2 war die
Analyse des TAG-Gehaltes in den etiolierten Keimlingen der AtTGL 1 antisense-Pflanzen
wahrend der ersten 6 Tage nach der Keimung. Etiolierte Keimlinge, die parallel zu
Kontrollpflanzen kultiviert worden waren, wurden geerntet und alle enthaltenen freien und
veresterten Fettsduren durch saure Methylierung (siehe 4.8) derivatisiert und mittels
Gaschromatographien analysiert. Der TAG-Gehalt der Keimlinge wurde anhand der Menge
an 20:1- Sauremethylester bestimmt, da diese Fettsdure in den Keimlingen nur im TAG
vorkommt. In Abb. 21 ist der Anteil an 20:1 am gesamt Fettsduregehalt der AtTGL 1
antisense Linien 35a1, 35a2, 43a1 und 43a3 sowie der Kontrollpflanzen fir den Zeitraum der
ersten 6 Tage nach der Keimung dargestellt. Auffallig ist die retardierte Abnahme der 20:1 in
den transgenen Linien besonders in starker herunterregulierten AtTGL 1 antisense Linien
35a1 und 43a1, welche am 6. Tag noch ~ 2 x mehr TAG im Vergleich zu den
Kontrollpflanzen besitzen.

—— (-0

—— a1

352

43a1

5 —%— 433
o ]

-
(6}
|

(@)
I

%20: 1/gesant FA
)

o
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Abb.21: Abnahme des TAG-Gehaltes innerhalb der ersten 6 d in den etioliert keimenden Samen der
AtTGL 1 antisense-Linien 35a1, 35a2, 43a1 und 43a3 im Vergleich zu den Kontrollen Col-0.
Die Abnahme des TAG wurde anhand der Menge an 20:1 bestimmt. Die Samen wurden auf
MS-Festmedium mit 1% Saccharose ohne Licht inkubiert. Der TAG-Gehalt wurde
ausschlieRlich in den keimenden Samen analysiert. Dargestellt sind die Ergebnisse aus zwei
unabhangigen Experimenten. Relative Starke der Herunterregulierung der AtTGL in den
transgenen Linien: -- : starker; - schwacher; 0 : nicht.

4.3.2 Wachstum und Entwicklung der AtTGL 1 antisense-Pflanzen im Dauerlicht

Neben der Kultivierung in Dunkelheit wurde nun auch die Entwicklung der Keimlinge im
Dauerlicht Uberprift. Wie in den vorangegangenen Experimenten wurden die Samen auch
hier auf MS-Festagar mit und ohne 1% Saccharose kultiviert. Dabei wurde festgestellt, dass
die Keimungsraten des transgenen Saatgutes im Dauerlicht nicht beeintrachtigt waren.

61



Ergebnisse

Weiterhin war zu beobachten, dass ein Teil der Keimlinge auf MS-Festagar ohne
Saccharose in ihrer Entwicklung arretierte, wahrend sich die Keimlinge auf dem Saccharose-
haltigen MS-Festagar wie Kontrollpflanzen entwickelten. Abb. 22 zeigt die auf Saccharose-
freiem (A) und Saccharose—haltigem (B) Festagar inkubierte AtTGL 1 antisense-Linie 43a1.
Im Bildausschnitt (A) ist eine im Wachstum gehemmte Pflanze vergrélRert dargestellt.
Besonders auffallig ist das stark beeintrachtigte Wurzelwachstum. Die arretierten Pflanzen
bilden keine Primarblatter, sind aber Gber mehrere Wochen lebensfahig, wobei eine geringe
Vergrélkerung der Kotyledonen zu beobachten ist. Zwei Wochen alte arretierte Pflanzen
wurden auf Saccharose-haltigen MS-Festagar umgesetzt und im Dauerlicht weiter kultiviert,
um zu prufen ob der Entwicklungsarrest Uberwunden wird. Tatsachlich waren die Pflanzen in
der Lage den Phanotyp zu Uberwinden, weitere Blatter zu entwickeln (Abb. 22c¢) und spater
auch zu blihen und Samen zu bilden. In der nachfolgenden Generation konnte der
Arretierungsphanotyp nicht mehr beobachtet werden. Um einen Uberblick zu erhalten, bei
wie vielen Pflanzen einer Linie die Arretierung auftritt, wurden alle Linien der T2-Generation
daraufhin getestet. Tabelle 2 gibt einen Uberblick (iber alle Linien der T2 Generation, deren
Spaltungsmuster (Wachstum auf 1% Saccharose), sowie die Verhaltnisse arretierter zu
normalwichsiger Pflanzen (Wachstum ohne Saccharose) im Dauerlicht.

Abb.22: Wachstum 14 Tage alter AtTGL 1 antisense-Pflanzen auf MS-Medium ohne (A) und mit
Saccharose (B). Die Kulturen enthielten ebenfalls Phosphinotricin zur BASTA-Selektion
und wurden im Dauerlicht bei 22 °C inkubiert. Im Bildausschnitt (A) ist eine im Wachstum
gehemmte Pflanze vergréRert dargestellt.

Abb.22c: 14 d alte im Wachstum arretierte AtTGL 1 antisense Pflanzen wurden auf Medium mit 1%
Saccharose umgesetzt und fir weitere 14 d kultiviert.

62



Ergebnisse

Tab. 2:

Ubersicht uiber die Spaltungsverhaltnisse der T2-Generation der AtTGL 1 antisense-
Pflanzen. Jede Linie wurde parallel auf Medium mit und ohne 1 % Saccharose im
Dauerlicht gekeimt.

Wachstum Wachstum ohne Saccharose
Linie mit Saccharose Verteilung Verteilung
Nr. Ratio wt/transgen wt/transgen arret. Pfl./ norm.Pfl.
1 1.3 1.6 3.2
5 - z ~
3 1:3 - -
4 1.6 1:6 3:1
5 ) 2:1 1:3
6 1:4 1:2 1:11
7 1:3 1:9 4:3
8 1:15 1:3 1:2
9 1:2 1:10 1:9
10 1:9 1:4 1:1
. 123 16
13 1.7 1.7 1:2
14 1:9 1:2 0
15 1:9 1:6 1:2
16 1:9 1:2 0
18 1:5 1:1 1:3
19 1.6 1:9 1:1
20 1:23 1:6 1:1
21 1:1 1:1 1:9
22 1:54 1:16 1:2
23 1:8 1:3 1:4
24 1:12 1:6 1:2
25 1:53 1:18 1:1
26 1:3 3:1 1:12
27 ; 1.3 11
29 1:5 1:2 1:1
30 1:7 1:2 1:2
31 1.3 1:2 1:1
32 17 11
33 0 1:13
34 1:8 1:37
35 0 5:1
37 1:8 4:1
38 1:4 1:4
39 1:15 1:2 0
40 1.6 1:3 1:3
41 1:20 1:17 7:1
42 1:11 0 0
43 1:3 1:9 1:5
44 18 1:2 5:1
46 1:16 1:15 8:1
47 18 1:4 3:2
48 1:20 1:4 3:1
49 1.7 1:4 1:4
50 1:24 1:4 1:5
51 1:7 1:5 1:1
52 1:41 1:3 1:1
53 1:9 1:5 1:2
54 111 1.8 0
56 1.7 1:3 4:1
57 1:2 1:1 0
58 1:4 1:3 1:1
60 1:4 1:1 1:1
61 1:5 1:3 2:3
02 H 0 11
63 1:4 1:5 3:2
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4.3.3 Wachstum und Entwicklung der AtTGL 1 antisense Pflanzen im Tag—Nacht-
Rhythmus

Die ,Digitalen Northern Blots* zeigten auch in Organen spaterer Entwicklungsstadien
eine gleich bleibende Expressionstarke der AtTGL 1 und 2, wenngleich auch auf deutlich
geringerem Niveau ist als in Keimlingen. Um die physiologische Bedeutung der AtTGL 1 und
2 im weitern Verlauf der Entwicklung von A. thaliana zu untersuchen, wurden die Samen der
AtTGL 1 antisense Linien gemeinsam mit denen der Kontrollpflanzen zunachst auf MS-
Festagar mit 1 % Saccharose kultiviert und anschlielend auf Erdkultur umgesetzt. Die
Pflanzen wuchsen und entwickelten sich zunachst wie die Kontrollpflanzen. Einen deutlichen
Unterschied gab es aber bei der Bluhinduktion. Der Zeitpunkt der Blihinduktion, der anhand
der Anzahl der vorhandenen Rosettenblatter bei einer Sprosshéhe von 1 cm ermittelt wurde,
war in den transgenen Linien 35a2, 43a1 und 43a3 deutlich verzogert (Abb. 23 A und B). Die
Verzdgerung der Bluhinduktion ist statistisch signifikant (Ergebnis im Student’s T-Test) fur
die Linien 35a2 (0,0000023514), 43a1 (0,00007761) und 43a3 (0,000002117). Dabei gilt die
statistische Signifikanz als sicher, wenn das Resultat des T-Test kleiner als 0,05 ist. Bei der
am schwachsten inhibierten AtTGL 1 antisense-Linie 35a1 ist der Unterschied in der
BlUhinduktion verglichen mit den Kontrollpflanzen nicht signifikant (0,2674). Die Ergebnisse
des Vergleiches des Bluhinduktionszeitpunktes sind in Abb. 23 (C, D, E, F) dargestellt.
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Abb.23: Zeitpunkt der Blihinduktion der AtTGL 1 antisense-Linien 35a1(A. C), 35a2(D), 43a1(B, E)
und 43a3 (F) im Vergleich zu den Kontrollen Col-0. Als Vergleichsbasis diente die Anzahl der
Rosettenblatter bei Sprosslange von 1 cm. Dargestellt sind die Durchschnittswerte von zwei
unabhangigen Untersuchungen.
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4.4 Saatgut und Schotenbildung der AtTGL 1 antisense-Pflanzen

Die in Erdkultur im Tag (8 h)-Nacht (16 h)-Rhythmus kultivierten AtTGL 1 antisense
Pflanzen wurden nach der Abreife des Saatgutes auf Schotenanzahl und Samenanzahl
(gesamt und pro Schote) hin untersucht. Die Ergebnisse dieser Studie sind in Abb. 24
zusammengefasst. Die Saatgutmenge pro Pflanze ist in den AtTGL 1 antisense-Linien 35a2,
43a1 und 43a3 signifikant gegenuber den Kontrollpflanzen erhdht. Die Anzahl der Schoten
pro Pflanze ist in allen AtTGL 1 antisense-Linien deutlich erhdht, wahrend der Samengehalt
pro Schote im Vergleich zur Kontrolle unverandert ist. Zur Uberprifung der statistischen
Signifikanz dieser Daten wurde ein Student’s T-Test durchgefiihrt, dessen Ergebnisse fiir die
einzelnen AtTGL 1 antisense-Linien in Tab. 3 dargestellt sind. Der Unterschied zwischen
zwei Datenreihen gilt als signifikant, wenn sich die aus den Daten resultierenden Mittelwerte
um min. 5 % unterscheiden, d.h. das Ergebnis im T-Test ist kleiner als 0,05 ist.
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Samen pro Pflanze Schoten pro Pflanze
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Abb.24: Studie der erhaltenen Saatgutmengen der AtTGL1 antisense-Linien 35a1 (A-C), 35a2 (D-F),
43a1 (G-l) und 43a3 (K-M) im Vergleich zu den Kontrollen Col-0. Verglichen wurden die
Saatgutmengen pro Pflanze (A; D; G; K), die Anzahl der Schoten pro Pflanze (B; E; H; L)
sowie die Anzahl der Samen pro Schote (C; F; I; M). Dargestellt sind die Durchschnittswerte
von zwei unabhangigen Untersuchungen.

Tab.: 3: Ergebnisse der Student’s T-Tests fur die Blihinduktionsbestimmungen

AtTGL 1 antisense 35a1 | AtTGL lantisense 35a2 | AtTGL 1 antisense 43a1 |AtTGL 1 antisense 43a3 Il

Saatgut/Pflanze

Schote/Pflanze

Samen/Schote

0,062332356

0,80591817 0,93632725 0,463147167 0,714335273

Zwei Datenreihen
T-Test < 0,05 ist.

unterscheiden sich signifikant (blau) um 5 % von einander, wenn das Resultat des
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4.5 Einfluss der AtTGL 1 und 2 auf die Fettsaurezusammensetzung in den
Samen

Von den Samen der in Erdkultur in Tag-Nacht-Rhythmus kultivierten AtTGL 1 antisense-
Pflanzen der vier Linien 35a1, 35a2, 43a1 und 43a3 wurden Fettsaureprofile erstellt. Dazu
wurden von je 10 Samen freie und veresterte Fettsduren durch saure Methylierung (MM) zu
Methylestern umgesetzt, die anschiellend mit dem Gaschromatographen analysiert wurden.
In Abb. 25 sind die Ergebnisse dieser Analyse fir 18:1 A9 Z (Olsaure), 20:1, sowie der
Gesamtfettsduregehalt grafisch dargestellt. Deutlich sichtbar ist die Erhéhung des Gehaltes
an 18:1 A9 Z, 20:1 und Gesamtfettsguren in den Samen der AtTGL 1 antisense-Linien 35a1,
35a2 und 43a1. Die Resultate des Student’'s T-Test (Tab. 4) zeigen jedoch, dass diese
Erhéhungen nur im Falle der AtTGL 1 antisense-Linie 35a1 auch signifikant sind. Die
analysierten Fettsduregehalte der Samen der AtTGL 1 antisense-Linie 43a3 sind geringer
(im Falle des 20:1—-Gehaltes sogar signifikant weniger) als die der Kontrollen.
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Abb.25: Resultate der Fettsdureanalysen in den reifen Samen der AtTGL 1 antisense-Linien 35a1
(Abb. A,B,C), 35a2 (Abb. D,E,F), 43a1 (Abb. G,H,l) und 43a3 (Abb. K,L,M) im Vergleich zu
den Kontrollen Col-0. In den Diagrammen dargestellt sind die Gehalte an Olséure (18:1 9z)
(Abb. A, D, G, K), 20:1 (Abb. B, E, H, L) sowie der Fettsduregesamtgehalt (Abb. C, F, I, M).
Dargestellt sind die Durchschnittswerte von zwei unabhangigen Untersuchungen.
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Tab. 4: Tabelle der Ergebnisse der Student’s T-Tests der Fettsduregehalte in den Samen. Zwei
Datenreihen unterscheiden sich signifikant (blau) um 5% von einander, wenn das
Resultat des T-Test kleiner als 0,05 ist.

18:1 (92) 20:1 Gesamt

AtTGL 1 antisense 35a1

AtTGL 1 antisense 35a2 0,843247 0,793291 0,5343

AtTGL 1 antisense 43a1 0,851282 0,159933 0,35362

AtTGL 1 antisense 43a3

4.6 Partielle Charakterisierung von AtTGL 1 — Deletionsmutanten

Parallel zu den AtTGL1 antisense-Pflanzen wurde die Linie SALK 020548
charakterisiert, bei der das AtTGL 1-Gen (At1g28670) durch eine T-DNA Insertion deletiert
worden war. Die Samen dieser Linie stammten aus der Kollektion der Arabidopsis thaliana T-
DNA Insertionsmutanten des Salk Institute (erhalten vom Nottingham Arabidopsis Stock
Centre, NASC) und wurden zunachst auf Saccharose-haltigem MS-Medium kultiviert, um in
der Folgegeneration Homozygote zusuchen. Neben einer eingehenden Uberprifung der
Lokalisierung und Orientierung der T-DNA-Insertion konnte eine Linie (Nachkommenschaft
der Pflanze 4) identifiziert werden, in deren genomischer DNA das Gen At1g28670 mittels
PCR nicht mehr nachgewiesen werden konnte (Abb. 26a). Saatgut dieser Linie wurde
ebenfalls gemeinsam mit Kontrollen auf Saccharose-freiem Medium unter verschiedenen
Lichtbedingungen kultiviert, um eventuelle phanotypische Anderungen zu identifizieren.
Dabei wurde festgestellt, dass die Samen ohne externe C-Quelle im Dunklen nicht keimen
(Abb. 27). Erst die Verfligbarkeit von Saccharose sorgt fir die Keimlingsentwicklung.
Vergleichbar mit den Ergebnissen der AtTGL 1 antisense-Linien konnte die Keimung der
Samen auch durch eine weitere Lichtzufuhr, die intensiver ist als die bei der Aussaat
verwendeten 3h Licht, induziert werden. Wobei festgestellt wurde, dass bereits 10 min
intensives Licht fir die Induktion der Keimung ausreichten (Daten nicht gezeigt). Beim
Wachstum im Dauerlicht ist bei den Pflanzen der Salk-Linie, der fur die AtTGL 1 antisense-
Pflanzen beschriebene Arretierungsphanotyp allerdings nicht zu finden.
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AtTGL 1 Salk_0205487/ 4 Col-0 AtTGL 1 Salk_020548 7/ 4 Col-0
1kb 1 2 3 4 1 1kb 1 2 3 4 1

w—|q genom. AtTGL 1 4 cDNAAITGL 2

<« genom. Kontrolle <« Kontrolle

Abb. 26a, b: Nachweis der Homozygotie der AtTGL 1-Linie 020548 /4 mittels PCR basierend auf der
genomischer DNA der Pflanzen(A). Als Vergleich diente genomische DNA des Wildtypes
var. Col-0. Ebenfalls analysiert wurde das Expressionsniveaus der AtTGL 2 (B) mit Hilfe
der RT-PCR ausgehend von jeweils gleichen Mengen an cDNA. Auf das 1,5 %ige
Agarosegel wurden je 5 yl des Reaktionsansatzes aufgetragen. Ebenfalls im Ansatz
enthalten war eine interne Kontrolle (Actin), die auch zwischen Banden resultierend aus
genomischer DNA und cDNA differenziert.
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Kontrolle Col-0 AtTGL 1 020548/ 4
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Abb. 27: Wachstum etiolierter Keimlinge der AtTGL 1 Salk-Linie 020548 /4 im Vergleich zu den
Pflanzen der Kontrolle Col-0. Das Saatgut wurde parallel auf MS-Festagar ohne Saccharose
ausgelegt und im Dunklen bei 24 °C inkubiert.

Die im Rahmen dieser Arbeit charakterisierten AtTGL 1 antisense-Pflanzen und
AtTGL 1 Deletions-Pflanzen zeigen deutlich, dass die Herunterregulierung bzw. der Verlust
von AtTGL 1 die Keimung der Samen deutlich verzogert bzw. inhibiert. Gleichzeitig ist aber
auch zu deutlich erkennen, dass die beobachteten Prozesse von den Lichtbedingungen
starker beeinflusst werden, als es fur den Aufbau der photosynthetischen Systeme bzw. die
Aufhebung der Dormanz (,Lichtkeimung®) bei Arabidopsis bekannt ist. Ebenfalls zu erkennen
ist die Involvierung von AtTGL 1 bei der Einlagerung der Speicherlipide in die reifenden
Samen.
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Eine Reihe von Pflanzen lagert als Speicherstoffe in inren Samen hauptsachlich Ole ein.
Diese Pflanzen werden als Olsaaten bezeichnet und haben groRe landwirtschaftliche
Bedeutung. Charakteristisch fir Olsaaten ist, dass diese Reservelipide die einzige
Kohlenstoffquelle wahrend der Keimung darstellen. Den TGLs kommt in diesem
Entwicklungsstadium eine besondere Bedeutung zu, da sie die in den Lipidkérpern
gespeicherten Reservelipide (vornehmlich TAGs) hydrolysieren und damit den Olabbau
einleiten. Die freigesetzten Fettsauren werden zu Acyl-CoAs aktiviert und gelangen dann in
die B-Oxidation und die anschlieRenden Reaktionswege zum Aufbau von Kohlenhydraten
und Aminosauren (Kindl 1984). Verschiedene TGLs waren in vorausgehenden Arbeiten aus
den Keimlingen unterschiedlicher Olsaaten isoliert und charakterisiert worden (Sanders and
Pattee 1975; Aizono, Funatsu et al. 1976; Lin and Huang 1984; Hills and Mukherjee 1990;
Ncube, Gitlesen et al. 1995; Hoppe and Theimer 1997). Dabei hatte sich gezeigt, dass sich
die TGLs verschiedener Pflanzenspezies stark in ihren molekularen Massen,
Substratspezifitaten, pH-Optima und der Hydrophobizitdt ihrer Polypeptidketten
unterscheiden. AuRerdem variierte die subzelluldre Lokalisation. Die Enzyme wurden sowohl
an Lipidkdrpern, Glyoxysomen als auch im Cytosol nachgewiesen (Huang 1983; Huang
1987; Huang 1993). Insgesamt ist die TAG Hydrolyse durch TGLs essentiell fur die
Fettmobilisierung. Die Kenntnis dieser Enzymreaktion ist daher zum Verstandnis dieses
zentralen Stoffwechselweges von zentraler Bedeutung.

Obwohl verschiedene Proteine mit TGL-Enzymaktivitdt aus Pflanzen isoliert und
charakterisiert worden waren, lag zu Beginn dieser Arbeit keine Sequenzinformation Uber
TGL vor. Zu dem lieRen sich die gereinigten Proteine aus verschiedenen Grinden nicht
sequenzieren: Sie waren am N-Terminus blockiert oder liellen sich kaum durch Proteasen
verdauen wie im Falle der TGL aus Gurkenkotyledonen gezeigt wurde (Balkenhohl 2000).
Der wichtigste Grund ist aber sicherlich die geringe Ausbeute an gereinigtem Enzym (Lin and
Huang 1984; Fuchs, Vine et al. 1996). Bei der Reinigung der TGL aus Gurke gelang es trotz
groller Mengen an Ausgangsmaterial nicht, mehr als wenige Nanogramm an reiner TGL zu
isolieren (Balkenhohl 2000). Ein klassischer Ansatz zur Isolierung pflanzlicher TGLs stellte
sich also als problematisch dar. Im Rahmen dieser Arbeit sollte daher ein reverser
genetischer Ansatz verfolgt werden: Anhand bekannter TGL-Sequenzen verschiedener
Organismen sollten alle cDNA-Sequenzen im Genom von A. thaliana identifiziert werden, die
fur eine pflanzliche TGL codierten (,in silico“-Klonierung). Die so gewonnenen Sequenzen
sollten dann biochemisch charakterisiert werden. Die Modellpflanze A. thaliana wurde
gewahlt, da die vollstindige Sequenz des Genomes bekannt war. Da zunachst keine
spezifischen Sequenzmotive pflanzlicher TGLs bekannt waren, wurden fiir die Suche vier
unterschiedliche TGL-Sequenzen verschiedenster Organismen fiir einen Homologievergleich
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verwendet (vgl. Kérner, 2000). Unbekannt war zunachst ebenfalls, wie stark die Sequenzen
pflanzlicher TGLs und die von TGLs anderer Spezies einander dhneln. Daher wurden auch
Proteinsequenzen mit geringer Ahnlichkeit zu TGLs anderer Spezies beriicksichtigt. Nach
diesen Auswahlkriterien wurden 44 putative TGL-Sequenzen im Arabidopsis Genom
gefunden, die nun auf Expression in keimenden Samen hin gepruft wurden (Abb.2). Wegen
der groRen Menge an bendtigter RNA wurde die Quantifizierung der spezifischen TGL-
Transkripte nicht mittels Northern Blot Analyse durchgefiihrt, sondern Uber semiquantitative
RT-PCR, deren Aussagekraft zur ersten Einschatzung der Expression in Keimlingen und
Schoten ausreichte. Basierend auf diesen Ergebnissen wurden dann 11 putative TGL-
Sequenzen ausgewahlt, die spezifisch in Schoten und Keimlingen exprimiert wurden. In
Aktivitatstests mit rekombinanten Proteinen der Kandidaten konnte spéater lipolytische
Aktivitat fur die putativen TGLs Lip 2, Lip2—H, Lip24 und Lip 25 nachgewiesen werden (Abb.
11, 12 und 13, Daten fir Lip 24 und 25 nicht gezeigt). Da die Proteine von Lip 24 und 25 in
E. coli nicht stabil exprimiert werden konnten, wurde ihre Charakterisierung im Rahmen
dieser Arbeit nicht weiter verfolgt (s.u.).

Im Genom von Arabidopsis wurden sieben weitere Sequenzen gefunden, die sowohl auf
Proteinebene als auch auf Nukleotidebene eine so groRe Ahnlichkeit zu den TGL-
Kandidaten Lip 2 und 2-H aufwiesen, dass von einem gemeinsamen Ursprung der Genen
ausgegangen werden kann. Die Mitglieder dieser neuen Genfamilie wurden zunachst
einheitlich benannt, wobei Lip 2 zu AtTGL 1 und Lip 2-H zu AtTGL 2 wurde, und die
Sequenzen wurden auf konservierte katalytische Regionen hin untersucht. Das katalytische
Zentrum von TGLs besteht aus einer katalytischen Triade gebildet aus je einem Serin,
Histidin und Aspartat (Lo, Lin et al. 2003); (Akoh, Lee et al. 2004), die in der Proteinsequenz
weit auseinander liegen. Daher kénnen nur Raumstrukturanalysen zur dreidimensionalen
Struktur der TGLs die Aminosauren eindeutig identifizieren, die das katalytische Zentrum
bilden. AtTGL1 und AtTGL 2 weisen die fur GDSL-Lipasen /Esterasen charakteristischen
Konsensus-Blocke auf. Block1: F-G-D-S-I-A-D beinhaltet das aktive Zentrum Serin42.
Dieses Motiv ist auch Teil des Oxyanion-Lochs. Das Oxyanion-Loch wird durch 2 Helices
gebildet und hat eine tetraedrische Struktur. Es dient der Stabilisierung des tetrahedralen
Zwischenproduktes bei der Hydrolyse. Block 2: G-I-N-F-A-V-Y-G-A-T-A-L-D enthalt Gly118,
das ebenfalls ein Teil des Oxyanion Lochs ist. Block 3: I-G-G-N-D enthalt Asn179, ein
weiterer Teil des Oxyanion Lochs. Block 4: D-G-Y-H-L enthalt die restlichen Aminosauren
der katalytischen Triade Asp344 und His347 (Lo et al., 2003; Akoh et al., 2004). Aufgrund
inrer Lage in konservierten Regionen innerhalb der Peptidsequenz sowie ihrer
Nachbarschaft zu anderen Aminosauren, sind die Aminosauren S;, (im Motiv S-F-G-D-S),
Histidin Hazs; und Aspartat Dssq wahrscheinlich an der Bildung der katalytischen Triade
beteiligt. In verschiedenen mikrobiellen Lipasen ist das wahrend der Reaktion als Nukleophil
wirkende Serin in der hochkonservierten Pentapeptidsequenz G-X-S-X-G am
carboxyterminalen Ende einer B-Faltblattstruktur lokalisiert (Jaeger and Reetz 1998). Dieses
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B-Faltblatt ist Bestandteil eines charakteristischen B-turn-o-Motivs, das als ,nukleophiler
Ellenbogen® bezeichnet wird (Jaeger und Reetz, 1998). Das Pentapeptid G-X-S-X-G ist in
der Form von S-F-G-D-S in den neuen pflanzlichen TGL-Sequenzen vorhanden. Das Lipase-
spezifische GDS(42)I-Motiv, das in vielen mikrobiellen und pflanzlichen Lipasen als Signatur
gilt (Lo et al., 2003; Akoh et al., 2004), ist in allen Sequenzen der AtTGL-Familie zu finden.
Die AtTGL-Sequenzen beinhalten zusatzlich das Motiv F-P-x-G, das gemeinsam mit dem
NH(x)sD-Motiv die katalytische Einheit in Acyltransferasen bildet (Hilton and Buckley 1991).
Das zweite Motiv ist jedoch nicht vorhanden, was eine Transacylaseaktivitat ausschliel3en
sollte.

Vergleiche der Nukleotidsequenzen der Genfamilie zeigen eine sehr groRe Ahnlichkeit
der codierenden Bereiche (Exons) wahrend Anzahl, Grole und Sequenz der nicht-
codierenden Bereiche (Introns) stark variieren (Abb.5). Alle Gene der neuen AtTGL-Familie
liegen auf Chromosom | in gleicher Orientierung direkt hintereinander. Eine solche Struktur
von aufeinander folgenden Genen, mit Ahnlichkeiten von (ber70 %, entsteht am
wahrscheinlichsten durch mehrfache Genduplikation. Dagegen spricht jedoch, sowohl die
unterschiedliche Anzahl und Grofe der enthaltenen Introns wie auch die Tatsache, dass
flankierende Sequenzen, wie z. B. Promotoren keine Ahnlichkeiten aufweisen (Coissac,
Maillier et al. 1997)

In der phylogenetischen Einordnung mit anderen bekannten Hydrolasen von
Arabidopsis gruppieren sich die Mitglieder der Genfamilie in einem eigenstandigen Ast, der
sich phylogenetisch nah an die Gruppe der sekretorischen PLA2 gliedert. Beide Gruppen
trennen sich jedoch deutlich von allen anderen Hydrolasen (Abb.6).

Um zu prifen, ob organspezifische Expressionsmuster einen Hinweis auf die
potentiellen Funktionen der AtTGL-Gene geben konnten, wurden zunachst ,digitale Northern
Blots“ (dargestellt in den Abb. 7 und 8) erstellt und fur AtTGL 1 und 2 anschliellend
experimentell verifiziert. Die digitalen Daten der AtTGL 1 zeigten eine starke Expression
innerhalb der ersten 6 Tage nach der Samenkeimung an, was Uber semiquantitative RT-
PCR experimentell bestatigt werden konnte (Abb. 9a). Fir AtTGL 2 waren keine digitalen
Daten verfuigbar, sodass die experimentellen Daten der einzige Hinweis auf die Spezifitat der
Expression sind. Deutliche Unterschiede in der organspezifischen Expression zeigten sich
bei AtTGL 1 und 2 besonders in Stangeln.

Auffallig ist die Ubereinstimmung der Expressionen von AtTGL 3 und 4, die auf einer
Kreuzreaktion beruhen kénnte. Die Herstellungs- und Analysemethode der Mikroassays bei
Affimetrix ® minimiert die Zahl der Kreuzhybridisierungen zwar, schaltet sie aber nicht
ganzlich ab. Daher ist nicht klar, ob die Daten der AtTGL 3 und 4 relevant &ahnlich sind oder
auf einer Kreuzhybridisierung basieren. Sollten die beiden TGL-Kandidaten tatsachlich zur
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gleichen Zeit in gleicher Starke exprimiert werden, kdnnte dies mit einer unterschiedlichen
gewebespezifischen oder intrazellularen Lokalisation einhergehen.

Die Expression von AtTGL 8 wird ebenfalls in Keimlingen induziert, nimmt innerhalb der
ersten 20 Tage nach der Keimung ab, nach dem 25. Tag jedoch wieder zu. Ab diesem
Zeitpunkt beginnt die Blitenentwicklung (Koornneef, Alonso-Blanco et al. 1998). Eine
experimentelle Verifizierung der Korrelation dieser beiden Ereignisse, sowie eine Beteiligung
der AtTGL 8 an diesen Prozessen stehen noch aus. AtTGL 6, die wahrend der Keimung nur
schwach exprimiert wird, ist besonders stark wahrend der Seneszenz in Blattern vertreten.
Im Zug der Seneszenz von Blattern konnte die Induktion der Transkription von AtTGL 6 auch
in einer anderen Arbeit beobachtet werden. (GUO, CAl et al. 2004).

Zur funktionellen Charakterisierung wurden die Proteine zunachst heterolog exprimiert.
Dabei zeigte sich, dass die neue AtTGL-Genfamilie aufgrund ihres Molekulargewichtes den
Lipasen aus Reis am Ahnlichsten sind. Die bisher in der Literatur beschriebenen pflanzlichen
TGLs unterscheiden sich in ihren Molekulargewichten. Wahrend die, aus Oryza sativa
isolierten, TGLs nur 40 bzw. 32 kDa grof sind (Funatsu, Aizono et al. 1971; Aizono, Funatsu
et al. 1976), haben die aus Raps isolierten Enzyme ein natives Molekulargewicht von 250-
300 kDa (Hills and Mukherijee 1990). Fir TGLs aus Ricinus und Mais wurde ein
Molekulargewicht von 60 kDa beschrieben (Fuchs, Vine et al. 1996), wahrend die aus der
Gurke und V. galamensis isolierten TGLs ein Molekulargewicht von 115 kDa hatten
(Balkenhohl, 2000; Adlercreutz et al., 1997). Fir die in dieser Arbeit isolierten AtTGL 1 und 2
wurden die Gréllen zunachst aus den annotierten Proteinsequenzen errechnet. Danach
sollte AtTGL 1 eine GroRe von 42,409 kDa und AtTGL 2 eine Grdlke von 42,016 kDa
besitzen. Das in E. coli Uberexprimierte Protein von AtTGL 1 zeigt im SDS-PAGE eine GroRe
von ca. 45 kDa (Abb.10). Da es jedoch N-terminal 3 Aminosduren und einen His-tag,
bestehend aus 5 x His zusatzlich besitzt, kann von einer Ubereinstimmung der berechneten
und der naturlichen GréRe ausgegangen werden. Fur AtTGL 2 konnte keine starke Bande in
der SDS-PAGE sichtbar gemacht werden. Die Durchmusterung der HUSAR-Datenbank mit
der Proteinsequenz von AtTGL 1 Uber eine BLASTP (Altschul, Gish et al. 1990) Suche zeigte
ein zu der AtTGL alternatives, kleineres Protein. Es handelte sich dabei um das arab-1-
Protein fir das bereits lipolytische Aktivitat gegen Tween 80 gezeigt werden konnte (Brick,
Brumlik et al. 1995). Die Sequenz dieses Proteins war eine der vier Sequenzen
verschiedener Spezies, die zu Beginn der Arbeit zur Suche nach mdglichen pflanzlichen TGL
in der A. thaliana-Genombank verwendet wurden (Korner 2000). Fir das arab-1-Protein ist
ein Molekulargewicht von 37 kDa beschrieben worden (Brick, Brumlik et al. 1995), obwonhl
die Proteinsequenz mit der von AtTGL 1 identisch ist. Insgesamt ist eine Zuordnung des
Enzyms Uber sein Molekulargewicht schwierig. Gerade bei alteren Arbeiten wurden native
Methoden verwendet, sodass eine Oligomerisierung der Proteine nicht ausgeschlossen
werden kann.
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Von TGLs aus pflanzlichen Keimlingen ist eine hohe Selektivitat fur die
pflanzenspezifische Hauptfettsdure des jeweiligen Samendls bekannt (Adlercreutz, Gitlesen
et al. 1997). Daher wurden bei der Charakterisierung der Substratspezifitdt zunachst die im
TAG von Arabidopsis haufigen Fettsduren Olsédure (18:1), Linolsdure (18:2) und
Linolensaure (18:3) als Substrat getestet. In Tests mit radioaktivem Triolein, dem TAG der
18:1 (Olsaure) konnte, lipolytische Aktivitat von AtTGL 1 und 2 eindeutig nachgewiesen
werden (Abb.11 und 13). Die im Rahmen dieser Arbeit isolierten AtTGLs 1 und 2 zeigten in
weniger sensitiven, nicht radioaktiven Enzymtests mit einem Lipidextrakt aus
Gurkenkotyledonen zwar hohe Lipaseaktivitat gegeniber 13-HPODE, der peroxidierten Form
der 18:2 (Abb. 12 ), eine direkte Freisetzung von 18:2 und 18:3 aus dem TAG konnte jedoch
nicht nachgewiesen werden. Zur Analyse der Selektivitdt der isolierten AtTGLs wurde
zusatzlich nicht radioaktives Trilinolein als Substrat getestet. Hintergrund dieses
Experimentes war die Tatsache, dass der verwendete Lipidextrakt aus Gurke stammte, einer
Pflanze in der neben weiteren Pflanzen wie Kdurbis, Flachs, Ringelblume, Rizinus und
Sonnenblume eine TGL mit hoher Selektivtat fir oxidierte Fettsduren nachgewiesen werden
konnte (Balkenhohl, Kuhn et al. 1998) und bei der auch weitere Daten dafur sprechen, dass
der TAG-Abbau in den Samen durch Oxygenierung initiiert wird (Feussner and Wasternack
1998). Dieser Abbauweg konnte in Brassicaceen bislang nicht nachgewiesen werden. Weder
fur AtTGL 1 noch fur AtTGL 2 konnte lipolytische Aktivitat gegenuber Trilinolein demonstriert
werden. Die Substratspezifitat flir andere oxidierte Fettsduren wie z.B. die in Triricinolin
veresterte Ricinolsdure ((92)-12-Hydroxy-9-octadecensaure) wurde ebenfalls getestet, aber
auch hier konnte keine Aktivitat gezeigt werden. Von dem arab-1-Protein, das mit AtTGL 1
identisch zu sein scheint, wurde die lipolytische Aktivitdt mit Tween 80, einem Oleatester des
Polyoxyethylensorbitans, nachgewiesen (Brick, Brumlik et al. 1995). Eine lipolytische
Aktivitat gegenuber TAGs wurde von Brick et al., 1995 jedoch nicht beschrieben.

Ein unabhangiger Nachweis der lipolytischen Aktivitat von AtTGL 1 und 2 wurde durch
die Komplementation der Hefe tgl3-Mutante erbracht (Abb.14). In dieser Hefe-Mutante, in der
durch die Deletion der endogenen TGL kein Abbau endogener TAGs mehr stattfindet
(Athenstaedt and Daum 2003), konnte durch die Expression von AtTGL 1 bzw. 2 der TAG-
Gehalt um mindestens 35 % reduziert werden. Ursache dafiir, dass der TAG-Abbau durch
die Expression von AtTGL 1 bzw. 2 nicht deutlich starker war, kénnten Unterschiede in der
Substratspezifitat oder eine andere Lokalisation bzw. Regulation der deletierten endogenen
TGL und AtTGL 1 bzw. 2 verantwortlich sein.

Eine weitere groRe Gruppe an moglichen Substraten fir Lipasen sind die Galaktolipide
bzw. Phospholipide. Bisher durchgefiihrte Aktivitatstests zeigten keine Aktivitat gegenlber
diesen Substraten. Da aber im Rahmen dieser Arbeit nur wenige Substrate getestet wurden
und die Mengen an exprimiertem Protein sehr klein waren, kdnnen zu diesem Zeitpunkt
keine eindeutigen Aussagen zu dieser Frage getroffen werden.
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Ein weiterer Schritt zur Charakterisierung der physiologischen Bedeutung von AtTGL 1
und 2 war ihre intrazellulare Lokalisierung. Pflanzliche TGLs kdnnen je nach Pflanzenspezies
direkt am Lipidkdrper, in den Glyoxysomen oder im Cytosol lokalisiert sein (Huang 1993).
Dabei missen die TGLs nicht zwangslaufig auch in diesem Kompartiment synthetisiert
werden. Fur den Transport von Proteinen zum Lipidkérper werden zwei mogliche Wege
angenommen. Eine Médglichkeit ist der Transport Uber das endoplasmatische Retikulum
(ER), wie er fur das Oleosin diskutiert wird (Abell, Holbrook et al. 1997). Dabei wird das
Protein an ER-gebundenen Polysomen gebildet und dann zum Lipidkérper transportiert.
Details dieses Transportes sind noch ungeklart. Ein anderer Weg wird flr die Lipidkorper-
LOX aus Gurkenkeimlingen angenommen. Dieses Enzym wird im Cytosol synthetisiert und
gelangt von dort direkt an den Lipidkérper (May, Hohne et al. 2000). In diesem
Zusammenhang wurde fur die Lipidkdrper-LOX an ihrem N-Terminus eine p-Barrel-Domane
nachgewiesen, die fur den Transport des Enzyms an die Lipidkdrpermembran von
essentieller Bedeutung ist (May, Hohne et al. 2000). Eine solche Domane wurde auch
bereits in Phospholipasen des Patatintyps und in der Pankreas-Lipase nachgewiesen (May,
Preisig-Muller et al. 1998).

Um Hinweise auf die intrazelluldre Lokalisation der AtTGL 1 und 2 zu bekommen,
wurden deren Proteinsequenzen mit dem CBS Signal P V1.1-Programm auf
Signalsequenzen fiir den gerichteten Transport in bestimmten Organellen untersucht. Dabei
zeigte sich, dass die Proteinsequenzen Signalpeptide einer Lange von jeweils 27
Aminosauren besitzen, die die Biosynthese am ER vermitteln kdnnten. Mit Hilfe des CBS
TMHMM 1.0-Programmes wurde gefunden, dass die Signalsequenzen in membranstandigen
Domanen der Proteine vorliegen. Beides lasst die Vermutung zu, dal® die AtTGL 1 und 2 mit
Hilfe der membranstandigen Signal-Helix in das ER gelangen kénnten, um von dort mit Hilfe
des Membranankers zu den Lipidkdérpern transportiert zu werden. Die
Lokalisierungsvorhersagen dieser Programme mussen natirlich experimentell verifiziert
werden. Um diesen experimentellen Nachweis zu erbringen, wurde YPF wahlweise N-
terminal als auch C-terminal an AtTGL 1 fusioniert, um die postulierte Signalsequenz zu
testen bzw. mdgliche C-terminale Signalmotive nicht zu blockieren. Die Colokalisierung mit
dem in der Lipidkérpermembran verankerten Oleosin, zeigte deutlich, dass das C-terminal-
fusionierte AtTGL 1 mit Lipidkorpern assoziiert ist (Abb.15). Da AtTGL 1, das N-terminal mit
YFP fusioniert ist, im Cytosol bleibt, lasst sich schlussfolgern, dass die Signalsequenz
wichtig fir die Lokalisierung ist. Fir AtTGL 2 wurde diese Experiment nicht durchgeflhrt, da
aber die Proteinsequenzen der beiden AtTGL (ber die Gesamtsequenz sehr ahnlich sind
und die postulierten Signalsequenzen sogar identisch sind, ist die Wahrscheinlichkeit grof3,
das AtTGL 2 ahnlich wie AtTGL 1 am Lipidkorper lokalisiert ist.

Die physiologische Bedeutung von AtTGL 1 und 2 lasst sich am besten an Mutanten
charakterisieren, in denen die Expression von AtTGL 1 und 2 entweder verstarkt oder
reduziert bzw. deletiert ist. Die Keimung der Samen sowie die Mobilisierung der
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Speicherstoffe sind Prozesse, die durch verschiedene Einflisse wie Temperatur, Licht aber
auch das Entwicklungsstadium stark reguliert werden (Bewley 1994). Nach dem Trocknen
der Samen folgt die Samenruhe (Dormanz) innerhalb derer eine Keimung auch nach
eventueller Quellung der Samen nicht méglich ist. Erst durch gunstige, dul3ere Bedingungen
sorgt die Anderung endogener Faktoren fiir ein ,Erwachen des Samens aus der Dormanz
(Bewley 1997). Damit kann die Keimung einsetzen, die mit der Quellung des Samens
beginnt und mit dem Durchbrechen der Keimwurzel durch die Samenschale endet (Bewley,
1997). Direkt mit der Keimung beginnt die Mobilisierung der Lipidreserven aus den
Speicherorganen der Samen. Die dabei freigesetzten Fettsduren dienen der Generierung
von Acetyl-CoA und bilden damit die wichtigste Kohlenstoffquelle des Keimlings bis zur
vollstdndigen Ausbildung der Photoautotrophie (Kindl 1984). Aufgrund der essentiellen
Bedeutung der Lipidmobilisierung in diesem Stadium wurde eine Verknappung der
freigesetzten Fettsauren eine Limitierung von Wachstum und Entwicklung des Keimlings
bedeuten. Da eine solche Einschrankung einen erheblichen Nachteil fur den Keimling
bedeutet, kann angenommen werden, dass die Prozesse mit maximal mdéglicher Kapazitat
durchlaufen werden, sodass auch die Uberexpression der keimlingsspezifischen TGL zu
keiner Geschwindigkeitserh6hung bei der Keimlingsentwicklung fuhren sollte. Tatsachlich
konnte dieser Zusammenhang an den AtTGL 1-Uberexpressionspflanzen gezeigt werden
(Daten nicht gezeigt ). Im Umkehrschluss bedeutet das naturlich auch, dass eine Reduktion
dieser TGL-Aktivitat eine deutliche Verlangsamung in der Keimlingsentwicklung bewirken
sollte. Ein kompletter Ausfall der TGL sollte Keimung und Entwicklung nachhaltig
beeinflussen. In Abwesenheit von Licht ist die Ausbildung der Photoautotrophie verzogert
und der Keimling langer von seinen Speicherfetten abhangig. Daher war es von Vorteil die
AtTGL 1 antisense-Pflanzen sowie die AtTGL 1 Deletions-Pflanzen zunachst unter etiolierten
Bedingungen ohne externe C-Quelle zu charakterisieren. Die vier getestet Linien der
AtTGL 1 antisense-Pflanzen, in welchen eine unterschiedlich starke Reduktion der AtTGL 1
bzw. 2-mRNA nachgewiesen wurde (Abb. 16a,b), zeigten eine deutliche Verlangsamung der
Keimlingsentwicklung innerhalb der ersten finf Tage nach der Keimung. Dabei war zu
beobachten, dass sich die Keimlinge der Linien mit der starksten AtTGL 1-mRNA-Reduktion
(Linien 35a1 und 43a1) am langsamsten entwickelten (Abb. 20). Nach funf Tagen war aber
kein Entwicklungsunterschied zwischen den AtTGL 1 antisense-Pflanzen und den
Kontrollpflanzen mehr zu sehen. Offensichilich beeinflussen AtTGL 1 und 2 den
Lipidmetabolismus innerhalb der ersten flinf Tage besonders stark, da dieser Zeitraum mit
den Daten des entwicklungsspezifischen ,digitalen Northerns® korreliert, welcher zeigt, dass
die maximale Expression von AtTGL 1 in den ersten finf Tagen nach der Samenquellung
liegt und anschlieBend stark abnimmt. Moglicherweise setzen wahrend dieser Zeit weitere
Prozesse der Kohlenstoff- und Energiegewinnung ein, die die verlangsamte
Lipidmobilisierung kompensieren und die Entwicklung vorantreiben. Weiterhin zeigte sich bei
den stark herunterregulierten AtTGL 1 antisense-Pflanzen der Linien 35 und 43a1, dass ein
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groller Teil der Samen Uberhaupt nicht keimte (Abb. 18). Dieser Phanotyp wird von der
homozygoten AtTGL 1-Deletionslinie 020548/4 eindeutig bestatigt, da auch die Samen
dieser Linie nicht keimten (Keimungsrate < 8%) (Abb. 26). Die homozygote AtTGL 1
Deletionslinie 020548/4 bewies ebenfalls, dass der keimungsrelevante Phanotyp der
antisense-Linien eindeutig auf AtTGL 1 zurlckzuflhren ist, da in den antisense-Pflanzen
selbst eine Herunterregulierung weiterer Mitglieder der AtTGL-Genfamilie nicht
ausgeschlossen werden konnte.

Die Keimungsspezifitdt von AtTGL 1 wird ebenfalls durch die Analyse des TAG-Abbaus
wahrend der ersten sechs Tage in den AtTGL 1 antisense-Pflanzen bestatigt. In den
Kontrollen fallt der TAG-Gehalt bis zum finften Tag nach der Samenquellung unter 5 %
(Eastmond et al., 2000). Die Keimlinge der AtTGL 1 antisense-Pflanzen enthielten hingegen
zu diesem Zeitpunkt noch mehr als doppelt soviel TAG. Die Abnahme des TAG-Gehaltes in
den AtTGL 1 antisense-Linien korrelierte ebenfalls mit der Reduktion der AtTGL 1-mRNA.
Auch dieser Aspekt bestatigt die Beteiligung der keimungsspezifischen AtTGL 1 am
Entwicklungsprozess des Keimlings bei A. thaliana.

Sowohl die Prozesse als auch die Lokalisierung des Fettsdureabbaus unterscheiden
sich in pflanzlichen und tierischen Zellen erheblich. Wahrend sich in den tierischen Zellen die
B-Oxidationsprozesse zwischen den Peroxisomen und den Mitochondrien aufteilen, finden
sie in pflanzlichen Zellen ausschlieRlich in Glyoxysomen bzw. Peroxisomen statt (Kleiter and
Gerhardt 1998);(Hayashi, Debellis et al. 1999). Aus dem dabei entstehenden Acetyl-CoA
wird im Glyoxylatzyklus Succinat, welches anschlielend in die Mitochondrien transportiert
wird, um der respiratorischen ATP Produktion zu dienen oder in Malat umgewandelt ins
Cytosol zugelangen um in die Gluconeogenese eingespeist zu werden.

Verschiedene Mutanten, die Deletionen bei Enzymen dieser weiterfihrenden
Stoffwechselprozesse besalien, waren dahingehend charakterisiert worden, dass sie u.a.
durch den Faktor Licht in der Auspragung ihres Entwicklungsphanotypes beeinflusst wurden
(bou, (Lawand, Dorne et al. 2002); icl-1 und icl-2, Eastmond et al., 2000). Aufgrund dessen
wurden die AtTGL 1 antisense-Linien wie auch die AtTGL 1-Deletionslinie 020548/4 unter
verschiedenen Lichtbedingungen getestet. Im Dauerlicht zeigten die AtTGL 1 antisense-
Pflanzen nach erfolgreicher Keimung und Keimlingsentwicklung einen Arretierungs-
phanotyp, der u.a. mit dem vollstandigen Fehlen des Wurzelwachstums einher ging (Abb.
22a). Dieser Phanotyp, der in nahezu allen transgenen AtTGL 1 antisense-Linien auftrat (vgl.
Tab.2) konnte durch die Verfligbarkeit einer externen Kohlenstoffquelle Gberwunden werden
(Abb. 22 b,c), sodass sich die Pflanzen weiter entwickelten und Bliten bzw. Samen
produzierten. Ein sehr ahnlicher Phanotyp, der ebenfalls mit der Arretierung des Wachstums
und dem Aussetzen des Wurzelwachstums einhergeht, ist auch fir die Mutante bou
beschrieben (Lawand et al., 2002). Bei dieser Mutante ist das Gen eine Enzymes deletiert,
das starke Ahnlichkeit mit einem Carnitin-Acyl-Transporter aus S&ugerzellen hat und
wahrscheinlich flir den Transport von Acylresten in die Mitochondrien verantwortlich ist
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(Lawand et al., 2002). Da es fir diesen Transport in dem oben genannten Modell keine
Verwendung gibt, wurde das Enzym als ein Teil des von Eastmond et al., 2000 postulierten
alternativen  Stoffwechselweges diskutiert, welcher unter Lichtbedingungen den
Glyoxylatzyklus umgeht (Eastmond et al., 2000). Der Phanotyp der Mutante bou kann
ebenfalls durch Zugabe einer externen Kohlenstoff- und Energiequelle bzw. der Einfihrung
einer langeren Dunkelperiode Uberwunden werden (Lawand et al., 2002). Da dieser
Phanotyp der AtTGL 1 antisense-Pflanzen im Dauerlicht nicht bei der AtTGL 1 Deletionslinie
020548/4 gefunden wurde, kann davon ausgegangen werden, dass AtTGL 1 nicht in diese
Prozesse involviert ist. Die Deletion eines Gens durch die Lokalisierung des Transgens kann
aufgrund der vielen unabhangigen, getesteten AtTGL 1 antisense-Linien (vgl.Tab.2), die den
Phanotyp zeigen ausgeschlossen werden, nicht aber die Herunterregulierung eines weiteren
Gens (vgl. Abb. 17), sodass eventuell ein anderer Vertreter dieser AtTGL-Familie fur diesen
Phanotyp verantwortlich ist.

Ein weiterer Einfluss des Lichtes auf die AtTGL 1 antisense- bzw. Deletionslinien wurde
nach der kurzzeitigen Belichtung nicht gekeimter Samen beobachtet. Diese Samen, welche
zuvor gemeinsam mit Kontrollen nach der Quellung neben eine Kalteperiode noch 3 Stunden
Licht zur Brechung der Dormanz erhielten (Koorneef 1994), waren mehrere Tage im Dunklen
inkubiert worden und im Gegensatz zu den Kontrollen nicht gekeimt (Vgl. Abb. 19a,b). Nach
Verlangerung auf eine 8 stundige Lichtperiode keimten und entwickelten sich diese Samen
phanotypisch unauffallig, was ebenfalls an den Samen der AtTGL 1 Deletionslinie 020548/4
verifiziert werden konnte (Daten nicht gezeigt). Das Eintreten der Keimung und
Keimlingsentwicklung nach Lichtinkubation konnte auf die Brechung einer, durch die
Reduktion von AtTGL 1-mRNA verursachen, verstarken Dormanz zurickzufiihren sein.

Neben dem Abbau der Speicherlipide wahrend der Keimung und frihen
Keimlingsentwicklung ist auch deren Synthese wahrend der Entwicklung des Embryos als
Charakterisierungspunkt der keimungsspezifischen AtTGL 1 interessant, da die Daten
verschiedener Studien zeigen, dass der Lipidgehalt auch wahrend der Samenreifung
verschiedener Olsaaten wie B. napus, A. thaliana, C. abyssinica und N. tabacum abnimmt
(McKillikan 1966; McKillican and Larose 1974); (Gurr, Blades et al. 1972); (Norton 1975);
(Murphy 1989); (Baud 2002); (Tomlinson 2004).

Verschiedene Arbeiten zeigen ebenfalls, dass der Embryo genauso zum TAG-Abbau
befahigt ist, wie der Samen wahrend der Keimung bzw. der Keimlingsentwicklung. So konnte
die Aktivitdt verschiedener Enzyme in reifenden Samen von Baumwolle (Miernyk and
Trelease 1981a; Miernyk and Trelease 1981b), Ricinus (Hutton and Stumpf 1969), Kirbis
(Koller et al, 1979; Frevert et al., 1980) und Raps (Eccleston and Ohlrogge 1998) detektiert
werden, die in B-Oxidation oder Glyoxylatzyklus involviert sind. In spaten Stadien der
Embryonal Entwicklung in B. napus konnten die Aktivitadt von Malatsynthetase und
Isocitratlyase nachgewiesen werden, die Aktivitat des Glyoxylatzyklus jedoch nicht (Comai,
Dietrich et al. 1989); (Ettinger and Harada 1990). Des Weiteren konnten in reifenden
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Arabidopsissamen B-Oxidationsprozesse nachgewiesen werden (Poirier 1999); (Moire,
Rezzonico et al. 2004).

Bei dem Versuch den TAG-Gehalt reifer Samen von AtTGL 1 antisense-Pflanzen zu
bestimmen, wurde zunachst beobachtet, dass die AtTGL 1 antisense-Pflanzen trotz gleicher
Wachstumsbedingungen spater zu Blihen begannen als die Kontrollen (Abb.23). Wahrend
die Kontrollpflanzen zum Zeitpunkt der Blihinduktion durchschnittlich 30 - 35 Rosettenblatter
hatten, begannen die AtTGL 1 antisense-Pflanzen erst bei einer Anzahl von 45 - 50
Rosettenblattern, wobei auch hier eine Korrelation zwischen der Starke der Regulation durch
das antisense-Konstrukt und der Verzdgerung der Blihinduktion zu beobachten war (Abb.
24). Eine direkte Beteiligung von AtTGL 1 an der verspateten BlUhinduktion konnte nicht
nachgewiesen werden. Ebenso konnte dieser Phanotyp auch von anderen durch das
antisense-Konstrukt herunterregulierten Genen verursacht werden.

Weiterhin konnte beobachtet werden dass, die AtTGL 1 antisense-Pflanzen signifikant
mehr Schoten und mehr Saatgut bildeten (Abb.24). Dabei war die Anzahl der Samen pro
Schote mit etwa 40 Stluck vergleichbar mit der in den Kontrollen. Eine Korrelation dieser
Ertragserndhung mit der Starke der antisense-Regulation konnte in diesem Fall nicht
nachgewiesen werden. Daher koénnten die hdheren Saatgutertrdge durchaus darauf
zurtckgefuhrt werden, dass die Pflanzen durch die spatere Blihinduktion mehr Zeit fir
Wachstum und Entwicklung und damit zur Bildung von Biomasse hatten.

Zum Ende der Samenreifung nimmt der TAG-Gehalt in den Samen ab (Hills 2004).
Verglichen mit den Kontrollen konnte in den reifen Samen der AtTGL 1 antisense-Pflanzen
ein hoherer TAG-Gehalt nachgewiesen werden, der vor allem auf der Erhéhung von 18:1
und 20:1 beruhte (Abb. 25). Die Tatsache, dass der TAG-Gehalt nur in einer der beiden stark
herunterregulierten Linie, namlich Linie 35a1, signifikant erhdht ist und dass in der sehr
schwach herunterregulierten Linie 43a3 (vgl. Abb. 16) sogar eine signifikante Erniedrigung
des TAG-Gehaltes zu sehen ist, zeigt keine direkte Korrelation zwischen der Reduktion der
AtTGL 1 und 2 und der Erhdhung des TAG-Gehaltes in den Samen. Um zu dieser
Fragestellung eine konkrete Aussage zu treffen, missten zundchst die TAG-Gehalte der
Samen der AtTGL 1 Deletionslinie analysiert werden, da durch die Deletion des Gens keine
Expression von AtTGL 1 mehr vorhanden ist und alle phanotypischen Differenzen zu den
Wildtyp-Pflanzen maximal seien sollten.

Fir AtTGL 1 und 2 konnte lipolytische Aktivitdt gegenliber Triolein und 13-HPODE
gezeigt werden (Abb.11, 12 und 13). Fir die vollstandige Darstellung der Substratspezifitat
mussen aber noch weitere Lipide getestet werden, wobei nicht nur TAG mit verschiedenen
gesattigten, ungesattigten oder aber oxygenierten Fettsduren eine Rolle spielen, sondern
auch DAGs, MAGs bzw. physiologisch relevante Phospho- und Galaktolipide. Eine weitere
offene Frage liefert die Tatsache, das in den AtTGL 1 antisense-Pflanzen sowohl AtTGL 1
als auch AtTGL 2 herunterreguliert sind und von einigen anderen Mitgliedern der TGL-
Familie nicht eindeutig nachgewiesen werden konnte, in wie weit sie ebenfalls reduziert
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werden (Abb.19). Fur eine letztendliche Unterscheidung der physiologischen Funktion der
Mitglieder der AtTGL -Familie mussten fur jedes der Gene Arabidopsis-Deletionsmutanten
isoliert und eingehend charakterisiert werden.
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Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit sollte erstmals eine keimungsspezifische TGL durch einen
reversen genetischen Ansatz aus Arabidopsis thaliana kloniert und charakterisiert werden.
Die fur die Klonierung bendtigten Sequenzen wurden zunachst unter Zuhilfenahme
bekannter TGL-Sequenzen aus der Genomdatenbank von A. thaliana isoliert und
anschlielend mittels RT-PCR hinsichtlich einer keimungsspezifischen Expression
charakterisiert. Auf diesem Wege konnten 11 mdgliche Proteine identifiziert werden von
denen die Proteine AtTGL 1 und AtTGL 2 nach heterologer Expression in E. coli tatsachlich
lipolytische Aktivitat gegenlber Triacylgyzerinen zeigten. Unabhangig davon konnte die TGL-
Aktivitdt von AtTGL 1 und AtTGL 2 auch durch die Komplementation der TGL-defizienten
Hefemutante tgl3 gezeigt werden. Basierend auf vielfaltigen Homologievergleichen wurde
weiterhin festgestellt, dass die beiden AtTGL Mitglieder einer Genfamilie sind, die neun
Mitglieder umfasst. Durch die Kolokalisierung eines AtTGL 1-YFP-Fusionsproteins mit einem
lipidkorperspezifischen Marker konnte weiterhin nachgewiesen werden, dass AtTGL 1 an
den Lipidkérpermembranen lokalisiert ist. Fir eine umfassende Studie der physiologischen
Bedeutung von AtTGL 1 wurden AtTGL 1-Uberexpressions- und antisense-Pflanzen
generiert, sowie eine homozygote AtTGL 1-Deletionsmutante isoliert. Wahrend die AtTGL 1-
Uberexpressionspflanzen keine Unterschiede zu den Kontrollen zeigten, konnte unter
etiolierten Bedingungen sowohl fir die AtTGL l-antisense-Pflanzen wie auch AtTGL 1-
Deletionsmutanten gezeigt werden, dass in Abhangigkeit von der Reduktionsstarke der
AtTGL 1-Expression die Keimlingsentwicklung im Dunkeln in Abwesenheit einer anderen C-
Quelle verlangsamt ist bzw. ganz ausbleibt. Im Dauerlicht dagegen keimen die AtTGL 1
antisense-Pflanzen normal, zeigen aber eine Arretierung im Wachstum der Wurzel und damit
auch in der Gesamtentwicklung. Dieser Arretierungsphanotyp kann jedoch durch die Gabe
externer C-Quellen (z.B. Saccharose) Uberwunden werden. In weitern Verlauf ihrer
Entwicklung zeigten die AtTGL 1 antisense-Pflanzen zunachst eine verzdgerten
BlGhinduktion, hatten dann aber eine grofiere Menge an Schoten und Samen im Vergleich
zu den Kontrollen. In den reifen Samen der AtTGL 1 antisense-Pflanzen konnte ein
signifikant erhdhter TAG-Gehalt festgestellt werden, der auf einer deutlichen Erhéhung von
18:1 und 20:1 beruht.
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Anhang

Anhang
Anhang 1. Oligonukleotide
Primer Sequenz in 5°-3° Richtung Funktion
Lip2Sal_a GTCGACATGGCATCTTCACTGAAGAAGC Amplifizierung des ATGL 1
Lip2Xhol_b CTCGAGTATGTATCCACTGTACCAG CcDNA-Fragmentes in der

RT-PCR

AtLip2Sph1_a

CCCCGCATGCATGACGACGACTCTCCTCAT

AtLip2Pst1_b

CCCCTGCAGTTAACTGCTGAAAGAATACTCTTTATCC
A

Klonierung von AtTGL 1 in
pQE 30

AtLip2Sph1_a

CCCCGCATGCATGACGACGACTCTCCTCAT

Klonierung von AtTGL 1 in

pLip2Bglll b AGATCTTGTATCCACTGTACCAGAGCCAAGGCAGGA | PQE 70

Lip2Sal_a GTCGACATGGCATCTTCACTGAAGAAGC Klonierung von AtTGL 1 in
Lip2Not_b GCGGCCGCCTATGTATCCACTGTACCAGA pUC18-Entry 1a
Lip2Sal_a GTCGACATGGCATCTTCACTGAAGAAGC Klonierung von AtTGL 1 in
Lip2Xholl_b CTCGAGAATGTATCCACTGTACCA PET 20b und pET 22b

HENTpLip2BstXI a

ATCCAGTGTGGTGGAATGGCTTCTTCACTGAAGAA

HENTpLip2Notl_b

AGCGGCCGCTTATGTATCCACTGTACCAGAGCCAA
G

Klonierung von AtTGL 1 in
PYES2/NTA

HECTpLip2BstXI a

CCAGTGTGCTGGGGATGGCTTCTTCACTGAAGAA

HECTpLip2Notl_b

GAGCGGCCGCCATGTATCCACTGTACCAGAGCCAA
G

Klonierung von AtTGL 1 in
pYES2/CT

Lip2Notl_a GCGGCCGCAATGGCTTCTTCACTGAAGAAGCTTATC | Klonierung von AtTGL 1 in
TC pCAT-YFP (N-terminale.

Lip2NotoS b GCGGCCGCTGTATCCACTGTACCAGA Fusion)

Lip2Ncol_a CCATGGCTTCTTCACTGAAGAAGCTTATCTC Klonierung von AtTGL 1 in

Lip2NcoloS_b CCATGGATGTATCCACTGTACCAGA PCAT-YFP (C-terminale.

Fusion)

OLip2-05UTR _a

CCAAAAAGACTTTAAAAATTGAGTGACAAA

OLip2-03UTR b

GAATGAATTCTTACTGCTGAAAGAATACCC

Primer im UTR der AtTGL 1

Lip2-H5UTR _a GAGTGACAAA GACGAACGAA GACC Primer im UTR der AtTGL 2
Lip2-H3UTR b TAC AAC AAA TGA ATT CTA ACT GCT CCT T
Lip2-HSal_a GTCGACATGGCATCTTCACTGAAGAAGC Kionierung von AtTGL 2 in
Lip2-HXholl_b CTCGAGAATGTATCCACTGTACCA psészg b und pET 22b,
p

Lip4Sal1_a GTCGACATGACGACGACTCTCCTCAT Amplifizierung des AtTGL 3
Lip4-650b TCCACTGAAATCATAAGAGCC O ragmentes In der
Lip4-640a ATGGCTTCTTCACTGGAGAAGC Amplifizierung des AfTGL4
Lip4Not1_b GCGGCCGCTTAACTGCTGAAAGAATACTCTTTATCC cDNA(-:Fragmentes in der

. A RT-PCR
Lip5Sal1_a GTCGACATGTCGCCTTCAAAGTTTCATTT Amplifizierung des AtTGL 5
Lip5Not1_b GCGGCCGCTCACGTGTCTAATGACTCCTTGCTC ‘égw,ﬁ\égagme”tes in der
Lip6Sall_a GTCGACATGGCGTCTCTAGACTCTCTAG Amplifizierung des AfTGL 6
Lip6-600b TCAAAGTTTCACACAAGCTT ‘F’{?NﬁéFRragme”teS in der
Lip6-590a ATGGCATCTTTAGATTCTCTTCCGG Amplifizierung des AtTGL 7
Lip6Not1_b GCGGCCGCTCAAACTTTCAGACAACCTTGTAGT CRE%T';‘égagme”teS in der
Lip7Sall_a GTCGACATGGCGTATCCCGGTTCGCCTATCT Amplifizierung des AfTGL 8
Lip7-580b TGTGTCAGATGACCCACTGTTCTT ‘F’{?N’féFRragme”teS in der
Lip7-570a ATGGCTACTCTGTTCATGAAGC Amplifizierung des AtTGL 9
Lip7Not1_b GCGGCCGCTCAGTTGTTCATCAAAGAATTCTGTGTG | cDNA-Fragmentes in der

T

RT-PCR

Actin85-sense

GCTGGATTCGCTGGAGATGA

Actin83-anti

AGGTCTCCATCTCTTGCTCG

Kontrolle der RT-PCR
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Anhang

Anhang 2. Sequenzen

ALTGL 1 (At1g28670)
MASSLKKLISSFLLVLYSTTIIVASSESRCRRFKSIISFGDSIADTGNYLHLSDVNHLP
OSAFLPYGESFFHPPSGRASNGRLIIDFIAEFLGLPYVPPYFGSONVSFEQGINFAVYG
ATALDRAFLLGKGIESDFTNVSLSVQLDTFKQILPNLCASSTRDCKEMLGDSLILMGEI
GGNDYNYPFFEGKSINEIKELVPLIVKAISSAIVDLIDLGGKTFLVPGGFPTGCSAAYL
TLFQTVAEKDQDPLTGCYPLLNEFGEHHNEQLKTELKRLQKFYPHVNIIYADYHNSLYR
FYQEPAKYGFKNKPLAACCGVGGKYNFTIGKECGYEGVNYCONPSEYVNWDGYHLTEAA
YOKMTEGILNGPYATPAFDWSCLGSGTVDT

cDNA

1

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951
1001
1051
1101
1151

ATGGCTTCTT
CTCCACCACC
AATCGATCAT
CATCTCTCTG
CGAAAGCTTC
TCATCGACTT
TTTGGATCCC
TGGAGCAACC
CTGATTTCAC
ATTTTGCCTA
TGGAGACTCG
ACCCATTTTT
CTAATCGTCA
GGGCAAAACA
CGTATCTTAC
ACAGGTTGTT
GCTAAAGACA
TCATTTACGC
GCTAAATACG
AGGTAAATAC
ACTATTGTCA
ACCGAAGCCG
TGCAACTCCT
CATAA

CACTGAAGAA
ATCATTGTTG
CAGCTTTGGT
ATGTCAATCA
TTCCATCCTC
CATTGCCGAA
AAANACGTTAG
GCATTGGACC
CAATGTTAGT
ACTTATGCGC
CTGATACTCA
TGAAGGAAAA
AAGCTATTTC
TTTTTGGTAC
TCTATTTCAG
ACCCATTGCT
GAACTCAAGC
TGACTACCAC
GGTTTAAGAA
AACTTCACTA
AAATCCTTCT
CCTACCAGAA
GCTTTCGACT

GCTTATCTCA AGCTTTCTAC TTGTCTTATA

CTTCATCAGA
GATTCCATCG
CCTTCCTCAA
CCTCCGGTCG
TTCTTGGGAC
CTTCGAACAA
GAGCGTTTCT
TTAAGTGTTC
CTCGTCTACT
TGGGAGAGAT
AGTATCAATG
TTCTGCTATT
CCGGAGGCTT
ACCGTGGCAG
CAACGAATTT
GACTCCAAAA
AACTCCTTAT
CAAACCTTTA
TTGGTAAGGA
GAGTATGTGA
GATGACTGAG
GGTCCTGCCT

ATCTCGATGT
CAGACACCGG
TCCGCCTTTC
TGCCTCTAAT
TACCATACGT
GGGATCAATT
TTTGGGAAAA
AGCTTGACAC
CGTGATTGCA
TGGAGGAAAC
AAATCAAAGA
GTGGATTTGA
CCCAACAGGA
AAAANGACCA
GGCGAGCACC
ATTCTATCCT
ACCGGTTTTA
GCTGCTTGCT
GTGTGGATAC
ACTGGGATGG
GGTATACTCA
TGGCTCTGGT

AGGCGTTTTA
AAATTATCTC
TTCCTTATGG
GGCCGTCTCA
ACCGCCTTAC
TTGCGGTGTA
GGAATTGAAT
CTTCAAGCAG
AAGAGATGCT
GACTATAATT
GCTTGTTCCT
TTGATTTAGG
TGTTCTGCGG
GGACCCTTTA
ACAACGAACA
CATGTCAACA
TCAAGAACCA
GTGGAGTCGG
GAAGGAGTTA
TTATCATTTA
ACGGTCCCTA
ACAGTGGATA
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AtTGL 2 (At1g28660)
MASSLKKLISSFLLVLYSTTIIVASSESRCRRFTSIISFGDSIADTGNILHLSDVNHLP

QTAFFPYGESFFHPPSGRASDGRLIIDFIAEFLGLPYVPPYFGSQNVSFEQGINFAVYG

ATALDRAYFVAKGIESDFTNVSLGVQLDIFKQILPNLCASSSRDCREMLGDSLILMGET

GGNDFFYPSSEGKSINETKLODLITIKAISSAIVDLIALGGKTFLVPGGFPAGCSAACLT

QYONATEEDYDPLTGCIPRLNELGEHDNEQLKTELKRLQKLYPDVNIIYADYHNSLYRF

YQEPAKYGFKNKPLAACCGVGGKYNFTIGKECGYEGVSYCQONPSEYVNWDGYHLTEAAY

QKMAEGILNGPYATPAFDWSCLGSGTVDT

cDNA

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951
1001
1051
1101
1151

ATGGCTTCTT CACTGAAGAA GCTTATCTCA AGCTTTCTAC TTGTCTTATA

CTCTACCACC
CATCTATCAT
CATCTCTCCG
TGAAAGCTTC
TCATCGACTT
TTTGGATCCC
TGGAGCAACC
CTGATTTCAC
ATTTTGCCTA
TGGAGACTCG
ACCCATCCTC
ATCATCAAAG
CAAAACATTT
GTCTTACTCA
GGTTGTATCC
TAAGACAGAA
TTTACGCTGA
AAATATGGGT
TAAATACAAC
ATTGTCAAAA
GAAGCCGCCT
AACTCCTGCT
AA

ATCATTGTTG
CAGCTTTGGT
ACGTCAATCA
TTCCATCCTC
CATCGCTGAA
AAAACGTTAG
GCATTGGACC
CAACGTTAGT
ACCTTTGTGC
CTGATACTCA
CGAAGGCAAA
CTATTTCTTC
TTGGTACCCG
ATATCAGAAC
CACGGCTCAA
CTCAAACGAC
CTACCATAAC
TTAAGAACAA
TTCACTATTG
TCCTTCCGAG
ACCAGAAGAT
TTCGACTGGT

CTTCATCAGA
GATTCCATCG
TCTTCCTCAA
CCTCTGGTCG
TTCTTGGGAC
CTTTGAACAA
GAGCGTATTT
TTAGGTGTTC
CTCATCTTCT
TGGGAGAGAT
AGTATCAATG
TGCAATTGTG
GAGGCTTCCC
GCGACAGAAG
TGAACTTGGA
TCCAAAAACT
TCCTTATACC
ACCTTTAGCT
GTAAGGAGTG
TATGTGAATT
GGCTGAGGGT
CCTGCCTTGG

ATCTCGATGT
CAGACACCGG
ACCGCCTTTT
TGCCTCTGAT
TACCGTATGT
GGGATCAATT
TGTGGCAAAA
AGCTTGACAT
CGTGATTGCA
TGGAGGTAAC
AAACCAAACT
GATTTGATCG
AGCAGGATGT
AAGACTACGA
GAGCACGACA
CTATCCTGAT
GGTTTTATCA
GCTTGCTGTG
TGGATACGAA
GGGATGGTTA
ATACTCAACG
CTCTGGTACA

CGGCGCTTTA
AAATATTCTC
TTCCTTATGG
GGCCGTCTCA
TCCACCTTAC
TCGCGGTGTA
GGAATTGAAT
CTTCAAGCAG
GAGAGATGCT
GACTTTTTTT
ACAGGATTTG
CTTTAGGGGG
TCCGCAGCGT
CCCCTTGACA
ACGAACAACT
GTCAACATCA
AGAACCAGCT
GAGTCGGAGG
GGAGTTAGCT
TCATTTAACC
GTCCCTATGC
GTGGATACAT
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AtTGL 3 (At1g28650)
MTTTLLMASLIVSFLLILYYTTIVVASSESRCRRYKSIISFGDSIADTGNYVHLSNVNN

LPQAAFLPYGESFFHPPSGRYSDGRLVIDFIAEFLGLPYVPPYFGSQNVSEFNQGINFAV

YGATALDRAFLVKQGIKSDFTNISLSVQLNTFKQILPNLCASSTRDCREMLGDSLILMG

EIGGNDYNYPFFEGKSINEIKELVPLITKATISSAIVDLIDLGGKTFLVPGNFPIGCSTA

YLTLFQTATVEHDPFTGCIPWLNKFGEHHNEQLKIELKQLQKLYPHVNITIYADYYNSLY

GLFQEPAKYGFKNRPLAACCGVGGQYNFTIGKECGENGVSYCQNPSEYVNWDGYHLTEA

TYQKMAQGLLNGRYTTPAFDWSCLGSYDFSG

cDNA

1

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951
1001
1051
1101
1151

ATGACGACGA
CTTATACTAC
GTTACAAATC
TATGTTCATC
TTACGGCGAA
GTCTCGTTAT
CCTTACTTCG
TGTGTATGGA
TTAAATCTGA
AAGCAGATTT
GATGCTTGGA
ATAATTACCC
GTTCCTCTAA
TTTGGGAGGA
CCACGGCATA
TTTACAGGTT
ACAACTTAAG
ACATCATTTA
CCAGCCAAAT
CGGAGGTCAA
TTAGCTATTG
TTAACCGAAG
CTATACAACT
GTGGATAA

CTCTCCTCAT
ACCACAATAG
AATCATCAGC
TCTCCAACGT
AGCTTCTTCC
AGATTTCATC
GATCCCAAAA
GCAACCGCCT
CTTCACCAAT
TACCTAACCT
GACTCGCTGA
ATTTTTTGAA
TCATCAAAGC
AAAACATTCC
TCTTACTCTA
GTATCCCATG
ATAGAACTCA
CGCCGACTAC
ATGGTTTTAA
TACAACTTCA
TCAAAATCCT
CCACGTACCA
CCTGCTTTCG

GGCTTCGCTC
TCGTTGCCTC
TTCGGTGATT
CAATAATCTT
ATCCTCCCTC
GCCGAATTCT
CGTGAGCTTC
TGGATCGTGC
ATTAGTCTAA
TTGTGCCTCA
TACTCATGGG
GGAAAAAGTA
TATTTCTTCT
TGGTACCCGG
TTTCAGACCG
GCTTAACAAA
AACAACTCCA
TACAACTCTT
GAACAGACCT
CTATTGGTAA
TCTGAGTATG
GAAGATGGCT
ACTGGTCCTG

ATCGTAAGCT
ATCAGAATCT
CCATTGCGGA
CCTCAAGCCG
CGGCCGTTAC
TGGGACTACC
AATCAAGGGA
CTTTCTTGTA
GTGTTCAGCT
TCTACTCGTG
AGAGATTGGT
TCAATGAAAT
GCTATTGTGG
AAACTTCCCA
CGACAGTAGA
TTCGGAGAGC
AAAACTCTAC
TGTACGGACT
TTGGCTGCTT
AGAGTGTGGA
TGAATTGGGA
CAGGGTTTAC
CCTTGGCTCT

TTCTACTTAT
CGGTGTCGGC
CACCGGAAAT
CATTTCTTCC
TCGGACGGCC
GTACGTTCCG
TAAATTTTGC
AAACAAGGAA
TAACACCTTC
ATTGCAGAGA
GGAAACGACT
CAAAGAGCTT
ATTTGATTGA
ATAGGATGTT
ACACGACCCT
ACCATAACGA
CCTCATGTCA
TTTTCAAGAA
GTTGTGGAGT
GAAAACGGAG
TGGTTATCAT
TCAATGGTCG
TATGATTTCA
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Anhang

AtTGL 4 (At1g28640)
MASSLEKLISSFLLVLYSTTIIVASSESRCRRFKSIISFGDSIADTGNYLHLSDVNHLP

QSAFLPYGESFFHPPSGRYSDGRLIIDFIAEFLGLPYVPSYFGSQNVSFDQGINFAVYG

ATALDRVFLVGKGIESDFTNVSLSVQLNIFKQILPNLCTSSSRDCREMLGDSLILMGET

GVNDYNYPFFEGKSINEIKQLVPLVIKAISSATIVDLIDLGGKTFLVPGNFPLGCYPAYL

TLFQTAAEEDHDPFTGCIPRLNEFGEYHNEQLKTELKRLQELYDHVNIIYADYYNSLFR

LYQEPVKYGFKNRPLAACCGVGGQYNFTIGKECGHRGVSCCONPSEYVNWDGYHLTEAT

HOQKMAQVILNGTYASPAFDWSCSGSESVDKEYSFSS

cDNA

1

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951
1001
1051
1101
1151

ATGGCTTCTT
CTCCACCACC
AATCGATCAT
CATCTCTCTG
CGAAAGCTTC
TCATCGACTT
TTTGGATCCC
TGGTGCAACT
CTGATTTCAC
ATTTTACCTA
TGGAGACTCG
ACCCTTTCTT
CTAGTCATCA
GGGCAAAACG
CGTATCTCAC
ACAGGTTGTA
GCTCAAGACA
TCATTTACGC
GTCAAATATG
AGGTCAATAC
GCTGTTGTCA
ACCGAGGCCA
TGCATCACCT
AAGAGTATTC

CACTGGAGAA
ATCATTGTTG
CAGCTTTGGT
ATGTTAACCA
TTCCATCCTC
TATAGCTGAA
AAAACGTGAG
GCATTGGATC
CAATGTTAGT
ATCTTTGCAC
CTGATACTTA
TGAAGGCAAA
AAGCTATTTC
TTTCTGGTCC
TCTATTTCAG
TCCCACGGCT
GAACTCAAAA
CGACTACTAC
GGTTTAAGAA
AACTTCACTA
AAATCCTTCT
CACACCAGAA
GCTTTCGACT
TTTCAGCAGT

GCTTATTTCA
CTTCATCAGA
GATTCCATCG
CCTTCCTCAA
CCTCCGGCCG
TTCTTGGGAC
CTTTGATCAA
GTGTGTTTCT
TTAAGTGTTC
CTCGTCTTCT
TGGGTGAGAT
AGTATCAATG
TTCTGCTATT
CTGGAAACTT
ACCGCGGCAG
CAATGAATTC
GACTCCAAGA
AACTCTTTGT
CAGACCTTTG
TTGGTAAAGA
GAATATGTGA
GATGGCTCAA
GGTCCTGCTC
TAA

AGCTTTCTAC
ATCTCGATGT
CCGACACCGG
TCCGCCTTTC
TTACTCGGAC
TACCGTACGT
GGTATCAATT
TGTGGGAAAA
AGCTTAACAT
CGTGATTGCA
TGGAGTAAAT
AAATCAAACA
GTGGATTTGA
CCCATTAGGA
AAGAAGACCA
GGAGAGTACC
ACTATACGAT
TCCGGTTATA
GCTGCTTGTT
GTGTGGACAC
ATTGGGACGG
GTTATACTCA
TGGCTCTGAA

TTGTCTTGTA
AGGCGTTTTA
AAATTATCTC
TTCCTTATGG
GGCCGTCTCA
ACCATCTTAT
TCGCGGTGTA
GGAATTGAAT
CTTCAAACAG
GAGAGATGCT
GACTATAATT
GCTTGTTCCT
TTGATTTAGG
TGCTATCCCG
CGACCCTTTC
ACAACGAACA
CATGTCAATA
TCAAGAACCA
GCGGAGTCGG
AGAGGAGTTA
TTATCATTTA
ACGGTACCTA
TCAGTGGATA
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Anhang

AtTGL 5 (At1g28610)

MASLDSLVSFFLSTLEFVTIVSSQTQCRNLESITISFGDSITDTGNLVGLSDRNHLPVTAF
LPYGETFFHHPTGRSCNGRIIIDFIAEFLGLPHVPPFYGSKNGNFEKGVNFAVAGATAL
ETSILEKRGIYYPHSNISLGIQLKTFKESLPNLCGSPTDCRDMIGNAFIIMGEIGGNDF
NFAFFVNKTSEVKELVPLVITKISSAIVELVDMGGRTFLVPGNFPLGCSATYLTLYQTS
NKEEYDPLTGCLTWLNDFSEYYNEKLQAELNRLSKLYPHVNIIYGDYFNALLRLYQEPS
KFGFMDRPLPACCGLGGPYNFTLSKKCGSVGVKYCSDPSKYVNWDGVHMTEAAYKWIAD

GLLKGPYTIPSFHWLCLGSKIKSKESLDT

cDNA

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751

ATGGCGTCAC
CACAATCGTG
GTTTCGGTGA
CGTAACCATC
CCACCACCcCA
TCGCTGAATT
AATGGAAACT
ACTAGAAACT
ACATCAGTTT
CTATGTGGTT
TATCATGGGA
ACAAAACCAG
TCTTCTGCAA
TAATTTTTTC
TACTGAATGT
TAG

TAGATTCTCT
AGCTCACAAA
TTCGATTACC
TTCCTGTGAC
ACTGGCCGTT
CTTAGGGTTA
TTGAGAAAGG
TCCATTCTTG
GGGAATTCAG
CACCTACAGA
GAGATTGGAG
TGAGGTCAAA
TTGTGGTAAA
AAAAAACTGT
TGAATCTAGG

AGTGAGCTTC
CGCAGTGCCG
GACACAGGAA
CGCGTTTCTG
CCTGCAACGG
CCGCATGTGC
AGTTAATTTC
AGAAGAGAGG
CTTAAGACCT
TTGTAGAGAT
GGAATGATTT
GAGTTGGTTC
CATTCTTGAT
TATGTTTTTT
AGTTGGTCGA

TTTTTATCTA
GAATCTCGAG
ACTTGGTTGG
CCGTATGGAG
CCGTATCATC
CTCCTTTTTA
GCTGTTGCGG
AATTTATTAT
TCAAGGAGAG
ATGATTGGAA
TAATTTCGCA
CGTTGGTGAT
CAGCGAGTCC
GTTTTGTTTT
TATGGGAGGA

CCCTTTTTGT
TCGATTATCA
TCTCTCGGAT
AAACCTTCTT
ATCGACTTTA
TGGATCTAAA
GAGCAACGGC
CCTCACAGCA
CTTACCAAAT
ATGCTTTTAT
TTCTTTGTGA
CACTAAAATT
CTAGAACGAG
TGTGTTTTGG
AGAACATTCC
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Anhang

AtTGL 6 (At1g28600)
MASLDSLVIFLFSTLFVTIVSSETPCPNFKSIISFGDSIADTGNLVGLSDRNQLPVTAF

PPYGETFFHHPTGRSCDGRIIMDFIAEFVGLPYVPPYFGSKNRNFDKGVNFAVAGATAL

KSSFLKKRGIQPHTNVSLGVQLKSFKKSLPNLCGSPSDCRDMIGNALILMGEIGGNDYN

FPFFNRKPVKEVEELVPFVIASTISSTITELIGMGGKTFLVPGEFPIGCSVVYLTLYKTS

NKDEYDPSTGCLKWLNKFGEYHSEKLKVELNRLRKLYPHVNIIYADYYNSLLRIFKEPA

KFGFMERPFPACCGIGGPYNFNFTRKCGSVGVKSCKDPSKYVGWDGVHMTEAAYKWIAD

GILNGPYANPPFDRSCLRSEIKKESLYNQSTLTQACVKL

cDNA

1

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951
1001
1051
1101
1151

ATGGCGTCTC
CACTATCGTG
GTTTCGGCGA
CGTAACCAGC
CCACCACCCA
TCGCTGAATT
AATAGAAACT
ACTGAAAAGT
TTAGTTTAGG
TGCGGCTCAC
CATGGGAGAG
AACCCGTTAA
TCTTCTACAA
GCCCGGAGAG
AAACATCAAA
TTGAACAAGT
CAGACTTAGG
ACAACTCTCT
GAAAGACCCT
CTTCACTAGG
CAAAGTATGT
TGGATAGCTG
TCGGTCCTGC
GTACTCTGAC

TAGACTCTCT
AGCTCGGAAA
TTCGATTGCG
TTCCTGTGAC
ACCGGTCGTT
TGTGGGGCTT
TTGATAAGGG
TCCTTTCTTA
AGTTCAGCTA
CATCAGACTG
ATTGGAGGGA
GGAAGTTGAA
TAACGGAGTT
TTCCCTATCG
CAAGGACGAA
TTGGCGAATA
AAGCTCTACC
CTTGCGCATT
TCCCTGCTTG
AANATGTGGGA
GGGCTGGGAT
ATGGAATACT
CTCAGATCTG
ACAAGCTTGT

AGTCATCTTT
CGCCGTGCCC
GACACGGGAA
TGCGTTTCCA
CCTGCGATGG
CCTTATGTGC
TGTTAATTTC
AGAAGAGAGG
AAGAGCTTCA
TAGAGATATG
ATGATTATAA
GAGCTGGTTC
GATTGGTATG
GATGCTCAGT
TACGATCCTT
CCATAGCGAG
CTCATGTCAA
TTTAAAGAAC
TTGCGGTATA
GTGTAGGAGT
GGCGTTCATA
CAATGGACCA
AGATTAAGAA
GTGAAACTTT

CTTTTTTCTA
GAATTTCAAG
ACTTGGTTGG
CCGTACGGAG
CCGCATCATC
CTCCGTACTT
GCGGTAGCCG
AATTCAACCA
AAAAGAGTTT
ATTGGAAATG
TTTCCCATTC
CATTTGTAAT
GGGGGTAAAA
AGTCTATTTG
CAACAGGATG
AAACTTAAGG
CATCATATAC
CAGCCAAATT
GGAGGACCGT
GAAATCTTGT
TGACTGAGGC
TATGCGAATC
GGAGTCATTG
GA

CTCTTTTTGT
TCGATCATCA
TCTCTCTGAT
AAACCTTCTT
ATGGACTTTA
TGGATCTAAA
GAGCAACGGC
CACACCAACG
ACCAAATTTA
CTTTGATTCT
TTCAACCGCA
CGCTTCTATT
CCTTTCTAGT
ACATTATACA
TTTGAAATGG
TGGAACTCAA
GCTGACTACT
CGGGTTCATG
ACAACTTCAA
AAGGATCCTT
TGCATACAAA
CTCCTTTTGA
TACAATCAAA
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Anhang

AtTGL 7 (At1g28590)
MASLDSLPAMKLVRFILSTLLVTSVNSQTQCRNFKSIISFGDSIADTGNLLGLSDPNDL

PASAFPPYGETFFHHPTGRYSDGRLIIDFIAEFLGFPLVPPFYGCONANFKKGVNFAVA

GATALEPSFLEERGIHSTITNVSLSVQLRSFTESLPNLCGSPSDCRDMIENALILMGEI

GGNDYNFALFQRKPVKEVEELVPFVIATISSAITELVCMGGRTFLVPGNFPIGYSASYL

TLYKTSNKEEYDPLTGCLKWLNDFSEYYNKQLQEELNGLRKLYPHVNIIYADYYNALLR

LFQEPAKFGFMNRPLPACCGVGGSYNFNFSRRCGSVGVEYCDDPSQYVNYDGIHMTEAA

YRLISEGLLKGPYAIPPFKWSCLSSEIMNKMSLDTQILDEQLLQGCLKV

cDNA

1

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951
1001
1051
1101
1151
1201

ATGGCATCTT
ATCTACCCTT
TCAAATCAAT
CTTGGTCTCT
CGGAGAAACC
TCATCATTGA
TTTTATGGAT
CGCGGGAGCA
ATTCTACTAT
GAAAGTTTAC
TGAAAATGCT
TTGCACTCTT
TTTGTGATCG
AGGAAGAACA
CCTATTTGAC
ACAGGATGTT
GCTTCAGGAA
TCATATATGC
GCCAAATTCG
AGGATCTTAC
AATACTGCGA
ACGGAGGCGG
TGCTATTCCT
AGATGTCATT
CTGAAAGTTT

TAGATTCTCT
TTGGTCACTT
CATTAGTTTC
CGGATCCTAA
TTCTTCCACC
TTTCATTGCT
GTCAAAATGC
ACTGCATTAG
CACCAACGTC
CTAACTTATG
TTGATACTCA
CCAACGCAAA
CTACTATTTC
TTCCTAGTTC
ATTATACAAA
TGAAATGGCT
GAACTCAACG
TGATTACTAC
GGTTTATGAA
AACTTCAACT
TGATCCTTCA
CATACAGATT
CCTTTCAAGT
AGATACTCAG
GA

TCCGGCGATG
CTGTGAACTC
GGAGATTCAA
CGATCTTCCT
ACCCAACCGG
GAATTCTTGG
AAACTTTAAA
AACCTTCCTT
AGTCTAAGCG
TGGCTCACCT
TGGGAGAGAT
CCCGTTAAGG
TTCTGCAATC
CTGGAAATTT
ACATCAAACA
TAACGATTTC
GACTCAGGAA
AACGCTTTGT
CAGACCCTTG
TTAGTAGAAG
CAGTATGTGA
GATATCTGAG
GGTCTTGCCT
ATTCTTGATG

AAGCTCGTGA
GCAAACGCAA
TTGCTGACAC
GCTTCCGCGT
TCGTTACTCC
GGTTTCCGCT
AAGGGAGTTA
TCTAGAGGAG
TTCAGCTTAG
TCAGATTGTA
CGGAGGAAAT
AAGTTGAAGA
ACGGAATTGG
CCCGATCGGA
AGGAAGAGTA
TCAGAATACT
GTTGTACCCT
TGCGCCTTTT
CCCGCTTGTT
ATGTGGGAGT
ATTATGATGG
GGCTTACTCA
CAGCTCCGAG
AACAGCTACT

GATTCATATT
TGCCGGAATT
TGGAAACTTG
TTCCGCCATA
GACGGCCGCC
TGTGCCTCCT
ATTTCGCGGT
AGAGGAATTC
GAGCTTCACG
GAGATATGAT
GATTATAATT
GCTGGTACCG
TTTGCATGGG
TACTCAGCAT
TGATCCTCTA
ACAATAAGCA
CATGTCAACA
CCAAGAACCA
GCGGTGTAGG
GTAGGAGTTG
CATTCATATG
AGGGACCGTA
ATTATGAATA
ACAAGGTTGT
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Anhang

AtTGL 8 (At1g28580)
MAYPGSPILMKLLVFIFLSTFVVTNVSSETKCREFKSIISFGDSIADTGNLLGLSDPKDL
PHMAFPPYGENFFHHPTGRFSNGRLIIDFIAEFLGLPLVPPFYGSHNANFEKGVNFAVGG
ATALERSFLEDRGIHFPYTNVSLGVQLNSFKESLPSICGSPSDCRDMIENALILMGEIGG
NDYNYAFFVDKGIEEIKELMPLVITTISSAITELIGMGGRTFLVPGEFPVGCSVLYLTSH
QTSNMEEYDPLTGCLKWLNKFGENHGEQLRAELNRLOQKLYPHVNIIYADYYNALFHLYQE
PAKFGFMNRPLSACCGAGGPYNYTVGRKCGTDIVESCDDPSKYVAWDGVHMTEAAYRLMA
EGILNGPYAIPPFDWSCRSSGVKNSGSSDT

cDNA

1

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951
1001
1051
1101
1151

ATGGCGTATC
TTTATCAACT
AGTTCAAATC
TTGCTTGGCC
GTATGGAGAG
GCCTCATCAT
CCATTCTATG
GGTAGGGGGA
TTCATTTTCC
AAGGAGAGTT
GATAGAAAAT
ACTACGCGTT
CCCCTGGTGA
GGGGGGAAGA
TATTGTATTT
TTAACAGGAT
GCAGCTTAGA
ACATCATATA
CCAGCCAAAT
AGGAGGACCG
TTGAAAGTTG
ATGACTGAGG
GTATGCGATT
ACAGTGGGTC

CCGGTTCGCC
TTTGTAGTCA
GATCATCAGT
TCTCAGATCC
AACTTCTTCC
TGATTTCATC
GATCTCATAA
GCAACCGCTT
TTACACTAAT
TACCTAGCAT
GCTTTGATTC
CTTCGTGGAC
TCACTACTAT
ACATTTTTGG
GACATCACAT
GTTTGAAATG
GCAGAACTCA
CGCTGACTAC
TCGGATTCAT
TACAACTATA
TGATGATCCT
CTGCGTACAG
CCTCCTTTTG
ATCTGACACA

TATCTTGATG
CTAACGTGAG
TTCGGAGATT
TAAAGATCTT
ACCACCCAAC
GCTGAATTCT
TGCAAACTTT
TGGAACGTTC
GTGAGTTTAG
ATGTGGCTCT
TCATGGGGGA
AAAGGCATTG
TTCTTCTGCA
TGCCCGGAGA
CAAACATCAA
GCTGAACAAG
ACAGACTCCA
TACAACGCGC
GAACAGACCT
CCGTAGGTAG
TCAAAGTATG
ATTGATGGCT
ATTGGTCTTG
TAG

AAGCTCCTCG
CTCGGAAACT
CCATTGCCGA
CCTCACATGG
TGGTCGTTTC
TGGGTTTACC
GAAAAGGGAG
CTTTCTTGAA
GCGTTCAGCT
CCTTCAGACT
AATTGGAGGG
AAGAGATCAA
ATCACGGAGT
GTTCCCAGTC
ACATGGAAGA
TTTGGTGAAA
GAAGTTGTAC
TGTTTCACCT
TTGTCCGCTT
GAAATGTGGG
TGGCTTGGGA
GAGGGTATAC
CCGTAGCTCT

TCTTCATCTT
AAGTGCCGGG
CACTGGAAAC
CGTTTCCACC
TCCAACGGCC
GCTTGTGCCT
TTAATTTCGC
GACAGAGGAA
TAATAGCTTC
GTAGAGATAT
AATGACTATA
GGAGCTGATG
TGATCGGTAT
GGATGCTCAG
ATACGATCCT
ACCATGGTGA
CCTCATGTTA
TTATCAAGAA
GTTGCGGCGC
ACTGATATAG
CGGTGTTCAT
TAAATGGACC
GGAGTTAAGA
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Anhang

AtTGL 9 (At1g28570)
MKLVSFFLILSTFCLTTVNSEPQCHNFKSIISFGDSIADTGNLLALSDPTNLPKVAFLP

YGETFFHHPTGRFSNGRLIIDFIAEFLGFPLVPPFYGSQNANFEKGVNFAVGGATALER

SFLEERGIHFPYTNVSLAVQLSSFKESLPNLCVSPSDCRDMIENSLILMGEIGGNDYNY

AFFVGKNIEEIKELVPLVIETISSAITELIGMGGKTFLVPGEFPLGCSVAYLSLYQTSN

IEEYDPLTGCLKWLNKFSEYHDEQLQAELNRLQKLYPHVNITIYADYYNTLLRLAQEPAK

FGFISRPLPACCALGGPFNFTLGRKRGTQVPECCDDPSKYVSWDGVHMTEAAYRLMAEG

ILKGPYAIPPFDWSCLSSEIKNTQNSLMNN

cDNA

1

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951
1001
1051
1101
1151

ATGAAGCTGG
TGTGAACTCG
GCGATTCTAT
AATCTCCCTA
TCCGACCGGC
AATTTTTGGG
AATTTTGAGA
ACGTTCCTTT
GTTTAGCCGT
GTCTCTCCTT
GGGAGAAATT
ACATTGAAGA
TCTGCAATCA
CGGAGAGTTC
CATCAAACAT
AACAAGTTTT
ACTTCAGAAG
ACACACTGTT
AGACCCTTGC
AGGTAGGAAA
AGTATGTGAG
ATGGCTGAGG
GTCTTGCCTC
ACTGA

TGAGCTTCTT
GAGCCACAGT
TGCCGACACT
AGGTCGCGTT
CGTTTCTCAA
TTTTCCGCTT
AAGGAGTTAA
CTTGAAGAGA
ACAGCTTAGT
CAGACTGCAG
GGAGGGAATG
GATCAAAGAG
CGGAGTTGAT
CCGCTCGGAT
AGAAGAATAT
CAGAATACCA
TTGTACCCTC
GCGTCTTGCC
CGGCTTGCTG
CGTGGGACTC
TTGGGATGGT
GTATACTTAA
AGCTCTGAAA

TCTAATTCTA
GCCATAATTT
GGAAACTTGC
TCTACCGTAC
ACGGCCGCCT
GTGCCTCCTT
TTTTGCGGTT
GAGGCATTCA
AGCTTCAAGG
AGATATGATA
ACTATAACTA
CTGGTTCCGC
TGGTATGGGG
GCTCAGTAGC
GATCCTCTAA
CGACGAGCAG
ATGTCAACAT
CAAGAACCAG
CGCTTTAGGA
AAGTACCTGA
GTTCATATGA
GGGACCTTAT
TTAAGAACAC

TCTACTTTTT
CAAATCGATC
TCGCCCTCTC
GGAGAAACCT
CATCATCGAT
TTTACGGATC
GGAGGAGCAA
TTTTCCTTAC
AGAGTTTGCC
GAAAATTCTT
CGCATTCTTT
TTGTTATTGA
GGGAAAACAT
CTATTTGAGT
CAGGATGTTT
CTTCAAGCAG
CATATACGCT
CCAAATTCGG
GGACCGTTTA
ATGTTGTGAC
CTGAAGCTGC
GCGATTCCTC
ACAGAATTCT

GTCTCACTAC
ATTAGTTTCG
CGATCCTACC
TCTTCCACCA
TTCATTGCTG
TCAAAATGCA
CGGCACTGGA
ACCAACGTTA
TAACTTATGT
TGATTCTCAT
GTGGGCAAAA
AACTATCTCT
TTCTGGTGCC
TTATATCAAA
GAAATGGCTG
AACTCAACAG
GACTACTACA
GTTCATAAGC
ACTTCACATT
GATCCTTCAA
ATATAGATTG
CTTTCGATTG
TTGATGAACA
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