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1 ZUSAMMENFASSUNG/ SUMMARY

1.1 Zusammenfassung

Da Kartoffelknollen vor allem frisch verarbeitet bzw. verzehrt werden besteht das ganze
Jahr Uber ein hoher Bedarf an frischem Erntegut. Aufgrund der klimatischen Bedingungen
kénnen Kartoffelknollen jedoch nicht das ganze Jahr Gber angebaut werden, so dass eine
Langzeitlagerung der Knollen erforderlich ist. Nachdem das Auskeimen von Kartoffelknollen
mit einer Remobilisierung von Speicherstoffen und Wasserverlust einhergeht, ist dies ein
Hauptfaktor fir eine Verringerung der Erntequalitat. Daher ist es von grol3em Interesse die
molekulare Regulation der Dormanz von Kartoffelknollen besser zu verstehen. Durch die
Identifizierung von Kandidatengenen fir potentielle Regulatoren der Knollendormanz bzw.
Knollenmeristem-spezifischer Promotoren konnte es mdoglich werden, die Lange der
Keimruhe von Kartoffelknollen gezielt zu beeinflussen.

Wie zuvor bekannt kann die Keimruhe von Kartoffelknollen durch Zugabe von
Gibberellin (GA) gebrochen werden. Daher sollte die Rolle dieses Phytohormons bei der
Knollenkeimung n&her untersucht werden. Mithilfe transgener Pflanzen mit erhéhtem bzw.
verringertem endogenen GA-Gehalt konnte gezeigt werden, dass die Erhohung des
endogenen GA-Gehalts unter anderem zu einer leicht verfrihten Keimung und stark
verlangerten Keimen fuhrt. Pflanzen mit verringertem GA-Gehalt wiesen dagegen eine
verlangerte Dormanzphase und stark verkirzte Keime auf. GA ist demnach sowohl an der
Brechung der Keimruhe als auch am Elongationswachstum des Knollenkeimes beteiligt.

Da uber die molekularen Mechanismen der Knollenkeimung noch wenig bekannt ist,
sollten Mikroarrayexperimente zu einem besseren Verstandnis der Keimung von
Kartoffelknollen beitragen. Zudem sollten Kandidatengene fir potentielle Regulatoren der
Knollendormanz ausgewahlt und mithilfe transgener Pflanzen naher charakterisiert werden.
Die Analyse globaler transkriptioneller Unterschiede in dormanten und keimenden
Knollenaugen fiihrte unter anderem zur ldentifizierung von GARP (,GA-regulated protein®)
als potentiellem Regulator der Knollenkeimung. Knollen transgener Pflanzen mit erhéhter
bzw. verringerter GARP-Genexpression zeigten jedoch kein verandertes Keimverhalten, was
zu dem Schluss fuhrte, dass GARP keinen Hauptregulator der Knollenkeimung darstellt.
Zusatzlich fuhrte die Transkriptomanalyse dormanter und keimender Knollenaugen zur
Identifizierung der dUTPase als molekularem Marker fur die Reaktivierung des
Knollenmeristems. Weitere Untersuchungen der dUTPase-Genexpression wahrend der
Knollenkeimung zeigten, dass die dUTPase bereits vor sichtbarer Keimung nachweisbar ist.

Die Analyse transkriptioneller Veranderungen wahrend eines ,sprout release assay“-

Experiments konnte zu einem besseren Verstandnis der molekularen Veranderungen

1



ZUSAMMENFASSUNG

wahrend der Knollenkeimung beitragen. Es zeigte sich, dass die Zellwandbiosynthese bzw.
-modifikation zu den sehr frilhen Prozessen der Knollenkeimung zé&hlt. Wie erwartet war
auch der Wiedereintritt in den Zellzyklus entsprechend der Mikroarraydaten ein sehr friher
Prozess der Initiation der Knollenkeimung. Eine friihe Induktion von Zellzyklusregulatoren
des G,/ S-Phasenibergangs wurde mittels ,Real-Time* PCR-Analysen verifiziert. Damit
konnte bestatigt werden, dass der Wiedereintritt der Zellen des Knollenmeristems in den
Zellzyklus am G,/ S-Phasenubergang erfolgt.

Durch den Vergleich von Mikroarraydaten aus GAs- bzw. BA-induzierter Knollenkeimung
und dormanten bzw. keimenden Knollenaugen konnten friih, generell bzw. spat wahrend der
Keimung regulierte Gene identifiziert werden. Aus diesen Ergebnissen wurde ein Modell tiber
die molekularen Veranderungen wahrend der Knollenkeimung abgeleitet. Zusatzlich wurde
das KNOX-Gen StKn2 als méglicher Regulator der Knollenkeimung identifiziert und mithilfe
transgener Pflanzen weiter charakterisiert. Pflanzen mit einer Stkn2-Uberexpression zeigten
starke phéanotypische Veranderungen. Die Knollenaugen von StKn2-Uberexprimierenden
Knollen keimten in einem ,sprout release assay“-Experiment einen Tag friher als die der
Kontrolle. Stkn2 ist daher sehr wahrscheinlich an der Reaktivierung des Knollenmeristems
bei der Initiation der Keimung beteiligt.

Durch vergleichende Analyse von Genexpressionsprofilen induzierter Stolone und aktiver
Knollenmeristeme konnte die Hypothese bestétigt werden, dass die Knolleninduktion und die
Knollenkeimung auf transkriptioneller Ebene eher antagonistisch reguliert werden.

Mittels vergleichender Analysen von Transkriptionsprofilen aktiver Knollenmeristeme mit
Mikroarraydaten aus verschiedenen Meristem-haltigen Kartoffelgeweben sollten gemeinsam
und vor allem auch spezifisch exprimierte Gene identifiziert werden. Dabei zeigte sich, dass
aktive Knollenmeristeme transkriptionell &hnlich wie apikale und axillare Sprossmeristeme
reguliert werden. Eine genauere Betrachtung der Daten ergab jedoch Hinweise, dass aktive
Knollenmeristeme auf transkriptioneller Ebene eher mit axillaren als mit apikalen
Sprossmeristemen vergleichbar sind. Auerdem konnte eine Reihe spezifisch bei der
Knollenkeimung exprimierter Gene identifiziert werden. Unter anderem stellt ein TCP-
Transkriptionsfaktor einen sehr guten Kandidaten fir einen potentiellen Regulator der
Keimruhe von Kartoffelknollen dar.

Zuletzt fuhrte der Vergleich von Mikroarraydaten von verschiedenen Zeitpunkten der
Knollenkeimung und einer Reihe verschiedenster Kartoffelgewebe zur Identifizierung einer
sehr wahrscheinlich spezifisch bei der Knollenkeimung exprimierten putativen Pektinesterase
(pPE). Wie weitere Experimente zur Genexpression der pPE zeigten, handelt es sich hierbei
tatsachlich um einen guten Kandidaten fir die Isolierung eines madglicherweise

Knollenmeristem- oder Keimungs-spezifischen Promotors.
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1.2 Summary

Because potato tubers are mainly processed and consumed in the fresh formed, there is a
strong year-round demand for fresh tubers. Due to the climatic conditions in the main
growing areas it is impossible to grow potato throughout the year. Therefore, lengthy storage
is necessary and maintenance of postharvest market quality is of prime importance. Tuber
sprouting is accompanied by physiological changes such as remobilization of storage
reserves, water loss and tuber quality is thus impaired. For this reason it is of high interest to
get insights in the molecular regulation of potato tuber dormancy. A better understanding of
the molecular changes during this developmental process might allow the manipulation of the
length of the dormancy period.

As was known before, application of GA leads to dormancy breakage of potato tubers
which ends up with visible sprouting. Therefore, transgenic lines with increased and
decreased endogenous gibberellin content were analyzed. It could be shown that high
endogenous GA content led to a shortened dormancy period and strongly elongated sprouts
whereas a decreased GA content resulted in a prolonged dormancy period and reduced
sprout length. Therefore GA is involved in dormancy breakage and strongly affects sprout
outgrowth.

Little is known about the molecular changes involved in the transition from dormant to
sprouting potato tubers, so transcriptome profiling of different timepoints during tuber
sprouting was performed. Additionally, candidate genes putatively regulating tuber dormancy
were identified and further characterized using transgenic lines. The analysis of global
transcriptional changes in dormant and sprouting tuber buds resulted in the identification of
GARP (,GA-regulated protein“) as a potential regulator of tuber sprouting. Tubers with either
reduced or increased GARP gene expression did not show any changes in their sprouting
behaviour. It was therefore concluded that GARP is not a main regulator of tuber sprouting.
Analysis of microarray data from dormant and sprouting tuber buds also led to the
identification of the dUTPase as a molecular marker for reactivation of potato tuber
meristems. Further investigations also revealed an early up-regulation of dUTPase gene
expression before visible sprouting occurs.

Anlysis of transcriptional changes during a “sprout release assay” experiment led to a
better understanding of the molecular changes during tuber sprouting. Interestingly, cell wall
biosynthesis and modification seem to be one of the earliest steps in the transition from
dormant to sprouting potato tubers. Re-entry of meristematic cells into cell cycle was also an
early event at the beginning of tuber sprouting. Using real-time PCR, an early induction of

genes encoding for cell cycle regulators of the G,/ S-phase transition could be verified. This



SUMMARY

confirmed the re-entry of tuber meristem cells of the at the end of tuber dormancy via G;-
phase.

A comparative analysis of microarray data derived from GAs- and BA induced tuber
sprouting, as well as dormant and sprouting tuber buds resulted in the identification of early,
general and late regulated genes during tuber sprouting. From this the KNOX-family gene
Stkn2 was identified as a potential regulator of tuber sprouting and a model of molecular
changes during tuber sprouting was deduced. Transgenic lines with an increased StKn2
expression showed strong phenotypic alterations. Interestingly, tuber buds from StKn2
overexpressing tubers showed earlier sprouting during a sprout release assay experiment.
Thus, Stkn2 is most likely involved in the reactivation of the tuber meristem at the end of the
dormancy period.

Comparison of transcriptional profiles from induced stolons and active tuber meristems
confirmed the hypothesis that tuber induction and sprouting are on the transcriptional level
mainly antagonistically regulated.

Comparative analysis of microarray data from tuber meristems and apical and axillary
shoot meristems revealed a similar similar regulation on the transcriptional level. More
detailed analysis revealed that at the transcriptional level, active tuber meristems are more
similar to axillary than to apical shoot meristems. Moreover, comparative analysis of potato
meristems led to the identification of specifically expressed genes. Most interesting of these
was a TCP-transcription factor which might be a good candidate to regulate potato tuber
dormancy.

To identify candidate genes for the isolation of tuber meristem-specific genes, an analysis
of transcriptome data from active tuber meristems and different meristematic and non-
meristematic potato tissues was performed. Through this analysis it was revealed that pPE is
expressed only in tuber meristems, making it an attractive candidate for the isolation of a

tuber meristem-specific promoter.
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2 EINLEITUNG

2.1 Die Kartoffel und ihre wirtschaftliche Bedeutun g

Die Kartoffel (Solanum tuberosum) gehdrt zur Familie der Nachtschattengewachse und ist
nach Reis und Weizen die drittwichtigste Kulturpflanze der Welt. Laut FAO (Food and
Agriculture Organization of the UN; www.fao.org) Ubertrifft die jahrliche Produktion 300
Millionen Tonnen. Etwa 60% der Knollenernte in Deutschland dient dem menschlichen
Verzehr. Der restliche Anteil wird als Tierfutter, fur die industrielle Produktion oder als
Saatgut verwendet. Da die Kartoffelknolle reich an Kohlenhydraten ist und zudem einen
hohen Gehalt an wertvollen Proteinen, Vitamin C, Mineralien und Spurenelementen aufweist,
stellt sie ein hochwertiges Grundnahrungsmittel dar. Dank ihrer groRen Anpassungsfahigkeit
werden Kartoffelpflanzen heutzutage auf der ganzen Welt angebaut und sind eine wichtige
Komponente im Kampf gegen das Hungerproblem in Entwicklungslandern. Da
Kartoffelknollen vor allem frisch verzehrt werden, besteht das ganze Jahr Uber ein hoher
Bedarf an Erntegut. Aufgrund der klimatischen Bedingungen in den Hauptanbaugebieten ist
es jedoch nicht méglich die Kartoffel das ganze Jahr hindurch anzubauen und zu ernten.
Eine Langzeitlagerung ist daher notwendig und die Aufrechterhaltung einer guten Qualitat
nach der Ernte ist sowohl fir Produzenten als auch fir Verarbeiter und Verbraucher
entscheidend. Da das Auskeimen von Kartoffelknollen mit der Remobilisierung von
Speicherstoffen wie Starke und Proteinen aber auch Wasserverlust einhergeht, ist dies ein
Hauptfaktor fiur eine Verringerung der Erntequalitat. Durch eine Lagerung bei niedrigen
Temperaturen kann die Keimung der Kartoffelknollen zwar verzégert werden, fiihrt aber auch
zu einem Abbau der Starke in reduzierende Zucker. Dieser auch als cold-induced
sweetening bezeichnete Prozess stellt vor allem bei der industriellen Verarbeitung der
Knollen ein Problem dar (Sonnewald, 2001).

Ein besseres Verstandnis der Regulation der Keimruhe von Kartoffelknollen ist daher sowohl
fur Verbraucher als auch fir die Landwirtschaft und Industrie von groRem Interesse und
konnte unter anderem zu einer Verbesserung der Lagerfahigkeit von Kartoffelknollen

beitragen.

2.2 Lebenszyklus der Kartoffelpflanze

Kartoffelpflanzen vermehren sich vor allem vegetativ Uber verdickte, unterirdische
Sprossorgane, die Kartoffelknollen. Nach einsetzender Knollenkeimung findet zunachst ein
Elongationswachstum des Keimes statt. Dabei wird der Keim mit Nahrstoffen in Form

l6slicher Zucker und Aminosauren aus der sogenannten ,Mutterknolle* versorgt. Wahrend
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der Keimung stellt die Knolle damit ein source-Organ fir die sich neu bildende Pflanze dar.
Source-Organe produzieren einen Uberschuf? an Assimilaten und weisen einen Netto-Export
an C- und N-Assimilaten auf. Sink-Organe sind dagegen durch einen Netto-Import
gekennzeichnet (Bresinsky et al., 2008). Sobald der Keim die Erdoberflache erreicht,
entwickeln sich die ersten Blatter und eine photosynthetisch aktive Kartoffelpflanze wachst
heran. Etwa zum Zeitpunkt der Bllte setzt an der Spitze der unterirdischen Sprossorgane,
den Stolonen, die Knollenbildung ein. Das anschlielende Knollenwachstum geht neben
einer stark erhohten Zellteilungsrate und Zellexpansion (Xu et al., 1998) mit einer massiven
Einlagerung von Assimilaten in Form von Stéarke und Speicherproteinen wie z.B. Patatin
einher (Fernie und Willmitzer, 2001). Wahrend des Wachstums stellt die Knolle daher ein
starkes Speicher-sink-Organ dar (Sonnewald und Willmitzer, 1992). Nach Absterben der
oberirdischen Pflanzenorgane bzw. nach der Ernte befinden sich die Knollenaugen in einer
Phase der Keimruhe, die auch als Dormanz bezeichnet wird (Burton, 1989). Erst nach
einiger Zeit der Lagerung wird die Keimruhe gebrochen und eine sichtbare Knollenkeimung

setzt ein. Damit beginnt der Lebenszyklus der Kartoffelpflanze von Neuem.

2.3 Kartoffelknollendormanz

Die Dormanz ist als eine Phase definiert, wahrend der selbst unter optimalen Bedingungen
kein Wachstum Meristem-haltiger Gewebe stattfindet (Sonnewald, 2001). Diese Phase der
Keimruhe ist eine Uberlebensstrategie, die der Pflanze ein Uberstehen ungiinstiger
Umweltbedingungen auf3erhalb der Vegetationsperiode ermdglicht (Suttle, 2004b). Bei
Kartoffelknollen beginnt diese bereits wahrend der Knolleninduktion (Burton, 1989). Die
Knolle selbst ist dabei weiterhin metabolisch aktiv (Suttle, 1996).

Die Keimruhe von Kartoffelknollen kann in zwei Phasen unterteilt werden. Die so genannte
innere oder Endodormanz wird durch ein Reihe endogener Faktoren im Meristem selbst
bestimmt und ist unabh&ngig von &aufReren Bedingungen (Hemberg, 1985; Turnbull und
Hanke, 1985; Lang et al., 1987). An die Endodormanz schlief3t sich eine Phase der
.erzwungenen“ Dormanz an, die durch &ufRRere Faktoren wie Kalte oder Trockenstress
aufrechterhalten wird (Hemberg, 1985; Turnbull und Hanke, 1985; Horvath et al., 2003).

2.3.1 Exogene Faktoren

Umweltfaktoren wie Temperatur, Wasserversorgung und Lichtperiode wahrend des
Wachstums der Pflanze und der Knollenlagerung koénnen die Lange der Dormanz
beeinflussen (Sonnewald, 2001). So weisen die Knollen von Pflanzen, die unter
Kurztagbedingungen gewachsen sind, eine kirzere Dormanzphase auf als die von Pflanzen

unter Langtagbedingungen (Emilsson, 1949). Hohe Temperaturen und Trockenheit wahrend
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der Knollenentwicklung fihren ebenfalls zu einer Verkirzung der Knollendormanz (Burton,
1989). Wahrend der Knollenlagerung fuhren hohe Temperaturen, hohe Luftfeuchtigkeit und
Verwundung zu vorzeitiger Keimung. Auch Sauerstoff- und Kohlendioxid-Gehalt wahrend der
Lagerung konnen die Lange der Keimruhe von Kartoffelknollen beeinflussen (Coleman,
1987; Suttle, 1996).

Zudem gibt es die Mdglichkeit durch synthetische bzw. natirliche Substanzen die Dauer der
Knollendormanz zu beeinflussen. Viele Keimungshemmer wirken zum Beispiel durch
Inhibierung der Zellteilung. Beispiele fur synthetische Keimungshemmer sind Chlorpropham
(CIPC) und Maleinsdurehydrazid (Sonnewald, 2001). Ein in Kartoffelknollen auch natirlich
vorkommender Inhibitor der Keimung ist 1,4-Dimethylnapthalene (DMN) Uber dessen genaue
Wirkung jedoch noch wenig bekannt ist (Campbell et al., 2010). Durch die Behandlung von
Kartoffelknollen mit Bromoethan (BE) ist eine Verkirzung der natirlichen Dormanz um zirka
zehn Tage moglich (Destefano-Beltran et al., 2006a).

Erst kirzlich konnte gezeigt werden, dass das atherische Ol der griinen Minze (Mentha
spicata L.; Spearmint) in hohen Dosen inhibierend und in geringen Dosen induzierend auf
die Knollenkeimung wirken kann (Teper-Bamnolker et al., 2010). Eine Behandlung der
Knollen mit synthetisch hergestelltem R-Carvon, dem Hauptbestandteil des Minzéls, fihrte

Dosis-abhéngig zur Inhibierung bzw. Induktion der Keimung (Teper-Bamnolker et al., 2010).

2.3.2 Endogene Faktoren

2.3.2.1 Genetische und epigenetische Kontrolle der Dormanz

Die Lange der Dormanzphase variiert zwischen verschiedenen Arten und Sorten (Emilsson,
1949; Burton, 1989) und ist somit unter genetischer Kontrolle. Mittels QTL-Analysen
(quantitative trait locus) identifizierten van den Berg et al. (1996) Genloci auf neun
verschiedenen Chromosomen, die entweder allein oder durch epistatische Interaktionen an
der Kontrolle der Knollendormanz beteiligt sind.
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass auch epigenetische Veranderungen im
Zusammenhang mit der Regulation der Endodormanz stehen. Law und Suttle wiesen 2002
eine transiente Demethylierung der Cytosine in 5-CCGG-3" Sequenzfolgen der DNA von
Knollenmeristemen kurz vor dem Brechen der Keimruhe nach (Law und Suttle, 2003). Da
bekannt ist, dass eine erhdhte Methylierung von Cytosinen in Promotorregionen mit einer
Verringerung der Genexpression einhergeht (Bender, 2004), deutet dies auf Veranderungen
der Genexpression kurz vor Einsetzen der Knollenkeimung hin. Da die transiente
Demethylierung einer de novo DNA-Synthese bei der Meristem-Reaktivierung vorausgeht,
stellt diese eine der ersten nachweisbaren Veranderungen beim Ubergang von dormanten
zu aktiven Knollenmeristemen dar (Law und Suttle, 2003). Ein Jahr spéater konnten Law und
7
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Suttle eine transient erhohte Deacetylierung der Histone H3 und H4 zum Zeitpunkt der
Knollenkeimung nachweisen, was eine Verdnderung der Chromatinstruktur bewirkt.
Zusammengenommen kann die Hypothese aufgestellt werden, dass eine transiente
Demethylierung der DNA mit anschlieRender Histon-Deacetylierung zu einer veranderten
Genexpression fuhren, die schlie3lich die Reaktivierung des Knollenmeristems verursacht
(Horvath et al., 2003; Law und Suttle, 2004).

2.3.2.2 Einfluss von Phytohormonen auf die Knollend ormanz

Wie bei den meisten pflanzlichen Entwicklungsvorgangen spielen auch bei der Dormanz von
Kartoffelknollen Phytohormone eine entscheidende Rolle. Im Allgemeinen wird
angenommen, dass die Dormanz durch ein Zusammenspiel verschiedener
wachstumsfordernder bzw. inhibitorischer Phytohormone reguliert wird. Die Rolle einzelner
Phytohormone bei der Regulation der Dormanz bzw. Knollenkeimung ist im Detail noch nicht
klar verstanden. Der gegenwartige Stand des Wissens ist im Folgenden néher beschrieben

und in Abbildung 1 schematisch zusammengefasst.

Gibberellin (GA)
Gibberelline sind Phytohormone, die Pflanzenwachstum und -entwicklung férdern. Bereits
1955 konnten Brian et al. nachweisen, dass die Keimruhe von Kartoffelknollen durch
exogene Applikation von GAs; gebrochen werden kann. Dies konnte in spateren,
unabhangigen Studien bestétigt werden (Rappaport et al., 1957; Hemberg, 1985). Weiterhin
konnte nachgeweisen werden, dass der Gehalt an aktivem GA; am Ende der Dormanzphase
und mit Beginn des Keimwachstums ansteigt (Smith und Rappaport, 1961; Suttle, 2004a).
Transgene Kartoffelpflanzen, die die StGA20-Oxidasel, ein Enzym der GA-Biosynthese,
Uberexprimierten, zeigten eine verfrihte Knollenkeimung und stark verlangerte Keime
(Carrera et al.,, 2000). Entsprechende Antisense-Linien zur Verringerung der StGA20-ox1
Genexpression zeigten dagegen keine Veranderungen im Keimverhalten, aber deutlich
verklrzte Internodien der Knollenkeime (Carrera et al., 2000). Dies deutet zwar darauf hin,
dass Gibberellin einen starken Einfluss auf das Wachstum der Knollenkeime austbt,
allerdings bleibt unklar, ob Gibberelline direkt an der Initiation der Knollenkeimung beteiligt
sind. Die Tatsache, dass Antisense-Linien kein verandertes Keimverhalten aufwiesen, deutet
nach Carrera et al. (1999) darauf hin, dass die StGA20-ox1 nicht an der Regulation der
Knollendormanz beteiligt ist. Da noch zwei weitere GA20-Oxidasen in Kartoffel identifiziert
wurden (Carrera et al., 1999), spekulierten die Autoren lber eine Beteiligung dieser
Isoformen an der Knollendormanz. Kloosterman et al. (2007) konnten durch eine
Uberexpression der StGA2-ox1, einem GA inaktivierenden Enzym, zeigen, dass ein

reduzierter GA-Gehalt das Wachstum und die Entwicklung von Kartoffelpflanzen stark
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beeinflusst und zu Zwergenwuchs, verkirzten Stolonen und Knollenkeimen sowie einer
Reduktion des Knollenertrags fuhrt. Allerdings war das Keimverhalten entsprechender
Knollen ebenfalls unverandert (Kloosterman et al., 2007). Die Analysen transgener Pflanzen
mit verdndertem GA-Gehalt zeigten, dass Gibberelline eine entscheidende Rolle bei
Wachstum und Entwicklung der Pflanzen und Knollenkeime spielen. Inwieweit GAs jedoch

an der Regulation der Keimruhe von Kartoffelknollen beteiligt sind, bleibt unklar.

Cytokinin (CK)

Cytokinine sind Pflanzenhormone, die an der Regulation der Zellteilung und -differenzierung,
des Pflanzenwachstums und der Entwicklung beteiligt sind (Werner et al., 2003; Sakakibara,
2006). Die Erhohung des endogenen Cytokinin-Gehalts durch Uberexpression einer
Isopentenyltransferase (IPT) aus Agrobakterium tumefaciens fuhrte in Pflanzen zu
Zwergenwuchs, einem Verlust der apikalen Dominanz, einer verzégerten Seneszenz und
verminderten Wurzelbildung (Hedden und Phillips, 2000b). Die exogene Applikation von
Zeatin als natirlichem bzw. Kinetin als synthetischem Cytokinin auf dormante Knollen
bewirkte eine vorzeitige Induktion der Keimung (Hemberg, 1970). Allerdings war dieser
Effekt nur kurzzeitig nach Einsetzen der Dormanz bzw. vor deren Ende zu beobachten. Dies
fuhrten Turnbull und Hanke (1985) auf eine Verdnderung in der Sensitivitat des Gewebes auf
Cytokinin zurtick. Die Zunahme der Sensitivitdt auf Cytokinin wahrend der Dormanz von
Kartoffelknollen konnte 2001 durch J. C. Suttle bestatigt werden. Endogene Cytokinine, wie
Zeatinribosid oder Isopentenyladenosin, waren nach der Ernte und wahrend der Dormanz
nur in geringen Mengen in Knollen nachweisbar. Bereits kurz vor bzw. bei Knollenkeimung
stieg der Cytokinin-Gehalt jedoch deutlich an (Turnbull, 1985b; Sukhova et al., 1993; Sulttle,
1998b).

Aufgrund der oben erwahnten Ergebnisse und der Beobachtung, dass eine exogene
Cytokiningabe das Wachstum nach einsetzender Keimung nicht weiter beschleunigen
konnte (Turnbull und Hanke, 1985), wird Cytokinin eine Rolle bei der Initiation der Keimung

aber nicht beim weiteren Wachstum des Keimes zugesprochen (Turnbull und Hanke, 1985).

Auxin (AUX)
Die Rolle von Auxin bei der Regulation der Dormanz von Kartoffelknollen wurde in der
Literatur bisher kontrovers beschrieben. In hohen Konzentrationen konnte Auxin in Form von
Indol-3-essigsaure (IAA) bzw. Naphthylessigsaure (NAA) die Keimung von Kartoffelknollen
verhindern (Denny, 1945). Geringe Dosen von Auxin fihrten zwar nicht zu einer Induktion
der Keimung, férderten aber das Auswachsen nicht-dormanter Knollenaugen (Hemberg,
1949). Erste Messungen endogener IAA-Gehalte in Kartoffelknollen mittels Bioassay bzw.

HPLC ergaben einen geringen Auxin-Gehalt in dormantem Knollengewebe, der erst mit dem
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Einsetzen der Keimung anstieg (Hemberg, 1949; Sukhova et al., 1993). Erst kirzlich
durchgefuihrte Analysen mittels GC-MS ergaben jedoch, dass der endogene IAA-Gehalt zu
Beginn der Dormanz am héchsten ist und bis zum Einsetzen der Keimung unter einen
bestimmten Schwellenwert absinken muss (Sorce et al, 2009). Mittels einer
immunocytochemischen Lokalisation durch monoklonale anti-IAA Antikérper wiesen Sorce et
al. (2009) eine Akkumulation von freiem IAA in dormanten Knollen im Bereich des apikalen
Meristems, im darunterliegenden vaskuldren System und in Blattprimordien nach. In
keimenden Knollenaugen war freies IAA am stéarksten in den lateralen Meristemen
nachweisbar. Auxin scheint daher nicht direkt an der Brechung der Keimruhe sondern
vielmehr an vorbereitenden Prozessen wie der Ausreifung des vaskularen Systems beteiligt
zu sein. Nach dem Ende der Dormanz fordert Auxin das Wachstum und die Entwicklung des
Knollenkeims (Suttle, 2004b).

Abszisinsaure (ABA)

Bereits 1949 postulierte T. Hemberg, dass ein Inhibitor an der Regulation der
Kartoffelknollendormanz beteiligt sein konnte. Vier Jahre spater wurde lber einen als
»Inhibitor- -Komplex" bezeichneten Hemmstoff der Keimung berichtet (Bennet-Clark und
Kefford, 1953). Erst 1966 konnte ABA als wichtiger Bestandteil dieses Komplexes identifiziert
werden (Cornforth et al., 1966). Die exogene Behandlung von Kartoffelknollen mit ABA fihrte
zu einer transienten und Dosis-abhangigen Hemmung der Knollenkeimung (El-Antably et al.,
1967). Messungen endogener ABA-Gehalte ergaben einen hohen Gehalt in frisch geernteten
Knollen, der bis zum Einsetzen der Keimung stetig absank (Coleman und King, 1984; Suttle,
1995; Biemelt et al., 2000). Dieses Absinken des ABA-Gehalts war jedoch unabhéngig vom
Keimverhalten der Kartoffelknollen und hatte somit keinen direkten Einfluss auf die
Knollenkeimung. Da es keinen genauen Schwellenwert fir ABA zur Induktion der Keimung
gibt, deutet dies darauf hin, dass hierfir noch eine Reihe weiterer Regulatoren benttigt
werden (Suttle, 2004b). Inhibitorstudien mit Fluridon, einem Hemmstoff der
ABA-Biosynthese, mit in vitro Knollen deuteten darauf hin, dass eine kontinuierliche
Biosynthese von ABA in Knollenaugen sowohl fir die Induktion als auch fir die
Aufrechterhaltung der Dormanz entscheidend ist (Suttle und Hultstrand, 1994). Destefano-
Beltran et al. (2006b) konnten zeigen, dass der endogene ABA-Gehalt in Kartoffelknollen
durch eine Balance zwischen Auf- und Abbau reguliert wird. Der Aufbau wird hauptséchlich
Uber die Genexpression einer 9-cis-Epoxycarotenoid Dioxygenase (NCED) und der Abbau
Uber eine ABA 8'-Hydroxylase (P450 CYP707A) kontrolliert (Destefano-Beltran et al.,
2006b).

10
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Andere Phytohormone
Uber den Einfluss von Ethylen auf die Knollendormanz gibt es eine Reihe zum Teil sehr
widerspruchlicher Daten. Wahrend Claassens et al. (2005) uber eine fordernde Wirkung von
exogenem Ethylen auf die Keimung von in vitro Knollen berichteten, zeigten Prange et al.
(1998), dass eine dauerhafte Ethylen-Behandlung die Keimung unterdriicken kann. Wie sich
herausstellte hangt die Wirkung von exogenem Ethylen auf die Knollendormanz sehr
wahrscheinlich von der Behandlungsdauer ab. Eine kurzzeitige Behandlung fuhrt zu einem
verfriihten Ende der Dormanz wahrend eine dauerhafte Ethylenbehandlung die Keimung
inhibiert  (Rylski et al., 1974). Messungen endogener Ethylen-Gehalte und
Inhibitorexperimente fuhrten zu der Hypothese, dass Ethylen zusammen mit ABA an der
Initiation der Dormanz beteiligt ist (Suttle, 1998a, 2004b).
Wahrend eine férdernde Wirkung von Jasmonsaure (JA) bei der Knolleninduktion
beschrieben wird (Pelacho und Mingo-Castel, 1991), ist die Rolle von JA bei der
Knollendormanz auch nach Messungen endogener Gehalte in Knollen und Keimen nach wie
vor unklar (Suttle, 2004b).
Ob und inwieweit die in Raps als wachstumsfordernde Substanzen isolierten
Brassinosteroide an der Regulation der Dormanz von Kartoffelknollen beteiligt sind, ist
ebenfalls noch weitgehend unbekannt (Suttle, 2004b).
Das erst kirzlich in Arabidopsis und Erbse entdeckte Phytohormon Strigolakton gilt als
Inhibitor des Verzweigungswachstums der Pflanzen (Gomez-Roldan et al., 2008; Umehara
et al., 2008). Im Zusammenspiel mit Auxin ist Strigolakton an der Aufrechterhaltung der
apikalen Dominanz bzw. korrelativen Inhibierung beteiligt (Ferguson und Beveridge, 2009).

Ob Strigolakton auch die Knollenkeimung beeinflusst, wurde bisher noch nicht untersucht.

AUX
GA GA

ETH CK AUX

17 ABA —0m— — l l
<
& >

Dormanz

Keimung /
\e

Abb. 1: Schematischer Uberblick iiber die Rolle versc hiedener Phytohormone bei der Knollendormanz

bzw. -keimung soweit aus der Literatur bekannt (modifiziert nach Suttle, 2004b).

Die Phase der Dormanz lasst sich in Initiation, Aufrechterhaltung und Termination untergliederen und wird Uber
ETH, AUX und vor allem ABA reguliert. Bei der Initiation der Keimung vermittelt durch CK und/ oder GA wird das
Knollenmeristem reaktiviert und die Keimruhe gebrochen. Anschlieend unterstiitzen AUX und GA das
Auswachsen des Knollenkeims. ETH — Ethylen; ABA — Abszisinsaure; AUX — Auxin; CK — Cytokinin; GA —
Gibberellin
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2.3.2.3 Metabolische und Strukturelle Veranderungen

Metabolische Veranderungen
Ein Grund warum Phytohormone nicht immer eindeutig auf die Knollendormanz wirken
kénnte sein, dass die Zellen der Knollenmeristeme erst eine gewisse metabolische
Kompetenz erreichen missen (Sonnewald, 2001). Wie eingangs erwahnt entwickeln sich
Knollen von einem sink-Organ fir Assimilate zu einem source-Organ fur die
Nahrstoffversorgung der neuen Pflanze (Prat et al., 1990; Visser et al., 1994). Dabei wird der
Zellstoffwechsel von einer Netto-Synthese von Speicherstoffen zu einem Netto-Abbau
umgestellt (Hajirezaei et al., 2003). Durch den Abbau von Starke und Speicherproteinen
werden losliche Zucker und Aminoséauren gebildet. Die l6slichen Zucker werden in Form von
Saccharose aus dem Knollenparenchym udber das Phloem in den wachsenden Keim
transportiert (Hajirezaei et al., 2003). Da die Knollenkeimung bereits vor einem
detektierbarem Starkeabbau einsetzt, wurde postuliert, dass das initiale Wachstum des
Keims durch bereits vorgebildete Saccharose erfolgt (Sonnewald, 2001; Hajirezaei et al.,
2003). Dies konnte durch die Knollen-spezifische Expression einer bakteriellen
Pyrophosphatase bestatigt werden, was zu einer Erhdhung des Saccharosegehalts fihrte
(Farre et al.,, 2001). Knollen mit erhbhtem Saccharosegehalt keimten sechs bis sieben
Wochen friiher als die des Wildtyps (Farre et al., 2001). Interessanterweise wiesen Knollen
von Pflanzen mit einer Uberexpression der Pyrophosphatase unter Kontrolle des
konstitutiven, chimaren ST-LS1/ 35S-Promoters einen entgegengesetzten Phanotyp auf, d.h.
diese Knollen keimten nicht (Hajirezaei und Sonnewald, 1999). Weiterhin konnten Hajirezaei
et al. (2003) zeigen, dass die Phloem-spezifische Expression einer zytosolischen Invertase
aus Hefe, die Saccharose in Glukose und Fruktose hydrolysiert, zu einer Unterversorgung
des Keims mit Saccharose fihrt (Hajirezaei et al., 2003). Zwar war ein Brechen der
Keimruhe entsprechender transgener Knollen zu beobachten, es erfolgte aber kein weiteres
Wachstum des Knollenkeimes (Hajirezaei et al., 2003). Saccharose scheint daher keine
Rolle beim Beenden der Dormanz zu spielen, ist aber essentiell fir ein Auswachsen des
Keims. Weitere Arbeiten berichteten Uber eine verfriihte Knollenkeimung durch Expression
der Invertase im Zytosol (Fernie und Willmitzer, 2001) und eine verzégerte Keimung durch
Antisense-Inhibierung der zytosolischen Starkephosphorylase (Duwenig et al., 1997) oder
durch die Uberexpression einer bakteriellen Phosphoglukomutase (PGM) (Lytovchenko et
al., 2005). Laut Lytovchenko et al. (2005) deutet dies darauf hin, dass der

Kohlenhydratstatus ein wichtiger Faktor fiir die Regulation der Lange der Dormanzphase ist.

Strukturelle Veranderungen
Mithilfe des fluoreszierenden Farbstoffs Carboxyfluorescein Diacetat (CFDA) konnte

nachgewiesen werden, dass die Knollenmeristeme in dormanten Knollen symplastisch
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isoliert sind (Viola et al., 2007; Hancock et al., 2008). Dadurch entsteht eine
Substratunterversorgung der Knollenaugen und ein Austreiben des Knollenkeims wird
verhindert (Hancock et al., 2008). Es wird vermutet, dass beim Ubergang von dormanten zu
keimenden Knollenaugen die symplastische Verbindung wiederhergestellt und so die
Nahrstoffversorgung des Keims fir das Elongationswachstum gewahrleistet wird (Viola et al.,
2007; Hancock et al., 2008). Die Wiederherstellung der symplastischen Verbindung der

Knollenaugen ist demnach eine Grundvoraussetzung fir das Einsetzen der Knollenkeimung.

2.4 Biosynthese und Signaltransduktion von Gibberel lin

Gibberelline sind Phytohormone, die wahrend des gesamten pflanzlichen Lebenszyklus
vielfaltige Wachstums- und Entwicklungsprozesse wie Samenkeimung,
Streckungswachstum, Bluhinduktion, Pollenkeimung, das Auswachsen von
Pollenschlauchen und die Entwicklung parthenokarper Friichte stimulieren (Hedden und
Kamiya, 1997). Entdeckt wurden Gibberelline in den 1950er Jahren in Filtraten des Pilzes
Gibberella fujikuroi. Mit diesem Pilz infizierte Reispflanzen zeigten ein verstéarktes
Streckungswachstum und eine verringerte Halmstabilitdit, was zum Umknicken und
Absterben der Pflanzen und somit zu einem reduzierten Ertrag flhrte. Diese Reis-Krankheit

war in Japan seit den frihen 1800er Jahren als bakanae oder foolish seedling bekannt.

2.4.1 GA-Biosynthese

Bis heute sind 126 verschiedene Gibberelline bekannt, von denen jedoch nur vier biologisch
aktiv sind: GA;, GA; (gibberellic acid), GA, und GA; (Hedden und Phillips, 2000a). Die
Nummerierung der Gibberelline entspricht der Reihenfolge ihrer Entdeckung. Alle nicht-
bioaktiven Gibberelline stellen Vorlaufer oder Intermediate der GA-Biosynthese bzw.
inaktivierte Formen dar.

Chemisch gesehen handelt es sich bei Gibberellinen um tetrazyklische Diterpene bestehend
aus vier Isopren-Einheiten. Die Biosynthese der Gibberelline kann in drei Teilschritte
gegliedert werden, die in unterschiedlichen subzellularen Kompartimenten stattfinden: im
Plastiden, im endoplasmatischen Retikulum (ER) und im Zytosol. Die GA-Biosynthese ist
nachfolgend zusammenfassend beschrieben und schematisch in Abbildung 2 dargestellt
(Hedden und Phillips, 2000a; Yamaguchi, 2008).

Der erste Schritt der GA-Biosynthese ist ein zweistufiger Zyklisierungsprozess und wird in
Plastiden durch Terpensynthasen katalysiert. Mithilfe der ent-Kopalyl-Diphosphatsynthase
(CPS) und ent-Kaurensynthase (KS) wird trans-Geranylgeranyldiphosphat (GGPP) in das

tetrazyklische Diterpen ent-Kauren umgewandelt.
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Im zweiten Schritt wird am endoplasmatischen Retikulum (ER) Uber eine vier-stufige
Oxidation durch Cytochrom P450 Monooxygenasen aus ent-Kauren GAj,-Aldehyd
synthetisiert. Wie ent-Kauren zuvor aus den Plastiden zum ER transportiert wird bleibt bisher
ungeklart. GA,-Aldehyd dient als Vorlaufer fur die Synthese aller weiteren Gibberelline. Die
GA7-Oxidase (GA7-Ox) oxidiert GA,-Aldehyd an Kohlenstoffatom sieben (C7) zum ersten
Gibberellin des Synthesewegs GA;,. Dieser Schritt kann durch den Inhibitor Paclobutrazol
gehemmt werden. Durch die Hydroxylierung von GA;, am C13-Atom durch die C13-
Hydroxylase wird Gibberellin GAg; synthetisiert.

Im dritten und letzten Abschnitt der GA-Biosynthese katalysieren 2-Oxoglutarat-abhangige
Dioxygenasen (ODD) alle weiteren Reaktionen im Zytosol. Ausgehend von GA,, erfolgt tiber
den ,C13-nicht-hydroxylierten Weg“ durch stufenweise Oxidation die Synthese des
Gibberellins GAg, was durch die GA20-Oxidase (GA20-ox) katalysiert wird. Anschlieend
hydroxyliert die GA3- -Hydroxylase (GA3-0x) GAy zum bioaktiven Gibberellin GA4. Alternativ
kann in einer zweistufigen Oxidation aus GAgy das bioaktive Gibberellin GA; synthetisiert
werden.

Ausgehend von dem am C13-Atom hydroxylierten GAs; (,C13-hydroxylierter Weg®)
katalysiert die GA20-ox die stufenweise Oxidation zu GA,. In einem weiteren Schritt
synthetisiert die GA3-ox durch Hydroxylierung am C3-Atom das bioaktive Gibberellin GA;.
Das nicht weiter verstoffwechselbare GA; entsteht durch eine zweistufige Oxidation von GA,q
uber GAs.

Eine weitere Oxidation durch eine GA2-Oxidase (GAZ2-ox) Uberfihrt GA,y bzw. GA; in die
inaktiven Formen GA,y bzw. GAg. Die C2-Oxidation von GAg bzw. GA, bildet die
entsprechenden inaktiven Produkte GAs; bzw. GAa,.

Eine weitere Moglichkeit der Inaktivierung von Gibberellinen ist die Epoxidierung, katalysiert
von ELONGATED UPPERMOST INTERNODE (EUI) (Zhu et al., 2006; Hartweck, 2008),
oder die Methylierung durch die GA-Methyltransferasen GAMT1 oder GAMT2
(zusammengefasst in Yamaguchi, 2008).

In Arabidopsis (Sponsel et al.,, 1997) und Kirbis (Pimenta Lange und Lange, 2006) ist in
erster Linie GA, als bioaktives Gibberellin zu finden, wéhrend in Kartoffel (van den Berg et
al., 1995; Carrera et al., 2000), Erbse (Ozga et al., 2009) und Spinat (Lee und Zeevaart,
2005) hauptsachlich GA; nachweisbar ist. Ob die Hydroxylierung am C13-Atom stattfindet
oder nicht, ist aber nicht nur abhdngig von der Pflanzenart sondern auch vom
Entwicklungszustand und/ oder dem jeweiligen Organ (Pimenta Lange und Lange, 2006).
Die Regulation der GA-Biosynthese erfolgt hauptsachlich durch feedback-Regulation der
Genexpression der GA20-ox bzw. GA3-ox und durch feedforward-Regulation der GA2-ox
(Yamaguchi, 2008). Arabidopsispflanzen mit einer Uberexpression der GA20-ox bzw.

GA2-ox zeigten neben weiteren phanotypischen Veranderungen ein verstarktes
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Elongationswachstum bzw. Zwergenwuchs (zusammengefasst in Hedden und Phillips,
2000b). Auch in Kartoffel fuhrte ein erhthter bzw. erniedrigter GA-Gehalt zu einem
entsprechenden Einfluss auf Wachstum und Entwicklung der Pflanzen (Carrera et al., 2000;
Kloosterman et al., 2007). Faktoren wie Licht, Temperatur und Stress kénnen den GA-Gehalt
durch Beeinflussung der Expression der GA2-ox, GA3-ox bzw. GA20-ox regulieren (Hedden
und Kamiya, 1997).

Plastid

GGPP
. Terpensynthasen

ent-Kauren

GA, (R=H) GA, (R=0OH)
(A Cytosol 4 !
ent-Kauren
P450 Monooxygenasen
GA,-Aldehyd
g
GA7-0x GA; GAs; GAzy &
»\ ?
GA3-0x ~o o N I GA2-0X I g >
___/—\\ \ £|>‘ §
GA12 GA12 > GA15 ) GA24 ) GA9 ) GA4 (E_)
c
GA20-0x GA3-0x 2
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GA13- Hydroxylase
_/\\ GA20-0x GA3-0X g
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Abb. 2: Schematischer Uberblick (iber die Gibberellin -Biosynthese

Nahere Beschreibung siehe Text. Bioaktive Gibberelline wurden griin unterlegt. Die Strukturformeln der
bioaktiven Gibberelline GA; bzw. GA4 sind oben rechts gezeigt. Die Oxidationsschritte der GA20-ox sind rot und
die der GA2-ox blau hervorgehoben. Abkiirzungen: GGPP — trans-Geranylgeranyldiphosphat, GA7-ox - GA7-
Oxidase; GA20-ox - GA20-Oxidase; GA3-ox - GAS3- -Hydroxylase; GA2-ox - GA2-Oxidase; ER -

endoplasmatisches Retikulum.

2.4.2 GA-Signaltransduktion

Negative Regulatoren der GA-Antwort wurden durch Charakterisierung sogenannter gain-of-
function Mutanten entdeckt (Daviere et al., 2008). Entsprechende Mutationen fuhren zu

konstitutiver GA-Signaltransduktion, was unter anderem eine verstarkte Sprosselongation
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bewirken kann (Olszewski et al., 2002). Negative Regulatoren der GA-Signaltransduktion
sind im Folgenden kurz dargestellt:

Die wichtigsten und am besten untersuchten Regulatoren der GA-Antwort sind die DELLA-
Proteine (Daviere et al., 2008). DELLA-Proteine gehtren zur GRAS-Proteinfamilie und
unterscheiden sich von anderen Familienmitgliedern durch eine konservierte N-terminale
DELLA-Doméne (Daviere et al., 2008). Wahrend in Reis (SLENDER RICE1; SLR1) und
Gerste (SLENDER1; SLN1) bisher nur ein DELLA-Protein gefunden wurde, sind in
Arabidopsis funf bekannt, die teilweise eine Uberlappende Funktion besitzen: GAIl (GA-
INSENSITIVE), RGA (REPRESSOR OF GA) und RGL1 - 3 (RGA-LIKE) (Daviere et al.,
2008). Weitere DELLA Proteine konnten auch in Mais und Weizen identifiziert werden
(Thomas und Sun, 2004; Hartweck, 2008). Diese reprimieren unter anderem die Expression
der Transkriptionsfaktoren PIF3 und PIF4 (PHYTOCHROME INTERACTING FACTORS)
(Daviere et al., 2008). PIF3 und PIF4 aktivieren Licht-abhangig die Expression von Genen,
die eine Rolle bei der Zellelongation spielen (Schwechheimer und Willige, 2009). Als weitere
Zielgene der DELLA-Proteine wurden die GA20-ox, die GA3-ox, GID1, die E3-Ligase
XERICO und eine Reihe von Transkriptionsfaktoren wie MYB, bHLH137, bHLH154 und
WRKY27 beschrieben (Daviere et al., 2008).

Der negative GA-Regulator SHORT INTERNODES (SHI) enthélt ein Zinkfinger Motiv und ist
vermutlich an der transkriptionellen Regulation von Zielgenen oder an der Proteolyse nach
Ubiquitinierung beteiligt (Fridborg et al., 1999). Wie genau SHI die GA-Signaltransduktion
beeinflusst ist jedoch noch unklar (Sun und Gubler, 2004). SPINDLY (SPY) ist eine Serin/
Threonin N-Acetylglukosamin (O-GIcNAc) Transferase (OGT), die durch posttranslationale
Modifikation die Aktivitat von Zielproteinen beeinflusst und so die GA-Signaltransduktion
negativ reguliert (Jacobsen und Olszewski, 1993). Als mdgliche Zielproteine werden DELLA-
Proteine diskutiert (Olszewski et al., 2002; Thomas und Sun, 2004). Zudem konnte gezeigt
werden, dass SPY nicht nur ein negativer Regulator der GA-Antwort sondern auch ein
positiver Regulator fur Cytokinin ist (Greenboim-Wainberg et al., 2005; Maymon et al., 2009).
Eine zweite OGT in Arabidopsis, SECRET AGENT (SEC), kann die Funktion von SPY zwar
teilweise Ubernehmen (Hartweck, 2008), dennoch wird angenommen, dass SEC kaum bzw.

keine Rolle bei der GA-Signaltransduktion spielt (Hartweck et al., 2006).

Positive Regulatoren der GA-Signaltransduktion wurden durch die Charakterisierung von
Mutanten gefunden, die keine Reaktion auf die exogene Zugabe von GA zeigten (Daviere et
al.,, 2008). Entsprechende Pflanzen kennzeichneten sich zudem durch Zwergenwuchs
(Daviere et al., 2008). Im Folgenden sind einige positive Regulatoren der GA-Antwort kurz

zusammengefasst:
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DWARF1 (D1) aus Reis ist die -Untereinheit eines heterotrimeren G-Proteins (G ), das an
der GA-Signaltransduktion beteiligt ist (Olszewski et al., 2002). In Arabidopsis konnte bisher
jedoch kein D1-Homologes identifiziert werden (Olszewski et al., 2002). Drei GA induzierbare
MYB-Transkriptionsfaktoren (GAMYB) wurden in Arabidopsis und einer in Gerste als positive
GA-Regulatoren identifiziert (Olszewski et al., 2002). Fir einen der drei
Transkriptionsfaktoren, GAMYB33, konnte gezeigt werden, dass dieser durch Stimulation
des in Blitenmeristemen exprimierten Gens LEAFY (LFY) an der GA-regulierten
Bluhinduktion beteiligt ist (zusammengefasst in Olszewski et al., 2002). GA-INSENITIVE
DWARF 2 (GID2) aus Reis und SLEEPY (SLY1) aus Arabidopsis kodieren fir F-Box
Proteine und sind Bestandteile des SCF-Komplexes (SKP/ Cullin/ F-box), einer E3-Ubiquitin-
Ligase (Sun und Gubler, 2004). GID2 und SLY1 beteiligen sich an der GA-
Signaltransduktion indem sie die Stabilitdit der negativen Regulatoren RGA und GAI
kontrollieren (Sun und Gubler, 2004; Thomas und Sun, 2004). Ein weiterer positiver
Regulator der GA-Signaltransduktion ist PICKLE (PKL), ein CHD3 Chromatinmodifikations-
Faktor (Olszewski et al., 2002). CHD3-Proteine spielen eine wichtige Rolle bei der DNA-
Methylierung und Histon-Deacetylierung und sind an der Repression der Transkription
beteiligt (Zhang et al., 1998). In Kartoffel konnte zudem PHOTOPERIOD RESPONSIVE1l
(PHORL1) als positiver Regulator der GA-Signaltransduktion identifiziert werden (Amador et
al., 2001). Die Uberexpression von PHORL1 fiihrte zu stark elongierten Internodien und
dessen Antisense-Inhibierung zu Zwergenwuchs (Amador et al., 2001). AuRerdem konnte
gezeigt werden, dass GA die Lokalisation von PHOR1 aus dem Zytoplasma in den Zellkern
bewirkt (Amador et al., 2001), was darauf hindeutet, dass PHOR1 durch Induktion der
Genexpression von Zielgenen bei der GA-Signaltransduktion wirkt (Olszewski et al., 2002;
Sun und Gubler, 2004). Erst vor kurzem wurde in Reis der losliche GA-Rezeptor GA-
INSENSITIVE DWARF1 (GID1) identifiziert (Ueguchi-Tanaka et al., 2005). In Arabidopsis
konnten bisher drei gewebespezifisch exprimierte GID1-Homologe identifiziert werden
(Griffiths et al., 2006).

Vereinfachtes Modell der GA-Signaltransduktion

In Abwesenheit von Gibberellin inhibieren DELLA-Proteine Transkriptionsfaktoren, die positiv
auf Wachstum und Entwicklung wirken. SPY aktiviert DELLA-Proteine posttranslational
durch O-GIcNAc Modifikation und Ubt so einen negativen Effekt auf die GA-Antwort aus
(Harberd et al., 2009). Bei Verfuigbarkeit von Gibberellin bindet GA an den Iéslichen GID1-
Rezeptor, woraufhin dieser eine Konformationsanderung eingeht und tUber den N-Terminus
eine Art Deckel Uber der GA-Bindetasche bildet (Hedden, 2008). An dessen Oberflache
kénnen anschlielend DELLA-Proteine binden (Hedden, 2008). Nach Ausbildung des GID1-

GA-DELLA-Komplexes erfahrt das DELLA-Protein eine Konformationsanderung, wodurch
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dieses von der SCF®®? E3-Ubiquitin-Ligase als Substrat erkannt, ubiquitiniert und iiber das
26S-Proteasom abgebaut wird (Hedden, 2008; Harberd et al., 2009). Dadurch werden unter
anderem die von DELLA-Proteinen reprimierten Transkriptionsfaktoren wie PIF3 und PIF4
aktiviert und die Zellelongation geférdert (Hartweck, 2008).

Weiterhin induziert GA  (Uber second messenger-Molekile  die  GAMYB
Transkriptionsfaktoren, fihrt durch Aktivierung von PKL zu einer Chromatinmodifikation und
vermittelt den Transfer von PHORL1 aus dem Zytoplasma in den Zellkern. GA wirkt negativ
auf SHI, einen negativen Regulator der GA-Antwort. Durch diese Prozesse, die unter
anderem abhangig vom Gewebe bzw. Entwicklungszustand der Pflanze sind, werden Uber
Gibberellin gesteuerte Wachstums- und Entwicklungsprozesse reguliert. So wird unter
anderem die Transkription der GA20-ox und GA3-ox verringert und die der GA2-ox erhdéht,
was schlief3lich zu einer Reduktion bioaktiver Gibberelline fuhrt (Olszewski et al., 2002).

Ein schematischer Uberblick tiber die GA-Signaltransduktion ist in Abbildung 3 gezeigt.
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Abb. 3: Vereinfachtes Modell der Gibberellin Signal  transduktion abgeleitet von N. Olszewski et al. (2002)
und P. Hedden (2008)

Gezeigt sind einige Komponenten der GA-Signaltransduktion und deren mdgliche Verknipfung (A). In (B) ist
zuséatzlich der Abbau von DELLA-Proteinen in Anwesenheit von GA dargestellt. Nahere Beschreibung siehe Text.
Abkirzungen: DELLA — DELLA-Proteine; GA2-ox — GA2-Oxidase; GA3-ox — GA3-Oxidase; GA20-ox — GA20-
Oxidase; GAMYB — GA induzierbarer MYB-Transkriptionsfaktor; GID — GA INSENSITIVE DWARF; PHOR —
PHOTOPERIOD RESPONSIVE; PIF — PHYTOCHROME INTERACTING FACTOR; PKL — PICKLE; SCF — SCF-
Komplex; SHI — SHORT INTERNODES; SPY — SPINDLY; Ubi — Ubiquitin.

2.5 Aufrechterhaltung meristematischer Aktivitat, D ifferenzierung

und Zellproliferation in apikalen Sprossmeristemen

2.5.1 Allgemeine Funktion und Lokalisation pflanzli cher Meristeme

Pflanzen generieren wahrend ihres gesamten Lebens neue Organe und Gewebe. Dies wird
durch eine kleine Population teilungsaktiver, pluripotenter Stammzellen erreicht, die in den
Meristemen lokalisiert sind. Meristeme sorgen fur einen standigen Nachschub an Zellen fr
das Wachstum und die Differenzierung pflanzlicher Gewebe. Wahrend der Embryogenese
werden das apikale Sprossmeristem (shoot apical meristem, SAM) und das
Wurzelspitzenmeristem (root apical meristem, RAM), die beiden Hauptmeristeme der
Pflanzen, angelegt. Wahrend das RAM fir die Produktion aller Zellen der Haupt- und
Seitenwurzeln zustandig ist, sorgt das SAM fur einen standigen Nachschub an Zellen zur
Bildung von Spross-, Blatt- und Blitengewebe (Fletcher, 2002). In den Achseln der primaren
Sprossorgane befinden sich zusatzlich sekundére Meristeme, sogenannte Seitenmeristeme
(axillary meristems, AM), die fir das Verzweigungswachstum der Pflanzen entscheidend
sind. Weiterhin lassen sich auch im Kambium des pflanzlichen Gefal3systems
meristematische Zellen finden. Bei der Entwicklung der Bluten findet ein Ubergang vom
apikalen Meristem in ein Infloreszenzmeristem (inflorescence meristem, IM) statt, das zur
Ausbildung von Blitenmeristemen (flower meristem, FM) beféhigt ist (Carles und Fletcher,
2003; Bennett und Leyser, 2006).

Die Stolone der Kartoffelpflanze werden durch das Auswachsen unterirdischer
Seitenmeristeme des Stengels gebildet und die Seitenmeristeme an der Spitze des Stolons
reprasentieren nach Knollenbildung die Knollenaugen (Bennett und Leyser, 2006). Da nach
T. Bennet und O. Leyser (2006) die Aufrechterhaltung und Organogenese in apikalen und
lateralen Meristemen prinzipiell &hnlich verlauft, werden diese Prozesse in den folgenden

Abschnitten fur das besser untersuchte apikale Meristem vorgestellt.
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2.5.2 Aufbau des apikalen Sprossmeristems

Das apikale Sprossmeristem wird in sich Uberlappende Zonen und Schichten unterteilt. In
der zentralen Zone (central zone, CZ) befinden sich die pluripotenten Stammzellen, die fur
die Aufrechterhaltung der Meristemaktivitdt entscheidend sind. In den seitlich angrenzenden
Bereichen (peripheral zone, PZ), beginnen die Zellen mit der Entwicklung und
Differenzierung neuer Organe. Bildungszentren mit den Vorlauferzellen neuer Organe
werden auch als Primordien bezeichnet. Direkt unter der CZ befindet sich die rib zone (RZ),
deren Zellen zur Bildung der inneren Sprossorgane dienen. Zudem wird das SAM in drei
verschiedene Schichten unterteilt. Nach auf3en abgegrenzt wird es durch die jeweils eine
Zellschicht dicke L1- und L2-Schicht (layer). Die Zellen der L1 und L2 werden auch als
Tunika bezeichnet und dienen der Ausbildung der Epidermis und des subepidermalen
Gewebes. Hingegen bilden die Zellen der darunter liegenden L3-Schicht den sogenannten
Korpus und werden fir die Bildung von Mark und Gefal3system des Stamms und der inneren
Zellen von Blatt und Blute benétigt (Fletcher, 2002; Traas und Vernoux, 2002).

2.5.3 Initiation und Aufrechterhaltung meristematis cher Aktivitat in
Arabidopsis und Kartoffel

Die |Initiation und Aufrechterhaltung des apikalen Meristems erfolgt Uber den
Homdéodomanen-Transkriptionsfaktor WUSCHEL (WUS), der in einem kleinen, vierzelligen
Bereich in der L3-Schicht der CZ aktiv ist (Mayer et al., 1998). Dieser Bereich der WUS-
Expression agiert als Organisationszentrum (OC) und spezifiziert oberhalb angrenzende
Zellen als Stammzellen (Mayer et al., 1998). WUS induziert die Expression von CLAVATA3
(CLV3), einem Kkleinen sekretierbaren Protein. CLV3 fordert die Zellproliferation und
supprimiert in einem Feedback-Mechanismus Uber die Rezeptorkinase CLV1 die WUS-
Genexpression.  Durch den  WUS-CLV  feedback-Mechanismus  werden  die
Stammzellidentitat festgelegt und die GroRe des Meristems reguliert (zusammengefasst
beschrieben in Fleming, 2005).

Fir die Funktion des Meristems ist die Expression von KNOTTED1-like Hom&obox (KNOX)-
Transkriptionsfaktoren entscheidend (Galinha et al., 2009). In Arabidopsis gibt es vier KNOX-
Gene der Klasse [, die im SAM, nicht aber in Primordien, exprimiert werden. Hierzu z&hlen
SHOOT MERISTEMLESS (STM), BREVIPEDICELLUS (BP) und KN1-LIKE IN
ARABIDOPSIS THALIANA (KNAT) 2 und KNAT®6.

Eine Uberexpression von KNOX-Transkriptionsfaktoren in Arabidopsis fiihrte zur Bildung
ektopischer Meristeme auf Blattern wahrend entsprechende Mutanten kein funktionsfahiges
SAM aufrechterhalten konnten (Galinha et al., 2009). KNOX-Transkriptionsfaktoren halten
die Meristemfunktion Uber die Beeinflussung des Hormonhaushalts aufrecht. So konnte

gezeigt werden, dass KNOX-Gene die Expression des GA-Biosynthesegens GA20-ox in
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Meristemen reprimieren und die Expression einer GA2-ox an der Grenze zwischen Meristem
und Blattprimordium stimulieren (Tanaka-Ueguchi et al., 1998; Nagasaki et al., 2001; Hay et
al., 2002; Bolduc und Hake, 2009). Zudem wirken KNOX-Transkriptionsfaktoren positiv auf
die Expression des Cytokinin-Biosynthesegens Isopentenyltransferase 7 (ipt) und der
negativen Cytokinin Regulatoren ARABIDOPSIS RESPONSE REGULATOR type A (Typ A
ARR) 5 und Typ A ARR7. Die Uberexpression von KNOX-Genen in Arabidopsis fiihrte zu
einem erhohten Cytokinin-Gehalt (Yanai et al., 2005), wobei Cytokinin wiederum die
Zellteilung tber die Induktion der Genexpression von Cyklin D3 stimuliert. WUS reprimiert
die Expression von Typ A ARR-Genen, was fir die Aufrechterhaltung der Pluripotenz
meristematischer Zellen wichtig ist (Galinha et al., 2009). Ein hoher Gehalt an Cytokinin und
ein niedriger GA-Gehalt sind fUr die Funktion des Meristems entscheidend. Zusatzlich
unterdriickt STM die Expression der Transkriptionsfaktoren ASYMMETRIC LEAVES (AS) 1
und 2, die fir die Blattinitiation relevant sind (Galinha et al., 2009).

In Kartoffel gibt es nach Hannapel (2010) sechs KNOX-Transkriptionsfaktoren, die
zusammen mit ihren Interaktionspartnern BELLRINGER (BEL) 1-like im Phloem transportiert
werden. Sieben BEL1-like Transkriptionsfaktoren sind in Kartoffel bekannt (StBEL5, 11, 13,
14, 22, 29 und 30). Fur das Kartoffel KNOX-Protein POTH1 und BEL5 konnte Uber das Hefe-
Zwei-Hybrid-System eine Interaktion nachgewiesen werden (Chen et al., 2003). Die
volllangen mMRNAs beider Transkriptionsfaktoren konnten auch im Phloem nachgewiesen
werden, was auf eine Funktion dieser Transkriptionsfaktoren als Fernsignale zur Regulation
verschiedener Entwicklungsprozesse hindeutet (Campbell et al, 2008a). Eine
Uberexpression von POTH1 bzw. StBEL5 in Kartoffel filhrte zur einer verstarkten
Knollenproduktion (Chen et al., 2003).

2.5.4 Initiation neuer Organe

Durch einen gerichteten Auxin Transport tUber den Auxin-Efflux Transporter PIN-FORMED1
(PIN1) (Blakeslee et al., 2005) enstehen Auxin-Maxima am Rande des Meristems. Lokal
erhdhte Auxin Konzentrationen kennzeichnen die Stelle der Initiation von Blattprimordien und
unterdricken gemeinsam mit dem Transkriptionsfaktor AS1, der zur ARP-Proteinfamilie
gehdrt (ASYMMETRIC LEAVES1/ ROUGH SHEATH2/ PHANTASTICA), die Expression des
KNOX-Gens BP im Primordium (Galinha et al., 2009). Die Repression weiterer KNOX-Gene
und Expression von AS1 ermdglichen die Zelldifferenzierung und Entwicklung neuer Organe.
In den Pra-Vorlauferzellen der Primordien werden Gene wie ZWILLE/ PINHEAD (ZWI), PIN1
und HD-ZIP Proteine der Klasse Il exprimiert (Carraro et al., 2006). Die Expression bleibt in
spateren Stadien der Entwicklung neuer Organe erhalten. Bei der weiteren Differenzierung
wird AINTEGUMENTA (ANT), ein APETALA2 (AP)-ahnlicher Transkriptionsfaktor, der auch
als Marker fur die Primordien-Entwicklung gilt, exprimiert. ANT ist beim Auswachsen der

Primordien involviert, indem es Uber den Zellzyklusregulator Cyklin D3 die Zellzahl reguliert
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(Grandjean et al., 2004). Eine Uberexpression von ANT fiihrte unter anderem zu einer
Erhéhung der Zellzahl und zu vergroRerten Organen (Mizukami und Fischer, 2000).
Zusatzlich wird der Grenzbereich zwischen Meristem und neuem Organ ausgebildet (Carraro
et al., 2006). In diesem Grenzbereich wird JAGGED LATERAL ORGANS (JLO), ein Mitglied
der LBD-Proteinfamilie, exprimiert. Gemeinsam mit den NAC-Domanen
Transkriptionsfaktoren CUP-SHAPED COTYLEDON1 - 3 (CUC) und LATERAL ORGAN
BOUNDARIES (LOB) halt JLO die Grenze zwischen SAM und Primordium aufrecht (Rast
und Simon, 2008). Nach Differenzierung der Vorlauferzellen beginnen das Auswachsen des
neuen Blattorgans und die Aushbildung der dorso-ventralen Polaritdt des Blattes. Dies wird
durch die adaxial exprimierten Transkritpionsfaktoren YABBY und KANADI bzw. die abaxial
exprimierten HD-ZIPIII Transkriptionsfaktoren PHAVOLUTA (PHA), PHABULOSA (PHB) und
REVOLUTA (REV) determiniert (Carraro et al., 2006). YABBY-Transkriptionsfaktoren wie
YABBY3 (YAB3) und FILAMENTOUS FLOWER (FIL) ermdglichen unter anderem durch

Repression von KNOX-Genen die Zelldifferenzierung in Blattern (Carraro et al., 2006).

2.5.5 Allgemeine Zellzyklusreaktivierung und Zellzy  klus-Regulation

Neben der zuvor beschriebenen Expression bestimmter Transkriptionsfaktoren sind
meristematische Zellen vor allem auch durch eine hohe Zellteilungsaktivitat gekennzeichnet
(Carles und Fletcher, 2003). Die Zellteilung erfolgt im Rahmen des mitotischen Zellzyklus,
der in vier Phasen unterteilt wird: G; (gap), S (DNA-Synthese), G, und M (Mitose). Wahrend
der G;-Phase vergroBern sich die Zellen und bereiten sich auf die DNA-Replikation/
-Synthese vor, die wahrend der S-Phase erfolgt. Daran schlief3t sich die G,-Phase an, in der
eine weitere ZellvergréRerung und ein Vorbereiten auf die Mitose stattfinden, die sich
schlie3lich in der M-Phase ereignet. Nach Ablauf des mitotischen Zellzyklus entstehen aus
einer Zelle zwei Tochterzellen mit identischem genetischem Material.

Wahrend der Dormanz sind meristematische Zellen in ihrem Zellzyklus arretiert und werden
nach Ablauf dieser Phase wieder reaktiviert. Nach Van't Hof (1973) kann ein Zellzyklusarrest
an zwei Kontrollpunkten erfolgen: Gi/ S oder G,/ M. Der G;/ S Arrest wird auch als Gg-
Ruhephase bezeichnet. Campbell et al. (1996) konnten mittels Flusszytometrie nachweisen,
dass die Zellen dormanter Knollenmeristeme grof3tenteils in der Go/ G;-Phase des Zellzyklus
arretiert sind.

Die Regulation des Zellzyklus erfolgt Uber reversible Phosphorylierungen durch
Proteinkinasen und Phosphatasen, wobei vor allem die Aktivitat so genannter Cyklin-
abhangiger Kinase (CDK)-Komplexe beeinflusst wird (Menges et al., 2005). Diese Komplexe
bestehen aus der katalytischen CDK Untereinheit und einer kurzlebigen, regulatorischen
Cyklin (CYC) Untereinheit. Im Gegensatz zu anderen eukaryotischen Organismen wurden in

Pflanzen bisher zwei CDKs A und B beschrieben, wobei CDKA wahrend des gesamten
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Zellzyklus aktiv bleibt und sowohl am G,/ S-Ubergang als auch am G,/ M-Ubergang beteiligt
ist (Inze und De Veylder, 2006). Die folgende allgemeine Beschreibung der pflanzlichen
Zellzyklusregulation entstammt, soweit nicht anders angegeben, den Verdffentlichungen von
Horvath et al. (2003) bzw. Inze und Veylder (2006) und wurde in Abbildung 4 schematisch
dargestellt.

Beim Eintritt in die S-Phase dissoziiert das inhibitorische Protein ICK (INHIBITOR OF CDK;
auch KIP-RELATED PROTEIN genannt; KRP) vom CDKA-CYCD-Komplex und wird
Ubiquitin-abhé&ngig abgebaut. Dadurch kann die katalytische CDKA Untereinheit durch
Phosphorylierung aktiviert werden. Dieser Schritt wird katalysiert durch eine CDK-
aktivierende Kinase (CAK). Durch Bindung des DOCKING PROTEINS (DP) und des
Transkriptionsfaktors E2F inhibiert das RETINOBLASTOMA RELATED (RBR) Protein die
Transkription von Genen der DNA-Replikation und Zellzyklusregulation. Der aktivierte CDKA-
CYCD-Komplex hyperphosphoryliert das RBR-Protein, das daraufhin von DP und E2F
dissoziiert und so die Initiation der DNA-Replikation ermdglicht. Cyklin D wird anschlieRend
Ubiquitin-abhéngig abgebaut. Die Zellen gehen aus der G; in die S-Phase Uber.

Der Ubergang aus der G,- in die M-Phase wird durch die Induktion von Typ A und Typ B
Cyklinen und die Aktivitatt der CDKA und CDKB vermittelt. Nach aktivierender
Phosphorylierung der CDKs durch eine CAK und eine inhibitorische Phosphorylierung durch
ein Homologes der WEE1-Kinase aus Hefe ist der CDK-Cyklin Komplex zunachst noch
inaktiv. Erst nach Entfernen des inhibitorischen Phosphats durch eine zur CDC25 aus Hefe
homologe Phosphatase wird der Komplex aktiv und der Ubergang in die M-Phase
ermdglicht. Fir die Ausfihrung der Mitose ist ein Ubiquitin-abhangiger Abbau der Typ A und
Typ B Cykline nétig. Dies wird durch den ANAPHASE PROMOTING COMPLEX (APC)
reguliert. Eine Substratspezifitat wird durch Adapterproteine wie CDC20 (CELL DIVISION
CYCLE) und CCS52A1 (CELL CYCLE SWITCH), CCS52A2 und CCS52B erreicht. Wobei
CCS52A1 und 2 hauptséchlich von der spaten M- bis in die friihe G;-Phase exprimiert
werden und CCS52B von G,/M- bis in die M-Phase.

Der Zellzyklus unterliegt der phytohormonellen Kontrolle (zusammengefasst in Horvath et al.
2003). Dabei ist Auxin am proteolytischen Abbau der Cykline A, B und D beteiligt, induziert
aber auch die Expression von CDKA und Cyklin A und B. Gibberellin erhdht die Expression
der Cykline A, B und der CDKA und CAK. Das inhibitorische Protein ICK wird dagegen durch
ABA induziert. Cytokinin aktiviert die Expression der CDKA, der Cykline A, B und D und der
Phosphatase CDC25 (Horvath et al., 2003). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass
Cytokinin durch die Induktion von Cyklin D3 in Arabidopsis den Wiedereintritt ruhender

Zellen in den Zellzyklus bewirkt (Riou-Khamlichi et al., 1999). Die Uberexpression von
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CYCDS3;1 in Arabidopsis fiihrte zu Cytokinin-unabhéangigem Kalluswachstum (Riou-
Khamlichi et al., 1999).

CDKA @ CAK CDKA
CYCD \ CYCD

P
P
) 9 0
RBR

Proteolyse
von ICK

Ende der Mitose:
Proteolyse von CYCA/B
durch den APC

CDC20
CCS52B

RBR

!

Aktivierung von Genen fur
den Eintritt in die S-Phase

CDKA/B WEE1
l CYCAB I CAK
CDC25

Abb. 4: Vereinfachtes Schema der Zellzyklusregulati  on in Pflanzen (modifiziert nach Horvath et al., 2003)

Beschreibung siehe Text. Abkiirzungen: CYC — Cyklin; CDK — Cyklin-abhangige Kinase; CAK — CDK aktivierende

Kinase; ICK — CDK inhibierendes Protein; APC — ANAPHASE PROMOTING COMPLEX; RBR — Retinoblastoma-
related Protein; DP — DOCKING PROTEIN; CDC — CELL DIVISION CYCLE.
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2.6 Zielsetzung der Arbeit

Im Rahmen dieser Arbeit sollten in verschiedenen Ansatzen die molekularen Mechanismen

der Regulation der Keimruhe von Kartoffelknollen untersucht werden. Dies sollte zum einen

durch Charakterisierung transgener Pflanzen und zum anderen durch Analyse und Vergleich

von Transkriptomdaten unterschiedlicher Kartoffelgewebe und Entwicklungszustinde

erreicht werden. Folgendes sollte dabei untersucht werden:

1) Mithilfe transgener Pflanzen mit erhdhtem bzw. verringertem endogenen GA-Gehalt

2)

sollte untersucht werden, welchen Einfluss das Phytohormon Gibberellin auf Wachstum

und Entwicklung von Kartoffelpflanzen und insbesondere auf die Knollenkeimung hat.

Durch Analyse und Vergleich verschiedener Transkriptomdaten aus Experimenten zur
Knollenkeimung bzw. verschiedenen Kartoffelgeweben sollten folgende Fragestellungen

geklart werden:

Welche Gene werden in dormanten bzw. keimenden Knollenaugen differentiell
reguliert und lassen sich durch diesen Vergleich Regulatoren der Keimruhe von
Kartoffelknollen finden?

Lasst sich durch Mikroarrayanalysen ein molekularer Marker fur das Einsetzen der
Knollenkeimung finden?

Welche transkriptionellen Verdnderungen finden im Verlauf der Knollenkeimung
statt?

Welche Gene werden frih, generell bzw. spéat bei der Knollenkeimung reguliert und
welchen Einfluss hat das dabei identifizierte KNOX-Gen StKn2 auf die
Knollenkeimung?

Sind Knolleninduktion bzw. Knollenkeimung auf transkriptioneller Ebene &hnlich oder
eher anatgonistisch reguliert?

Welche Gene sind spezifisch bzw. gemeinsam in apikalen bzw. axillaren
Sprossmeristemen und bei Knollenkeimung exprimiert? Sind Knollenmeristeme auf
transkriptioneller Ebene eher mit apikalen oder axillaren Sprossmeristemen
vergleichbar? Welche Gene sind spezifisch in aktiven Knollenmeristemen reguliert?
Ist es mdoglich durch eine vergleichende Analyse von Mikroarraydaten
Kandidatengene fir die Isolierung Knollenmeristem-spezifischer Promotoren zu

finden?
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Chemikalien, Enzyme und Verbrauchsmaterialien

Soweit nicht anders angegeben wurden die verwendeten Chemikalien, Enzyme und
Verbrauchsmaterialien von den Firmen Carl Roth GmbH (Karlsruhe), Sigma-Aldrich (St.
Louis, USA), Fermentas (St. Leon-Rot), Roche Diagnostics GmbH (Mannheim) und VWR
(Darmstadt) bezogen. Die fir die Kultivierung von Pflanzen in den Gewachshausern
notwendigen Materialien stammen von der Bayerischen Gartnereigenossenschaft e. G.,
Nurnberg.

Radioaktive Chemikalien wurden von der Firma Hartmann Analytic (Braunschweig) und Kits
zur Aufreinigung von Plasmiden, PCR Produkten und DNA Fragmenten aus Agarosegelen
von Qiagen (Hilden) bezogen.

3.2 Bakterienstamme

Fur allgemeine Klonierungsverfahren und Pflanzentransformation wurden die in Tabelle 1

aufgefuihrten Bakterienstamme eingesetzt.

Tab. 1. Verwendete Bakterienstamme

Stamm relevanter Genotyp Herkunft/ Referenz

E. coli XL1 Blue recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F Bullock et al. (1987)
proAB lacl’Z M15 Tn10 (Tet")]

E. coli TOP10F’ F-(TetR) mcrA D(mrr-hsdRMS-mcrBC) f80lacZDM15 DlacX74 Invitrogen
deoR recAl araD139 D(ara-leu)7697 galU galK rspL (StrR)

end Al nupG
Agrobakterium Rif*: mit Helferplasmid pGV2260 Amp® (Deblaere et al., van Larebeke et al.,
tumefaciens 1985) (1974)

C58C1
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3.3 Vektoren

Fir allgemeine Klonierungsverfahren und Pflanzentransformation wurden die in Tabelle 2

aufgefuhrten Vektoren eingesetzt.

Tab. 2: Verwendete Vektoren

Bezeichnung Verwendung/ Resistenz Herkunft/ Referenz

pBinAR binarer Vektor, Kan" Hofgen und Willmitzer (1990)
pBinGFP binarer Vektor mit GFP, Kan® Dissertation J. Giese (2005)
pK7GWIWG2(II) binarer Vektor, Sm™/ Sp° Invitrogen (Karlsbad, USA)
PENTR/ D-TOPQ® E. coli Klonierungsvektor, Kan® Invitrogen (Karlsbad, USA)
pCR-Blunt E. coli Klonierungsvektor, Amp"® Invitrogen (Karlsbad, USA)
pCR2.1 E. coli Klonierungsvektor, Kan® Invitrogen (Karlsbad, USA)
pGEM-T® Easy E. coli Klonierungsvektor, Amp"® Promega (Madison, USA)

3.4 Oligonukleotide und Sequenzierungen

PCR-Primer wurden bei der Firma Metabion (Martinsried) bestellt und sind in Tabelle 3
aufgelistet. Primer fir ,Real-Time* PCR Analysen wurden mithilfe der Primer3plus Online-
Software (www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi) abgeleitet (Untergasser
et al.,, 2007). Sequenzierungen wurden von der Firma GATC Biotech AG (Konstanz)

durchgefihrt.

Tab. 3: In dieser Arbeit verwendete Oligonukleotide

Kinstlich angefiigte Sequenzen bzw. Schnittstellen fir Restriktionsenzyme sind in Grossbuchstaben angegeben.

Nr. Bezeichnung Zielgen Sequenz (5°-3")

MS1 MS-1 GARP CACCtggcaaagagtggttacaatgc
MS7 MS-3 GARP gttgccataaactcctttagg

MS8 5-BamHI-GARP-mit ATG GARP GGATCCatggcaaagagtggttacaatgc
MS10 3’-Sall-GARP GARP GTCGACttaagggcatttaggttttcc
MS11 3’-Sall-GARP-ohne STOP GARP GTCGACagggcatttaggttttcc
MS23 5’-Bam-SNAKIN1 Snakin-1 GGATCCatgaagttatttctattaac
MS24 3’-Sal-SNAKIN Snakin-1 GTCGACtcaagggcatttagac
MS25 5-BamHI-GIP1 GIP1-like GGATCCatggcgaagcttgtttc
MS26 3’-Sall-GIP1 GIP1-like GTCGACttaagggcattttggtc
MS27 5"-BamHI-GAST1 GAST1-like GGATCCatggctgggaaaatgagc
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MS28
MS46

MS54
MS63
MS64
MS201

MS202

MS211
MS212
MS213
MS214
MS221
MS222
MS225
MS226
MS258
MS259
MS272
MS273
MS274
MS275
MS278
MS279
MS280
MS281
MS306
MS307
MS340
MS341
MS342
MS343

3’-Sall-GAST1
5°-TF3-neu-Asp714_Let6
3'-TF3_Sall KOMPLETT
5’-Asp714-dUTPase
3’-Sall-dUTPase

5”-ubi3

3"-ubi3

5-CDC20.1_M.3793.C1_RT
3’-CDC20.1_M.3793.C1_RT
5-CDKB;2_M.1498.C1_RT
3’-CDKB;2_M.1498.C1_RT
5-CycD3.1_Q
3-CycD3.1_Q
5-dUTPase_Q2
3’-dUTPase_Q2

5-Let6_Q

3-Let6_Q

5-H4_Q

3-H4_Q

5"-CycAl_Q

3’-CycAl_Q

5-CycB_Q

3’-CycB_Q

5-CCS52B_Q
3’-CCS52B_Q

5-DP1_Q

3-DP1_Q

5"-WLIM2

3-WLIM2

5"-WLIM2_PE
3"-WLIM2_PE

GAST1-like
StKn2

Stkn2
dUTPase
dUTPase

ubi3 (L22576);
Kloosterman et al. (2005)
ubi3 (L22576);
Kloosterman et al. (2005)
CDC20.1

CDC20.2
CDKB;2
CDKB;2
Cyclin D3.1
Cyclin D3.1
dUTPase
dUTPase
StKn2
Stkn2
Histon H4
Histon H4
Cyclin Al
Cyclin Al
Cyclin B
Cyclin B
CCS52B
CCs52B
DP1

DP1
WLIM2
WLIM2
WLIM2_PE
WLIM2_PE

GTCGACtcatgggcactttgggcc
GGTACCgatcagatggaaggtggttctagtgg

GTCGACtcagagtagagacggtgtc
GGTACCatggcagaaaatcaaatcaactctcc
GTCGACttacactccggtggatccaaagccacc

ttccgacaccatcgacaatgt
cgaccatcctcaagctgctt

ctgttaaagcccttgcttgg
tgagttcaagcaagcaccag
tctgagctgcaacaactgct
gagtggctgtggtttccatt
caaagtctcaagcgcaaaca
aggctcaggtgaggatgaaa
tccctgaaatceccttttc
aggaacagcgatgctgagat
tcctttcatggacaccaaca
cagccaagagacgagggtag
gcaagggtttgggaaagg
tccactgattctcttcactcca
ccaaccctctgatttacgagac
gctgtatttttccctgactgct
ccatgctcatagcctccaaa
ccattccagtttcccaagaa
tcggcttgatgcttttictt
gacgacggagatgatgacag
ctgctgatggaggtgaaggt
gccagatgagtttgggacag
cacaagtcgtgtttcaagtgttc
ttgtagctgcctttctecttg
tcttcagctcgtaaattectete

gataaataatccatgttgagtcctg

3.5 Anzucht und Transformation von Bakterien

Die Kultivierung von E. coli erfolgte in bzw. auf LB-Medium mit entsprechenden Antibiotika

bei 37C und von Agrobakterium tumefaciens in bzw. auf YEB-Medium mit entsprechenden
Antibiotika bei 28C.

Zur Selektion wurden folgende Antibiotika-Konzentrationen eingesetzt:

Ampicilin: 100 g/ ml, Kanamycin: 50 g/ ml, Rifampicin: 50 g/ ml, Spectinomycin:

100 g/ ml, Streptomycin: 40 g/ ml
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Sonstige Zusatze: IPTG 40 M, X-Gal 40 g/ ml

Alle Antibiotika bzw. Zusatze wurden in Wasser geldst und sterilfiltriert. Ausnahmen:

Rifampicin wurde in DMSO (Dimethylsulfoxid) geldst und X-Gal (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-
-D-galactosid) in DMF (Dimethylformamid). Alle Antibiotika bzw. Zusdtze wurden den

Medien nach dem Autoklavieren in entsprechender Konzentration hinzugefugt.

Die Transformation von E. coli mittels Hitzeschock wurde nach Standardprotokoll bzw. nach

den Angaben des Herstellers der kompetenten Zellen durchgefiihrt. Die Selektion von

Transformanten erfolgte je nach Resistenzmarker des Plasmids durch Zugabe eines

geeigneten Antibiotikums in das entsprechende Medium.

Die Transformation von Agrobakterien mit binaren Vektorplasmiden wurde entsprechend der

Methode von Hofgen und Willmitzer (1990) ausgefuhrt.
3.6 Anzucht von Pflanzen

3.6.1 Anzucht von Solanum tuberosum cv. Solara

Kartoffelpflanzen (Solanum tuberosum L., Varietat Solara) wurden von Bioplant (Ebstorf)
erhalten und in Gewebekultur unter einem 16 h Licht/ 8 h Dunkelrhythmus bei 21<C, 50%
Luftfeuchte sowie einer Belichtung von ca. 150 E auf Murashige Skoog Medium mit 2%
(w/v) Saccharose (Murashige und Skoog, 1962) und geeigneten Hormonen und Antibiotika
kultiviert.

Fur weitere Analysen und Knollenproduktion wurden die Kartoffelpflanzen in einzelnen
Pflanztopfen (£ 20 cm, H6he 15,5 cm) im Gewachshaus angezogen. Die Pflanzen wurden
bei 16 h Licht mit Zusatzbeleuchtung [250 — 300 mmol quanta m™? s™] und 8 h Dunkelheit im
Gewachshaus kultiviert. Die relative Feuchte lag bei 50% und die Temperatur betrug
wahrend der Lichtperiode 21T sowie 18T wahrend de r Dunkelphase.

Nach einsetzender Seneszenz (etwa drei Monate nach Transfer der Pflanzen ins
Gewéchshaus) wurden die Kartoffelpflanzen zum Abreifen fir drei bis finf Tage nicht mehr
gewassert und anschlielend die Knollen geerntet. Je nach Experiment wurden die Knollen
anschlie3end dunkel bei Raumtemperatur oder bei 8C im Kihlraum bis zur Probennahme
oder sichtbar einsetzender Keimung gelagert.

Zur Beprobung von Wurzeln, Apikal- und Blitenmeristemen sowie Internodien wurden
Pflanzen in einer begehbaren Phytokammer (Plant Master, CLF Plant Climatics,
Emersacker) angezogen. Die Pflanzen wurden in einem 16 h/ 8 h Tag-/ Nachtrhythmus bei
22°C angezogen. Die Lichtphase bei einer Photonenflussdichte von 350 pmolm?s®
beinhaltete jeweils 1 h simulierten Sonnenauf- und Sonnenuntergang. Die relative
Luftfeuchte betrug 70%.
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3.6.2 Anzucht von Nicotiana benthamiana

Tabakpflanzen (Nicotiana benthamiana) wurden von Vereinigte Saatzuchten EG (Ebstorf)
bezogen. Fiur mikroskopische Analysen wurden die Pflanzen bei 16 h Licht mit
Zusatzbeleuchtung [250 — 300 mmol quanta m? s™'] und 8 h Dunkelheit im Gew&achshaus
kultiviert. Die relative Feuchte lag bei 40% und die Temperatur betrug wahrend der

Lichtperiode 25C sowie 20C wahrend der Dunkelphas e.

3.7 Pflanzentransformation

3.7.1 Stabile Transformation von S. tuberosum

Pflanzentransformationen wurden mit Hilfe des Agrobakterium-vermittelten Gentransfers
unter Verwendung des Agrobakterien-Stammes C58C1 mit dem Helferplasmid pGV2260
durchgefuhrt (Deblaere et al., 1985). Die Transformation von Agrobakterien mit bin&ren
Vektorplasmiden wurde entsprechend der Methode von Hofgen und Willmitzer (1988)
durchgefihrt.

Die Transformation von Kartoffelpflanzen erfolgte nach dem Protokoll von Rocha-Sosa et al.
(1989).

3.7.2 Transiente Transformation von N. benthamiana

Zu 50 ml der Agrobakterien-Kultur wurden Endkonzentrationen von 10 mM MES pH 5,2
(KOH) und 20 M Acetosyringon (gelost in Dimethylsulfoxid) gegeben. Nach 15 min
Zentrifugation bei 2000 g wurde das Pellet in 10 mM MgCl, geldst, so dass bei 600 nm
Wellenlange eine optische Dichte von 0,7 bis 1,0 eingestellt wurde. Die Suspension wurde
mit Endkonzentrationen von 10 mM MES pH 5,2 (KOH) und 100 M Acetosyringon versetzt
und zwei bis drei Stunden bei RT geschiittelt. Mithilfe einer stumpfen Spritze wurde die

Bakterien-Suspension in die Unterseite wachsender Blatter gespritzt.

3.8 Pfropfungsexperiment

Beim Pfropfen wird der Spross einer Empfangerpflanze durch den einer Donorpflanze
ersetzt. Etwa vier Wochen nach Transfer der Pflanzen aus Gewebekultur ins Gewéachshaus
und umtopfen in den mittleren Pflanztopf (A& 14,5 cm) wurden die Pflanzen gepfropft. Hierzu
wurde die Sprossspitze der Empfangerpflanze entfernt und der Stamm langs eingeschnitten.
Der Spross der Donorpflanze (Wildtyp) wurde am Ende des Stamms keilférmig angespitzt
und in den Stock der Empfangerpflanze eingesetzt. Die Pfropfungsstelle wurde mit
Leukoporc‘J Klebeband (BSN medical, Hamburg) und einer Plastikklammer (Burobedarf)
fixiert. Zur Erhohung der Luftfeuchtigkeit wurden die gepfropften Pflanzen fir drei Tage in

einem Plastikbeutel gehalten und taglich mit Wasser bespriht. Danach wurden die Pflanzen
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innerhalb von zwei bis drei Tagen schrittweise an die Gewachshausbedingungen adaptiert.
Um zu gewabhrleisten, dass die Photosyntheseleistung und Photoassimilatverteilung alleinig
Uber den Donorspross erfolgt, wurden auswachsende Seitentriebe und Blatter der
Empfangerpflanze entfernt.

Bis zur Ernte der Kartoffelknollen verblieben die Pflanzen im Gewachshaus.

3.9 Reaktivierung axillarer Sprossmeristeme (AM)

Zur Untersuchung der Genexpression in reaktivierten, axillaren Sprossmeristemen (AM)
wurden die Sprossspitzen von Kartoffelpflanzen aus der Gewebekultur mit einer Rasierklinge
entfernt. Sichtbares Wachstum der Seitentriebe war etwa 12 h nach Dekapitation erkennbar.
Fur eine spatere RNA-Isolierung wurden zu den zu untersuchenden Zeitpunkten vor bzw.
nach Dekapitation jeweils 20 AMs mit mdglichst wenig umgebendem Sprossgewebe
ausgeschnitten und direkt nach Entnahme in flissigem Stickstoff schockgefroren. Da in
einem Vorexperiment die zwei bis drei der Sprossspitze am nachsten gelegenen AMs das

verlasslichste Wachstum zeigten, wurden nur diese beprobt.

3.10 ,Sprout release assay *“

Fur den ,sprout release assay“, einem in vitro Knollenkeimungsexperiment, wurden
Kartoffelknollen zwei bis drei Wochen nach der Ernte eingesetzt. Mit einem Korkbohrer der
Grolie 4 (@ 0,8 cm) wurden die Knollenaugen mdglichst mittig ausgestochen und auf eine
Hoéhe von ca. 0,5 cm gekidrzt. Zur Oberflachensterilisation wurden die Knollenscheiben
dreimal 15 min in sterilfiltriertem SRA-Puffer (20 mM 2-(N-Morpholino) Ethan-Sulfonséure
(MES), 300 mM D-Mannitol, 5 mM Ascorbinsaure, pH 6,5) gewaschen. Nach dem letzten
Waschschritt wurden die Augen unter der Sterilbank auf sterilem Filterpapier getrocknet und
anschlie3end in Petrischalen transferiert, die ca. 20 ml Phytohormonlésung (50 uM BA bzw.
50 uM GA;) bzw. die gleiche Menge steriles MilliQ Wasser enthielten. Die Augen wurden
5 min in den entsprechenden Losungen auf einem Unimax 1010 Plattformschttler (Heidolph
Instruments GmbH & Co. KG, Schwabach) inkubiert. Anschlieend wurden die
Knollenscheiben unter der Sterilbank auf sterilem Filterpapier getrocknet und in Petrischalen
mit angefeuchtetem Filterpapier platziert. Die Petrischalen wurden mit Leukoporo Klebeband
(BSN medical, Hamburg) verschlossen und in Dunkelheit unter Gewebekulturbedingungen
inkubiert. Das Filterpapier wurde taglich mit sterilem MilliQ-Wasser angefeuchtet und die
Knollenaugen im Hinblick auf visuelle Keimung tberprdift.

Zur Probenahme fir eine RNA-Isolierung wurden zu entsprechenden Zeitpunkten vier bis

acht Knollenscheibchen entnommen und mit einem Korkbohrer der GroR3e 2 (@ 0,4 cm)
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Uberschissiges Knollenparenchym entfernt. Verkorktes Parenchym auf der Unterseite wurde
mithilfe einer Rasierklinge entfernt. Die Proben wurden umgehend in flissigem Stickstoff

eingefroren und bis zur Aufarbeitung bei -80°C gel agert.

3.11 Phytohormonbehandlung bzw. Verwundung von Kart offel-
blattern

Um eine Induktion der Genexpression ausgewahlter Gene durch Phytohormone bzw.
Verwundung zu untersuchen, wurden Blattscheiben von source-Blattern bzw. ganze Blatter
mit einer entsprechenden Hormonldsung behandelt oder mithilfe einer Pinzette verletzt. Fur
die Behandlung wurden Pflanzen finf bis sechs Wochen nach Transfer ins Gewachshaus
verwendet. Nach RNA-Isolierung und cDNA Synthese wurde die Genexpression mittels
Northern Blot bzw. ,Real-Time* PCR-Analyse Uberpriift.

Zum Nachweis der Induzierbarkeit der Genexpression durch GA wurden Blattscheiben mit
einem Korkbohrer der Grof3e 9 (A 1,8 cm) ausgestochen. Je zwei Blattscheiben wurden mit
der Unterseite nach unten in die Vertiefungen einer 6-well Platte gelegt, die zuvor mit ca.
5ml 10 uM GA3, 50 uM GA; bzw. Milli-Q als Kontrolle befillt wurden. Die Blattscheiben
wurden fur 12 h in Dunkelheit und bei Raumtemperatur inkubiert. Vor bzw. 4 h, 6 h, 8 h und
12 h nach Behandlung wurden je zwei Blattscheiben fir eine RNA-Isolierung entnommen.
Um eine ABA-Induzierbarkeit zu Uberprifen wurden source-Blatter mit einer 50 M ABA-
L6sung (mit 0,01% Tween20) bzw. MilliQ-Wasser (mit 0,01% Tween20) bespriiht. Da ABA in
Methanol geldst wurde, wurde die Wasserkontrolle ebenfalls mit 0,05% Methanol versetzt.
Die bespruhten Pflanzen wurden im Gewdachshaus inkubiert. Vor bzw. bis zu 24 h nach
Behandlung wurden je Zeitpunkt zwei Blattscheiben mit einem Korkbohrer der GroRe 9
(A 1,8 cm) ausgestochen und in fliissigem Stickstoff eingefroren.

Eine Induzierbarkeit durch Verwundung wurde durch Verletzen von source-Blattern mithilfe
einer Pinzette nachgewiesen. Die Blatter wurden direkt an der Pflanze verwundet. Vor bzw.
bis zu 36 h nach Behandlung wurden je Zeitpunkt zwei Blattscheiben mit einem Korkbohrer

der GroRRe 9 (A 1,8 cm) ausgestochen und in flissigem Stickstoff eingefroren.

3.12 Mikroskopie

Zum Anfarben von Zellwdnden wurde das Pflanzenmaterial mit einer gesattigten
Propidiumjodid-L6sung fir 5 -10 min inkubiert und Uberschiissige Farbeldsung in funf
Waschschritten mit Wasser entfernt. Zur Fixierung des Pflanzengewebes wurde dieses auf
einen mit doppelseitigem Tesa-Fotofilm beklebten Objekttrager aufgebracht und umgehend

mit Wasser bedeckt. Fur konfokale Analysen wurde ein Leica TCS SP2 Laserscanning
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Mikroskop (Leica, Bensheim) eingesetzt. Zur Anregung von GFP und Propidiumjodid wurde
ein 488 nm 20 mW Argon Laser verwendet. GFP wurde in einem Detektionsbereich von 497
bis 526 nm aufgenommen und Propidiumjodid von 598 bis 650 nm. Die erzeugten
konfokalen Datenséatze wurden mit Leica Confocal Software 2.5 und Adobe Photoshop 7.0
nachbearbeitet.

Mikroskopische Durchlichtbilder wurden mit einem MZ16F Stereomikroskop, einer DFC480

Fluoreszenzkamera und der IM500 Image Manager Software aufgenommen (Leica).

3.13 Molekularbiologische Methoden

3.13.1 Allgemeine Klonierungsverfahren

Grundlegende Techniken der Nukleinsauremanipulation wie die Amplifikation von DNA durch
die Polymerase-Kettenreaktion (PCR), Schneiden von DNA mit Restriktionsenzymen, DNA-
Ligation, Reinigung von DNA-Fragmenten, Agarose-Gelelektrophorese, Transfer von
Nukleinsduren auf Nylon-Membranen, Anzucht von Bakterien, Transformation von E. coli-
Zellen, Praparation von Plasmiden, und die radioaktive Markierung von DNA-Fragmenten zur
Verwendung als Hybridisierungssonde wurden nach den Angaben der Hersteller bzw.

Anleitungen in ,Molecular Cloning® (Sambrook et al., 1989) durchgefihrt.

3.13.2 Isolierung genomischer DNA aus Pflanzen

Etwa sechs Gramm junger Blatter wurden in flissigem Stickstoff homogenisiert. Das noch
gefrorene Homogenisat wurde zusammen mit 15 ml DNA-Extraktionspuffer (500 mM NacCl /
100 mM Tris-HCI pH 8 / 50 mM EDTA / 10 mM b-Merkaptoethanol) in ein 50 ml R6hrchen
gegeben und suspendiert. Nach einer Minute wurde 1 ml 20% SDS hinzugefligt. Nach einer
10 mindtigen Inkubation bei 65C wurden 5 ml 5 M Kaliumacetat zugegeben und gut
vermischt. Nach 30 min Inkubation auf Eis wurde fur weitere 30 min bei 12000 rpm
zentrifugiert. Der Uberstand wurde durch zwei Lagen Miracloth (Calbiochem) filtriert und mit
10 ml Isopropanol gefallt. Nach einer 20 minttigen Inkubation bei -20° C wurde erneut fur
20 min bei 10000 rpm zentrifugiert. Das Pellet wurde bei RT getrocknet und in 700 |50 mM
Tris-HCI pH 8,0 / 10 mM EDTA gel6st. Nach Zugabe von 75 | 3 M Natriumacetat wurde
15 min mit 13000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit 500 | Isopropanol versetzt und
5 min bei RT inkubiert. Nach einer zehnminiitigen Zentrifugation mit 13000 rpm wurde das
Pellet in 200 | TE-Puffer (10 mM Tris-HCI pH 8,0; 1 mM EDTA) suspendiert.
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3.13.3 RNA-Isolierung und Northern Blot

RNA aus Pflanzengewebe wurde nach der Methode von Logemann et al. (1987) isoliert. Die
RNA-Konzentration wurden an einem ND-1000 Spectrophotometer (NanoDrop
Technologies) bestimmt.

Zwischen 20 und 30 g Gesamt-RNA wurden nach einem Denaturierungsschritt in einem
1,5% (w/v) Formaldehyd-Agarosegel aufgetrennt und durch Kapillartransfer tber Nacht auf
eine Nylonmembran (GeneScreen, NEN, Boston, USA) tbertragen.

Nach Vernetzung der Nukleinsduren mit der Membran unter UV-Licht wurde der Northern
Blot 2 h in Church-Puffer (Church und Gilbert, 1984) bei 65C prahybridisiert. Fur die
Detektion der nachzuweisenden mRNA wurden entsprechende DNA-Fragmente mit 40 Ci
[ *P]dCTP mittels High Prime Mix (Roche) nach Herstellerangaben radioaktiv markiert.
Nach dem Prahybridisieren wurde die radioaktiv markierte Sonde 2 min bei 95C denaturiert,
zum Hybridisierungspuffer gegeben und Uber Nacht bei 65T hybridisiert. Spezifische
Signale wurden durch Exposition auf einen Rontgenfilm (Kodak) detektiert.

Alle bei der RNA Extraktion verwendeten Losungen wurden mit DEPC-Wasser angesetzt.

3.13.4 DNAse Verdau und cDNA Synthese

Um RNA von moglichen DNA-Kontaminationen zu befreien, wurde die Gesamt-RNA den
Herstellerangaben entsprechend mit DNasel (Fermentas) behandelt. Die cDNA wurde mit
Hilfe der RevertAid™ H Minus M-MuLV Reverse Transkriptase (Fermentas) laut
Herstellerangaben synthetisiert. Falls nicht anders erwdhnt wurden Oligo(dT)so

Oligonukleotide als Primer fur die cDNA Synthese eingesetzt.

3.13.5 Quantitative ,Real-Time"“ PCR

Zur quantitativen Bestimmung von Transkriptmengen wurde eine ,Real-Time* PCR auf
einem Mx3000P gPCR System (Stratagene) mit dem Brilliant 1| SYBR® Green QPCR Master
Mix (Stratagene) entsprechend den Herstellerangaben durchgefihrt. Als Matrize wurde 1:10
verdiinnte cDNA eingesetzt. Die Genexpressionswerte wurden auf die Expression von
Ubiquitin 3 als interne Kontrolle normalisiert (Primer-Nr. MS201 und MS202; Kloosterman et
al., 2005). Folgender Temperaturzyklus wurde verwendet: 10 min 95C, gefolgt von 40
Zyklen 15 s 95T, 30 s 60C and 15 s 72<C. Die Effi zienz der verwendeten Primerpaare
wurde anhand von Verdinnungsreihen bestimmt. Die Berechnung der relativen
Genexpression erfolgte unter Bertcksichtigung der Primereffizienzen mithilfe der MxPro

v4.10 Software von Stratagene.
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3.13.6 Mikroarray Hybridisierung und Scannen

Fiar Transkriptomanalysen wurde der in Kloosterman et al. (2008) beschriebene 4x44K
POCI-Mikroarray der Firma Agilent Technologies (Santa Clara, USA) verwendet. Neben den
42034 Kartoffel-spezifischen 60mer Oligonukleotiden wurden auf diesem Mikroarray
zusatzlich Positiv- bzw. Negativkontrollen gespottet, die bei Verwendung des Agilent one-
color spike-mix unter anderem zur Erstellung eines quality reports herangezogen werden
konnten. Gerate, Kits und Software fir die Mikroarrayanalyse stammten soweit nicht anders
angegeben von der Firma Agilent Technologies (Santa Clara, USA).

Gesamt-RNA wurde wie unter 2.12.3 beschrieben isoliert und mittels RNeasy Purification Kit
nach Herstellerangaben aufgereinigt (Qiagen). Die Qualitat der RNA wurde Uber den Agilent
2100 Bioanalyzer unter Verwendung des RNA 6000 Nano Kits Uberpruft. Die cDNA- und
anschlieende antisense cRNA Synthese erfolgte gemafR one-color microarray-based gene
expression analysis Protokoll. Durch den Einbau von Cyanin 3 (Cy3)-markiertem CTP
wahrend der in vitro Transkription wurde die antisense cRNA mit Cy3-markiert. Die Cy3-
markierte cRNA wurde fragmentiert und fur 17 h bei 65C auf den Mikroarrays hybridisiert.
AnschlieRend wurden die Mikroarrays nach Herstellerangaben gewaschen und mit extended
dynamic range (XDR) hochauflésend (5 um) eingescannt. Dabei wurden die Mikroarray-
Chips zweimal nacheinander mit 10% bzw. 100% Intensitdt eingescannt, um sowohl
schwache als auch sehr starke Signale zu detektieren. Daraus wurden je Chip zwei *tiff-
Dateien generiert. Aus diesen beiden Dateien wurden mithilfe der Feature Extraction-
Software v9.5.3.1 die Fluoreszenzdaten der einzelnen features extrahiert und in Form einer
* txt-Datei gespeichert (Protokoll: GE1-v5_95 Feb07).

3.13.7 Datenanalyse und statistische Auswertung

Fur die Auswertung der Mikroarray-Daten wurden die von der Feature Extraction-Software
generierten *.txt-Dateien in die GeneSpring GX 7.3.1 Software importiert (Agilent
Technologies). Die Normalisierung erfolgte in drei Schritten: (1) Daten Transformation: Werte
unter 5 wurden auf 5 gesetzt, (2) pro Chip Normalisierung auf das 50igste Perzentil, (3a) pro
Gen Normalisierung: die Intensitat jedes Gens wurde durch den Median seiner Werte in allen
Proben  geteilt.  Alternativ.  wurden in  Zeitverlaufsexperimenten als  dritter
Normalisierungsschritt (3b) die Werte jedes Gens durch dessen Expression in ausgewahlten
Proben wie z. B. einer Wasserkontrolle bzw. Nullprobe geteilt. Nicht differentiell regulierte
features erhielten so einen Wert von ,1“. Die Normalisierung wurde mittels Box Plot
Uberprift. Mithilfe von condition trees mit Pearson Korrelation und principal component-
Analysen (PCA), wurde unter Berlcksichtigung aller features und aller Proben eines

Experiments die Qualitat der Replikate Uberprift.
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Die ldentifizierung differentiell exprimierter features erfolgte in zwei Schritten: zunachst
wurde nach features gefiltert, die mindestens zu einem der Probenzeitpunkte bzw. in einem
der Gewebe als ,present” oder ,marginal“ detektiert wurden. Anschlie3end wurden schwach
regulierte features herausgefiltert, die eine relative Expression zwischen 0,663 bzw. 1,334
aufwiesen.

Fur die Analyse von nur zwei unterschiedlichen Bedingungen bzw. Geweben wurden mittels
Volcano Plot-Analyse mindestens 2-fach differentiell regulierte features ermittelt, die zudem
statistisch signifikant reguliert waren (p-Wert £ 0,05, t-Test mit Annahme ungleicher
Varianzen bei vier Replikaten, ansonsten unter Annahme gleicher Varianzen). Die Volcano
Plot-Analyse erlaubt eine kombinierte Analyse des Genexpressionslevels und der
statistischen Signifikanz.

Zur ldentifikation signifikant regulierter features in mehr als zwei Bedingungen wurde eine
sogenannte ANOVA (ANalysis Of VAriance) unter Annahme gleicher Varianzen
durchgefuhrt. Zur Reduktion der Zahl falsch-positiver features auf weniger als 5% in den
entsprechenden Genlisten wurde die Benjamini und Hochberg (1995) false discovery rate
(FDR) angewandt. Heat maps, auch gene trees genannt, wurden mit Pearson Korrelation
erstellt.

Die Aufteilung in hoch- bzw. herunterregulierte features beim Vergleich von zwei Proben

erfolgte durch eine K-Means Clusteranalyse mit Standard Korrelation und 100 Iterationen.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Einfluss veranderter endogener Gibberellin-Geha Ite auf
Wachstum und Entwicklung von Kartoffelpflanzen

Wie bereits von Rappaport et al. (1957) beschrieben, kann die Keimung von Kartoffelknollen
durch externe Zugabe von GA; induziert werden. Bei der Biosynthese von Gibberellinen
katalysiert eine GA20-Oxidase (GA20-ox) die stufenweise Oxidation der Gibberelline GA;,/
GAs3 zu GAo/ GA,, die Uber eine weitere Oxidation durch eine GA3-ox in die bioaktiven
Gibberelline GA, bzw. GA; Uberfuhrt werden kénnen (vgl. Abb. 2). Eine GA2-ox inaktiviert
durch einen weiteren Oxidationsschritt am C2-Atom GA./ GA; bzw. deren Vorstufen GAy/
GA2 (vgl. Abb. 2). Sowohl die GA2-ox als auch die GA20-ox stellen wichtige Regulatoren
der GA-Biosynthese dar (Hedden und Kamiya, 1997; Hedden und Phillips, 2000a) und
eignen sich daher besonders um die GA-Biosynthese in Pflanzen zu beeinflussen.

Wie bei Biemelt et al. (2004) beschrieben, filhrte die Uberexpression der GA2-ox1 bzw.
GA20-ox1 aus Arabidopsis thaliana (AtGA2-ox; AtGA20-0x) unter Kontrolle des CaMV 35S-
Promotors in Tabak unter anderem zu Zwergenwuchs bzw. verstarktem
Elongationswachstum des Stengels. Dies deutete darauf hin, dass die verstarkte Expression
der AtGA2-ox bzw. AtGA20-ox zu einer Veranderung des endogenen GA-Gehalts in
Tabakpflanzen fuhrte. Um herauszufinden, inwieweit sich eine Veranderung des endogenen
GA-Gehalts in Kartoffelpflanzen auf das Wachstum und die Knollenkeimung auswirken,
wurden in Vorarbeiten transgene Kartoffelpflanzen erzeugt, die die zuvor erwahnte
AtGA2-o0x1 bzw. AtGA20-ox1 unter Kontrolle des CaMV 35S-Promotors exprimieren
(S. Sonnewald, unveroffentlicht). Zusatzlich wurden die beiden Transgene unter Kontrolle
des chiméren ST-LS1/ 35S-Promotors gebracht und tber Agrobakterien stabil in Kartoffel
transformiert. Dieser chimére Promotor ist eine Fusion einer 1,6 kb langen Promotersequenz
des licht-induzierbaren und spezifisch in Blattern und Stengeln exprimierten ST-LS1-Gens
aus Kartoffel und des CaMV 35S-Promoters (Hajirezaei und Sonnewald, 1999). Wie bei
Hajirezaei und Sonnewald (1999) beschrieben, bleibt die Aktivitdt des chimaren ST-LS1/
35S-Promotors im Gegensatz zum CaMV 35S-Promotor wahrend der gesamten
Knollenentwicklung stabil.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden transgene Kartoffelpflanzen mit einer Expression der
AtGA2-ox bzw. AtGA20-ox unter Kontrolle des 35S- bzw. ST-LS1/35S-Promotors weiter

charakterisiert.
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4.1.1 Konstitutive Uberexpression der AtGA2-ox und AtGA20-ox In

Kartoffel unter Kontrolle des CaMV 35S-Promotors

Zur konstitutiven Uberexpression der GA20-ox (AtGA20-ox1; TAIR-ID: AT4G25420;
GenBank-Nr. X83379) bzw. GA2-ox (AtGA2-oxl; TAIR-ID: AT1G78440; GenBank-Nr.
AJ132435) mittels des 35S CaMV-Promotors wurden die bei Biemelt et al. (2004)
beschriebenen bindren Konstrukte in Kartoffel transformiert. Kartoffelpflanzen mit
konstitutiver  AtGA20-ox (35S:GA20-0x) Uberexpression zeigten verstarktes
Sprosswachstum wohingegen AtGA2-ox (35S:GA2-0x) Uberexprimierende Pflanzen
Zwergenwuchs aufwiesen (Abb. 5B). Anhand dieses Phanotyps und nach Verifizierung der
Expression des Transgens mittels Northern Blot wurden in Vorarbeiten je funf Linien far
weitere Untersuchungen ausgewahlt (S. Sonnewald). Jeweils drei Linien sollten im Rahmen

der vorliegenden Arbeit weiter analysiert werden.

4.1.1.1 Charakterisierung der 35S:AtGA2-ox und 35S: AtGA20-ox
uberexprimierenden Kartoffelpflanzen

Zur weiteren Charakterisierung wurden von den 35S:GA2-ox Pflanzen die Linien 27, 38 und
50 und von den 35S:GA20-ox-Pflanzen die Linien 5, 15 und 58 ausgewahlt. Die Expression
des Transgens wurde mittels Northern Blot bestétigt (Abb. 5A). Wie erwartet wiesen
Kartoffelpflanzen mit einer Kkonstitutiven AtGA20-ox Uberexpression ein verstarktes
Streckungswachstum des Stengels im Vergleich zum Wildtyp auf (Abb. 5B, Tab. 4). Die
Blatter waren dinner und weniger grin als die des Wildtyps. Des Weiteren waren die
Stolone der 35S:GA20-ox Pflanzen deutlich verlangert (Abb. 5C). 35S:GA2-ox Pflanzen
wiesen dagegen Zwergenwuchs auf und waren um bis zu 51,6% kleiner als der Wildtyp
(Abb. 5B, Tab.3). Auch die Stolone der 35S:GA2-ox Pflanzen waren deutlich verkirzt (Abb.
5B). Die Blatter entsprechender Pflanzen waren kleiner, dunkelgriin und dicker als die des
Wildtyps. Der Zeitpunkt der Blite war um ein bis zwei Wochen verzégert, was darauf
hindeutet dass diese Pflanzen in ihrer Entwicklung verzégert sind.

Der Knollenertrag pro Pflanze war bei den stark exprimierenden 35S:GA20-ox Linien 15 und
58 im Vergleich zum Wildtyp um 19% bzw. 30% reduziert (Tab. 4). Die Linie 5 zeigte
dagegen keine signifikanten Unterschiede (Tab. 4). Nur bei der am starksten exprimierenden
Linie 58 war auch die Anzahl der Knollen signifikant verringert. Die Pflanzen mit konstitutiver
AtGA2-ox Uberexpression wiesen einen um 39% - 52% verminderten Knollenertrag auf und

bildeten etwa vier Knollen weniger als der Wildtyp (Tab. 4).
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Abb. 5: Konstitutive ~ Uberexpression  der

A)
GA20-0x GA2-0x AtGA20-0x bzw. AtGA2-0x in
WT 5 15 58 WT 27 38 50 Kartoffelpflanzen
“ AtGA20-0x  (A) Northern Blot zum Nachweis der AtGA20-0x

(Linie 5; 15; 58) und AtGA2-ox (Linie 27; 38; 50)

“ AtGA2-0x Expression in Kartoffel. Je Spur wurden 20 pg

Gesamt-RNA aus Blattern geladen und die

- ... . . .. RbcS Membran nach Transfer der RNA mit radioaktiv
markierten Sonden fir die GA20-ox und GA2-0x
aus Arabidopsis hybridisiert. Eine
Hybridisierung mit der kleinen Untereinheit der
Rubisco (RbcS) diente als Ladekontrolle.
(B) Phanotypische Veranderungen transgener
Pflanzen etwa acht Wochen nach Transfer ins
Gewéchshaus. Es sind je zwei représentative
Linien gezeigt: 35S:GA20-ox Linien 58 und 5;
Wildtyp; 35S:GA2-ox Linien 50 und 27.
(C) Einfluss auf die Stolon- und Knollenen-
twicklung. Reprasentativ  fir 35S:GA20-0x
exprimierende Pflanzen ist die Linie 5 und fir
35S:GA2-0x exprimierende Pflanzen die Linie

27 gezeigt.

2

£/
-‘/

GAZ20-ox Linie 5 GA2-0x Linie 27

Um herauszufinden, inwieweit sich eine konstitutive AtGA20-ox bzw. AtGA2-o0x
Uberexpression in Kartoffelpflanzen auf die Knollenkeimung auswirkt, wurden die Knollen
der entsprechenden Linien fir funf Monate bei Raumtemperatur gelagert und das
Keimverhalten dokumentiert (Abb. 6A). Zusatzlich wurden nach funf, neun und zwélf Wochen
Lagerung Querschnitte von Knollenaugen bzw. Keimen der am starksten exprimierenden
Linien 35S:GA2-ox 27, 35S:GA20-ox 58 und vom Wildtyp angefertigt und am Binokular
fotografiert (Abb. 6B). Funf Wochen nach der Ernte waren die Knollen der transgenen Linien
und die des Wildtyps noch dormant (Abb. 6B). Nach neun bis zehn Wochen setzte bei
Wildtyp und bei 35S:GA20-ox Knollen sichtbare Keimung ein. Nach 12 — 13 Wochen waren
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>90% der Knollen sichtbar gekeimt (Abb. 6A). Die am starksten exprimierende Linie 58
zeigte eine Woche friher als der Wildtyp eine >95%ige Keimung (Abb. 6B), wahrend die
Linien 5 und 15 diesen Prozentsatz erst eine Woche spéter erreichten (Abb. 6A).

Tab. 4: Sprosslange, Knollenertrag und Knollenanzah | der AtGA2-ox bzw. AtGA20-ox Uberexprimierenden
Kartoffelpflanzen im Vergleich zum Solara Wildtyp

Die Daten sind Mittelwerte (= Standardfehler) von 19 — 21 Pflanzen aus drei unabhangigen Anzuchten.

Signifikante Unterschiede im Vergleich zum Wildtyp (*p-Wert

0,05) wurden mithilfe des Student’s t-Test

ermittelt.

Linie Sprosslange (cm)  Knollenertrag pro Pflanze ollenanzahl pro Pflanze
Solara 55.2+3.0 166.3+7.6 7.8+0.5
35S:GA20-ox

5 102.4 + 3.5* 166.6 £ 5.3 7.2+05

15 99.8 + 3.0* 135.0 + 4.9% 7.0+0.5

58 120.4 + 5.9* 116.3 £ 9.4* 45+0.3*
35S:GA2-0x

27 38.2+4.3% 94.9 + 6.4* 3.7+£0.3*

38 35.9 £ 3.5% 102.0 £ 9.0* 4.3 +4.3*

50 59.1+44 80.5+ 8.3 4.1 +0.4*%

Die Knollen der 35S:GA2-o0x Linien 27 und 50 begannen etwa eine Woche spater zu keimen
als Kontrollknollen (Abb. 6A und B). Linie 38 keimte drei Wochen spater als der Wildtyp
(Abb. 6A). Weiterhin erreichten 35S:GA2-ox Knollen erst flinf bis sechs Wochen spéter eine
mehr als 95%ige Keimung im Vergleich zum Wildtyp (Abb. 6A).

Die phanotypischen Unterschiede der Knollenkeime waren vergleichbar mit denen der
oberirdischen Stengel (siehe vorhergehender Abschnitt). Die Keime der 35S:GA2-ox Linien
waren kirzer und dicker als die des Wildtyps (Abb. 6C). Die Knollen von 35S:GA20-ox
Pflanzen bildeten lange und diinne Keime (Abb. 6C).
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B)
5 Wochen
GA20-ox GA2-0x
9 Wochen . coc—
12 Wochen L —— T
GA20-ox GA2-0x
Linie 58 Linie 27
Abb. 6: Einfluss einer konstitutiven Uberexpression der AtGA2-ox bzw. AtGA20-ox auf die

Knollenkeimung

Die Knollen wurden nach der Ernte in Dunkelheit und bei Raumtemperatur gelagert. (A) Knollenkeimung der
35S:GA2-0x (Linie 27, 38, 50) bzw. 35S:GA20-ox (5, 15, 58) Linien. Die Knollen wurden nach acht Wochen
Lagerung wochentlich im Hinblick auf sichtbar einsetzende Knollenkeimung (ab ca. 1 mm Keimlénge) bis zu einer
Keimung von >95% beobachtet (n = 25 - 48). (B) Querschnitte von Kartoffelknollen im Bereich der Knollenaugen
funf, neun bzw. zwolf Wochen nach der Ernte. Gezeigt sind dormante bzw. keimende Knollenaugen der
35S:GA20-0x Linie 58 bzw. 35S:GA2-ox Linie 27 im Vergleich zum Wildtyp. Der schwarze Balken entspricht
1 mm. (C) Phanotypische Verédnderungen der Knollenkeime von 35S:GA2-ox bzw. 35S:GA20-ox Linien im
Vergleich zum Wildtyp. Drei repréasentative Knollen je Linie wurden 14 Wochen nach der Ernte fotografisch

dokumentiert. Der schwarze Balken entspricht 1 cm.

43



ERGEBNISSE

4.1.1.2 Expression der AtGA2-ox bzw. AtGA20-ox in Kartoffelknollen im
Verlauf der Lagerung

Da sich das Keimverhalten der 35S:GA2-ox bzw. 35S:GA20-0x Linien im Vergleich zum
Wildtyp nur wenig unterschied, wurde mittels Northern Blot die Expression des
entsprechenden Transgens in Kartoffelknollen wahrend der Lagerung Uberprift. Hierzu
wurde Gesamt-RNA aus dem Parenchym unter den Knollenaugen von wachsenden bzw. ein
bis vier Monate gelagerten Knollen isoliert und die Genexpression mittels Northern Blot
nachgewiesen (Abb. 7). Zusatzlich wurde auch Gesamt-RNA aus den Knollenkeimen vier
Monate nach der Knollenernte analysiert (Keimlange ca. 1 cm). Reprasentativ fir die
Expression der AtGA2-ox ist die Linie Nr. 50 und fur die der AtGA20-ox die Linie Nr. 5
gezeigt (Abb. 7).

35S:GA2-0x WT
w - - - - K w - - - - K wachsende Knolle/ Keime
- 1 2 3 4 - - 1 2 3 4 - Monate
i AtGA2-0x
— - m
—— ' rRNA
35S:GA20-0x WT
w - - - - K w - - - - K wachsende Knolle/ Keime
- 1 2 3 4 - - 1 2 3 4 - Monate
- AtGA20-0x

Abb. 7: Nachweis der AtGA2-ox bzw. AtGA20-ox Expression unter Kontrolle des CaMV 35S-Promotors im
Verlauf der Knollenlagerung.

den Northern Blot-Nachweis der AtGA20-ox Expression in Linie 5 und AtGA2-ox in Linie 50 wurden je Spur 20 ug
Gesamt-RNA aus dem Parenchym wachsender Knollen (w), von Knollen 1 - 4 Monate nach der Ernte bzw. aus
Keimen (K) in einem RNA-Gel aufgetrennt. Nach Transfer der RNA auf eine Nylonmembran wurde diese mit
Sonden fur die GA20-ox und GA2-ox aus Arabidopsis hybridisiert. Ethidiumbromid gefarbte rRNA diente als
Ladekontrolle. Die Knollenkeimung setzte nach zwei bis drei Monaten Lagerung ein. Abkilrzungen: w -
wachsende Knolle; K — Keime.

Wie erwartet wiesen die Wildtypknollen keine nachweisbare AtGA2-ox bzw. AtGA20-ox
Expression auf. Der Northern Blot zeigte, dass die Expression des jeweiligen Transgens
unter Kontrolle des 35S-Promotors am starksten in wachsenden Knollen und in
Knollenkeimen war, aber deutlich schwacher wahrend der Knollenlagerung. Zwei Monate

nach der Ernte und damit kurz vor Einsetzen der Knollenkeimung war die Expression der
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AtGA2-ox bzw. AtGA20-ox deutlich schwéacher als in wachsenden Knollen und voll
entwickelten Keimen. Dies deutet darauf hin, dass der 35S-Promotor wahrend der
Knollenlagerung und insbesondere kurz vor Einsetzen der Keimung weniger stark aktiv ist
als kurz vor der Ernte oder in Knollenkeimen. Der 35S-Promotor ist daher fir die Expression
von Transgenen zur Beeinflussung der Keimung von Kartoffelknollen nur eingeschrankt

geeignet.

4.1.2 Expression der AtGA2-ox und AtGA20-ox in Kartoffel unter
Kontrolle des chimaren ST-LS1/ 35S-Promotors

Da die Uberexpression der AtGA2-ox bzw. AtGA20-ox unter Kontrolle des 35S-Promotors
wahrend der Knollenlagerung nicht stabil war, wurden die Transgene in Vorarbeiten von S.
Sonnewald unter die Kontrolle des chimaren ST-LS1/ 35S-Promotors gebracht (Abb. 8A) und
stabil in Kartoffel transformiert. Der chimére ST-LS1/ 35S-Promotor sollte eine konstitutive
und wahrend der Knollenlagerung stabile Uberexpression gewahrleisten (Hajirezaei und
Sonnewald, 1999). Die nach der Transformation regenerierten Pflanzen wurden im Rahmen
dieser Arbeit weiter charakterisiert.

Nach stabiler Transformation in Kartoffel konnten 71 Pflanzen regeneriert werden, die das
ST-LS1/ 35S:GA20-ox Konstrukt trugen (STLS:GA20-ox). Davon wiesen 53 Pflanzen ein
verstarktes Elongationswachstum des Stengels auf. Aus der Transformation des ST-LS1/
35S:AtGA2-ox Konstruktes (STLS:GA2-0x) wurden 77 Linien erhalten, von denen 19 den fir
eine AtGA2-ox Uberexpression typischen Zwergenwuchs aufwiesen. Nach einer Vorauswabhl
gemald des Phéanotyps und Verifizierung der Genexpression mittels Northern Blot (Daten
nicht gezeigt) wurden je funf Pflanzen mit verstarkter AtGA2-ox bzw. AtGA20-ox Expression

fur weitere Analysen ausgewahlt (Abb. 8B).

A)
EcoRI/ Asp718/ BamHI EcoRI/ Xbal Asp718/ Xbal Sall
Not! LeoRl BamHI Hindill Asp718 | Hindlll Notl EcoRI BamHI Hindlll  Hindil Hindill
—{ sT-Ls1 §10an 355 AtGA20-oxidase = — sT-Ls1 :ﬂ{CaMV 35S AtGA2-oxidase E
500 bp T
B) : :
STLS:GA20-ox STLS:GA2-0x

WT 1417 24 2747 WT 6 8 16 24 37

- ~ AtGA20-0x * AtGA2-0x

o PPewy <o o® PGe®we s
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Abb. 8: Expression der AtGA2-ox und AtGA20-ox unter Kontrolle des chimaren ST-LS1/ 35S-Promotors in
Kartoffel

(A) Schematische Darstellung der bindren AtGA20-ox bzw. AtGA2-ox Expressionskassetten, die zur
Transformation von Kartoffelpflanzen eingesetzt wurden. Die gesamte kodierende Region der GA20-ox1 bzw.
GA2-o0x1 aus Arabidopsis wurde tUber BamHI/ BamHI bzw. BamHI/ Sall aus den unter 4.1.1 beschriebenen 35S-
Konstrukten ausgeschnitten und zwischen den chimaren ST-LS1/ 35S-Promotor und den Ocs-Terminator des
pBIinST-LS1 Vektors ligiert (S. Sonnewald). (B) Northern Blot zum Nachweis der AtGA20-ox bzw. AtGA2-ox
Expression in Kartoffelblattern. Je Spur wurden 20 pg Gesamt-RNA geladen und die Membran nach Transfer der
RNA mit radioaktiv markierten Sonden fir die GA20-ox und GA2-ox aus Arabidopsis hybridisiert. Eine

Hybridisierung mit der kleinen Untereinheit der Rubisco (RbcS) diente als Ladekontrolle.

4.1.2.1 Einfluss der AtGA2-ox bzw. AtGA20-ox Expression unter
Kontrolle des chimaren ST-LS1/ 35S-Promotors auf Ph  &notyp,
Knollenertrag und Knollenkeimung

Die phanotypischen Veranderungen der oberirdischen und unterirdischen Sprossorgane von
AtGA2-ox bzw. AtGA20-ox exprimierenden Pflanzen unter Kontrolle des ST-LS1/ 35S-
Promotors waren vergleichbar mit Pflanzen, die diese Gene unter Kontrolle des CaMV 35S-
Promoters exprimierten. STLS:GA20-ox Pflanzen zeigten im Vergleich zum Wildtyp ein
deutlich verstarktes Streckungswachstum von Spross und Stolonen (Abb. 9A bzw. B; Tab. 5)
und bildeten zudem dinnere und weniger grine Blatter aus. Dagegen wiesen Pflanzen mit
STLS:GA2-ox Expression Zwergenwuchs (bis zu 48% kleinere Pflanzen; Tab. 5) und
verklrzte Stolone auf (Abb. 9A bzw. B). Des Weiteren waren die Blatter dicker und dunkler
als die der Kontrolle. Die Bluhinduktion setzte bei STLS:GA2-ox Pflanzen ein bis zwei
Wochen spater ein als bei Kontroll- bzw. STLS:GA20-ox Pflanzen (Abb. 9A).

Tab. 5: Sprosslange, Knollenertrag und Knollenanzah | der STLS1:GA2-0x bzw. STLS:GA20-ox Linien im
Vergleich zum Wildtyp
Die Daten sind Mittelwerte (+ Standardfehler) von 8 - 14 Pflanzen aus zwei unabhangigen Experimenten.

Signifikante Unterschiede im Vergleich zum Wildtyp (*p-Wert  0,05) wurden mithilfe des Student’s t-Test

ermittelt.

Linie Sprosslange (cm)  Knollenertrag pro Pflanze  Kn  ollenanzahl pro Pflanze
Solara 829+28 192,7+6,4 7.8+0,9
STLS:GA20-0x

17 163,8 + 7,9* 61,7 £ 12,6* 6,1+0,7
27 135,5 + 6,5* 148,7+ 15,1* 50+0,7*
a7 158,3 + 7,4* 135,7 + 13,9* 6,0+0,6
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STLS:GA2-0x
6 51,9 +4,7* 163,8 + 10,9* 79+0,7
8 47,0+ 4,7* 155,2 + 4,5* 4,7 +0,5%
37 43,3 + 3,2* 117,7 + 9,8* 4,6 +0,3*
A)

50 cm

17 47 WT 16 37
STLS:GA20-ox STLS:GA2-0x

B)

STLS:GA2-0x

STLS:GA20-0x
Linie 17 Linie 37

Abb. 9: Phanotypische Veradnderungen transgener Kart  offelpflanzen verursacht durch die Expression der
AtGA2-0x bzw. AtGA20-ox unter Kontrolle des chiméaren ST-LS1/ 35S-Promotors

(A) Phanotypische Veranderungen der transgenen acht Wochen nach Transfer ins Gewachshaus. Es sind je zwei
reprasentative Linien gezeigt: STLS:GA20-ox Linie 17 und 47, Wildtyp, STLS:GA2-ox Linie 16 und 37.
(B) Einfluss auf die Stolon- und Knollenentwicklung etwa zwolf Wochen nach Transfer ins Gewachshaus.
Repréasentativ ist je eine Linie gezeigt: STLS:GA20-0x Linie 17, Wildtyp, STLS:GA2-ox Linie 37.

Die Linien der STLS:GA2-ox Pflanzen erzielten einen um bis zu 39% (Linie 37) reduzierten
Knollenertrag (Tab. 5). Bei STLS:GA20-ox Pflanzen war der Ertrag um bis zu 68% (Linie 17)

vermindert. Die Knollenanzahl war um zwei bis drei Knollen geringer als bei Kontrollpflanzen.
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4.1.2.2 Nachweis der AtGA2-ox bzw. AtGA20-ox Expression unter
Kontrolle des chiméren ST-LS1/ 35S Promotors in Kar  toffelknollen
im Verlauf der Lagerung

Die Expression der Transgene unter Kontrolle des ST-LS1/ 35S-Promotors wahrend der
Knollenlagerung wurde mittels Northern Blot Uberpruft. Es wurde Gesamt-RNA aus dem
Parenchym unter den Knollenaugen wachsender bzw. ein bis vier Monate gelagerter Knollen
isoliert und die Genexpression mittels Northern Blot nachgewiesen (Abb. 10). Zusétzlich
wurde auch Gesamt-RNA aus Keimen (Lange ca. 1 cm) analysiert. Je Transgen wurde eine
reprasentative Linie ausgewahlt. Die Knollen der Wildtypkontrolle zeigten keine
nachweisbare AtGA2-ox bzw. AtGA20-ox Expression (Abb. 10). Die Expression der AtGA2-
ox unter Kontrolle des ST-LS1/ 35S-Promotors in Kartoffelknollen war wéhrend der
Knollenlagerung relativ stabil (Abb. 10). Die Expression der AtGA20-ox verringerte sich
jedoch leicht wahrend der Knollenlagerung und erreichte erst in Knollenkeimen wieder das

urspriingliche Genexpressionsniveau (Abb. 10).

STLS:GA20-ox WT
w - - - - K w - - - - K wachsende Knolle/ Keime
- 1 2 3 4 - - 1 2 3 4 - Monate
W wes e T — AtGA20-0x

Rt

STLS:GA2-0x WT
w - - - - K w - - - - K  wachsende Knolle/ Keime
- 1 2 3 4 - - 1 2 3 4 - Monate

- e an e = W : AtGA2-0x

Abb. 10: Nachweis der AtGA2-ox bzw. AtGA20-ox Expression unter Kontrolle des ST-LS1/ 35S-  Promotors
im Verlauf der Knollenlagerung.
Fur den Northern Blot-Nachweis der AtGA20-ox Expression in STLS:GA20-ox Pflanzen (Linie 27) und AtGA2-ox

in STLS:GA2-ox Pflanzen (Linie 8) wurden je Spur 20 ug Gesamt-RNA aus dem Parenchym wachsender Knollen

(w), von Knollen 1 - 4 Monate nach der Ernte bzw. RNA aus Keimen (K) in einem RNA-Gel aufgetrennt. Nach
Transfer der RNA auf eine Membran wurde diese mit radioaktiv markierten Sonden fir die GA20-Oxidase und
GA2-Oxidase aus Arabidopsis hybridisiert. Ethidiumbromid gefarbte rRNA diente als Ladekontrolle. Sichtbare
Knollenkeimung setzte nach zwei bis drei Monaten Lagerung bei Raumtemperatur ein. w - wachsende Knolle;

K - Keime.
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4.1.2.3 Einfluss der AtGA2-ox bzw. AtGA20-ox Expression unter
Kontrolle des ST-LS1/ 35S Promotors auf die Knollen  keimung

Um herauszufinden, wie sich die Expression der AtGA20-ox bzw. AtGA2-ox in
Kartoffelpflanzen unter Kontrolle des ST-LS1/ 35S-Promotors auf die Knollenkeimung
auswirkt, wurden die Knollen der entsprechenden Linien fir finf Monate gelagert und das
Keimverhalten beobachtet (Abb. 11A). Zusatzlich wurden nach funf, neun und zwolf Wochen
Lagerung Querschnitte der Knollenaugen bzw. Keime der am starksten exprimierenden
Linien STLS:GA2-ox 37, STLS:GA20-0x 47 und der Wildtypkontrolle angefertigt (Abb. 11B).

A)

—e—GA200x - 17
—m—GA200x - 27
—A— GA200x - 47
——WT

—e— GA20x -
—m— GA20x -
—A— GA20x -

% Keimung

© o

ZJ

10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

[
4

© My B

Wochen nach der Ernte

B)

5 Wochen

9 Wochen

= ey R T . ¥
/ m “ STLS:GA20-0x STLS:GA20-0X
d o ._ 1‘"‘" ety

STLS:GA20-0x Solara STLS:GA2-0x
Linie 47 Linie 37

12 Wochen

Abb. 11: Einfluss der AtGA2-ox bzw. AtGA20-ox Expression unter Kontrolle des ST-LS1/ 35S Promoto  rs
auf die Knollenkeimung

Die Knollen wurden nach der Ernte in Dunkelheit und bei Raumtemperatur gelagert. (A) Knollenkeimung der
STLS:GA2-ox (6, 8, 37) bzw. STLS:GA20-ox (17, 27, 47) Linien. Die Knollen wurden nach acht Wochen
Lagerung wochentlich im Hinblick auf sichtbar einsetzende Knollenkeimung (ab ca. 1 mm Keimlénge) bis zu einer
Keimung von 100% beobachtet (n = 28 - 48). (B) Querschnitte von Kartoffelknollen im Bereich der Knollenaugen
funf, neun bzw. zwdlf Wochen nach der Ernte. Gezeigt sind ruhende bzw. keimende Knollenaugen der
STLS:GA20-0x Linie 47 bzw. STLS:GA2-ox Linie 37 im Vergleich zum Wildtyp. Der schwarze bzw. weif3e Balken
entspricht 1 mm. (C) Phanotypische Veranderungen der Knollenkeime von STLS:GA2-ox bzw. STLS:GA20-o0x
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(Fortsetzung von S.49). Linien im Vergleich zum Wildtyp. Drei reprasentative Knollen je Linie wurden 14 Wochen

nach der Ernte fotografiert. Der schwarze Balken entspricht 1 cm.

Funf Wochen nach der Ernte waren die Knollen der transgenen Linien und die des Wildtyps
noch ruhend (Abb. 11B). Bereits acht Wochen nach der Ernte setzte bei ca. 10% der Knollen
der drei STLS:GA20-ox Linien eine sichtbare Keimung ein, wahrend die Wildtyp-Kontrolle
erst eine Woche spater eine sichtbare Keimung erkennen lie3 (Abb. 11A und B). Nach zehn
Wochen Lagerung keimten auch die STLS:GA2-ox Linien (Abb. 11A). Sowohl der Wildtyp als
auch die STLS:GA20-ox Linien erreichten 13 Wochen nach der Ernte eine mehr als 90%ige
Keimung (Abb. 11A). Diesen Prozentsatz erzielten die STLS:GA2-ox Linien 6 und 37 deutlich
spater nach etwa 15 Wochen. Linie 8 keimte sogar erst nach 19 Wochen Lagerung (Abb.
11A).

Die Expression der AtGA2-ox bzw. AtGA20-ox hatte auch unter Kontrolle des chimaren
Promotors starken Einfluss auf den Phanotyp der Knollenkeime. Die Keime der
STLS:GA2-ox Linien waren deutlich kurzer als die der Kontrolle, wahrend die Knollen der
STLS:GA20-ox Kartoffelpflanzen langere und dinnere Keime ausbildeten (Abb. 11C). Diese
phanotypischen Unterschiede waren vergleichbar mit denen der 35S:GA2-ox bzw.
35S:GA20-ox Pflanzen.

4.2 Transkriptionelle Verdnderungen wéahrend der Kar toffel-
knollenkeimung

Zur Analyse transkriptioneller Verédnderungen in verschiedenen Kartoffelgeweben wurden
Mikroarrayexperimente durchgefihrt und analysiert. Hierfir wurde der im Rahmen eines
Konsortiums (,Potato Oligo Chip Initiative*; POCI) hergestellte und seit Ende 2006
verfugbare 4x44K POCI-Mikroarray von Agilent verwendet (ndahere Beschreibung siehe
Kloosterman et al., 2008). Insgesamt wurden auf diesem Array 42034 60mer Oligos
synthetisiert, die von einzelnen Kartoffel-EST-Sequenzen bzw. entsprechenden Kontigs
abgeleitet wurden. Der POCI-Oligo-Chip repréasentiert damit die bisher htchste Zahl aller
verfugbaren Kartoffel-ESTs aus verschiedensten Geweben, Behandlungen und Varietaten
(genauere Auflistung siehe Kloosterman et al., 2008) und ist daher zur Untersuchung
globaler Genexpressionsmuster in Kartoffel am besten geeignet. Man muss jedoch davon
ausgehen, dass eine gewisse Redundanz vorhanden ist und ein Gen durch mehrere Oligos
reprasentiert werden kann. Daher wird im Folgenden bei Expressionsdaten aus der
Arrayanalyse von features gesprochen, wobei ein feature einem Spot mit sequenz-

spezifischen 60mer Oligos auf dem Array entspricht.
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4.2.1 Transkriptionelle Unterschiede in dormanten b  zw. keimenden
Knollenmeristemen

Um globale Unterschiede in der Genexpression von dormanten bzw. keimenden
Knollenaugen zu untersuchen, wurden Transkriptprofile erstellt und verglichen. Hierfur
wurden mit einem Kkleinen, angespitzten Loffel Knollenaugen mit mdglichst wenig
umgebendem Parenchym aus dormanten Knollen eine Woche nach der Ernte bzw. aus
keimenden Knollen ca. zwolf Wochen nach der Ernte (Keimlange ~ 1 mm) entnommen. Je
Replikat wurden 8 - 10 Knollen beprobt, was etwa 60 — 80 Knollenaugen entsprach. Danach
wurde die RNA isoliert und deren Qualitdt mittels Bioanalyzer Uberprift. Nach cDNA-
Synthese und darauf folgender in vitro Transkription wurden Cy3-markierte antisense cRNAs
hergestellt. Diese wurden anschlielend fragmentiert und fir 17 h bei 65C auf die
Mikroarrays hybridisiert. Je vier biologische Replikate aus dormanten bzw. keimenden
Knollenaugen wurden hybridisiert. Nach dem Waschen der Mikroarrays wurden diese
eingescannt und die Fluoreszenzsignale in Form einer *tiff-Datei abgespeichert. Mithilfe der
Feature Extraction-Software v9.5.3.1 von Agilent wurden aus den Fluoreszenz-Signalen der
einzelnen Spots die entsprechenden Expressionswerte berechnet. Zusétzlich wurde durch
diese Software ein so genanntes ,Flagging“ durchgefihrt. Hierbei wurden features, deren
Fluoreszenz geringer als der lokale Hintergrund war als ,absent* und features mit
eindeutigem Fluoreszenzsignal tGber dem Hintergrund als ,present” markiert. Spots mit
geséattigtem  Signal bzw. veranderter Spot-Morphologie wurden als ,marginal
gekennzeichnet. Die Daten aus der Feature Extraction Software wurden als *.txt-Datei
gespeichert und zur weiteren Auswertung in die GeneSpring GX 7.3.1 Software importiert.

Zur Uberpriifung der Replikate wurde nach der Normalisierung (siehe Methodenteil 3.13.7)
ein so genannter condition tree erstellt (Abb. 12A). Hierbei wurden Mikroarraydatensatze
entsprechend der Expressionswerte aller features hierarchisch geclustert. Proben mit
ahnlichen globalen Transkriptprofilen gruppieren dabei zusammen. Es zeigte sich, dass die
jeweiligen Replikate dormanter bzw. keimender Augen zusammen gruppierten und die
Replikate daher verlasslich sind (Abb. 12A). Anschlieend wurden mithilfe des ,Flag“-Filters
alle features, die in vier oder mehr Replikaten kein verlassliches Signal zeigten, dort also als
.absent” markiert waren, herausgefiltert. Daraus resultierten 33351 features, von denen in
einem nachsten Schritt weitere 22320 weniger als 2-fach differentiell regulierte features
abgezogen wurden. Mittels Volcano Plot-Analyse, bei der sowohl nach Genexpression als
auch statistischer Signifikanz gefiltert werden kann, wurden 8131 features identifiziert, die
beim Vergleich von dormanten mit keimenden Knollenaugen statistisch signifikant und
mindestens zweifach differentiell reguliert waren. Als statistisch signifikant wurden die
features ermittelt, die nach Anwenden eines t-Tests unter Annahme ungleicher Varianzen

und der Benjamini-Hochberg (1995) false discovery rate (im weiteren Text mit BH-FDR
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abgekirzt) einen p-Wert £ 0,05 aufwiesen. Die BH-FDR ist eine statistische Methode zur
Reduktion falsch-positiver features. Die 8313 signifikant differentiell regulierten features sind
in Abbildung 12B als Liniendiagramm dargestellt und konnten durch eine K-Means
Clusteranalyse in 3901 in dormanten Augen und 4412 in keimenden Augen hochregulierte
features aufgeteilt werden. Hierbei wurden die ausgewahlten features entsprechend ihres
Expressionsprofils in eine vorgegebene Anzahl an Clustern eingeordnet. Zur Auftrennung

der 8131 vorgefilterten features in hoch- bzw. herunterreguliert wurden zwei Cluster

vorgegeben.
A) Condition tree B) Liniendiagramm
| \ 10~
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Knollenaugen Knollenaugen

Abb. 12: Uberprifung der Replikate (A) und Darstell ung differentiell regulierter  features in dormanten
bzw. keimenden Knollenaugen (B)

(A) Condition tree der Expressionsdaten der vier biologischen Replikate von dormanten bzw. keimenden
Knollenaugen. (B) Liniendiagramm der 8313 statistisch signifikant differentiell regulierten features. Gezeigt ist der
Mittelwert von jeweils vier Replikaten mit logarithmischer Skalierung. In keimenden Augen hochregulierte features

sind rot und herunterregulierte blau dargestellt.

4.2.1.1 Funktionelle Zuordnung differentiell reguli  erter Gene

Zur weiteren Analyse der differentiell regulierten features in dormanten bzw. keimenden
Knollenaugen wurden diese entsprechend ihrer Sequenzhomologie zu Genen mit bekannter
Funktion in funktionelle Gruppen eingeteilt. Soweit vorhanden wurden auch gene ontology
(GO) terms berticksichtigt (www.geneontology.org). Das Ergebnis ist in Abbildung 13 in Form
von Tortendiagrammen dargestellt. Es stellte sich heraus, dass die Expression von Genen,

die fur Speicherproteine wie Patatin kodieren (dormant 2%; keimend 0,5%), sowie features
52



ERGEBNISSE

der Kategorien ,Photosynthese* (dormant 1,8%; keimend 0,2%) und ,Stress/ Abwehr"
(dormant 3,8%; keimend 1,9%) stérker in dormanten Knollenaugen exprimiert waren. Zudem
war erstaunlicherweise ein hdherer Anteil an Transkriptionsfaktoren (dormant 3,6%; keimend
2,5%) und Genen der Signaltransduktion (dormant 4,6%; keimend 3,9%) in dormanten als in
keimenden Augen exprimiert (Abb. 13). Unter anderem war ein negativer Regulator der
Entwicklung von axillaren Meristemen, das MADS-Box Gen POTML1 aus Kartoffel (Rosin et
al., 2003b), 5-fach starker in dormanten als in keimenden Augen exprimiert. Auch der Anteil
von Genen, die fir Proteine der Phytohormon-Biosynthese, -Signaltransduktion bzw. des -
Transports kodieren, war in dormanten Knollenaugen (3,5%) hoher als im aktiven
Knollenmeristem (2,8%). Die Anzahl der Gene, die fir Enzyme des Stoffwechsels kodieren,
unterschieden sich prozentual nicht in dormanten und keimenden Knollenaugen (ca. 14%).
Mehr als 39% der differentiell regulierten features wiesen keine Homologie zu Genen mit
bekannter Funktion auf (,ohne Annotation“). Mindestens 2-fach in keimenden Knollenaugen
hochreguliert waren vor allem Gene von Regulatoren des Zellzyklus bzw. Enzymen der
DNA-Replikation (dormant 0,5%; keimend 2,9%), der Transkription bzw. Translation
(dormant 0,8%; keimend 3,8%) sowie Gene, die fur Komponenten des Zytoskeletts kodieren
(dormant 0,4%; keimend 1,2%). Zudem waren doppelt so viele Gene der
Zellwandbiosynthese bzw. Modifikation in keimenden als in dormanten Knollenaugen
reguliert (dormant 1,4%; keimend 2,8%; Abb. 13). Das in dormanten Augen mit einer 370-
fach erhdhten Transkriptmenge am starksten exprimierte Gen war Multicystatin, ein
Protease-Inhibitor, der an der Regulation des Speicherprotein-Gehalts in Kartoffelknollen
beteiligt ist (Nissen et al., 2009; Weeda et al., 2009). Dagegen wies ein GA-STIMULATED
TRANSCRIPT1 (GAST1) eine 255-fach hohere Genexpression in keimenden als in
dormanten Augen auf und war damit das in Keimen am starksten hochregulierte Gen.

Im Einklang mit der Bildung eines neuen Organs aus einem zuvor ruhenden Meristem waren
in keimenden Knollenaugen vor allem Gene, die an der Regulation der Zellproliferation
beteiligt sind bzw. bei Wachstum und Differenzierung eine Rolle spielen, mindestens 2-fach
hochreguliert. In dormanten Augen waren dagegen vor allem Gene exprimiert, die fir
Speicherproteine kodieren bzw. an der Antwort auf biotischen oder abiotischen Stress

beteiligt sind.
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A) Dormante Augen

39,5%

0,5%
0,4%
3,6%
0,8%
0
17,5% 1.8%
4,7%
14,1% 1,4%
[0) )
3,8% 1,8% 2,0%
B) Keimende Augen
40,9%
2,9%
1,2%
2,5%
16,4% 3,8%
0,5%
' 14,2%
1,9%0,2% ’ 2,8%
O Zellzyklus/ Replikation/Chromatin Zytoskelett
@ Transkriptionsfaktoren O Transkription/ Translation
B DNA/ RNA assoziierte Proteine O Proteinabbau, -faltung, -modifikation
B Signaltransduktion O Phytohormonbiosynthese, -signaltransduktion, -transport
Zellwanshiosynthese, -modifikation B Stoffwechsel
O Speicherproteine B Photosynthese
B Stress/ Abwehr B Unklassifiziert
Bl Ohne Annotation (NA)
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Abb. 13: Funktionelle Zuordnung der in dormanten bz~ w. keimenden Knollenaugen differentiell

regulierten features

(A) Tortendiagramm nach funktioneller Zuordnung der 3901 in dormanten Augen hochregulierten features. Die
Werte wurden in Prozent angegeben (3901 = 100%). (B) Tortendiagramm nach funktioneller Zuordnung der 4412
in keimenden Augen hochregulierten features. Die Werte wurden in Prozent angegeben (4412 = 100%). Der

Farbcode der entsprechenden Gruppen ist in der Legende angegeben.

Phytohormone haben einen starken Einfluss auf die Regulation der Dormanz von
Kartoffelknollen. Daher sollte diese funktionelle ,Kategorie“ noch genauer analysiert werden.
In Abbildung 14 ist die Zuordnung der differentiell regulierten, hormonrelevanten Gene (vgl.
Abb. 13) zu den einzelnen Phytohormonklassen in dormanten bzw. keimenden Knollen
gezeigt. In dormanten Augen waren insgesamt 137 und in keimenden 124 Gene signifikant
differentiell reguliert, die fir Proteine der Biosynthese, Signaltransduktion oder des
Transports von Phytohormonen kodieren. Darunter war der Hauptteil der in dormanten
Augen hochregulierten Gene der ABA- bzw. Jasmonsaure-Biosynthese oder -
Signaltransduktion zuzuordnen (Abb. 14). Im Vergleich zum Anteil aller auf dem POCI-
Mikroarray vertretenen features der Kategorie ,ABA" waren in dormanten Knollenaugen
insgesamt etwa 27% aller features hochreguliert wahrend in aktiven Knollenaugen nur etwa
8% hochreguliert waren (Daten nicht gezeigt). Den Erwartungen entsprechend war eine ABA
8 -Hydroxylase CYP707A2, die in Kartoffelknollen am ABA-Abbau beteiligt ist (Destefano-
Beltran et al., 2006b), in Keimen 5-fach hochreguliert.

Weiterhin waren 16,1%, der in dormanten Augen induzierten Gene (13,1% in keimenden
Augen), der Ethylen-Biosynthese bzw. -Signaltransduktion zuzuordnen. Darunter waren
unter anderem Komponenten der Ethylen-Signaltransduktion wie ETHYLENE RESPONSE
FACTOR (ERF) 3, ERF5 und EIN3-LIKE (EIL) 1 — 3. ERF1 sowie einige Ethylen-Rezeptoren
waren dagegen starker in keimenden Knollenaugen exprimiert.

Interessanterweise war RAMOSUS4 (RMS4), ein Gen der Signaltransduktion von
Strigolakton, das ein Auswachsen von Seitenmeristemen unterdriickt, 2,5-fach starker in
dormanten als in keimenden Augen exprimiert. In dormanten und keimenden Augen zu
gleichen Anteilen hochreguliert waren Gene der Kategorie ,Salicylsaure” (1,5%).

In keimenden Augen waren Gene, die fir Komponenten der Biosynthese, Signaltransduktion
bzw. des Transports von Cytokinin, Gibberellin, Auxin und Brassinosteroiden (z.B. das
Biosynthesegen DWARF/ DIMINUTO), am starksten vertreten (Abb. 14). Unter anderem war
der von Faivre-Rampant et al. (2004b) als in Knollenmeristemen hochreguliert beschriebene
AUXIN RESPONSE FAKTOR 6 (ARF6) in keimenden Augen 2,7-fach hochreguliert. Aber
auch verschiedene Auxintransporter wie PIN1-like und ein putatives AUXIN EFFLUX
CARRIER PROTEIN 10 waren bei Knollenkeimung induziert. Interessanterweise waren von

allen features der Kategorie ,Brassinosteroide” etwa 20% in keimenden Augen reguliert und
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nur etwa 12% in dormanten Knollenmeristemen (Daten nicht gezeigt). Brassinosteroide
scheinen daher bei Wachstum und Entwicklung des Knollenkeims eine grof3e Rolle zu
spielen. Uberraschenderweise unterschied sich der Prozentuale Anteil regulierter features
der Kategorie ,Cytokinin“ kaum in dormanten und keimenden Augen (Abb. 14). In Bezug auf
alle auf dem POCI-Mikroarray vertretenen features waren in beiden Geweben 15 - 16%

reguliert (Daten nicht gezeigt).

Abb. 14: Zuordnung der in dormanten bzw.

100% - keimenden Knollenaugen hochregulierten features
der Kategorie ,Phytohormonbiosynthese,
signaltransduktion, -transport® zu den einzelnen

80%- o Cytokinin Phytohormonen.

O Gibberellin i i o i
& Auxin Dargestellt ist der jeweilige prozentuale Anteil der
m Brassinosteroide|  features, die an der Biosynthese, Signaltransduktion

60% m Ethylen L . .

@ Strigolacton bzw. den Transport von Cytokininen, Gibberellinen,
O Salicylsaure Auxinen, Brassinosteroiden, Ethylen, Strigolakton,
@ Jasmonsaure i .

40%- m Abszisinséure Salicylsaure, Jasmonsaure bzw. Abszisinsaure.
beteiligt sind.

Dormante Augen: 137 features = 100%; keimende
0/

20% Augen: 124 features = 100%.

Der Farbcode der entsprechenden Phytohormone ist
0% ‘ ‘ in der Legende rechts angegeben.

dormant keimend

Von allen auf dem POCI-Mikroarray vertretenen features der Kategorie ,GA" waren etwa
23% in Keimen reguliert wahrend nur etwa 11% in dormanten Augen reguliert waren (Daten
nicht gezeigt). Eine Reihe von GA-Biosynthesegenen wie eine GA20-ox und eine ent-
Kaurenoxidase waren starker in dormanten Augen exprimiert, ebenso wie die GA-
abbauende GA2-o0x1 und ein GAlI/ RGA-LIKE RESPONSE REGULATOR.

Bei Keimung hochreguliert waren dagegen eine Reihe Biosynthesegene wie die GA7-0x,
ent-Kaurensaureoxidase (KAO), ent-kaurenoicacidhydroxylase und GGPP-synthasel aber
auch eine GA2-ox. Auffalligerweise waren mehrere features der Phytohormon-regulierten
GAST1-Genfamilie in Keimen hochreguliert: GAST1, GIP1 (GA-INDUCED PROTEIN) und
RSI1 (ROOT SYSTEM INDUCIBLE). Je ein GIP1 bzw. GAST1 feature waren sogar um das
mehr als 169-fache in keimenden Augen induziert. RSI1 war zwar nur zweifach
hochreguliert, aber bereits zuvor nach Hybridisierung eines selbst hergestellten Makroarrays
mit etwa 1500 cDNA-Klonen (1,5 K Array) als 6-fach in Keimen induziert (S. Sonnewald,
unverdffentlicht) und bei der Hybridisierung des 10 K-Kartoffel cDNA Mikroarrays von TIGR
(V2) mit ahnlichem Probenmaterial als in Keimen etwa 2-fach hochreguliert gefunden worden

(S. Sonnewald und M. Senning, unvertffentlicht). Die Annotation der entsprechenden auf
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dem Makoarray gespotteten cDNA-Sequenz STDBO001L08 war ,GA-regulated protein®,
weshalb dieses Gen im Folgenden mit GARP abgekirzt wurde. Die Annotation der
entsprechenden cDNA- bzw. Oligo-Sequenz auf dem TIGR- bzw. POCI-Mikroarray lautete
,RSI-1*. Nachdem GARP in drei unabhangigen Array-Analysen als in keimenden Augen
hochreguliert gefunden wurde, sollte dieses Gen mithilfe von Sequenzanalysen und

transgenen Pflanzen weiter charakterisiert werden.

4.2.1.2 Charakterisierung des ,GA-regulierten Prote ins“ GARP

4.2.1.2.1 GARP-Genexpression in Kartoffelknollen

Wie im vorhergehenden Abschnitt beschrieben war GARP in drei unabhéngigen Array-
Analysen im Vergleich zu dormanten Knollenaugen als in Keimen hochreguliert gefunden
worden. Um die GARP-Expression in verschiedenen Knollengeweben zu verschiedenen
Zeitpunkten zu Uberprifen, wurde eine entsprechene Northern Blot-Analyse durchgefihrt.
Hierzu wurden Proben aus wachsenden Knollen vor der Ernte und gelagerten Knollen bis zu
vier Monate nach der Ernte beprobt. Gesamt-RNA aus dem Knollenparenchym,
Stolonansatz, Knollenaugen bzw. -keimen und dem Parenchym 5 mm unterhalb des
Knollenmeristem bzw. -keims wurde in einem RNA-Gel aufgetrennt und auf eine
Nylonmembran transferiert. Fir die Herstellung einer radioaktiv markierten, genspezifischen
Sonde wurde der entsprechende EST-Klon mit der ID-Nummer STDBO001L08 aus der
Kartoffel EST-Bank von S. Sonnewald, die teilweise auch auf dem POCI-Mikroarray
reprasentiert ist (Kloosterman et al., 2008), verwendet. Dieselbe EST-Bank war neben
anderen auch fir die Herstellung des 1,5 K Makroarrays benutzt worden (S. Sonnewald;
unverdffentlicht). Es zeigte sich, dass GARP vor allem im Bereich der Ansatzstelle des
Stolons und der Knollenaugen wachsender Knollen exprimiert war, jedoch nur schwach im
Parenchym (Abb. 15A). In dormanten Knollen ein bis zwei Monate nach der Ernte war die
GARP-Expression nur sehr schwach im Bereich der Knollenaugen detektierbar. In
keimenden Knollenaugen (ca. 0,5 cm Keimlange) bzw. Keimen (ca. 1 cm Keimlange) drei
bzw. vier Monate nach der Ernte war GARP sehr stark exprimiert, was die Ergebnisse
vorhergehender Array-Analysen bestatigt.

Zuséatzlich sollte mittels Northern Blot-Analyse untersucht werden, in welchen
Kartoffelgeweben GARP exprimiert wird. Wie aus Abbildung 15B ersichtlich, wurde GARP
vor allem in Geweben mit Elongationswachstum wie Nodien und Internodien, Petiole und
Wurzelspitze mit Elongationszone exprimiert. GARP war jedoch nur schwach in Stolon,
Sprossspitzen, Bliten und Blattern nachweisbar (Abb. 15B). Im Knollenparenchym war kein
GARP-Transkript nachweisbar (Abb. 15B). Auch mit dieser Northern Blot-Analyse konnte
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eine deutlich erhdhte GARP-Expression in Keimen im Vergleich zu dormanten Augen
bestatigt werden (Abb. 15B).

A)
wachsende Knolle dormante Knolle keimende Knolle
A N A
r A ' I ' I
wachsende Knolle 1 Monat gelagert 2 Monate gelagert 3 Monate gelagert 4 Monate gelagert
1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4
- =-e R " GARP
ek N IRNA
- | E— —2— & K
B) Parenchym

Abb. 15: Northern Blot-Analyse der GARP-Expression in verschiedenen Kartoffelgeweben

(A) Je 20 pg Gesamt-RNA aus dem Stolonansatz (1), Knollenparenchym (2), Parenchym ca. 5 mm unter dem
Knollenmeristem (3) bzw. Knollenaugen/ -keimen (4) wurden je Spur geladen. Die Probennahme erfolgte aus
wachsenden, dormanten bzw. keimenden Knollen zu den angegebenen Zeitpunkten. (B) Je Spur wurden 20 pug
Gesamt-RNA aus den angegebenen Kartoffelgewebe geladen. SAM entspricht der Sprossspitze inklusive der
ersten drei Primordien/ Blattorgane; Wurzel- und Stolonspitze wurden inklusive der ersten 10 mm des
elongierenden Gewebes beprobt. Die dormanten Augen entstammten von Knollen nach der Ernte und keimende
Knollenaugen von drei Monaten gelagerten Knollen (~ 0,5 - 0,8 cm Keimlénge). Nach Transfer der RNA auf eine
Nylonmembran wurde das GARP-Transkript mit einer radioaktiv markierten Sonde detektiert. Ethidiumbromid
gefarbte rRNA diente als Ladekontrolle.

4.2.1.2.2 Sequenzanalyse und zellulare Lokalisation

Um Naheres Uber die Identitit von GARP zu erfahren, wurde eine Reihe von
Sequenzanalysen durchgefihrt. Ausgehend von der cDNA-Sequenz des ESTs STDB001L08
(CR-EST Datenbank; http://pgrc.ipk-gatersleben.de/cr-est/) wurde mithilfe des ORF (open
reading frame) finder tools von NCBI (www.ncbi.nim.nih.gov/gorf) der Leserahmen des
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GARP-Gens ermittelt. Das GARP-Gen weist demnach eine Lange von 291 Basenpaaren
auf, was einer Proteinsequenz von 96 Aminosauren entspricht (siehe Anhang 8.1.1). Ein
BLASTX der GARP DNA-Sequenz gegen die Datenbank von  NCBI
(http://blast.ncbi.nlim.nih.gov/) ergab mit 96% identischen Aminosduren die hdchste
Homologie zu RSI1 aus Tomate und zeigte 81% identische Aminosauren zu GAST1 aus
Tomate. Daraufhin wurde die Aminoséuresequenz von GARP mit weiteren Vertretern der
GAST1-Proteinfamilie aus Tomate, Arabidopsis, Petunie, Reis, Erdbeere und Gerbera
verglichen. Das Ergebnis des Sequenzalignments in Abbildung 16 bestéatigt GARP als
Mitglied der GAST1-Proteinfamilie (ein daraus errechneter phylogenetischer Stammbaum ist
im Anhang unter 8.2 in Abb. 47 gezeigt). Den Mitgliedern der GAST1-Proteinfamilie wurde
eine Funktion bei der Zellteilung und Zellelongation sowie bei der Bliten-, Wurzel- und
Fruchtentwicklung zugesprochen (Kotilainen et al., 1999; Ben-Nissan et al., 2004; de la
Fuente et al., 2006; Furukawa et al., 2006; Roxrud et al., 2007). Fir GIP2 aus Petunie wurde
eine antioxidative Wirkung und ein Einfluss auf das Schliel3en von Stomata gezeigt (Wigoda
et al., 2006). SNAKIN-1 und SNAKIN-2, zwei GAST1-Homologe aus Kartoffel stellen
antimikrobielle Peptide dar, die an der Abwehr von Pathogenen beteiligt sind und durch
Verwundung induziert werden (Segura et al., 1999; Berrocal-Lobo et al., 2002).

Die Mitglieder der GASTI1-Familie weisen charakteristische Merkmale sekretierter
Polypeptide (Roxrud et al., 2007) und drei typische Domanen auf: Am N-Terminus befindet
sich eine hydrophobe Region, die geman SignalP v2.0-Vorhersage
(www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) als abspaltbares Signalpeptid fur die Sekretion in den
extrazellularen Raum fungiert. Daran schlie3t sich eine variable Doméane (VD) mit einer
Lange von 3 — 190 Aminosauren an. Am C-Terminus befindet sich die 59 - 60 Aminosauren
lange GASA-Doméane mit zwolf hochkonservierten Cysteinen (in Abb. 16 rot markiert), die

vermutlich sechs Disulfidbriicken ausbilden (Roxrud et al., 2007).

SI-GAST1_P27057 1---MAGK SIvV[ SRANIYRDEQQQQQRNNQLYGVIREERBIOQR e FCNFFCOKCCAKCL CYa@
St-GAST1-like 1---MAGK SIvV F SRANI q A A FCNFFCOKCCAKCLCY?
Ph-GIP1_CAAB0677 1---MAGK [ASIV|aF SRAKI FCOKCCAKCLCYa@
Ph-GIP2_CAD10103 1---MAGK S|V |#F As
Ph-GIP3_CAD10104 1---MAGK [asI [#F

St-GARP 1----MAKSGYNASF

SI-RSI1_P47926 1----MAKSGYNASF

At-GASAS5_At3g02885 1---MANC RRNAUFHETELFLLS'

Ph-GIP4_CAD10105 1---MAKL PIF [MEA

St-GIP1-like 1---MAKL \SFRYEA

At-GASA4_At5g15230 1--MAKSYGAIF LQTNYMASSGSNV----

At-GASAL__At1lg75750 1 MAISKAL [As| ENSQKKNGY---

St-SNAKIN-2_ACF74552 1 MAISKALFASL

Gh-GEG_CAB45241 1 MAISKPF [BAF

Fa-GASTlike_AAB97006 1 -
At-GASA2_At4g09610 1--- UFRS
At-GASA3_At4g09600 1 FRS
Os-GASR1_NP_001051348 1 ----- MK NTTTTLAREE| Bl | ASSSLQV: AGSD--
St-SNAKIN-1_ABQ42624 1 - KLAEATAREY TEVITPSLIQTT [JAGSN--

| (Putatives) Signalpeptid | VD | GASA Doméne

(21-27 AA) (3-190 AA) (59-60 AA)

Abb. 16: Vergleich der Aminosduresequenzen einiger Vertreter der GAST1-Proteinfamilie mit der GARP-

Proteinsequenz
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Das Sequenzalignment erfolgte mit dem ClustalW-Algorithmus. Die Schattierung identischer und hoch
konservierter Aminoséauren in schwarz bzw. schwach konservierter Aminoséauren in grau erfolgte mithilfe des
Boxshade-Servers (www.ch.embnet.org). Die zwolf hochkonservierten Cysteine wurden rot hervorgehoben. Die
GARP-Proteinsequenz wurde fett markiert. Die drei charakteristischen GAST1-Domanen und deren Lange sind
unter dem Alignment schematisch angegeben (nach Roxrud et al., 2007). VD - variable Domane. At —
Arabidopsis thaliana; Fa — Fragaria ananassa; Gh — Gerbera hybrida; Os — Oryza sativa; Ph — Petunia hybrida;

S| - Solanum lycopersicum; St — Solanum tuberosum.

A) PmIl/
Asp718/ BStEIl
EcoRlI BamHI Sall Nhel Hindlll
——|camv 358 > nos
His-Tag
250 bp
B)
GARP-GFP

Mock-Kontrolle

Propidiumjod Uberlagerung

Abb. 17: Zellulare Lokalisation der GARP-GFP Fusion  sproteins

(A) MaRstabsgerechte, schematische Darstellung des GARP-GFP Konstrukts im Vektor pBinGFP (Dissertation
J.-O. Giese, 2005). His-Tag — Hexa-Histidin-Tag; nos — nos-Terminator. (B) Uber Agrobakterien vermittelte
transiente Expression von GARP-GFP in Blattern von N. benthamiana. Gezeigt sind KLSM (Konfokales
Laserscanning Fluoreszenz Mikroskop) Aufnahmen von Blattepidermiszellen nach Infiltration mit GARP-GFP
(griin) bzw. einer Mock-Kontrolle. Zellwdnde wurden mit Propidiumjodid rot gefarbt. Der weiRe Balken entspricht
17,5 pm.
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Gemal TargetP-Vorhersage (www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/) handelt es sich bei GARP
zu >98% um ein sekretorisches Protein. Zur Uberpriifung der Lokalisation wurde GARP mit
GFP als Reportergen fusioniert und anschlieBend transient in Tabak getestet. Zunachst
wurde der GARP-Leserahmen ohne Stop-Codon (Primer MS11 und MS8) mittels PCR
amplifiziert, in den Vektor pCR-Blunt kloniert und mittels Sequenzierung bestatigt. Als
Matrize diente cDNA aus keimenden Knollenaugen. Uber die kinstlich angefiigten
Schnittstellen BamHI und Sall wurde der GARP-ORF aus pCR-Blunt ausgeschnitten und in
den ebenfalls BamHI/ Sall-geschnittenen Vektor pBInGFP ligiert (Abb. 17A). Eine Uber
Agrobakterien-vermittelte transiente Expression von GARP-GFP in Blattepidermiszellen von
N. benthamiana wurde am Konfokalen Laserscanning Fluoreszenz Mikroskop (KLSM)
dokumentiert (Abb. 17B). Wie aus Abbildung 17B ersichtlich wird, Uberlappte die grine
GARP-GFP Fluoreszenz deutlich mit der roten Fluoreszenz der mit Propidiumjodid gefarbten
Zellwéande, was durch die gelbe Farbe in der Uberlagerung deutlich wird. Das GARP-Protein

ist daher sehr wahrscheinlich im Apoplasten lokalisiert.

4.2.1.2.3 Herstellung transgener Pflanzen mit erhéh ter bzw.
verringerter GARP-Genexpression

Um herauszufinden, ob GARP direkt an der Regulation der Dormanz von Kartoffelknollen
beteiligt ist, wurden transgene Kartoffelpflanzen mit erhdhter bzw. verringerter GARP-
Genexpression hergestellt. Fir eine Uberexpression wurde der vollstindige GARP-
Leserahmen mittels PCR amplifiziert (Primer MS8 und MS10), in den Vektor pCR-Blunt
kloniert und durch Sequenzierung bestatigt. Als Matrize diente cDNA aus keimenden
Knollenaugen. Um GARP unter Kontrolle des CaMV 35S-Promoters zu bringen wurde der
GARP-ORF Uuber die kunstlich angefligten Schnittstellen BamHI und Sall aus dem
Klonierungsvektor pCR-Blunt ausgeschnitten und in den Endvektor pBIinAR ligiert
(Abb. 18A). Das 35S-GARP-Konstrukt wurde stabil in Kartoffel transformiert und 28
transgene Pflanzen regeneriert. Davon wurden 25 Linien mittels Northern Blot mit RNA aus
Blattgewebe (berpriift, wovon 22 positiv auf eine GARP-Uberexpression getestet wurden
(Daten nicht gezeigt). Die funf stark exprimierenden Linien 1 - 5 wurden fur weitere Analysen
ausgewahlt (Abb. 18B).

Eine Verringerung der GARP-Genexpression in transgenen Pflanzen sollte mittels RNAI
(RNA-interference) erreicht werden (Smith et al., 2000). Hierzu wurde mithilfe des Gateway®-
Systems von Invitrogen ein doppelstrdngiges GARP-Fragment in Form einer selbst-
komplementéaren hairpin-RNA hergestellt. Mittels PCR unter Verwendung der Primer MS1
und MS7 wurde ein 227 bp langes GARP-Fragment amplifiziert (Basen 2-228, siehe DNA-

Sequenz im Anhang unter 8.1.1), an dessen 5°-Ende Uber den Primer MS1 die fir eine
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Gateway®-Klonierung benétigte Basenfolge 5-CACC-3° angefiigt wurde. Das PCR-
Fragment wurde zun&chst in den Eingangsvektor pENTR™/ D-TOPO® kloniert, mittels
Sequenzierung bestatigt und anschlie@end in sense- und antisense-Orientierung in den
Endvektor pK7GWIWG2(Il) rekombiniert (Abb. 18D). Nach stabiler Transformation des
GARP-RNAIi Konstrukts in Kartoffel konnten insgesamt 75 Pflanzen regeneriert werden.
Davon wurden 43 auf eine Verringerung der GARP-Genexpression in Blattern im Vergleich

zum Wildtyp mittels Northern Blot getestet, wovon 18 Linien positiv waren (Daten nicht

gezeigt).
A) D)
Asp718/ Sall g HinditiSact Nhel EcoRI Xbal Nhel XballApal
CaMV 35S GARP | ocs M I@Iml@l
o attBl attB2 attB2 attB;O _
B) E)
35S:GARP GARP-RNAI
1 2 3 45 WT 1 12 13 28 38 _WT

e I
. 18S
owcmw we - SEENSEE W

C) F)
35S:GARP GARP-RNA|

Abb. 18: Erhéhung bzw. Verringerung der  GARP-Genexpression in Kartoffelpflanzen

(A/ D) Schematische Darstellung der bindren GARP Expressionskassetten (A) bzw. des GARP-RNAIi Konstrukts
(D), die zur Transformation von Kartoffelpflanzen eingesetzt wurden. attR1, attR2 = Gateway
Rekombinationssequenzen. (B/ E) Northern Blot zum Nachweis der GARP-Genexpression in Kartoffelblattern der
35S-GARP Linien (B) bzw. in Knollenkeimen der GARP-RNAI Linien (E). Je Spur wurden 20 pg Gesamt-RNA
geladen und die Membran nach Transfer der RNA mit einer radioaktiv markierten, genspezifischen Sonde
hybridisiert. Eine Hybridisierung mit der kleinen Untereinheit der Rubisco (RbcS) bzw. ribosomalen 18S RNA
diente als Ladekontrolle. (C/ F) Phanotyp der Kartoffelpflanzen mit erhéhter (C) bzw. verringerter GARP-
Genexpression (F) acht Wochen nach Transfer ins Gewachshaus im Vergleich zum Wildtyp.
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Die Linien 1, 12, 13, 28 und 38 wurden fir weitere Analysen ausgewahlt und eine
Verringerung der GARP-Genexpression in den Keimen entsprechender Knollen verifiziert
(Abb. 18E). Weder die GARP-Uberexpression noch die Reduktion der Genexpression
fuhrten zu einer phanotypischen Veranderung der transgenen Kartoffelpflanzen im Vergleich
zum Wildtyp (Abb. 18C bzw. F).

Nach Ernte der Knollen wurden Anzahl und Gewicht pro Pflanze bestimmt, die sich jedoch
weder in den 35S:GARP-Linien noch in GARP-RNAIi Linien signifikant vom Wildtyp
unterschieden (Daten nicht gezeigt). AnschlieBend wurden die Knollen fir 13 Wochen dunkel
bei Raumtemperatur gelagert und im Hinblick auf ein verandertes Keimverhalten tberpruift.
Auch hier war kein signifikanter und reproduzierbarer Unterschied zu Wildtypknollen zu
beobachten (Abb. 19). Eine Erhéhung bzw. Erniedrigung der GARP-Genexpression hatte

keinen Einfluss auf die Lange der Dormanz von Kartoffelknollen.

erhohter bzw. verringerter GARP-Expression

é 0 ' Abb. 19: Keimverhalten transgener Pflanzen mit
w

Solara Wildtyp-Knollen und die Knollen von je drei

reprasentativen, transgenen 35S:GARP bzw. GARP-
. RNAi Linien wurden fir 13 Wochen dunkel bei

35S:GARP GARP-RNAI ] )
Raumtemperatur gelagert, die Keimung beobachtet

und nach 13 Wochen fotografisch dokumentiert.

4.2.1.2.4  Untersuchungen zur GARP Induzierbarkeit in
Kartoffelblattern nach GA-Behandlung bzw. Verwundun g

GAST1 wurde als erstes Mitglied der GAST1-Genfamilie von Shi et al. (1992) aus der GA-
defizienten Mutante GIP1 aus Tomate isoliert. Durch Behandlung der Mutante mit GAs
konnte eine mehr als 20-fache Induktion der GAST1-Genexpression nachgewiesen werden

(Shi et al., 1992). Fur die meisten GAST1-Homologen konnte ebenfalls eine Induktion durch
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GA; gezeigt werden. So waren GIP1, GIP2, GIP4 und GIP5 aus Petunie genauso wie auch
GEG, ein GAST1-Homologes aus Gerbera, durch GA; induzierbar (Kotilainen et al., 1999;
Ben-Nissan et al., 2004). Auch die GAST1-Homologen aus Erdbeere, FaGAST, und GASAl
und GASA4 aus Arabidopsis zeigten eine erhthte Genexpression nach GAjz-Behandlung
(Aubert et al., 1998; de la Fuente et al., 2006). Um zu uberprifen, ob GARP ebenfalls GA-
induzierbar ist, wurden Kartoffel-Blattscheiben fir zwélf Stunden in 10 puM GA3, 50 pM GA;
bzw. Wasser inkubiert. Die GARP Genexpression nach Behandlung wurde mittels Northern
Blot-Analyse nachgewiesen (Abb. 20A). Als Positivkontrolle diente das durch GA
induzierbare GAST1-Homologe aus Kartoffel. Die Primer MS27 und MS28 zur Herstellung
der GAST1-like Northern Blot-Sonde wurden von einem als ,GAST1-like* annotierten
Kartoffel-EST aus der o6ffentlich zugénglichen EST-Datenbank von TIGR abgeleitet (the
institute of genomic research, jetzt Teil des J. C. Venter-Instituts; www.jcvi.org/). Wie aus
Abbildung 20A ersichtlich wird, wurde GAST1-like durch die Behandlung mit 10 uM bzw. 50
MM GA; nach sechs Stunden im Vergleich zur Wasserkontrolle induziert. In allen
Behandlungen war die GAST1-like Expression nach zwolf Stunden geringer als vor der
Behandlung bzw. sank wie bei 10 uM GAs-Behandlung wieder auf das Ausgangshiveau
zurlck. Die Expression des GARP-Gens war jedoch nicht durch GA; induzierbar (Abb. 20A).
Die Expression war nach vier Stunden GAz-Behandlung nahezu vollstandig unterdriickt und
erreichte nach zwolf Stunden Behandlung wieder ungefdhr das Ausgangshiveau der
Genexpression (Abb. 20A). Im Gegensatz zu GAST1-like wurde GARP nicht durch GA
induziert sondern eher reprimiert.

Um herauszufinden, ob GARP mdéglicherweise durch Verwundung induziert wird, wurden
Wildtypblatter und Blatter von Pflanzen mit erhdhter bzw. verringerter GARP-Genexpression
mit einer flachen Pinzette verletzt und zu den in Abbildung 20B angegebenen Zeitpunkten
Proben zu RNA-Isolierung entnommen. Als Positivkontrolle diente der durch Verwundung
induzierbare Proteinase-Inhibitor Pin-1l aus Tomate (beschrieben in Kocal et al., 2008). Es
zeigte sich, dass Pin-Il in allen Pflanzen spatestens sechs Stunden nach Verwundung
induziert wurde und stieg bis 36 Stunden nach Behandlung noch weiter an (Abb. 20B). Die
GARP-Genexpression wurde in GARP-RNAIi- und Wildtypblattern zwdlf Stunden nach
Verwundung induziert, also sechs Stunden spater als Pin-ll (Abb. 20B). Die
Herunterregulation der GARP-Genexpression durch RNAi scheint demnach nach
Verwundung nicht weiter wirksam zu sein. Um die erhdhte bzw. verringerte GARP-
Genexpression der 35S-GARP- bzw. GARP-RNAI-Pflanzen aus Abb. 20B zu verifizieren
wurde eine Northern Blot-Analyse mit RNA aus den Petiolen dieser Pflanzen durchgefihrt.
Wie in Abb. 20C gezeigt, waren sowohl das 35S- als auch das RNAi-Konstrukt in den

Pflanzen ohne Verwundung nach wie vor aktiv.
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C) WT GARP-RNAi  35S-GARP

Abb. 20: Northern Blot-Analyse der  GARP-Expression nach GA s-Behandlung (A), Verwundung (B) und

Verifizierung der erhdhten bzw. verringerten GARP-Genexpression in den transgenen Linien (C)

Je Spur wurden 20 pg Gesamt-RNA geladen und in einem Agarose-Gel aufgetrennt. Nach Transfer der RNA auf
eine Nylonmembran wurden das GARP-, GAST1- bzw. Pin-lI-Transkript mit einer radioaktiv markierten Sonde
detektiert. (A) GARP Genexpression in source-Blattscheiben aus Kartoffel vor Behandlung (Oh) bzw. 4 - 12
Stunden nach Inkubation in MilliQ bzw. 50 pM GAs. Ethidiumbromid gefarbte rRNA diente als Ladekontrolle. (B)
GARP Genexpression in source-Blattscheiben aus Kartoffel vor (Oh) bzw. 3 - 36 Stunden nach Verwundung mit
einer Pinzette. Verwundet wurden Blatter der transgenen Linien GARP-RNAI 1, 35S:GARP 2 und des Wildtyps.
Eine Hybridisierung mit der kleinen Untereinheit der Rubisco (RbcS) diente als Ladekontrolle. (C) Verifizierung
der verringerten bzw. erhthten GARP Genexpression in den Petiolen der transgenen Linien GARP-RNAI 1,
35S:GARP 2. Ethidiumbromid gefarbte rRNA diente als Ladekontrolle.

Auch fur das endogene GARP-Transkript in 35S-GARP exprimierenden Pflanzen konnte
eine Induktion der GARP-Genexpression nach Verwundung beobachtet werden (Abb. 20B,
obere Bande). Dagegen war die Transkription des GARP-ORFs aus der Uberexpression
(Abb. 20B, untere Bande) nach Verwundung zunachst reduziert und erreichte erst nach etwa

24 Stunden wieder die Ausgangsexpression (Abb. 20B). Verwundung scheint daher die
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Expression des Transgens kurzzeitig zu supprimieren. Da die GARP-Genexpression sechs
Stunden spéater als PIN-Il induziert wurde, scheint die GARP-Induktion eher ein Effekt

downstream der Signalkaskade nach Verwundung zu sein.

4.2.1.2.5 Untersuchungen zur Genexpression von GAST 1-like, GIP1-

like und SNAKIN-1 in verschiedenen Kartoffelgeweben

Da auch die Kartoffelhomologen zu GAST1 und GIP1 in keimenden Knollenaugen
hochreguliert waren, wurde deren Expression in verschiedenen Kartoffelgeweben mittels
Northern Blot-Analyse untersucht. Zusatzlich wurde auch die Expression von SNAKIN-1,
einem weiteren Mitglied der GAST1-Genfamilie Uberpruft. Da diese drei GAST1-Homologen
bereits bei der Transkriptom-Analyse dormanter und keimender Knollenaugen mithilfe des
10K-TIGR-Arrays als in Keimen hochreguliert gefunden wurden (Daten nicht gezeigt),
wurden die Primer zur Amplifikation Gen-spezifischer Sonden von den entsprechenden
TIGR-EST-Sequenzen abgeleitet (TIGR-Identifikationsnummern: GAST1-like - STMGDA43;
GIP1-like - STMJOO04; SNAKIN1 - STMGE23). Eine Northern Blot-Analyse mit RNA aus
verschiedenen Kartoffelgeweben zeigte, dass GAST1-like, GIP1-like und SNAKIN1 im
Gegensatz zu GARP nicht in Wurzeln, aber starker in Blattern, Sprossspitzen und Bliten
exprimiert waren (Abb. 21 und vgl. Abb. 15B). GAST1-like und GIP1-like, denen eine Rolle
bei der Zellelongation zugesprochen wird (Shi et al., 1992; Ben-Nissan et al., 2004), waren
ebenso wie GARP in Nodien und Internodien stark exprimiert. Auch die Transkriptmenge von
SNAKIN-1 war in diesen Geweben, sowie zuséatzlich in Petiolen stark erhéht. In Bluten und
sink-Blattern war SNAKIN-1 jedoch schwécher als GIP1-like und GAST1-like exprimiert.
Neben GARP waren auch die anderen drei Uberpriften Mitglieder der GAST1-Genfamilie
deutlich starker in Keimen als in dormanten Knollenaugen exprimiert (Abb. 21 und vgl. Abb.
15B). Es kann daher nicht ausgeschlossen werden, dass eine Verdnderung der GARP-
Genexpression in transgenen Pflanzen durch andere GAST1-Familienmitglieder kompensiert
wird. In der Tat konnte eine Northern Blot-Analyse mit RNA aus den Knollenkeimen von
GARP-RNAI Linien eine verstarkte Expression von GAST1-like, GIP1-like und SNAKIN-1 im
Vergleich zum Wildtyp zeigen (Daten nicht gezeigt). Da eine Herunterregulation von GARP,
GIP1-like, GAST1-like und SNAKIN-1 (in dieser Reihenfolge zusammengefigt; je Zielgen
115 bis 157 bp; 4in1-GASTIlikes-Konstrukt) mithilfe eines kombinierten RNAi-Konstrukts
unter Kontrolle des CaMV 35S-Promotors nicht erfolgreich war, kann Gber den Einfluss der
GAST1-Familienmitglieder auf Wachstum und Entwicklung der Kartoffelpflanze und vor allem

die Knollenkeimung noch keine klare Aussage gemacht werden.
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Abb. 21: Northern Blot-Analyse der GARP-Expression in verschiedenen Kartoffelgeweben

Je Spur wurden 20 pg Gesamt-RNA der angegebenen Kartoffelgewebe geladen. Nach Transfer der RNA auf eine
Nylonmembran wurden die GAST1-like, GIP1-like und SNAKIN-1 Transkripte mit einer radioaktiv markierten
Sonde detektiert. Ethidiumbromid gefarbte rRNA diente als Ladekontrolle. SAM entspricht der Sprossspitze
inklusive der ersten 3 Primordien/ Blattorgane; Wurzel- und Stolonspitze wurden inklusive der ersten 10 mm des
elongierenden Gewebes beprobt. Die dormanten Augen entstammten den Knollen nach der Ernte und keimende
Knollenaugen von drei Monaten gelagerten Knollen (~ 0,5 - 0,8 cm Keimlange). Folgende Primer wurden zur
PCR-Amplifikation der Sonden verwendet: GAST1-like MS27/ 28; GIP1-like MS25/ 26; SNAKIN-1 MS23/ 24. Als

Matrize diente cDNA aus Knollenkeimen.

4.2.2 Die Desoxyuridintriphosphatase ( dUTPase) als Marker fur den
Ubergang von dormanten zu keimenden Knollenaugen

Wie unter 4.2.1.1 beschrieben waren 2,9% der 4412 in keimenden Knollenaugen
hochregulierten features der Zellzyklusregulation bzw. der DNA-Replikation zuzuordnen. Da
die Zellen dormanter Knollenmeristeme hauptsachlich in der G;-Phase des Zellzyklus
arretiert sind (Campbell et al., 1996), ist eines der ersten Ereignisse nach Reaktivierung des
Meristems der Ubergang aus der Go- in die G;-Phase, an die sich die S-Phase mit der DNA-
Replikation anschliefdt. Daher kann vermutet werden, dass eine Hochregulation von Genen
der DNA-Replikation zu den ersten Ereignissen bei der Reaktivierung dormanter
Knollenmeristeme zahlt. Bei der Analyse der Mikroarraydaten aus dormanten bzw.
keimenden Knollenaugen war die Desoxyuridintriphosphatase (dUTPase) mit einer ca. 36-
fachen Induktion das in keimenden Augen am starksten hochregulierte Gen aus der Gruppe
der Zellzyklusregulation bzw. DNA-Replikation (Micro.3928.C1; siehe Tabelle im Anhang
unter 8.4.1; Tab. 15).
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Die dUTPase ist ein Enzym, das Desoxyuridintriphosphat (dUTP) in Desoxyuridin-
monophosphat (dUMP) und anorganisches Pyrophosphat hydrolysiert (Vertessy und Toth,
2009). Diese Reaktion erflllt zwei Funktionen: Zum einen kann das so erhaltene dUMP in
die Desoxythymidinmonophosphat (dTMP) Biosynthese einflieRen und zum anderen wird der
Gehalt an dUTP in der Zelle verringert (Vertessy und Toth, 2009). Die zweite Funktion ist
essentiell fur proliferierende Zellen, da die meisten DNA-Polymerasen nicht zwischen
Thymin und Uracil unterscheiden kénnen, was zu falschlich eingebautem dUTP in die DNA
fuhren kann (Vertessy und Toth, 2009). Aufgrund seiner chemischen Instabilitdt kann es zu
einer Deaminierung von Cytosin kommen, wodurch Uracil entsteht (Vertessy und Toth,
2009). Da dieser Prozess mutagen ist, existiert in den Zellen ein Reparaturmechanismus,
der Uber einen riskanten, transienten Einzelstrangbruch fihrt (Vertessy und Toth, 2009).
Daher ist es fUr Zellen mit aktiver DNA-Replikation essentiell das Verhdaltnis dUTP:dTTP
gering zu halten.

Da die dUTPase essentiell fur Zellen mit aktiver DNA-Replikation ist, ist deren
Genexpression zwar nicht spezifisch fir Knollenkeime, kénnte aber als Marker fur den
Ubergang von dormanten zu keimenden Knollenaugen dienen. Dies sollte im Folgenden
weiter untersucht werden.

Um herauszufinden, ob es sich bei dem in keimenden Augen hochregulierten POCI-feature
tatsachlich um eine dUTPase handelte, wurde zunéchst mithilfe des ORF-finder tools von
NCBI der Leserahmen in der EST-Sequenz bestimmt. Daraus ergab sich ein 519
Basenpaare langer ORF, von dem die spezifischen Primer MS63 und MS64 abgeleitet
wurden. Mithilfe dieser Primer wurde die dUTPase anschlielend mittels PCR amplifiziert. Als
Matrize diente cDNA aus keimenden Knollenaugen. Das daraus erhaltene PCR-Produkt
wurde in den Klonierungsvektor pCR-Blunt kloniert und mittels Sequenzierung bestatigt. Der
Leserahmen der dUTPase und die davon abgeleitete Proteinsequenz sind im Anhang unter
8.1.2 dargestellt. Anschliel3end wurde die Proteinsequenz der dUTPase aus Kartoffel mit den
Sequenzen aus Tomate, Arabidopsis, Zwiebel, Mensch, Hefe und E. coli mittels ClustalW
Alignment verglichen (Abb. 22A). Es zeigte sich, dass die funf bei McGeoch (1990)
beschriebenen, charakteristischen Sequenzmotive auch in der Kartoffelsequenz konserviert
sind (Abb. 22A). Die meisten dUTPase-Enzyme bilden Homotrimere, wobei wobei Motiv 3 fir
die Substratspezifitat verantwortlich ist. Die Motive 1, 2 und 4 koordinieren die Triphosphat-
Kette des dUTPs und ein an der Hydrolyse beteiligtes Magnesiumion (Mg(ll)) wahrend Motiv
5 das aktive Zentrum des Enzyms verschlie3t und dadurch schlieZlich die Hydrolyse von
dUTP zu dUMP und anorganischem Phosphat ermdglicht (Vertessy und Toth, 2009). Wie
aus dem phylogenetischen Stammbaum in Abbildung 22B ersichtlich wird, weist die
dUTPase aus Kartoffel die hochste Homologie zur dUTPase aus Tomate (Ahnlichkeit 94%)
und Arabidopsis auf (73%).
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Ac_dUTPase_NP_950416 LPLKKQLTLANGVGVVDSDYYNNLONEGHIALYNFSKNPVQVCKGERI

ek

* Kk . keek kk * - . keke

S| _dUTPase_AAB22611 LA
St _dUTPase

Motiv 5
Sl _dUTPase_AAB22611 AQLIVQKIVTP-EVEQVDDLDSTVRGSGGFGSTGV-
St _dUTPase AQLIVQKIVTP-EVEEVDDLDSTLRGSGGFGSTGV-
At _dUTPase_AT3G46940.1 AQLHEKIVTP-DVVEVDDLDETVRGDGGFGSTGV-
Hs_dUTPase_AAB71394 AQLICERIFYP-EIEEVQALDDTERGSGGF GSTGKN
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Abb. 22: Vergleich verschiedener dUTPase Aminosauresequenzen

(A) Die Aminosauresequenzen wurden mithilfe des ClustalW Algorithmus alignt (http://align.genome.jp/ mit
Standardeinstellungen). Die funf fur dUTPase Proteine charakteristischen Boxen wurden grau schattiert und
nummeriert wie bei McGeoch (1990) beschrieben. Sternchen - identische Aminosduren; Doppelpunkte —
konservierte Bereiche; Punkte - halbkonservierte Regionen. (B) Phylogenetischer Stammbaum erzeugt mit
ClustalW (neighbour-joining (N-J) tree with branch length). GenBank und TAIR Akzessionsnummern sind
angegeben. Der Divergenz-Grad ist entsprechend der Skala unten links angegeben (relative Distanz). Ac — Allium
cepa; At — Arabidopsis thaliana; Ec — Escherichia coli; Hs — Homo sapiens; Sc — Saccharomyces cerevisiae;

Sl - Solanum lycopersicum; St — Solanum tuberosum.
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Um eine Korrelation der dUTPase-Genexpression mit der Knollenkeimung zu bestétigen,
wurden deren Expression in dormanten bzw. keimenden Knollen untersucht. Auf dem Feld
gewachsene Knollen der Varietdten Solara, Nicola und Agria wurden von Bioplant Ebstorf
erhalten und dunkel bei Raumtemperatur gelagert. Eine sichtbare Knollenkeimung setzte bei
Solara nach zehn Wochen, bei Nicola nach elf Wochen und bei Agria nach zwélf Wochen
ein. Je vier Augen von je zwei Knollen wurden direkt nach Erhalt (Zeitpunkt 0) bzw. nach
zehn bis zwdlf Wochen Lagerungszeit beprobt. Die Genexpression der dUTPase wurde
anschlieend mittels Northern Blot Uberprift (Abb. 23A). In allen drei untersuchten
Varietaten war das dUTPase-Transkript mit einsetzender Keimung nachweisbar (Abb. 23A).
Als néachstes sollte untersucht werden, ob die dUTPase-Expression bereits vor sichtbarer
Keimung nachweisbar ist. Hierfr wurden Solara Wildtypknollen fur zwolf Wochen dunkel bei
Raumtemperatur bzw. 8C gelagert und zu den in Abbildung 23B bzw. C angegebenen
Zeitpunkten Knollenaugen beprobt. Die Genexpression der dUTPase wurde mittels ,Real-
Time" PCR bzw. Northern Blot nachgewiesen (Abb. 23B, C). Nach elf Wochen Lagerung bei
Raumtemperatur setzte eine sichtbare Keimung ein. Bereits eine Woche zuvor war ein
Anstieg der dUTPase-Expression detektierbar und stieg bis zum Zeitpunkt der Keimung um
das 19-fache im Vergleich zur Expression nach der Ernte (0) an (Abb. 23B).

In der Industrie werden Kartoffelknollen zur Verlangerung der Dormanz h&ufig bei kihleren
Temperaturen gelagert. Daher sollte die dUTPase-Expression zusétzlich in Augen von
Kartoffelknollen Gberprift werden, die bei 8C gela gert wurden. Sichtbare Knollenkeimung
setzte bei diesem Experiment 16 Wochen nach der Ernte ein. Aus dem Northern Blot in
Abbildung 23C wird ersichtlich, dass die dUTPase-Genexpression in den Augen kihl
gelagerter Knollen Uber eine Woche vor sichtbarer Keimung nachweisbar anstieg
(Abb. 23C).

In einem weiteren Experiment sollte gezeigt werden, dass die Expression der dUTPase im
Zusammenhang mit der Meristemaktivitat steht. Hierfir wurden etwa 1 cm lange
Knollenkeime mit einer Rasierklinge in Keimspitze und das darunter liegende, elongierende
Gewebe getrennt. Nach Isolierung der Gesamt-RNA und cDNA-Synthese konnte mittels
.Real-Time" PCR eine 2,5-fach hohere dUTPase-Genexpression in der Keimspitze, die auch
das apikale Meristem enthielt, als im darunterliegenden Gewebe nachgewiesen werden
(Abb. 22D).

70



ERGEBNISSE

A B) !
. . o209 F F s e o
Solara Nicola Agria @ 0 wah 20 J*Mjg
010 01011 0 10 1112 Wochen L% 151
' #%  dUTPase g 107
IS
T 5
4
o

0 4 8 85 9 9510 105 11 12
Wochen nach der Ernte

C) D)

|

0 4 8 12 13135 14145 15 15.51616.517 18.5 wochen
- o ¥ duTPase

EC-EEEERES L k] ree

Relative Expression

Abb. 23: Nachweis der dUTPase Genexpression in dormanten bzw. keimenden Kartoffe Iknollen

Die Knollen wurden in Dunkelheit bei Raumtemperatur (A, B, D) bzw. bei 8C (C) gelagert. Pfeile kennze ichnen
das Einsetzen der Keimung. Als Northern Blot-Sonde wurde ein radioaktiv markiertes PCR-Fragment der
dUTPase verwendet (Primer MS63 und MS64). Fir den Nachweis der dUTPase bzw. ubiquitin-Expression mittels
.Real-Time" PCR wurden die genspezifischen Primer MS225/ 226 bzw. MS201/ 202 verwendet. (A) Nachweis der
Genexpression in Knollenaugen mit umgebendem Parenchym nach der Ernte bzw. 10 — 12 Wochen Lagerung.
Die Genexpression wurde in drei verschiedenen Kartoffelvarietdten (Solara, Nikola und Agria) mit unterschiedlich
langer Dormanzphase mittels Northern Blot Uberpriift. Die entsprechenden Knollen stammten von Bioplant
Ebstorf und wurden vom Feld geerntet. Die Zeitpunkte der Probennahme sind in der Abbildung angegeben. Je
Spur wurden 20 ug Gesamt-RNA geladen, auf eine Nylonmembran transferriert und die dUTPase Expression mit
einer genspezifischen Sonde detektiert. Ethidiumbromid gefarbte rRNA diente als Ladekontrolle. (B) ,Real-Time*
PCR zum Nachweis der dUTPase Genexpression im Verlauf der Knollenlagerung bei Raumtemperatur.
Dargestellt ist die relative Expression der dUTPase normalisiert auf die Expression von Ubiquitin und relativ zur 0-
Probe + Standardabweichung von drei biologischen Replikaten. Die eingefligten Querschnitte von Knollenaugen
stammten von 10 — 11 Wochen gelagerten Kartoffelknollen. Der weif3e Balken entspricht 1 mm.

(C) Northern Blot Analyse zum Nachweis der dUTPase Genexpression in Knollenaugen mit umgebendem
Parenchym im Verlauf der Knollenlagerung bei 8C. Die Zeitpunkte der Probennahme sind in der Abbildung
angegeben (wah — Wochen nach der Ernte). Je Spur wurden 20 pg Gesamt-RNA geladen, auf eine
Nylonmembran transferiert und die dUTPase Expression mit einer radioaktiv markierten Sonde detektiert.
Ethidiumbromid gefarbte rRNA diente als Ladekontrolle.

(D) Nachweis der dUTPase-Genexpression in Spitzen von Knollenkeimen bzw. im elongierenden Bereich
darunter mittels ,Real-Time“ PCR. Die ca. 1 cm langen Knollenkeime stammten von vier Monate gelagerten
Wildtyp-Knollen. Die Expressionswerte wurden auf die Expression von Ubiquitin normalisiert. Die Genexpression
der dUTPase in Keimspitzen ist relativ zur Expression im elongierenden Bereich + Standardabweichung von drei

biologischen Replikaten angezeigt.
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Neben der Keimung unter ,natirlichen* Bedingungen kann die Knollenkeimung auch in
einem in vitro System, dem so genannten ,sprout release assay”, mithilfe von GA; induziert
werden. Hierfir wurden Augen von Wildtyp-Knollen ein bis drei Wochen nach Lagerung bei
Raumtemperatur mit einem Korkbohrer entnommen, in SRA-Puffer gewaschen und
schlie8lich in 50 uM GA; bzw. Wasser als Negativkontrolle inkubiert (siehe Methodenteil
unter 3.10). Nach kurzem Abtrocknen wurden die Knollenscheibchen auf einem
angefeuchteten Filterpapier in einer Petrischale unter Gewebekulturbedingungen gelagert.
Eine erste sichtbare Keimung setzte nach drei Tagen ein und nach funf Tagen waren mehr
als 95% der Knollenaugen gekeimt (vgl. Abb. 25). Um die Expression der dUTPase vor
Einsetzen sichtbarer Keimung zu analysieren, wurden Proben vor Behandlung (Oh) und 3, 6,
9, 12 bzw. 24 Stunden nach Behandlung mit 50 uM GA; genommen. Nach Isolieren der
Gesamt-RNA und cDNA-Synthese wurde eine ,Real-Time" PCR mit genspezifischen Primern
(MS225 und MS226) durchgefiihrt. Es zeigte sich, dass die dUTPase bereits sechs Stunden
nach GAs-Behandlung um das 7-fache anstieg (Abb. 24A). Dieser Anstieg setzte sich
kontinuierlich bis zwolf Stunden nach Behandlung fort und erreichte am Ende ein Plateau bei
einer ca. 60-fachen Induktion (Abb. 24A). Zum Vergleich wurde auch die Genexpression des
Replikationsmarkers Histon H4 (Brandstadter et al., 1994) untersucht. Die Primer zum
Nachweis des H4-Transkripts mittels ,Real-Time* PCR wurden von der Kartoffel EST-
Sequenz Micro.5000.C3 abgeleitet. Ein erster Anstieg der H4-Genexpression konnte neun
Stunden nach GAs-Behandlung nachgewiesen werden, die Expression stieg nach zwolf
Stunden weiter auf ein 25-faches an und erreichte nach 24 Stunden eine Erh6hung um das
250-fache (Abb. 24B). Wie aus Abbildung 24 ersichtlich wurde die dUTPase im Verlauf GAs-
induzierter Knollenkeimung zwar weniger stark induziert als Histon H4, ein Anstieg der
Genexpression war aber bereits drei Stunden vor der von H4 nachweisbar.

Wie zuvor gezeigt erfolgt eine Induktion der dUTPase-Genexpression bereits vor sichtbarer
Keimung, was darauf hindeutet, dass die dUTPase bereits sehr friih bei der Reaktivierung
dormanter Knollenmeristeme exprimiert wird. Die Genexpression der dUTPase stellt daher
einen guten molekularen Marker fur den Ubergang von dormanten zu keimenden
Knollenaugen dar.

Die Daten zur dUTPase als Marker fir die Reaktivierung von Knollenmeristemen wurden in

der Fachzeitschrift Molecular Breeding veréffentlicht (Senning et al., 2010).
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Abb. 24: Genexpression der dUTPase und von Histon H4 im Verlauf GA s-induzierter Knollenkeimung

Knollenscheibchen mit je einem Auge wurden wie im Methodenteil unter 3.10 beschrieben mit GAz behandelt. Zu
den angegebenen Zeitpunkten wurden Proben zur RNA-Isolierung entnommen. Nach RNA-Extraktion und cDNA-
Synthese wurden die Proben fiir eine ,Real-Time* PCR eingesetzt. Die Expressionswerte wurden auf die
Expression von Ubiquitin normalisiert und sind relativ zur Expression vor GAsz-Behandlung (0Oh) +
Standardabweichung von drei Replikaten angezeigt. Fir den Nachweis der Histon H4-Expression wurden die

genspezifischen Primer MS272 und MS273 verwendet.

4.2.3 Transkriptionelle Verdnderungen im Verlauf Ph  ytohormon-

induzierter Knollenkeimung

Beim Vergleich der Transkriptomdaten dormanter und keimender Knollenaugen wurden nur
die jeweiligen Endzeitpunkte, d.h. das ruhende bzw. aktive Knollenmeristem betrachtet. Die
Verédnderungen kurz vor sichtbarer Keimung, bei der Reaktivierung des Meristems, konnten
hierbei nicht erfasst werden. Da sich die Lange der Knollendormanz bei ,natirlich®
gelagerten Knollen je nach Wachstumsbedingungen der Pflanzen und Lagerbedingungen
der Knollen bei jeder Ernte stark unterscheiden kann, ist es nahezu unmdglich den Zeitpunkt
der Meristem-Reaktivierung genau einzugrenzen. Zudem erfolgt die Keimung bei ,natirlich®
gelagerten Knollen meist sehr asynchron, was eine verlassliche Probenahme vor sichtbarer
Keimung stark erschwert. Mithilfe GAs-induzierter Keimung im Rahmen des ,sprout release
assay“-Experiments war es jedoch moglich innerhalb von finf Tagen eine synchronisierte
Knollenkeimung zu erhalten (A. Hartmann, unverdffentlicht).

Um transkriptionelle Veranderungen beim Ubergang von dormanten zu keimenden
Knollenaugen zu untersuchen wurde daher ein ,sprout release assay“—Experiment
durchgefuhrt. Wie Abbildung 25A zu entnehmen ist, waren drei Tage nach GAs-Behandlung
64% der Knollenaugen gekeimt und 5% in der Wasserkontrolle. Nach flinf Tagen keimten
97% der Augen nach GAs-Behandlung und 11% nach Wasserbehandlung, was 4 von 37
Augen entspricht. Die vier in der Wasserkontrolle gekeimten Augen wurden spéter nicht

beprobt. Die Querschnitte in Abbildung 25B zeigen ein Einsetzen der Keimung drei Tage
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nach GAsz-Behandlung und ein weiteres Wachstum des Keims nach finf Tagen. Die Mehrheit
der Augen der Wasserkontrolle keimt jedoch nicht. Das Keimverhalten GAs-behandelter

Knollenaugen ist in Abbildung 25C zusétzlich schematisch dargestellt.
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Abb. 25: .S prout release assay “-Experiment zur Probennahme flr eine Mikroarray-Hy  bridisierung

(A) Insgesamt wurden 135 — 165 Knollenaugen mit umgebendem Parenchym aus Knollen ca. drei Wochen nach
der Ernte mit Wasser bzw. 50 uM GA3 behandelt. Die Probennahme erfolgte ein, zwei, drei bzw. fiinf Tage nach
GAs-Behandlung. Sichtbare Keimung wurde dokumentiert. (B) Reprasentative Querschnitte ausgewahlter
Knollenscheibchen vor Behandlung bzw. drei bis finf Tage nach Behandlung aufgenommen am Binokular. Der
schwarze Balken entspricht 1 mm. (C) Schematische Darstellung der synchronisierten Knollenkeimung nach GAs-
Behandlung im Verlauf des ,sprout release assays".

Je zwei Replikate von je acht Knollenscheibchen wurden ein, zwei, drei bzw. fiinf Tage nach
GAs-Behandlung entnommen. Fir die Wasserkontrolle wurden pro Zeitpunkt vier
Knollenscheibchen beprobt und vor der RNA-Isolierung vereinigt. Pro Zeitpunkt nach der
GA;-Behandlung sowie von der gepoolten Wasserkontrolle wurden je zwei Replikate auf den
POCI-Chip hybridisiert. Nach Hybridisierung, Scannen und Datenextraktion wurden die
Expressionsdaten mithilfe der GeneSpring-Software GX 7.3.1 ausgewertet. Die
Verlasslichkeit der Replikate wurde mittels condition tree und PCA (principal component
analysis) Uberprift. Um mdgliche Effekte der experimentellen Bedingungen unabhéngig von
der Knollenkeimung auszuschlieBen, wurden die Genexpressions-Daten nach GAs-
induzierter Keimung auf die gepoolte Wasserkontrolle normalisiert. Anschlieend wurden die
features herausgefiltert, die in mindestens zwei von acht Replikaten ein Signal zeigten (,flag

= present or marginal* unter Ausschluss der Wasserkontrolle) und wéahrend des Experiments
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mindestens 2-fach differentiell exprimiert waren (features mit einer Expression zwischen
0,667 und 1,334 zu allen Zeitpunkten wurden entfernt). Nach statistischer Analyse mittels
1-Way ANOVA und BH-FDR verblieben von 21137 noch 11286 statisch signifikante features
(p-Wert 0,05). Anschlielend wurden mittels Volcano Plot-Analyse und K-Means
Clusteranalyse die features ermittelt, die an Tag eins, zwei, drei bzw. funf im Vergleich zur
Wasserkontrolle mindestens 2-fach hoch- bzw. herunterreguliert waren (Tab. 6). Die
steigende Anzahl an hochregulierten features spiegelt das einsetzende Wachstum und die
Entwicklung des Keims drei Tage nach GAs-Behandlung wieder. Zwischen Tag zwei und drei
stieg die Anzahl mindestens 2-fach hochregulierter features um das 6,6-fache an,
wohingegen sich die Zahl herunterregulierter features wahrend des Experiments nur wenig
anderte (Tab. 6 und Abb. 26).

Tab. 6: Differentiell regulierte  features ein, zwei, drei bzw. fiinf Tage nach GA s-induzierter Keimung im
Vergleich zur Wasserkontrolle
Je Zeitpunkt und fiir die gepoolte Wasserkontrolle wurden zwei Replikate hybridisiert. Nach Normalisierung der
Daten auf die Wasserkontrolle wurden diejenigen features als differentiell reguliert herausgefiltert, die mindestens
zu einem der Zeitpunkte nach GAs-Behandlung einen ,flag = present oder marginal* aufwiesen und mindestens 2-
fach reguliert waren. Anschlie3end wurden mittels 1-Way ANOVA statistisch signifikante features ermittelt (p-Wert
0,05 unter Annahme gleicher Varianzen und mit BH-FDR). Mittels Volcano Plot-Analyse und K-Means
Clusteranalyse wurden die zu Tag eins, zwei, drei bzw. finf im Vergleich zu Wasserkontrolle 2-fach differentiell

regulierten features in hoch- bzw. herunterregulierte features aufgeteilt.

Tage nach GAz;-  Hochregulierte  Herunterregulierte

Behandlung features features
1 555 586
2 590 1319
3 3906 374
5 4698 666

AnschlieBend wurden die differentiell regulierten features aus Tabelle 6 in elf funktionelle
Gruppen eingeordnet (Abb. 25). Es stellte sich heraus, dass unter den an Tag eins
hochregulierten features 6,1% den Enzymen der Zellwandbiosynthese bzw. -modifikation
zuzuordnen waren und an Tag zwei sogar 7,8% (Tab. 7). Auch features von Enzymen des
Fettsaurestoffwechsels waren bereits an Tag eins mindestens 2-fach hochreguliert (2,3%),
was moglicherweise auf einen erhthten Bedarf an Lipiden fir die VergrolRerung von
Zellmembranen hindeutet. Gene, die fur Proteine der GA-Biosynthese bzw -
Signaltransduktion kodieren, wie ein GIBBERELLIC ACID RECEPTOR und eine GA20-

Oxidase waren bereits einen Tag nach GAsz-Behandlung 4- bzw. 10-fach herunterreguliert.
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Ein Transkript mit Homologie zu dem DELLA-Protein RGA aus Arabidopsis war zu diesem
Zeitpunkt 2-fach hochreguliert und wurde nach finf Tagen, also zum Zeitpunkt des
Keimwachstums, wieder herunterreguliert. Gene von Proteinen der Auxin-Biosynthese bzw.
Ethylen-Signaltransduktion, aber auch Auxintransporter wie auxin influx carrier, PIN1-like
und ein AUXIN TRANSPORTER PROTEIN1, waren ein bis zwei Tage nach GAz;-Behandlung
mehr als zweifach induziert (Tab. 7). Interessanterweise wurde ein feature mit Homologie zu
einem AUXIN REPRESSED/ DORMANCY ASSOCIATED PROTEIN aus Tomate
(ACDAO03609E09.T3m.scf) an Tag eins und zwei 2-fach herunterreguliert, was vermutlich
das Ende der Dormanz der Knollenaugen wiederspiegelt. Auch eine Reihe von Genen, die
fur Komponenten der Biosynthese, Signaltransduktion bzw. den Transport von Cytokinin
kodieren, waren bereits einen Tag nach GAs-Behandlung mehr als 2-fach induziert.
Auffallend war, dass einen Tag nach GAs-Behandlung sechs features mit Homologie zu einer
ALDEHYDE OXIDASE aus Tomate, die den letzten Schritt der ABA-Biosynthese katalysiert
(Min et al.,, 2000), etwa 2-fach hoch- und anschlieBend wieder herunterreguliert waren.
Dagegen war ein Gen mit Homologie zu einer 9-cis epoxycarotenoid dioxygenase (NCED),
nach einem bzw. finf Tagen nach GAs;-Behandlung mehr als 2-fach herunterreguliert.

Eine Vielzahl von Genen aus den Kategorien ,Transport‘, ,Stress/ Abwehr* und
»Signaltransduktion® waren einen Tag nach GAs-Behandlug differentiell reguliert, was bis
zum Ende des Experiments anhielt (Tab. 7). Gene, die fur Speicherproteine wie Patatin bzw.
Komponenten der Antwort auf biotischen bzw. abiotischen Stress kodieren, waren bereits
einen Tag nach GAs-Behandlung mindestens 2-fach herunterreguliert. Der grof3te Anteil war

jedoch mit beginnender Keimung an Tag drei (Tab. 7).

Tage
5
3
2
1
1400 1200 1000 800 600 400 200 0 0 1000 2000 3000 4000 5000
Anzahl herunterregulierter Transkripte Anzahl hochregulierter Transkripte
B Ohne Annotation (NA) @ Unklassifiziert
I\ Stress/ Abwehr O Speicherproteine
B Stoffwechsel @ Zellwandbiosynthese, -modifikation

O Phytohormonbiosynthese, -signaltransduktion, -transport B Signaltransduktion

O Transkription/ Translation/ DNA/ RNA/ Protein @ Transkriptionsfaktoren

O Zellzyklus/ Replikation/ Chromatin/ Zytoskelett
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Abb. 26: Funktionelle Zuordnung der ein, zwei, drei bzw. funf Tage nach GA s-induzierter Keimung in
Knollenaugen differentiell regulierten Transkripte

Die in Tabelle 6 aufgelisteten nach 1, 2, 3 bzw. 5 Tagen hoch- bzw. herunterregulierten Transkripte wurden
geman ihrer Annotation in 11 funktionelle Gruppen eingeordnet. Dargestellt ist die Anzahl der entsprechenden
Transkripte je Kategorie. Die Kategorien sind in der Legende angegeben. Die jeweiligen prozentualen Anteile je

Gruppe wurden in Tabelle 7 aufgelistet.

Zwei Tage nach GAz-Behandlung und damit kurz vor sichtbarer Keimung waren vor allem
Transkripte mit einer Homologie zu Genen von Komponenten des Zytoskeletts, aber auch
von Zellzyklusregulatoren bzw. Enzymen der DNA-Replikation mindestens 2-fach
hochreguliert (Tab. 7). Gene, die fir Proteine des Wassertransports wie AQUAPORIN-like
oder ein WATER CHANNEL PROTEIN kodieren, wurden von Tag zwei an kontinuierlich
hochreguliert. Auch eine ABA 8'-hydroxylase (CYP707A2), ein Enzym des ABA-Abbaus, war
an Tag zwei mindestens 2-fach hochreguliert und stieg mit einsetzender Keimung noch auf

eine etwa 4-fache Induktion der Genexpression an.

Drei Tage nach GAs-Behandlung, also mit einsetzender Keimung, waren unter anderem
Gene, die fir Proteine der Translation kodieren, 2-fach oder starker hochreguliert (Tab. 7).

Die Veranderungen im prozentualen Anteil an Transkriptionsfaktoren zeigte keine eindeutige
Tendenz im Verlauf der Knollenkeimung, jedoch waren drei bzw. finf Tagen nach GAs-
Behandlung eine groRe Anzahl an Transkriptionsfaktoren hochreguliert, die fir die
Aufrechterhaltung des Meristems (HOMEODOMAIN PROTEIN BNLGHi6863, KNOTTED2,
ZF-HD HOMEODOMAIN PROTEIN) bzw. fir die Primordien-Entwicklung entscheidend sind
(APETALA2, AtGRF3, HAP2, ATML1, TCP-DOMAIN PROTEIN). Das am starksten
hochregulierte feature der Kategorie ,Transkriptionsfaktoren* zeigte eine Sequenz-
Homologie zu einem putativen bHLH Transkriptionsfaktor aus Arabidopsis und war an Tag
funf mehr als 38-fach hochreguliert (MICRO.1902.C2). RAMOSUS4, ein F-Box Protein, das
an der Signaltransduktion des Wachstumshemmers Strigolakton beteiligt ist, wurde mit
einsetzender Keimung, also drei bis finf Tage nach GAz-Behandlung, herunterreguliert. Eine
Reihe GA-responsiver Gene wie GAST1 und Enzyme der GA-Biosynthese (GGPP
synthase 2, ent-KAO, putative giberellin 5-hydroxylase, geranylgeranyl reductase) waren zu
diesen Zeitpunkten mindestens 2-fach hochreguliert. Auch Transkripte mit Homologie zu
Enzymen der Brassinosteroid- bzw. Cytokinin-Biosynthese und des Cytokinin-Transports
(PURINE PERMEASE 1, PUP1) waren mit einsetzender Keimung hochreguliert. Zuséatzlich
waren drei bis finf Tage nach GAs;-Behandlung auch ein Typ B ARR, ein positiven Regulator
der Cytokinin-Signaltransduktion, hochreguliert. Eines dieser features war nach finf Tagen
bis zu 20-fach hochreguliert (MICRO.14717.C1). Zudem war eine GrofRe Anzahl von Genen,

die fir Enzyme der Auxin-Biosynthese, Proteine der Auxin-Signaltransduktion bzw. des
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Auxin-Transports kodieren drei bis funf Tage nach GAs-Behandlug mindestens 2-fach

hochreguliert.

Eher widersprichliche Daten ergaben sich fur Ethylen. An Tag eins waren ein Ethylen
Biosynthesegen, eine ACC-Synthase, sowie einige Komponenten der Signaltransduktion,
EIL2 und ERF4 mindestens 2-fach herunter-, EIL3 jedoch hochreguliert. Zwei Tage nach
GA;s-Behandlung waren die Ethylen-Biosynthesegene S-adenosylmethionine synthase und
ACC-oxidase hoch- und die ACC-synthase und ERF4 weiterhin herunterreguliert. An Tag
drei war eine grof3e Zahl an Ethylen-Biosynthesegenen und Ethylen responsiven Proteinen
wie ETHYLENE-RESPONSIVE TRANSCRIPTION FACTOR 1 und 3 oder ETHYLENE-
RESPONSIVE SMALL GTP-BINDING PROTEIN deutlich hochreguliert. Auch ein Ethylen-
Rezeptor und ERF3 bzw. ERF5 waren an Tag drei hochreguliert. Ein ETHYLENE-
RESPONSIVE ELEMENT BINDING FACTORL1, ERF5 und eine ACC-Synthase waren am
deutlichsten an Tag drei bis zu 10-fach induziert. Drei Tage nach GAs;-Behandlung war kein
feature der Ethylen-Biosynthese bzw. Ethylen-Signaltransduktion herunterreguliert. An Tag
funf finden sich vor allem Ethylen-Biosynthesegene aber auch EIL3 unter den induzierten
Transkripten, wéahrend ERF3, 4 und 5 zu diesem Zeitpunkt mindestens 2-fach
herunterreguliert waren.

Die Rolle von Ethylen bleibt daher zu den frilhen Zeitpunkten, ein bis zwei Tage nach GA;-
Behandlung, nach wie vor unklar. Ethylen scheint jedoch zum Zeitpunkt des Brechens der
Keimruhe bzw. friher Keimung, also an Tag drei nach GAs;-Behandlung, entscheidend zu
sein.

Der Anteil an features der funktionellen Kategorie ,Protein-Turnover/ -faltung“ veranderte
sich nur geringfigig im Verlauf GAs-induzierter Keimung (siehe Tab. 7). Gene von
Komponenten des Starkestoffwechsels wie das 1,4- -Glukan Verzweigungsenzym, die
Pullulanase  (Entzweigungsenzym), die grof3e Untereinheit der ADP-Glukose
Pyrophosphorylase (AGPase) oder Starkekorn-gebundene Starkesynthase (GBSS) waren

wahrend des gesamten Experiments herunterreguliert.
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Tab. 7: Prozentualer Anteil von differentiell regul

induzierter Keimung im Vergleich zur Wasserkontroll

e in ausgewahlten funktionellen Kategorien

ierten features ein, zwei, drei bzw. fiinf Tage nach GA

3-

Die Prozentangaben beziehen sich auf die entsprechende Anzahl hoch- bzw. herunterregulierter features in

Tabelle 6.

Tagl Tag2 Tag3 Tagbh

Herunterregulierte features

0,7
0,0
0,3
3,6
0,5
1,0
0,2
3,9
2,0
14
10,8
14
1,7
0,0
3,8
51
3,4
12,5
42,5

0,7
12
1,7
0,0
0,9
0,0
0,0
0,3
0,5

4.2.3.1 ,Real-Time"

ausgewahlter Zellzyklusregulatoren

Die Reaktivierung des Knollenmeristems gilt als Voraussetzung fir die Initiation der
Knollenkeimung. Die vorhergehende Analyse der Mikroarraydaten ergab einen Anstieg in der
Expression von Regulatoren des Zellzyklus bereits vor sichtbarer Keimung, also zwei Tage
nach GAs-Behandlung. Um dies unabhangig zu bestatigen und zusatzlich noch frihere

Zeitpunkte GAs-induzierter Keimung zu untersuchen, wurden ,Real-Time* PCR Experimente

0,3
0,2
0,1
2,3
0,2
1,4
0,9
4,7
1,9
0,6
12,5
1,2
1,6
11
2,4
52
3,3
10,7
47,4

0,5
0,3
0,1
0,5
0,3
0,0
0,0
0,2
0,2

0,0
0,0
0,0
13
03
08
0,0
2.4
0.8
2.4

20,6
24
1,1
2,9
2,1

11,8
4,5

10,4

33,4

0,0
0,3
0,3
13
0,0
0,3
0,0
0,3
0,3

0,2
0,0
0,0
4,2
0,3
0,5
0,0
3,6
1,7
15
17,1
1,7
1,7
15
3,5
9,2
4,1
11,6
32,4

Kategorie

Zellzyklus/ Replikation
Chromatin-Modifikation
Zytoskelett
Transkriptionsfaktoren
Transkription
DNA/ RNA-assoziierte Proteine
Translation
Protein-Turnover, -Faltung
Signaltransduktion
Zellwandbiosynthese/ -modifikation
Stoffwechsel allgemein
Fettséurebiosynthese/ -abbau
Starkemetabolismus
Photosynthese
Transport
Speicherproteine
Stress/ Abwehr
Unklassifiziert
Ohne Annotation (NA)

Tagl Tag2 Tag3 Tagb5

Hochregulierte features

0,2

0,4

0,2

2,2

0,2

11

0,0

4,7

3,4

6,1
22,5
2,3

0,5

1,6

3,2

0,2

2,9

15,0
27,7

Phytohormonbiosynthese, -signaltransduktion, -transport

0,0
0,8
0,6
0,3
0,9
0,2
0,0
1,2
1,7

PCR

- Cytokinin

- Gibberellin

- Auxin

- Brassinosteroide
- Ethylen

- Strigolakton

- Salicylsaure

- Jasmonsaure

- Abszisinsaure

zur  Verifizierung

0,7
0,5
1,4
0,4
0,5
0,0
0,2
0,2
1,6

der

3,4
03
3,2
4,1
0,5
1,0
0,2
3,9
4,4
7,8

14,7
1,2
0,0
0,0
2,2
08
3,2

14,9

30,0

0,3
0,7
1,4
0,2
1,0
0,0
0,0
0,2
0,3

Genex

1,4 1,4
0,6 0,7
1,3 1,3
3,3 2,7
0,7 0,8
23 2,7
1,8 2,0
4,7 4,5
5,0 51
1,9 1,9
9,9 10,2
1,4 1,4
0,5 0,4
0,2 0,1
2,8 2,7
0,5 0,4
3,3 2,8
13,7 14,1
42,2 42,3
0,2 0,3
0,4 0,3
0,7 0,8
0,2 0,2
0,6 0,3
0,0 0,0
0,1 0,0
0,1 0,1
0,4 0,3
pression

mit den Zellzyklusregulatoren des G,/ M Phasenlubergangs, Cyklin Al, Cyklin B, CDC20.1,
CCS52B, CDKB;2 und des Gi/ S Phasentbergangs, Cyklin D3.1, durchgefiihrt. Zusatzlich
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wurde auch die Genexpression der nach Menges et al. (2005) konstitutiv exprimierten
Regulatoren des S-Phaseneintritts DP1 und E2F Uberprift. Als Matrize diente cDNA von
Knollenscheibchen aus einem ,sprout release assay“- Experiment vor (Oh) bzw. 12, 24, 36,
48 und 72 Stunden nach GAs-Behandlung bzw. einer gepoolten Wasserkontrolle. Die
Ergebnisse der ,Real-Time* PCR sowie die Expressionsdaten aus der Mikroarrayanalyse
wurden in Abbildung 27 zusammengefasst. Es zeigte sich, dass die in Arabidopsis konstitutiv
exprimierten Regulatoren DP1 und E2F auch in Kartoffelknollenaugen konstitutiv exprimiert
waren (Abb. 27). Die Transkriptmenge von Cyklin D3.1 stieg bereits zwélf Stunden nach
GA;s-Behandlung deutlich an, was darauf hindeutet, dass Cyklin D3.1 bereits zu einem sehr
frhen Zeitpunkt induziert wird. Wie zuvor beschrieben wurden auch die Replikationsmarker
Histon H4 und dUTPase bereits frih, zwischen sechs und neun Stunden nach GAs;-
Behandlung, induziert (vgl. Abb. 24). Die Genexpression der mitotischen Cykline A1 und B
war im Vergleich zur Wasserkontrolle nach 36 und 48 Stunden um das 2,5-fache und im
Vergleich zum 0-Zeitpunkt sogar um das 3,6- bis 9- fache erhéht (Abb. 27). Ein ahnlicher
Verlauf lieR sich auch fiir CDC20.1, CCS52B und CDKB;2 nachweisen (Abb. 27). Auch hier
war eine Induktion der Genexpression im Vergleich zur Wasserkontrolle bereits nach 36
Stunden nachweisbar und im Vergleich zum 0-Zeitpunkt mit Ausnahme von CDC20.1 bereits
zwolf Stunden nach GAs-Behandlung. Insgesamt bestatigen die ,Real-Time* PCR-
Ergebnisse die Mikroarraydaten.

Die ,Real-Time" PCR-Daten fur die dUTPase und Cyklin D3.1 lassen darauf schlie3en, dass
die Reaktivierung des Knollenmeristems zwischen 0 und zwolf Stunden nach GAs-
Behandlung, sehr wahrscheinlich sogar nach weniger als sechs Stunden, stattfindet. Die
Daten lassen zudem auf einen Wiedereintritt in den Zellzyklus aus Gq in die G;-Phase
schliel3en und stehen daher im Einklang mit den Flusszytometrie-Ergebnissen von Campbell
et al. (1996).
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Abb. 27: ,Real-Time" PCR zur zum Nachweis der Genex pression ausgewahlter Zellzyklus-Regulatoren

Die Genexpression von Cyklin D3.1, E2F, DP1, Cyklin Al, Cyklin B, CDKB;2, CDC20.1 und CCS52B zu den
angegebenen Zeitpunkten nach GAgs-induzierter Keimung wurde mittels ,Real-Time* PCR nachgewiesen. Die
entsprechenden genspezifischen Primer sind im Anhang aufgelistet. Die Rohdaten wurden auf die Expression
von Ubiquitin  normalisiert und sind relativ zur Expression in der gepoolten Wasserkontrolle
+ Standardabweichung von je drei Replikaten angezeigt. Die Genexpression der ausgewahlten Zellzyklus-
Regulatoren entsprechend der Mikroarraydaten sind tber dem jeweiligen ,Real-Time“ PCR Ergebnis in Form
einer Heat Map angegeben. Rot entspricht dabei einer Hoch- und blau einer Herunterregulation im Vergleich zur
Wasserkontrolle. Details zum Schema der Zellzyklusregulation siehe 2.5.5. Verwendete Primer: Cyklin D3.1 —
MS221/ 222; E2F — MS304/ 305; DP1 — MS306/ 307; Cyklin A1 — MS274/ 275; Cyklin B — MS278/ 279; CDKB;2 —
MS213/ 214; CDC20.1 — MS211/ 212; CCS52B — MS280/ 281.

4.2.4 Identifizierung frih, generell bzw. spatregu lierter Gene im Verlauf
der  Knollenkeimung durch  Vergleich  unterschiedliche r
Mikroarraydatensatze

Bei der Analyse des zuvor beschriebenen ,sprout release assay“-Experiments mit GA;
konnte nicht ausgeschlossen werden, dass ein Teil der als differentiell reguliert identifizierten
Gene durch die Behandlung mit GA; und nicht aufgrund der Knollenkeimung exprimiert
wurde. Daher sollten die Mikroarraydaten aus GAs-induzierter Keimung mit
Transkriptomdaten aus einem ,sprout release assay“-Experiment mit BA und den Daten aus
dem unter 4.2.1 beschriebenen Vergleich von dormanten mit keimenden Knollenaugen
verglichen werden. Durch diesen Vergleich sollten friih, generell und spat regulierte Gene
wahrend der Knollenkeimung identifiziert werden.

Zur ldentifizierung frih regulierter Gene wurde ein ,sprout release assay“ mit 50 uM
Benzylaminopurin (BA), einem synthetischen Cytokinin, durchgefihrt. Auch BA fiihrte drei
Tage nach Behandlung zu einem Brechen der Keimruhe, aber im Unterschied zu GA; wurde

das Elongationswachstum des Keims nicht unterstiitzt (Abb. 28A).

A) B)
0 3 5 Tage + BA
\‘"’“/!wh“v»' i
v S eSS
" 1,{/./’“4*.,/"1\,“‘_‘__ 0 1 2 3 5
—a B« — BA Tage nach Behandlung

Abb. 28: “Sprout release assay” mit 50 uM BA
(A) Querschnitte der Knollenscheibchen mit je einem Auge vor BA-Behandlung bzw. drei und finf Tage danach.

Der schwarze Balken entspricht 1 mm. (B) Schematische Darstellung BA-induzierter Knollenkeimung.

82



ERGEBNISSE

Eine Mikroarrayanalyse analog zu der mit GAs-induzierten Keimung (Zeitpunkte 1, 2, 3 und 5
Tage nach BA-Behandlung normalisiert zur gepoolten Wasserkontrolle) ergab, dass bereits
einen Tag nach BA-Behandlung eine Vielzahl von Genen exprimiert war, was sich bis zu drei
Tage nach BA-Behandlung nicht veranderte (Daten nicht gezeigt). Insbesondere Gene, die
fur Regulatoren der Zellzykluskontrolle kodieren, wie zum Beispiel die Cykline Al, B und
D3.1, ccs52B, cdkB;2, und cdc20.1, aber auch die dUTPase waren bereits am ersten Tag 2-
bis 9-fach hochreguliert (Abb. 29). Nach finf Tagen waren vor allem Gene fur Wachstum und
Entwicklung, unter anderem auch die Zellzyklus-Regulatoren aus Abbildung 27, wieder
herunterreguliert. Dies ging mit einem Wachstumsarrest des Keims einher. Daher wurden je
zwei Replikate Cy3-markierter cRNA aus Knollenscheibchen zu friheren Zeitpunkten (2, 4,
12 und 24 Stunden) nach BA-Behandlung sowie einer gepoolten Wasserkontrolle auf dem
POCI-Mikroarray hybridisiert. Die Verlasslichkeit der Replikate wurde mittels condition tree
und PCA (principal component analysis) Uberprift. Anschlieend wurden die Daten auf die
Wasserkontrolle normalisiert. Wie aus Abbildung 29 zu entnehmen ist, stieg die
Transkriptmenge der dUTPase und ausgewahlter Regulatoren des Zellzyklus erstmals zwolf
Stunden nach BA-Behandlung an. Nach 24 Stunden war die dUTPase bereits 9-fach
induziert, daher wurden die Expressionsdaten der friihen Zeitpunkte nach BA-Behandlung,

zwei, vier und zwolf Stunden, zur Identifizierung friih regulierter Gene herangezogen.

Cyklin B (STMDES1TV) I 5

CDC20.1 (Micro.3793.C1)

Cyklin Al (Micro.15340.C1)

CDKB;2 (Micro.1498.C1) -1

CCS52B (Micro.3107.C1)

dUTPase (Micro.3928.C1)

H,O 2h 4h 12h 24h 1d 2d 3d 5d

Cyklin D3.1 (Micro.16190.C1)

Stunden bzw. Tage nach BA-Behandlung

Abb. 29: Genexpression ausgewahlter Zellzyklusregul atoren und der dUTPase wahrend BA-induzierter
Knollenkeimung

Die Genexpression der bei Keimung hochregulierten Zellzyklusregulatoren aus Abbildung 27 und der dUTPase ist
als heat map dargestellt. Die Mikroarraydaten nach 1, 2, 3, bzw. 5 Tagen der BA-induzierten Keimung wurden auf
eine entsprechende gepoolte Wasserkontrolle normalisiert. Die Genexpressionsdaten aus Knollenscheibchen 2,
4, 12 bzw. 24 Stunden nach BA-Behandlung stammten aus einem unabhéngigen Experiment und wurden
ebenfalls auf eine entsprechende gepoolte Wasserkontrolle normalisiert. Rot entspricht einer Hoch- und blau

einer Herunterregulation im Vergleich zu Wasserkontrolle.
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Fur die ldentifizierung frih, generell bzw. spéat bei der Knollenkeimung regulierter Gene,
wurden zunéchst 2-fach hoch- bzw. herunterregulierte features der friihen Zeitpunkte zwei,
vier und zwdlf Stunden nach BA-Behandlung bzw. ein und zwei Tage nach GAs;-Behandlung
im Vergleich zur Wasserkontrolle ermittelt. AnschlielRend wurden die differentiell regulierten
features mittels K-Means Clusteranalyse in hoch- bzw. herunterregulierte features aufgeteilt.
Analog wurden auch die entsprechend regulierten features zu spéten Zeitpunkten der
Keimung, also hoch- bzw. herunterreguliert drei und/ oder finf Tage nach GAs;-Behandlung
und differentiell reguliert beim Vergleich keimender und dormanter Knollenaugen identifiziert.
Die jeweilige Anzahl 2-fach hoch- bzw. herunterregulierter features ist in Tabelle 8

aufgelistet.

Tab. 8: Anzahl mehr als 2-fach hoch- bzw. herunterr  egulierter features aus GA3-/ BA-induzierter Keimung

bzw. beim Vergleich dormanter und keimender Knollen augen

GAgs-induzierte BA-induzierte ) ) )
Knollenkeimung Knollenkeimung Keimende im Vergleich zu
dormanten Knollenaugen
1d 2d 3d 5d 2h 4h 12h
fz'faCh hochregulierte 5497 4429 11100 13511 4458 5112 6768 5795 (keimend)
eatures
2-fach herunterregulierte o531  4495 2082 2717 10166 6136 5264 5236 (dormant)

features

Um herauszufinden, welche Gene unabhangig von der Behandlung friih, generell bzw. spat
bei der Knollenkeimung reguliert werden, wurden die features ermittelt, die in zwei
voneinander unabhangigen Experimenten einen &hnlichen Verlauf der Genexpression
aufwiesen (zusammengefasst in Tab. 9).

Als erstes wurden die features identifiziert, die nach einem und/ oder zwei Tagen nach GAs-
Behandlung bzw. zwei, vier und/ oder zwolf Stunden nach BA-Behandlung hochreguliert
waren. Daraus ergaben sich 7415 bei GAs-Behandlung und 11490 bei BA-Behandlung
mindestens 2-fach hochregulierte features. Mittels Venn-Diagramm wurden anschlielend
3690 features identifiziert, die in den beiden unabhéngigen Datensatzen hochreguliert waren.
Analog wurden 13213 nach zwei, vier und/ oder zwo0lf Stunden nach BA-Behandlung bzw.
5497 nach einem und/ oder zwei Tagen nach GA;-Behandlung herunterregulierte features
ermittelt und mittels Venn-Diagramm verglichen. Daraus resultierten 2998 in beiden
Experimenten herunterregulierte features (Tab. 9).

Als nachstes wurden 7415 nach drei und/ oder funf Tagen nach GA;-Behandlung
hochregulierte features ermittelt und mittels Venn-Diagramm mit den 5795 in keimenden
Augen hochregulierten features verglichen. Es zeigte sich, dass 3845 features in beiden

Datensatzen hochreguliert waren. Bei den entsprechend herunterregulierten features (5236
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in keimenden Augen und 3324 nach drei und/ oder funf Tagen nach GA;-Behandlung)

Uberlappten in beiden Experimenten 1381 features (Tab. 9).

Tab. 9: Anzahl differentiell regulierter ~ features zu frilhen bzw. spaten Zeitpunkten der Knollenkeimu ng

Néahere Beschreibung siehe Text. - >2-fach hochreguliert; >2-fach herunterreguliert.

Experiment Anzahl >2-fach differentiell Anzahl gemeinsam regulierter
P regulierter features features
7415
Q
o % 1 d und/ oder 2 d nach GAs;-Behandlung 5497 3690
<
= é- 11490 2998
& 2h/4hund/ oder 12 h nach BA-Behandlung 13213
7415
Q -
o % 3 d und/ oder 5 d nach GA;-Behandlung 3324 3845
© S
%%’ keimende im Vergleich zu dormanten 5795 1381
N Knollenaugen 5236

Im zweiten Schritt wurden die 3690 zu frlhen und 3845 zu spaten Zeitpunkten der
Knollenkeimung hochregulierten features mittels Venn-Diagramm miteinander verglichen
(Abb. 30A). Dabei zeigte sich, dass 2460 features friih, 1230 generell und 2615 features spat
im Verlauf der Keimung hochreguliert wurden (Abb. 30A). Frih herunterreguliert waren
dagegen 2369 features, nur 629 waren generell herunterreguliert und 752 spat (Abb. 30B).
AnschlieBend wurden die features der entsprechenden Genlisten basierend auf deren
Sequenzhomologie zu Genen mit bekannter Funktion in 15 funktionelle Gruppen
eingeordnet. Das Ergebnis ist in Abbildung 30C dargestellt.
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C . . . .
) Herunterregulierte Transkripte Hochregulierte Transkripte
Spat
Generell
Friih
100% 80% 60% 40% 20% 0% 0% 20% 40% 60% 80% 100%
B Ohne Annotation (NA) B Unklassifiziert
W Stress/ Abwehr @ Speicherproteine
O Transport | Stoffwechsel
& Zellwandbiosynthese, -modifikation B Phytohormonbiosynthese, -signaltransduktion, -transport
0O Signaltransduktion O Proteinabbau, -faltung, -modifikation
B DNA/ RNA assoziierte Proteine @ Transkription/ Translation
@ Transkriptionsfaktoren 0O Zytoskelett
O Zellzyklus/ Replikation/ Chromatin
Abb. 30: Identifizierung und funktionelle Zuordnung von frih, generell bzw. spét bei Knollenkeimung

hoch- bzw. herunterregulierten  features

Die Vorgehensweise zur Identifizierung frih, genereller bzw. spat wahrend der Keimung regulierter Gene ist im
Text genauer beschrieben. Die Analyse herunterregulierter features ist in (A) und die hochregulierter features in
(B) gezeigt. Der jeweilige Mittelwert der Genexpression in der jeweiligen Liste wahrend GAs- bzw. BA-induzierter
Keimung und in dormanten bzw. keimenden Knollenaugen ist unter dem entsprechenden Venn-Diagramm als
Liniendiagramm angezeigt. D — dormante Augen; S — keimende Augen. (C) Zuordnung friih, generell bzw. spéat
bei Knollenkeimung regulierter features in 15 funktionelle Klassen. Der Farbcode fiir die entsprechenden
Kategorien ist in der Legende darunter angegeben. Die Angaben reprasentieren Prozentwerte bezogen auf die
Gesamtzahl der features in der jeweiligen Liste. Eine Auflistung der entsprechenden Daten ist im Anhang unter
8.4.2, Tab. 16, angegeben.

Frih hochreguliert waren features der Kategorie ,Stress und Abwehr® (4%) wie
pathogenesis-related (PR)-Proteine, Avr9/Cf-9 rapidly elicited proteins oder Endochitinasen,
die spater im Verlauf der Keimung jedoch weitestgehend wieder herunterreguliert wurden.
Gene von Enzymen des Fettsaurestoffwechsels und eine Saccharosesynthase waren bereits
frih hochreguliert, wahrend Gene flir Enzyme der Stéarkebiosynthese (ADP-Glukose
Pyrophosphorylase, l6sliche Starkesynthase, GBSS, chloroplastic -glucan water dikinase
isoform 3) herunterreguliert waren. Einhergehend mit einer Meristem-Reaktivierung zu
frihen Zeitpunkten der Keimung waren auch drei Transkripte mit Homologie zu den
Homoobox-Transkriptionsfaktoren Let6 bzw. TKnl exprimiert (Tab. 10). Auch ein Homologes
zu SCARECROW (SCR), einem Transkriptionsfaktor, der die radiale Organisation in
Arabidopsis Spross- und Wurzelspitzen steuert (Wysocka-Diller et al., 2000), war unter den
frih hochregulierten Genen (Tab. 10), wohingegen POTM1, ein negativer Regulator der
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Entwicklung axillarer Sprosse in Kartoffel (Rosin et al., 2003b), bereits friih herunterreguliert
wurde. Komponenten der Cytokinin-Signaltransduktion (Typ B ARRS) bzw. des Cytokinin
Transports (AtPUP5) waren ebenso wie Vertreter fir die Auxin-Signaltransduktion (AUX/IAA
Protein) bzw. des Transports (PIN1-like, PIN4, AUXIN INFLUX CARRIER) bereits friih
induziert. Ethylen-Biosynthesegene (ACC-Synthase, -Oxidase) und ERF5 waren zu den
frihen Zeitpunkten der Knollenkeimung sowohl unter den hoch- als auch unter den
herunterregulierten Genen. GA-Biosynthesegene und ein GA-Rezeptor waren dagegen unter
den friih herunterregulierten Genen. Weiterhin war unter den friih induzierten features ein
grolRer Prozentsatz an Transkripten von Enzymen der Zellwandbiosynthese bzw. —
modifikation. Darunter waren unter anderem Transkripte mit Homologie zu
Zellulosesynthasen, endo-1,4- -Glukanasen, Expansinen, Pektin-(Methyl)-Esterasen (PME)
aber auch verschiedenen Isoformen der Xyloglukan Endotransglukosylase-Hydrolasen
(XTH) (Tab. 10). Die frihe Hochregulation von features dieser Kategorie bestatigt das
Ergebnis aus der Analyse GAs-induzierter Keimung (vgl. 4.2.3). Zudem waren zwei features
mit einer Sequenzhomologie zu WLIM2, einem Regulator der Zytoskelett-Organisation

(Eliasson et al., 2000), bereits friih wahrend der Knollenkeimung hochreguliert.

Generell hochreguliert war ein hoher Anteil an features der Zellzyklusregulation, DNA-
Replikation bzw. Chromatin-Modifikation, wahrend Gene von Speicherproteinen wie Patatin
oder Proteinase-Inhibitoren generell herunterreguliert waren (Abb. 30C). Auch eine Reihe
von Genen, die fur Enzyme der Zellwandbiosynthese bzw. -modifikation kodieren, waren
generell hochreguliert (Tab. 10). Wahrend das ABA-Biosynthesegen PROTEIN
PHOSPHATASE 2C generell herunterreguliert war, war die Genexpression der ABA-
abbauenden ABA 8'-hydroxylase CYP707A2 generell hochreguliert. Auch eine Reihe von
Auxin-Transportern und der bei Knollenkeimung hochregulierte ARF6 waren generell
induziert (Faivre-Rampant et al., 2004b). Weiterhin waren einige Cytokininbiosynthesegene
und die Histidinkinase 2, eine Komponente der Cytokinin-Signaltransduktion, ebenso wie
ERF1 und ein Ethylen-Rezeptor generell hochreguliert. Features mit Homologie zu
Jasmonsaure-Biosynthesegenen (z.B. ALLENE OXIDE SYNTHASE, LIPOXYGENASE),
waren dagegen generell herunterreguliert. Interessanterweise waren auch drei
Kartoffelhomologe der GAST1-Genfamilie, GIP1-like, RSI-1-like (GARP) und das GA-
induzierbare GAST1-like unter den generell hochregulierten Genen vertreten. Auffallig war,
dass ein GA20-Oxidase-Gen generell herunter- und zwei Gene mit Homologie zu GA2-
Oxidasen hochreguliert waren. Eine Reihe von Transkriptionsfaktoren, die bei Wachstum
und Entwicklung neuer Organe eine Rolle spielen, waren ebenfalls bei der Knollenkeimung

generell hochreguliert (Tab. 10).

88



ERGEBNISSE

Unter den spat hochregulierten Genen finden sich unter anderem Wassertransporter wie
AQUAPORINE oder WATER CHANNEL PROTEIN aber auch zwei Gene fir NON-CELL-
AUTONOMOUS PROTEIN PATHWAY1 (NCAPP1) und NCAPP2, die im spateren Verlauf
der Knollenkeimung bis zu 12-fach hochreguliert waren. Auch unter den spat regulierten
Genen fand sich eine groRe Zahl an Zellzyklusregulatoren. Darunter waren auch zwei EBP1-
like Gene und StEBP1, das Dosis- und Auxin-abhangig, unter anderem uber die Regulation
der Genexpression von CyclinD3.1 und durch Reduktion des RBR-Proteingehalts die
Zellproliferation und das Zellwachstum reguliert (Horvath et al., 2006). Auch weitere Gene
von Enzymen der Zellwandbiosynthese bzw. —modifikation waren spat hochreguliert (Tab.
10). Eine grol3e Zahl an features mit Homologie zu Transkriptionsfaktoren, die bei der
Meristem-Aufrechterhaltung eine Rolle spielen, wie Let6é oder HD-PROTEIN BNLGHIi6863,
aber auch Transkritpionsfaktoren der Primordien-Entwicklung waren beim Auswachsen des
Keims induziert (Tab. 10). RMS4 wurde bereits frih bei der Keimung schwach
herunterreguliert und erreichte erst zu spaten Zeitpunkten eine mehr als 2-fache
Herunterregulation. Features mit Homologie zu Enzymen der ABA-Biosynthese (Zeaxanthin
Epoxidase, PROTEIN PHOSPHATASE 2C, Aldehyde Oxidase) waren ebenfalls unter den
spat herunterregulierten Genen zu finden, wahrend ABA insensitive 5 (ABI5), eine
Komponente der ABA-Signaltransduktion, unter den hochregulierten features war. Auxin-
responsive Gene wie AUX22, AUXIN RESPONSIVE SAUR Protein bzw. AUXIN-
REPRESSED PROTEIN waren ebenso wie ARF3 und ARF23 zu spéaten
Keimungszeitpunkten hochreguliert. AuRerdem waren zu diesem Zeitpunkt einige Vertreter
der Biosynthese von Brassinosteroiden wie DWARF1/DIMINUTO hochreguliert, was fir eine
erhdhte Biosynthese der wachstums-férdernden Brassinosteroide beim Auswachsen des
Keims spricht. Da sieben features mit einer Homologie zu ACC-Oxidasen, eines homolog zu
einer ACC-Synthase und vier mit Homologie zu Ethylen-Rezeptoren zu spéaten Zeitpunkten
der Keimung hochreguliert waren, spricht dies flr eine positive Rolle von Ethylen beim
Auswachsen des Keims. Auch GA-Biosynthesegene (ent-Kaurenoic Acid Oxidase, GA 7-0x)
und GA-regulierte Gene wie GAST1-like und GIP1-like waren zu spaten Zeitpunkten der
Keimung induziert. Ebenfalls hochreguliert waren der negative Regulator der Cytokinin-
Signaltransduktion, Typ A ARR, und vier features mit Homologie zur Cytokinin-

inaktivierenden Zeatin O-glucosyltransferase.

Soweit vorhanden wurden in Tabelle 10 neben Transkriptionsfaktoren fir die Meristem-
Aufrechterhaltung bzw. Primordien-Entwicklung auch einige wichtige Vertreter der
Zellwandbiosynthese bzw. -modifikation gezeigt. Auffallend war, dass bestimmte Isoformen
der Xyloglukan Endotransglukosylase/ -hydrolase (XTH) entweder frith (XTH3/ 6 und 7) oder
spat (XTH9 und 16) wahrend der Keimung hochreguliert waren (Tab. 10).
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Wie erwahnt war das Kartoffelhomologe zu Transkriptionsfaktor Let6 sowohl friih als auch
spat wahrend der Keimung hochreguliert. Zudem ist Let6 homolog zu KNOX-
Transkriptionsfaktoren, die eine wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung der
Meristemaktivitat spielen. Daher sollte dieses Gen aus Kartoffel kloniert und nach
Sequenzanalyse vor allem im Hinblick auf dessen mdglichen Einfluss auf die

Knollenkeimung weiter charakterisiert werden.

90



ERGEBNISSE

Tab. 10: Ausgewahlte friih, generell bzw. spat wahre

bzw. -modifikation*

nd der Keimung hochregulierte

features aus den Kategorien ,Transkriptionsfaktoren“ bzw. ,,

Zellwandbiosynthese

Beschreibung siehe Text. Die kursiv gekennzeichneten Gen-Bezeichnungen entsprechen den jeweiligen POCI-Annotationen. Aus der Gruppe der Transkriptionsfaktoren wurden

einige Vertreter der Meristem-Aufrechterhaltung und Primordien-Entwicklung aufgelistet. Die zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Knollenkeimung induzierten XTH-Isoformen wurden

fett hervorgehoben.

Abkirzungen aus der Kategorie ,Zellwandbiosynthese bzw. -modifikation: AGP — Arabinogalaktan Protein; CES — Cellulose Synthase; Csl — Cellulose Synthase ahnliches Protein;
EXT — Extensin; EXP — Expansin; GRP — Glycin-reiches Protein; PAE — Pektinacetylesterase; PE — Pektinesterase; PME — Pektinmethyltransferase; PRP — Prolin-reiches Protein;
XET - Xyloglukan Endotransglykosylase; XTH - Xyloglukan Endotransglukosylase-Hydrolase;

Funktionelle Gruppe

Fruh hochregulierte features

Generell hochregulierte features

Spat hochregulierte features

Transkriptionsfaktoren

Meristem-Aufrechterhaltung:

LET6, TKN1, homeobox-leucine zipper
protein
Entwicklung und Differenzierung von

Primordien:
scarecrow likel, WRI1 (WRINKLED 1)

Meristem-Aufrechterhaltung:

homeodomain related, ZFHD homeobox
protein

Entwicklung und Differenzierung von

Primordien:
ANTIlike, AtGRF3, GIF3 (GRF1 interacting
protein), TCP, ovate protein, PHANTASTICA

Meristem-Aufrechterhaltung:

knotted2, Let6, AtML1, HD-protein BNLGHi6863,
homoeodomain-related

Entwicklung und Differenzierung von Primordien:

SCARECROW, YABBY2, GRAMINIFOLIA, PROLONGATA,
Zwille, AP2/ERF domain protein, AtGRF3, CUCS, class Ill HD-
ZIP 5, Apetala 2 homolog protein (HAP2), TF LIM, STICHEL

Zellwanbiosynthese bzw.
Modifikation

CES, CsIG/ D4, endo-1,4-glucanase,
beta-1,3-glucanase, expansin, extensin,
GRP, pectate lyase, PAE, PME2, PE,
PRP, XET, AGP, cellulase 2,
suberization-associated anionic
peroxidase 2 precursor, XTH3/ 6/ 7

alpha-expansin, arabinogalactan protein
(AGP), beta-1,3-glucanase, cellulase2, endo-
1,4-beta glucanase, EXP, EXT, GRP2, pectate
lysae, PME2, PAE, PE, PRP, xylan-1,4-beta-
xylosidase, XTH-1

alpha expansin 1 precursor, beta-1,3.glucanase, CES1/3,
endo/ exo beta-1,4-glucanase precursor, Expansin9, ext-like
protein, GRP2, PME1/ 4, PAE precursor., PE, XTH5/ 9/ 16
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Aus den bisher beschriebenen Mikroarraydaten lasst sich folgendes Modell dber die
molekularen und zellularen Ablaufe am Beispiel GAs-induzierter Knollenkeimung ableiten

(zusammengefasst in Abb. 31):

Bei der Initiation der Keimung wird das dormante Knollenmeristem reaktiviert und die
Zellproliferation setzt ein. Zusatzlich findet bei der Initiation der Keimung eine erhdhte
Zellmembran- und Zellwandbiosynthese bzw. -modifikation statt. Weiterhin wird wahrend der
Initiation der Keimung die Herstellung von Speicherproteinen wie Patatin vermindert und die
Abwehr gegen Pathogene erhoht. Zwei Tage nach GAs-Behandlung findet eine verstéarkte
Zellteilung einhergehend mit Veranderungen des Zytoskeletts statt. Zwischen Tag zwei und
drei wird die Keimruhe schlieRlich gebrochen und ein neuer Keim wird sichtbar, was mit der
Expression von Transkriptionsfaktoren fur die  Meristem-Aufrechterhaltung bzw.
Differenzierung neuer Organe einhergeht. Bereits beim Brechen der Keimruhe, aber auch
beim anschlieBenden Elongationswachstum des Keims werden Gene des Starkeabbaus und
der Saccharosesynthese bzw. des -transports hochreguliert, um den Keim mit Nahrstoffen
fur das weitere Wachstum zu versorgen. Die verstarkte Expression von Genen, die fir
Wassertransportproteine kodieren, dient vermutlich der Aufrechterhaltung des osmotischen
Drucks wahrend des Elongationswachstums des Keims. Die Biosynthese von ABA wird im
Verlauf der Keimung reduziert und der Abbau erhéht. Cytokinin und Auxin sind vermutlich
gemeinsam an der Initiation der Keimung beteiligt. Auxin, Brassinosteroide, Ethylen und

Gibberellin unterstiitzen gemeinsam das Wachstum des Keims.

Zell-
differenzierung Gewebedifferenzierung
—1 >3 > &= > E%
Initiation der Brechen der Elongation
Tag 0-1 Keimung Tag2 Keimruhe Tag3 des Keims Tags
Abb. 31: Schematische Darstellung der verschiedenen Differenzierungsphasen wéhrend GA s-induzierter

Knollenkeimung

Nahere Beschreibung siehe Text.
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4.2.5 Charakterisierung des KNOX-Gens StKn2 aus Kartoffel

Wie im vorhergehenden Abschnitt beschrieben, war das Kartoffelhomologe zu Let6 (L.
esculentum T6) bereits frith beim Ubergang von dormanten zu keimenden Knollenaugen
exprimiert. Da Let6 die Bezeichnung L. e. fir Tomate in der Genbezeichnung enthalt und
nach Janssen et al. (1998) alternativ auch als tomato knotted2 (Tkn2) bezeichnet wird,
wurde das Kartoffelhnomologe im weiteren Text analog als StKn2 (S. tuberosum knotted 2)
bezeichnet. StKn2 z&hlt zu den KNOTTED1-like Homdobox (KNOX) Transkriptionsfaktoren,
die eine elementare Rolle bei der Aufrechterhaltung pluripotenter Zellen in apikalen
Meristemen spielen (Hay und Tsiantis, 2009). Daher sollte StKn2 im Folgenden weiter
charakterisiert und dessen Rolle bei der Keimung von Kartoffelknollen untersucht werden.

Stkn2 ist auf dem POCI-Array mit vier features vertreten, die mit Let6 [L.e.]
(bf_stolxxxx_0057b09.t3m.scf; Micro.8217.C1) bzw. knotted 2 [L.e.] (cSTE26F5TH;
Micro.11927.C1) annotiert sind. Ein BLASTN der EST-Sequenzen gegen die genomische
DNA-Sequenz aus Solanum phureja (PGSC; www.potatogenome.net; S. phureja scaffolds
v3) ergaben firr alle vier StkKn2 features mit einer Wahrscheinlichkeit von 1,3e® — 9,2¢%
bzw. einer Ubereinstimmung von 86 — 100% denselben DNA-Abschnitt. Eine Kontiganalyse
mithilfe der Vektor NTI Software ergab, dass drei der Stkn2 EST-Sequenzen aus dem 5’-
Bereich des entsprechenden DNA-Abschnitts stammten (bf_stolxxxx_0057b09.t3m.scf;
Micro.8217.C1; cSTE26F5TH) und eine aus dem 3-Bereich (Micro.11927.C1).
Zusammengenommen zeigt diese Sequenzanalyse, dass die vier StKn2 features sehr
wahrscheinlich dasselbe Gen reprasentieren. Eines der als Let6 bezeichneten features war
wahrend der Keimung frih wenn auch schwach hochreguliert
(bf_stolxxxx_0057b09.t3m.scf), die drei anderen features jedoch eher spéat (Abb. 32A). Dies
konnte darin begriindet sein, dass StkKn2 moglicherweise sowohl bei der Reaktivierung des
Knollenmeristems, als auch beim Auswachsen des Keims eine Rolle spielt. Eine ,Real-Time*
PCR-Analyse durchgefuhrt mit Primern abgeleitet von cSTE26F5TH konnte eine frihe, wenn
auch nur 1,8-fache Hochregulation von StKn2 nach GAgs-induzierter Keimung bestéatigen
(Abb. 32B). Zur Verifizierung der Stkn2-Expression zu spaten Zeitpunkten der Keimung, also
bei sichtbarem Wachstum des Keims, und um zuséatzlich naheres Uber die StKn2-Expression
in weiteren Kartoffelgeweben zu erfahren, wurde eine Northern Blot-Analyse durchgefihrt.
Wie erwartet war das StKn2-Transkript in keimenden aber nicht in dormanten Knollenaugen
nachweisbar (Abb. 32C). AuRerdem war eine StKn2-Expression in Nodien und Internodien

und eine eher schwache Expression in Bliten zu detektieren (Abb. 32C).
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Abb. 32: Genexpression von StKn2 in verschiedenen Kartoffelgeweben

(A) Genexpression der vier StKn2 features nach GAs- (vgl. 4.2.3) bzw. BA-induzierter Knollenkeimung (vgl. 4.2.4)
und in dormanten (D) bzw- keimenden (K) Knollenaugen (vgl. 4.2.1) entsprechend der Mikroarraydaten.
CSTE26F5TH; Micro.11927.C1; Micro.8217.C1; bf_stolxxxx_0057b09.t3m.scf (B) ,Real-Time* PCR zum
Nachweis der Stkn2-Genexpression zu frilhen Zeitpunkten nach GAs-induzierter Keimung. Als Matrize diente
cDNA aus einem ,sprout release assay“- Experiment mit 50 pM GAg, vor bzw. 12, 24, 36, 48 und 72 Stunden
nach Behandlung. Die Rohdaten wurden auf die Expression von Ubiquitin normalisiert und sind relativ zur
Expression einer ,gepoolten* Wasserkontrolle + Standardabweichung von je drei Replikaten angezeigt.
Verwendete Primer: MS258/ 259. (C) Northern Blot-Analyse zum Nachweis der Genexpression von StKn2 in
verschiedenen Kartoffelgeweben. Je Spur wurden 20 ug Gesamt-RNA geladen. Nach Transfer der RNA auf eine
Nylonmembran wurde das StKn2-Transkript mit einer radioaktiv markierten Sonde detektiert. Ethidiumbromid
gefarbte rRNA diente als Ladekontrolle. SAM entspricht der Sprossspitze inklusive der ersten drei Primordien/
Blattorgane; Wurzel- und Stolonspitze wurden inklusive der ersten 10 mm des elongierenden Gewebes beprobt.
Die dormanten Augen entstammten den Knollen nach der Ernte und keimende Knollenaugen von drei Monaten

gelagerten Knollen (~0,5 - 0,8 cm Keimlange).
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4.2.5.1 Sequenzanalyse von StKn2 aus Kartoffel

Basierend auf den vier vorhandenen EST-Sequenzen fur StkKn2 und der Sequenz des
homologen Gens Let6 aus Tomate (AF000141) wurden die Primer MS46 und MS54 fir eine
PCR-Amplifikation des kompletten Stkn2-Leserahmens aus Kartoffel abgeleitet. Nach PCR-
Amplifikation des StKn2-ORFs mit cDNA aus keimenden Knollenaugen als Matrize wurde
das Fragment in den Klonierungsvektor pCR-Blunt kloniert. AnschlieRend wurde das in pCR-
Blunt klonierte PCR-Fragment sequenziert und mithilfe des ORF-finder tools von NCBI der
Leserahmen bestimmt. Das StkKn2-Gen weist demnach eine Lange von 1032 bp auf, wovon
sich eine Proteinsequenz von 343 Aminosauren ableitet (siehe Anhang unter 8.1.3).

Nach Birglin (1997) zahlen KNOX-Proteine zur Klasse der Homdéodomanen (HD) Proteine
und hierunter zur so genannten TALE (three-amino acid loop extension) Unterklasse.
Insgesamt sind vier Domanen in KNOX-Proteinen konserviert (siehe auch Abb. 33): Am
N-Terminus befindet sich die MEINOX-Doméne, die in die Dom&nen KNOX1 und KNOX2
unterteilt werden kann. Am C-Terminus befindet sich die HD, die fur die sequenzspezifische
Bindung des Transkriptionsfaktors an die DNA entscheidend ist (Scofield und Murray, 2006).
Gemeinsam mit der KNOX2-Domane ermdglicht die HD zudem die Ausbildung von
Homodimeren (Nagasaki et al., 2001). Direkt vor der HD liegt die ELK-Doméane, die nach
Nagasaki et al. (2001) zusammen mit KNOX1 an der Suppression der Expression von
Zielgenen verantwortlich ist. Zwischen der KNOX2- und ELK-Domane befindet sich die GSE-
Doméne, die reich an Prolin (P), Glutamin (E), Serin (S) und Threonin (T) ist. Da bekannt ist,
dass Peptide reich an den Aminosauren P, E, S und T (PEST-Sequenz) als Signale fur den
Proteinabbau agieren, wird vermutet, dass die GSE-Doméane fir die Halbwertszeit des
KNOX-Proteins entscheidend ist (Nagasaki et al., 2001).

Das Alignment der StkKn2 Proteinsequenz mit den Aminosauresequenzen von KNOX-
Proteinen aus Tomate, Tabak, Petunie, Arabidopsis und Mais mittels ClustalW zeigte, dass
die vier zuvor beschriebenen charakteristischen Domanen der KNOX-Proteine auch in der

Stkn2-Sequenz aus Kartoffel konserviert sind (siehe Anhang unter 8.3).

N C

Abb. 33: Schematische Darstellung der funktionellen Doménen eines KNOX-Proteins nach Scofield und
Murray (2006)

Die phylogenetische Analyse der KNOX Proteinsequenzen zeigte deutlich eine Unterteilung
in zwei Gruppen (Abb. 34). Diese entspricht der KNOX-Gen Gruppierung in die Klassen I

und Il nach Reiser et al. (2000). KNOX-Gene der Klasse | weisen die hochste Homologie zu
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KNOTTED1 (knl) aus Mais auf, dem ersten in Pflanzen entdeckten Homoobox Gen
(Vollbrecht et al., 1991). In meristematischem Gewebe werden diese Gene spezifisch
exprimiert (Kerstetter et al., 1994). KNOX-Gene der Klasse Il weisen eine geringere
Homologie zu knl auf und werden in allen Geweben exprimiert (Kerstetter et al., 1994). Der
phylogenetische Stammbaum in Abb. 34 zeigt, dass Stkn2 die hdchste Homologie zu TKn2
aus Tomate, Stm-like aus Petunie und NTH1 bzw. NTH15 aus Tabak aufweist und damit zu

Klasse | der KNOX-Proteine zahlt.

StKn2

| asse

|| ossery

Abb. 34: Phylogenetische Analyse der Aminosauresequ enzen verschiedener KNOX-Proteine

Der phylogenetische Stammbaum wurde basierend auf den entsprechenden Aminosauresequenzen mit ClustalW
erzeugt (neighbour-joining (N-J) tree with branch length) und mit NJ-Plot v2.3 visualisiert. GenBank und TAIR
Akzessionsnummern sind angegeben. Der Divergenz-Grad ist entsprechend der Skala oben rechts angegeben
(relative Distanz). StKn2 wurde grau hervorgehoben. Die Gruppierung der KNOX-Proteine in Klasse | bzw. Klasse
Il erfolgte analog zu Reiser et al. (2000). KNOX-Proteine der Klasse Il wurden zusétzlich umrahmt.

At — Arabidopsis thaliana; Nt — Nicotiana tabacum; Os — Oryza sativa; Ph — Petunia hybrida; SI — Solanum

lycopersicum; St — Solanum tuberosum; Zm — Zea mays.
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4.2.5.2 Charakterisierung von Kartoffelpflanzen mit veranderter StKn2-
Expression

Um Naheres Uber die Funktion von Stkn2 in Kartoffelpflanzen zu erfahren, sollten transgene
Pflanzen mit erhohter bzw. verringerter Stkn2-Expression hergestellt werden. Um eine
verringerte Genexpression zu erreichen wurde ein StkKn2 RNAi-Konstrukt, ein Konstrukt zur
Expression einer artifiziellen Micro-RNA (amiRNA) und ein Konstrukt zur Erzeugung einer
dominant-negativen Mutante hergestellt. Alle Konstrukte wurden unter Kontrolle des CaMV-
35S-Promoters gebracht. Nach Agrobakterien-vermittelter, stabiler Transformation in
Kartoffel konnten auch nach Wiederholung der Transformation fiir keines der Konstrukte
positive transgene Pflanzen regeneriert werden. Eine Verringerung der StKn2-Expression ist
in Pflanzen daher sehr wahrscheinlich lethal.

Zur konstitutiven Uberexpression wurde das Volllangen-Fragment uber die kinstlich
angefugten Schnittstellen Asp714 und Sall in den bindren Vektor pBIinAR ligiert und
zwischen den CaMV 35S-Promotor und den OCS-Terminator gebracht (Abb. 35A). Nach
stabiler Transformation von Kartoffelpflanzen konnten 19 transgene Pflanzen regeneriert
werden, von denen 13 in einer Northern Blot - Analyse positiv waren (Daten nicht gezeigt).
Daraus wurden funf Linien (2, 7, 9, 10 und 19) mit unterschiedlich starker Expression des
Transgens ausgewahlt und die Expression mittels Northern Blot verifiziert (Abb. 35B). Fir
den Northern Blot wurde Gesamt-RNA aus ca. 3 cm langen Sprossspitzen inklusive der
ersten Blattchen isoliert, im RNA-Gel aufgetrennt und auf eine Membran transferiert. Wie in
Abbildung 35B gezeigt, war die Expression des Transgens am schwachsten in Linie 9 und
zunehmend starker in den Linien 19, 10, 7 und 2. Abhangig von der Expressionsstarke des
Transgens zeigten die transgenen Pflanzen bereits in Gewebekultur starke phanotypische
Veranderungen wie verstarkte Sprosselongation, verringerte apikale Dominanz und stark
veranderte Blattmorphologie (Daten nicht gezeigt). Nach Transfer der Pflanzen ins
Gewdachshaus zeigten StKn2 Uberexprimierende Linien je nach Expressionsstarke eine
starke Veranderung der Blattmorphologie und eine Verringerung der Pflanzenhthe und des
Stammdurchmessers (Abb. 35C-E). Die Linien mit der starksten Stkn2-Expression (2, 7, 10
und 19) wiesen ein kontinuierliches Sprosswachstum ohne Blitenbildung auf
(Beobachtungszeitraum: neun Monate). Im Gegensatz zu POTH1-lUberexprimierenden
Kartoffelpflanzen, die eine deutlich erhdhte Knollenanzahl aufwiesen (Rosin et al., 2003a),
produzierten bis auf die schwéachste Linie 9 keine der 35S:StKn2-Linien reife Knollen. Je
nach StKn2-Expressionsstarke war die Anzahl der Blattfiedern von sieben beim Wildtyp bis
auf ein Blatt bei Linie 2, 7 und 10 reduziert (Abb. 35E). Auffallig war eine deutlich veranderte
Blattmorphologie mit typischem ,knotted“-Phanotyp, wobei auch die Starke der Lappung der
Blattrander mit der Expressionsstarke des Transgens korrelierte und von stark (Linie 2) bis

schwach (Linie 9) reichte (Abb. 35E). Eine ahnliche Veranderung des Phénotyps wurde nach
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Uberexpression von KNAT1 in Arabidopsis und NTH15 in Tabak beschrieben (Chuck et al.,
1996; Sakamoto et al., 1999). Eine verstarkte Verzweigung der Blatter, wie es nach der
Uberexpression von Let6 in Tomate gezeigt wurde (Janssen et al., 1998), konnte fur die

Uberexpression von Stkn2 in Kartoffel nicht beobachtet werden.

A) D)
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Abb. 35: Uberexpression von  StKn2 in Kartoffel

(A) Schematische Darstellung der StKn2-Expressionskassette im pBinAR-Vektor, die zur Transformation von
Kartoffelpflanzen eingesetzt wurde. (B) Northern Blot zum Nachweis der StKn2-Genexpression in ca. 7 cm
groRRen Kartoffelpflanzen aus Gewebekultur. Je Spur wurden 20 pg Gesamt-RNA geladen und die Membran nach
Transfer der RNA mit dem radioaktiv markierten aus pCR-Blunt ausgeschnittenen StKn2-Fragment als Sonde
hybridisiert. Eine Hybridisierung mit der kleinen Untereinheit der Rubisco (RbcS) diente als Ladekontrolle.
(C) Phéanotyp von Kartoffelpflanzen mit verschieden starker StKn2-Expression drei Wochen nach Transfer ins
Gewachshaus im Vergleich zum Wildtyp. Die Sprossspitzen transgener Pflanzen bzw. des Wildtyps zwei Wochen
nach Transfer ins Gewachshaus sind in (D) und das jeweils grof3te Blatt der entsprechenden Linien in (E)

dargestellt.
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4.2.5.3 Einfluss einer konstitutiven Stkn2 -Uberexpression auf das
Keimverhalten von Kartoffelknollen

Da die StKn2-Uberexprimierenden Pflanzen kaum reife Knollen produzierten, wurden die
Sprossspitzen von Wildtyppflanzen auf die 35S:StKn2 exprimierenden Linien 10, 19 und 9
gepfropft. Als Kontrolle wurden Wildtypspitzen auf den Stock von Wildtyppflanzen gepfropft.
Die Knollen der gepfropften Pflanzen wurden nach der Ernte fur eine Woche dunkel und bei
Raumtemperatur gelagert. AnschlieBend wurde die Keimung von Knollenscheibchen mit je
einem Knollenauge im Rahmen eines ,sprout release assay“- Experiments beobachtet (siehe
Methodenteil unter 3.10). Bei Wildtypkontrollen setzte die erste sichtbare Keimung drei Tage
nach Behandlung mit 50 uM GA; ein (60%) und erreichte nach finf Tagen eine 100%ige
Keimung (Abb. 36). Mit Wasser behandelte Knollenaugen der Kontrolle keimten nicht
(Abb. 36). Die Knollenaugen der drei ausgewéhlten 35S:StKn2 exprimierenden Linien
keimten bereits einen Tag friher als die Wildtypkontrolle zu 30 — 100% und erreichten
spatestens nach drei Tagen eine 100%ige Keimung (Abb. 36). Nach Wasserbehandlung
keimten die Knollenscheibchen abhéngig von der Expressionsstarke zum Teil bereits nach
zwei Tagen. Dieser Effekt war am deutlichsten in Linien mit niedriger Expression des
Transgens (Abb. 36). Dies deutet darauf hin, dass StKn2 die Keimung von Kartoffelknollen in
vitro fordert. Um dies zu bestétigen sollte das ,sprout release assay“-Experiment mit einer
groBeren Anzahl an Knollenscheibchen wiederholt werden. Inwieweit StKn2 jedoch auch
einen Einfluss auf die Keimung unter ,natirlichen® Bedingungen hat, muss mit einer

grofReren Anzahl an Knollen weiter untersucht werden.
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Abb. 36: Keimverhalten von Knollen StKn2 -Uberexprimierender Kartoffelpflanzen nach GA  »-
bzw. Wasser-Behandlung

Um Knollen von den StKn2-berexprimierenden Linien 9, 10 und 19 zu erhalten, wurden die 35S-StKn2-Pflanzen
mit Sprossspitzen von Wildtyppflanzen gepfropft. Als Kontrolle wurden zuséatzlich Wildtyppflanzen mit
Wildtypsprossspitzen gepfropft. Nach der Ernte wurden die Knollen fiir eine Woche bei Raumtemperatur und in
Dunkelheit gelagert und anschlieBend fiir das ,sprout release assay“-Experiment eingesetzt. (A) 5 — 10
Knollenscheibchen mit je einem Knollenauge wurden mit 50 uM GAs- bzw. H,O behandelt und das Keimverhalten
beobachtet und dokumentiert. (B) Drei Tage nach Behandlung mit GAs; bzw. H,O wurden Querschnitte der
Knollenscheiben im Bereich der Knollenaugen angefertigt und am Binokular fotografiert. Der schwarze Balken
entspricht 1 mm.
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4.3 Vergleich von Knolleninduktion und Knollenkeimu ng auf
transkriptioneller Ebene

Um herauszufinden, wie viele und welche Gene bei der Knolleninduktion und bei der
Knollenkeimung gemeinsam hoch- bzw. herunterreguliert sind, wurden im Folgenden
Mikroarraydaten dieser beiden Prozesse miteinander verglichen. Auf diese Weise sollte
zudem geklart werden wie ahnlich diese beiden Entwicklungsprozesse auf transkriptioneller
Ebene sind.

Zur Erhdéhung der Verlasslichkeit der Analyse wurden zunéchst die Gene ermittelt, die in
jeweils drei unabhéangigen Experimenten zur Knolleninduktion- bzw. -keimung hoch- bzw.
herunterreguliert waren.

Hierfir wurden anfangs mindestens 2-fach differentiell regulierte Gene zum Zeitpunkt der
Knolleninduktion, kurz vor bzw. nach Anschwellen des Stolons, in zwei verschiedenen
Kartoffel-Varietaten (S. tuberosum cv. Bintje bzw. Solara) und S. andigena ermittelt (Tab.11).
Da die Daten fir S. tuberosum cv. Bintje und S. andigena als log,-Werte vorlagen, wurden
diese fir den Vergleich mit den Daten aus cv. Solara zunadchst de-logarithmiert.
AnschlieBend wurden fir jedes Experiment nach Anwenden des ,Flag“-Filters die
mindestens 2-fach differentiell regulierte Gene mit einer Expression < 0,667 bzw. > 1,334
(entspricht einer mindestens 2-fachen Regulation) identifiziert (Tab. 11). Die Auftrennung der
mindestens 2-fach differentiell regulierten features in hoch- bzw. herunterregulierte
Transkripte erfolgte mittels K-Means Clusteranalyse. Daraus ergaben sich fir S. andigena
4988 beim Anschwellen des Stolons hoch- und 6080 herunterregulierte features. Bei cv.
Bintje waren 2516 hoch- und 3772 herunterreguliert und bei cv. Solara 3799 bzw. 5801
(zusammengefasst in Tab. 11).

Die Datensétze wurden anschlieRend mittels Venn-Diagramm miteinander verglichen und so
die in drei unabhé@ngigen Experimenten gemeinsam regulierten Gene identifiziert. Insgesamt

waren 777 Transkripte bei der Knolleninduktion hoch- und 1003 herunterreguliert (Tab. 11).

Analog wurden die in dormanten bzw. keimenden Knollenaugen (siehe 4.2.1) sowie drei
Tage nach GAs-induzierter Keimung (siehe 4.2.3) mindestens 2-fach differentiell regulierte
features ermittelt. Zusatzlich wurde eine weitere Mikroarray-Hybridisierung mit RNA aus
Keimen bzw. dem Knollenparenchym drei Tage nach GAs-induzierter Keimung durchgefihrt.
Je vier Replikate wurden hybridisiert und die Qualitat der Replikate mittels condition tree und
PCA Uberpruft. Anschlielend wurden auch flr dieses Experiment die mindestens 2-fach
differentiell regulierten features ermittelt. Durch K-Means Clusteranalyse wurden die
differentiell regulierten Transkripte in hoch- bzw. herunterregulierte Gene aufgeteilt.

In keimenden Knollenaugen waren 5795 features >2-fach hoch- und 5236 herunterreguliert.
Im Vergleich zum Parenchym waren In Knollenkeimen 5524 features hoch- und 8688
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herunterreguliert und drei Tage nach GAs-induzierter Keimung waren 11100 Transkripte im
Vergleich zur Wasserkontrolle hoch- und 2082 herunterreguliert. Mittels Venn-Diagramm
wurden 1821 in aktiven Knollenmeristemen gemeinsam hoch- und 515 gemeinsam

herunterregulierte Transkripte ermittelt (zusammengefasst in Tabelle 11).

Tab. 11: Ausgewahlte Mikroarray-Hybridisierungen un d Anzahl mindestens 2-fach hoch- bzw.
herunterregulierter features fiir den Vergleich von Knolleninduktion und —keimun g auf transkriptioneller
Ebene

Mindestens 2-fach differentiell regulierte features wurden mithilfe der GeneSpring GX 7.3.1 Software bestimmt
und durch K-Means Clusteranalyse in hoch- bzw. herunterregulierte features aufgetrennt. Nahere Beschreibung

siehe Text. Soweit nicht anders angegeben stammten die Daten von S. tuberosum cv. Solara.

Ausgewshite Anzahl 2-fach Anzahl gemeinsam 2-
. . . hoch- bzw. fach hoch- bzw.
Nr. Mikroarray-Experiment Zeitpunkte bzw. Herkunft herunterr(egznierter herunterreéuligrter
Gewebe () features () features
;1 Knolleninduktion Tag 6 im Vergleich zu S. Prat 4988
S. andigena Tag 4 (unverdoffentlicht) 6080
5 Knolleninduktion Tag 7 im Vergleich zu  Klostermann et 2516
S. tuberosum cv. Bintje Tag 5 al. (2008) 3772 1003
. ) Stadium 3 im Vergleich  Ferreira et al. 3799
3 Knolleninduktion 7u Stadium 1 (2010) 801
Knollenaugen 3 d nach 11100
GAgs-induzierte Keimung GAs-Behandlung im : :
4 (vgl. 4.2.3) Vergleich zur diese Arbeit 2082
Wasserkontrolle 1821
5 Dormante bzw. keimende Kelmzeunggrlmaﬁe;’glelch diese Arbeit 215
Knollenaugen (vgl. 4.2.1) Knollenaugen 5236 515
Knollenparenchym und L . 5524
6 Keime drei Tage nach GAs- Ke|mc|33;1r1€\r<gr19|;|ch « diese Arbeit
Behandlung Y 8688

Zum Vergleich der Knolleninduktion bzw. Knollenkeimung auf transkriptioneller Ebene
wurden die in drei unabhéngigen Experimenten ahnlich regulierten features (Tab. 11, rechts)
mittels Venn-Diagramm analysiert. Es zeigte sich, dass 575 features nur bei Knolleninduktion
und 1619 features nur bei Knollenkeimung mindestens 2-fach induziert waren. Lediglich 202
Transkripte waren gemeinsam hochreguliert (Abb. 37A oben). Dagegen waren 970
Transkripte nur bei der Knolleninduktion und 482 bei der Knollenkeimung herunterreguliert
(Abb. 37B oben). Nur 33 Gene waren bei beiden Prozessen gemeinsam herunterreguliert.

Zur weiteren Analyse wurden die spezifisch bzw. gemeinsam regulierten Gene in 16
funktionelle Gruppen eingeteilt (Abb. 37A bzw. B unten). Dabei zeigte sich, dass vor allem
Transkripte von Zellzyklusregulatoren, der DNA-Replikation, des Zytoskeletts und der
Signaltransduktion gemeinsam hochreguliert waren (Abb. 37B unten). Gemeinsam
herunterreguliert waren vor allem features der Kategorie ,Stoffwechsel“, wahrend nur eine
geringe Zahl von Vertretern dieser Kategorie in beiden gemeinsam hochreguliert war

(Abb. 37 unten). Unter den 33 gemeinsam herunterregulierten features waren hauptséchlich
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Transkripte mit Homologie zu Komponenten der Photosynthese zu finden aber auch drei

features mit Sequenz-Homologie zur Saccharosesynthase.

Wie zu erwarten war ein hoher Anteil an Genen, die fiur Speicherproteine bzw. Enzyme der
Starkebiosynthese kodieren, nur bei der Knolleninduktion hochreguliert (Abb. 37 unten).
Zudem waren drei Transkripte mit Homologie zum Transkriptionsfaktor BEL1-related 5, der
zusammen mit dem Kartoffel KNOX-Gen POTH1 an der Knollenbildung beteiligt ist (Chen et
al., 2003), nur bei der Knolleinduktion induziert. Auch das GA-inaktivierende Enzym StGA2-
ox1, das nach Kloostermann et al. (2007) an der frihen Knolleninduktion beteiligt ist, war nur
bei der Knolleninduktion mehr als 2-fach hochreguliert (Micro.8269.C1).

Auffallend war, dass vier features der Trehalose-6-Phosphat Biosynthese bzw. des Abbaus,
Trehalose 6-Phosphat Synthase (TPS) bzw. Trehalose Phosphat Phosphatase (TPP), nur
bei der Knolleninduktion herunterreguliert waren. Eine catalytic/ trehalose-phosphatase war
dagegen spezifisch bei der Knollenkeimung hochreguliert.

Interessanterweise wurde ein als FLOWERING PROMOTING FACTOR-like 1 und
CONSTANS INTERACTING PROTEIN 5 annotiertes feature, das sehr wahrscheinlich auch
an der Bluhinduktion beteiligt ist, spezifisch bei der Knolleninduktion induziert. Dies
unterstitzt die in der Literatur diskutierte Hypothese, dass die Regulation der Knollenbildung
und die Bluhinduktion durch gemeinsame Signale reguliert werden (Rodriguez-Falcon et al.,
2006; Sarkar, 2008)

Unter den spezifisch bei Knollenkeimung induzierten Genen waren wie erwartet vor allem
Transkripte, die fur Transkriptionsfaktoren der Primordien-Entwicklung wie PHANTASTICA,
PROLONGATA, GRAMINIFOLIA, HD-ZIP CLASSIII, AtML1, CUC3, ANT-like, AtGRF3, HD
Protein BNLGHi6863 und SCARECROW kodieren, zu finden. Auch zwei Transkripte mit
Homologie zu Vertretern der GAST1-Genfamilie, GIP1 und GAST1, waren nur in Keimen

hochreguliert.

Zusammengenommen deutet dies darauf hin, dass die Knolleninduktion und die
Knollenkeimung auf transkriptioneller Ebene sehr unterschiedlich reguliert werden. Einzig die
Zellproliferation scheint bei beiden Entwicklungsprozessen ahnlich reguliert zu werden.

Diese Ergebnisse unterstitzen die Hypothese, dass die Knolleninduktion und die
Knollenkeimung auf transkriptioneller Ebene eher gegensatzlich reguliert werden (diskutiert
in Claassens und Vreugdenhil, 2000; Vreugdenhil, 2004).
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A) Ermittlung und

hochregulierter Gene:

- Venn Diagramm

funktionelle Zuordnung

777 bei Knolleninduktion (TI)
hochregulierte Transkripte

induzierter Stolon

575

202

gemeinsam bz w. spezifisch

1821 bei Knollenkeimung (STM)
hochregulierte Transkripte

1619

keimendes Knollenauge

- Funktionelle Zuordnung der gemeinsam bzw. spezifis ch hochregulierten

Transkripte

575

100% 1

90% -

80% -

70%

60%

50% -

40% -

30% A

20% -

10% A

0% -
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TI

202

1619

Anzahl der Transkripte

gemeinsam
reguliert

ST™M

0O Zellzyklus/ Replikation/ Chromatin

B Zytoskelett

@ Transkriptionsfaktoren

O Transkription/ Translation

B DNA/ RNA assoziierte Proteine

O Proteinabbau, -faltung, -modifikation
B Signaltransduktion

0O Phytohormonbiosynthese, -signaltransduktion, -transport
B Zellwandsbiosynthese, -modifikation
B Stoffwechsel

0O Stérkebiosynthese bzw. -abbau

@ Transport

B Speicherproteine
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B) Ermittlung und funktionelle Zuordnung gemeinsam bzw. spe zifisch

herunterregulierter Gene:

- Venn Diagramm

1003 bei Knolleninduktion (TI) 515 bei Knollenkeimung (STM)
herunterregulierte Transkripte herunterregulierte Transkripte
induzierter Stolon 970 33 482 keimendes Knollenauge
TI STM

- Funktionelle Zuordnung der gemeinsam bzw. spezifis ch herunterregulierten

Transkripte

970 33 482 Anzahl der Transkripte
100%

90% 0O Zellzyklus/ Replikation/ Chromatin
W Zytoskelett

80% - @ Transkriptionsfaktoren
O Transkription/ Translation

70% 1 B DNA/ RNA assoziierte Proteine

60% - O Proteinabbau, -faltung, -modifikation
B Signaltransduktion

50% - 0O Phytohormonbiosynthese, -signaltransduktion, -transport
B Zellwandsbiosynthese, -modifikation

40% 7 | Stoffwechsel

30% | 0O Starkebiosynthese bzw. -abbau
E Transport

20% | B Speicherproteine
B Stress/ Abwehr

10% 7 B Unklassifiziert

0% - B Ohne Annotation (NA)
TI gemeinsam STM
reguliert

Abb. 37: Vergleichende Analyse von Mikroarraydaten der Knolleninduktion bzw. Keimung

Die jeweils in drei unabhangigen Experimenten gemeinsam mehr als 2-fach hoch- (A) bzw. herunterregulierten
(B) Transkripte wurden mittels Venn-Diagramm miteinander verglichen und in 16 funktionelle Gruppen eingeteilt.
Der Farbcode fir die entsprechenden Kategorien ist in der Legende angegeben. Die Angaben représentieren
Prozentwerte bezogen auf die Gesamtzahl der Transkripte. Eine Auflistung der entsprechenden Prozentwerte ist
im Anhang unter 8.4.3, Tab. 17 angegeben.
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4.4 Vergleichende  Analyse von  Transkriptprofilen au s
verschiedenen Meristem-haltigen Kartoffelgeweben

Der bei der Analyse frih, generell bzw. spat hochregulierter Gene identifizierte
Transkriptionsfaktor Stkn2 fiihrte nach Uberexpression zu einer verfrilhten Knollenkeimung.
Allerdings zeigten die entsprechenden transgenen Pflanzen auch eine starke
Beeintrachtigung des Phanotyps. Zusatzlich hatte die Stkn2-Uberexpression auch einen
negativen Effekt auf die Knollenbildung. Daher sollten im Folgenden durch Vergleich von
Transkriptomdaten verschiedener meristemreicher Kartoffelgewebe gemeinsam bzw.
spezifisch bei der Knollenkeimung exprimierte Gene identifiziert werden. Auf diese Weise

sollten drei Fragestellungen geklart werden:

Welche Gene sind im apikalen Sprossmeristem, axillaren Sprossmeristem und im
aktiven Knollenmeristem gemeinsam reguliert?

Ist das reaktivierte Knollenmeristem vergleichbar mit reaktivierten, axillaren
Sprossmeristemen?

Welche Gene sind vorwiegend in keimenden Knollenaugen exprimiert?

4.4.1 Vergleich von  Transkriptomdaten aus dem apika len
Sprossmeristem (SAM), reaktivierten, axillaren Spro  ssmeristem
(AM) und aktiven Knollenmeristemen (STM)

Wie zuvor beschrieben sind die molekularen Prozesse der Knolleninduktion und Keimung mit
Ausnahme der Zellproliferation sehr verschieden. Da Knollenkeime neu gebildete
Sprossorgane darstellen, die sich sowohl aus dem apikalen wie auch den lateralen
Knollenmeristemen entwickeln kénnen, sollten die Transkriptprofile reaktivierter Knollen-
bzw. axillarer und apikaler Sprossmeristeme miteinander verglichen werden.

Um dies zu untersuchen wurden weitere Mikroarray-Hybridisierungen mit RNA aus apikalen
und axillaren Sprossmeristem durchgefiihrt. Hierzu wurden Kartoffelpflanzen (cv. Solara) bis
zum 10-Blatt Stadium in der Phytokammer in einem 16 h/ 8 h Tag- / Nachtrhythmus bei 22T
kultiviert. Je vier Replikate der apikalen Sprossmeristeme einschlie3lich der ersten drei
Primordien wurden von je funf Pflanzen entnommen. Zusétzlich wurden je zwei Internodien
der entsprechenden Pflanzen beprobt. Nach Isolierung der RNA wurde eine Mikroarray-
Hybridisierung durchgefiihrt und die Verlasslichkeit der Replikate mittels condition tree und
PCA Uberprift. Da je eines der Replikate nicht mit den anderen zusammen gruppierte,

wurden diese aus der weiteren Analyse ausgeschlossen. Daher wurde die Analyse der
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Transkriptomdaten des apikalen Sprossmeristems im Vergleich zu Internodien mit je drei
Replikaten durchgefihrt.

Wie allgemein bekannt wird das Auswachsen axillarer Sprossmeristeme durch die
Sprossspitze unterdriickt. Hierbei handelt es sich um ein klassisches Beispiel der apikalen
Dominanz (Bennett und Leyser, 2006). Nach Entfernen der Sprosspitzen von Pflanzen unter
Gewebekulturbedingungen (Dekapitation) wurden die Seitenmeristeme reaktiviert. Bereits 24
Stunden nach Dekapitation war ein Auswachsen des Seitentriebes sichtbar (Abb. 38A links
oben). Um die optimalen Zeitpunkte zur Beprobung fir eine spatere Transkriptomanalyse zu
bestimmen wurde die Genexpression der dUTPase, einem Marker der Meristem-
Reaktivierung (vgl. 4.2.2), mittels ,Real-Time*“ PCR-Analyse in Seitenmeristemen vor bzw.
nach Dekapitation untersucht. Als Matrize diente cDNA von axillaren Sprossmeristemen vor
bzw. 1, 2, 4, 8, 12 und 24 Stunden nach Dekapitation (Abb. 38A). Je 20 mit einer
Rasierklinge ausgeschnittene axillare Meristeme wurden pro Zeitpunkt vereinigt. Wie aus
Abbildung 38A ersichtlich wird, setzte die Reaktivierung des Meristems gemal der dUTPase
Genexpression bereits vier Stunden nach Entfernen der Sprossspitze ein. Acht bis zwolf
Stunden nach Dekapitation erreichte die dUTPase-Genexpression ihr Maximum (Abb. 38A).
Fur eine Mikroarray-Hybridisierung wurden in einem unabhangigen Experiment je drei
Replikate der Zeitpunkte vor (Oh) bzw. 2, 4 und 12 Stunden nach Dekapitation beprobt und
analysiert. Die Verlasslichkeit der Replikate wurde mittels condition tree und PCA Uberprift.
Wie der condition tree in Abb. 38B, zeigt gruppieren die drei Replikate der verschiedenen
Zeitpunkte jeweils zusammen. Zur weiteren Auswertung wurden die Zeitpunkte nach
Dekapitation auf die 0-Probe normalisiert.

Da fur den Vergleich apikaler und axillarer Sprossmeristeme mit keimenden Knollenaugen
nur aktive Meristeme miteinander verglichen werden sollten, wurden fir eine weitere Analyse

die Transkriptomdaten von Seitenmeristemen zwdlf Stunden nach Dekapitation ausgewabhilt.
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Abb. 38: Zeitverlauf der Reaktivierung von axillare  n Sprossmeristemen und Auswahl der Zeitpunkte fur
eine Mikroarray-Hybridisierung

(A) ,Real-Time" PCR-Analyse der dUTPase-Genexpression in axillaren Sprossmeristemen. Seitenmeristeme
wurden von Kartoffelpflanzen in Gewebekultur durch Entfernen der Sprossspitze reaktiviert und zu den
angegebenen Zeitpunkten Uber 24 Stunden beprobt. Die Rohdaten wurden auf die Expression von Ubiquitin
normalisiert und sind relativ zur Expression in dormanten Sprossmeristemen vor Dekapitation (Oh) +
Standardabweichung von je drei Replikaten angezeigt. Die mit einem Pfeil gekennzeichneten Zeitpunkte wurden
fuir eine Mikroarrayhybridisierung ausgewahlt. Die Bilder oben links zeigen axillare Sprossmeristeme vor (0h) bzw.
zwolf Stunden nach Reaktivierung durch Dekapitation. Der weie Balken entspricht 1 mm. (B) Condition tree der

drei Replikate der Zeitpunkte 0, 2, 4 und 12 Stunden nach Dekapitation nach Mikroarray-Hybridisierung.

Fir die vergleichende Analyse wurden zunachst die features ermittelt, die nach Anwendung
des ,Flag“-Filters 2-fach in apikalen Meristemen im Vergleich zu Internodien differentiell
reguliert waren. Auf die gleiche Weise wurden mehr als 2-fach differentiell regulierte features
zwoOlf Stunden nach Dekapitation im Vergleich zum dormanten axillaren Sprossmeristem
ermittelt. AnschlieBend wurden diese mittels K-Means Clusteranalyse in 5997 bzw. 6525 im
apikalen Meristem hoch- bzw. herunterregulierte und 12950 bzw. 7144 im aktiven axillaren
Meristem hoch- bzw. herunterregulierte features aufgeteilt. Fir die Knollenkeimung wurden
die unter 4.3.1 beschriecbenen 1821, in drei unabhangigen Keimungsexperimenten
gemeinsam hochregulierten bzw. 515 herunterregulierten features in die Analyse
einbezogen. Die Anzahl der jeweiligen mindestens 2-fach differentiell regulierten features

wurde in Tabelle 12 zusammengefasst.
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Tab. 12: Anzahl mindestens 2-fach hoch- bzw. herunt

und apikalen bzw. axillaren Sprossmeristemen

erregulierter

features in keimenden Knollenaugen

Mindestens 2-fach differentiell regulierte features wurden mithilfe der GeneSpring GX 7.3.1 bestimmt und durch

K-Means Clusteranalyse in hoch- bzw. herunterregulierte features aufgetrennt. Die Identifizierung der in den drei

Keimungsexperimenten 3-5 gemeinsam hoch- bzw- herunterregulierten Gene wurde unter 4.3 beschrieben.

Ausgewdhite Anzahl 2-fach
. . . - hoch- () bzw.
Nr. Mikroarray-Experiment Ze|tp()3u:vlst:btézw. Herkunft herunterregulierter
() features
Apikale Sprossmeristeme 5997
1 (SAM)im Vergleich zu SAM bzw. Internodien diese Arbeit
Internodien 6525
Aktive im Vergleich zu 12950
2 dormanten axillaren AM 1% :kr;?)‘i:tgtti)ozr\:v' vor diese Arbeit
Sprossmeristemen (AM) 7144
Knollenaugen 3 d nach
GAgs-induzierte Keimung GA;-Behandlung im . .
3 (vgl. 4.2.3) Vergleich zur diese Arbeit
Wasserkontrolle 1821
. Keimende im Vergleich 515
4 Dormante bzw. keimende zu dormanten diese Arbeit
Knollenaugen (vgl. 4.2.1) Knollenaugen (vgl. 4.3)
Knollenparenchym und . .
5 Keime drei Tage nach GAs- Kelmi;?e\égrr]glgch a diese Arbeit
Behandlung (vgl. 4.3) Y

Im n&achsten Schritt wurden die zuvor im jeweiligen Meristem hoch- bzw. herunterregulierten
features mittels Venn-Diagramm miteinander verglichen. Dabei zeigte sich, dass 668
features in allen drei aktiven Meristemen gemeinsam hoch- und 85 gemeinsam
herunterreguliert waren (Abb. 39B bzw. C). Interessanterweise waren allein zwischen
Knollen- und axillarem Meristem 727 features gemeinsam hoch- und 199 features
herunterreguliert, wahrend zwischen Knollen- und apikalem Sprossmeristem nur 246
features hoch- und 63 herunterreguliert waren (Abb. 39). Im Knollenmeristem waren also
> 32% mehr features gemeinsam mit dem axillaren als mit dem apikalen Sprossmeristem
reguliert (Abb. 39B bzw. C). Weiterhin wird aus Abbildung 39 ersichtlich, dass 180 features
spezifisch im Knollenmeristem hoch- und 168 herunterreguliert waren (Abb. 39 bzw.

Tabellen 19 bzw. 20 im Anhang unter 8.4.5).
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B)

1 Vergleich hochregulierter Transkripte :

A)
. apikales Sprossmeristem (SAM) reaktiviertes Seitenmeristem (AM)
SAM R (5997 Transkripte) (12950 Transkripte)
AM: :
keimendes Knollenmeristem (STM)
(1821 Transkripte)
S v 0
ST™M : ‘ Vergleich herunterregulierter Transkripte :
apikales Sprossmeristem (SAM) reaktiviertes Seitenmeristem (AM)
(6525 Transkripte) (7144 Transkripte)
keimendes Knollenmeristem (STM)
(515 Transkripte)
Abb. 39: Vergleich hoch- bzw. herunterregulierter features der Knollenkeimung, des apikalen

Sprossmeristems und reaktivierten Meristems der Sei tensprosse

(A) Mikroarraydaten aus keimenden Knollenaugen, dem apikalen Sprossmeristem und reaktivierten
Seitenmeristemen wurden miteinander verglichen. Hierzu wurden mehr als 2-fach hoch- (B) bzw.
herunterregulierte (C) Transkripte (vgl. Tab. 12) mittels Venn-Diagramm analysiert. Die mdglicherweise spezifisch
in keimenden Knollenaugen hoch- bzw. herunterregulierten Gene wurden unterstrichen. SAM — apikales

Sprossmeristem; AM — axillares Sprossmeristem; STM — aktives Knollenmeristem.

Zur genaueren Analyse der in den drei aktiven Meristemen differentiell regulierten features
wurden diese in 14 funktionelle Gruppen eingeteilt. Die prozentualen Anteile der
funktionellen Gruppen sind in Abbildung 40 graphisch dargestellt bzw. in Tab. 18 im Anhang
unter 8.4.4 aufgelistet.
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3291 9763 180 1792 727 246 668 Anzahl der Transkripte

aidusuel |
aualnBalyooy

20%-

0%

20%-

40%-

60%-+

aidisuel ]
aualnbassuniay

80%-

100%-

4485 4968 168 1892 199 63 85 Anzahl der Transkripte
B Ohne Annotation (NA) @ Unklassifiziert
@ Stress/ Abwehr O Transport
B Stoffwechsel B Zellwandbiosynthese, -modifikation
O Phytohormonbiosynthese, -signaltransduktion, -transport B Signaltransduktion
O Proteinabbau, -faltung, -modifikation B DNA/ RNA assoziierte Proteine
O Transkription/ Translation O Transkriptionsfaktoren
W Zytoskelett 0O Zellzyklus/ Replikation/ Chromatin

Abb. 40: Funktionelle Zuordnung der features aus dem in Abbildung 39 dargestellten Vergleich vo n
Arraydaten aus Knollenkeimung, apikalen Sprossmeris temen und reaktivierten Meristemen der
Seitensprosse

Die in Abbildung 39 dargestellten in aktiven Spross- bzw. Knollenmeristemen gemeinsam bzw. spezifisch
regulierten features wurden gemaR ihrer Annotation den in der Legende angegebenen 14 funktionellen Gruppen
zugeordnet. Die Angaben reprasentieren Prozentwerte, bezogen auf die Gesamtzahl der features in der
jeweiligen Liste. Die Anzahl der features in der entsprechenden Genliste sind ober- bzw. unterhalb des
Saulendiagramms angegeben. Eine Auflistung der entsprechenden Prozentwerte ist im Anhang unter 8.4.4, Tab.
18, angegeben. SAM — shoot apical meristem; AM — axillary meristem; STM — sprouting tuber meristem;

OL - overlap.
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In allen drei Meristemen ist ein hoher Anteil von Genen der Kategorien ,Zellzyklusregulation
und DNA-Replikation® und ,Transkriptionsfaktoren* hochreguliert. Unter den gemeinsam
hochregulierten Transkriptionsfaktoren waren vor allem solche, die bei der Differenzierung
von Primordien eine Rolle spielen, wie zum Beispiel die YABBY-like Transkriptionsfaktoren
PHANTASTICA, GRAMINIFOLIA und PROLONGATA aber auch ein HD-ZIP CLASSIII-
Transkriptionsfaktor, ANT-like, SCARECROW, CUC3, ZWILLE und AtML1. Zwischen dem
Knollen- und apikalen Meristem gemeinsam hochreguliert waren vor allem weitere Vertreter
der Zellzyklusregulation bzw. DNA-Replikation aber auch Gene, die fir Komponenten des
Zytoskeletts kodieren (Abb. 40).

Wie gezeigt waren 32% mehr features gemeinsam in aktiven Knollenmeristemen und
axillaren Sprossmeristemen reguliert als beim Vergleich des Knollenmeristems mit dem
apikalen Sprossmeristem. Es ist daher nicht unwahrscheinlich, dass die Regulation von
Wachstum und Entwicklung von Knollenkeimen bzw. Seitensprossen nach Reaktivierung
sehr ahnlich erfolgt. Zudem ist bekannt, dass axillare Meristeme des Stolons spater die
axillaren Augen der Knolle bilden, die auskeimen und schlief3lich die neue Pflanzen bilden
(Fernie und Willmitzer, 2001). Somit kdnnte die Reaktivierung der axillaren Sprossmeristeme
maoglicherweise als Modellsystem fiir die Reaktivierung von Knollenmeristemen dienen.
Unter den gemeinsam im Knollen- und axillaren Sprossmeristem regulierten features waren
vor allem features der Kategorien ,Protein-Turnover bzw. -Faltung®, ,Stoffwechsel” und
.Zellwandbiosynthese bzw. -modifikation® vertreten (Abb. 39). Unter den gemeinsam
hochregulierten Transkriptionsfaktoren waren weitere Vertreter der Differenzierung von
Primordien wie zum Beispiel GIF3, APETALA2 HOMOLOG PROTEIN (HAP2) und CLASSIII
HD-ZIP Protein CNAL. Insbesondere Gene, die fir ribosomale Proteine oder Komponenten
der Signaltransduktion (z.B. PROTEIN KINASE, RECEPTOR-KINASE ISOLOG) kodieren,
waren in STM und AM gemeinsam exprimiert.

Zudem fiel auf, dass ein feature mit Homologie zum plasmodesmalen Rezeptor NCAPP 2 im
STM und AM induziert war, wahrend NCAPP1 in STM und SAM gemeinsam exprimiert war.
Lucas et al. (1995) konnten zeigen, dass NCAPPs am Transport der mMRNA des KNOX-Gen

knl aus Mais von Zelle zu Zelle beteiligt ist.

Spezifisch herunterreguliert war eine hohe Zahl an Genen, die flr Speicherproteine kodieren,
und Gene der Kategorie ,Stress/ Abwehr“. Nur zwei Transkriptionsfaktoren, MYB102 und
WRKY-A1244, waren spezifisch in Knollenmeristemen herunterreguliert, aber diese beiden
Transkriptionsfaktoren werden vermutlich eher als Antwort auf Stress und/ oder Verwundung
reguliert (de Vos et al., 2006; Chen et al., 2010).
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Unter den in Knollenmeristemen spezifisch hochregulierten features befand sich im Vergleich
zu den anderen Genlisten ein hoher Anteil an features der Kategorien ,Zellwandbiosynthese/
-modifikation* (z.B. EXPANSIN, LeXTH1), ,Zytoskelett* (z.B. &-TUBULIN/ REMORIN) und
.rransport* (z.B. StnsLTP, Sulfattransporter, Peptidtransporter). Aus der Kategorie
~rranskription/Translation“ waren zwei features mit der Annotation transcription regulator und
aus der Kategorie ,Signaltransduktion“ zwei features mit der Annotation PUTATIVE
RECEPTOR-LIKE KINASE spezifisch hochreguliert. Ebenfalls spezifisch schien ein als
RIPENING-RELATED PROTEIN annotiertes feature, das eine PLANT INVERTASE7 PME
INHIBITOR Region aufweist (Akzessionsnummer: AAM62905). Interessanterweise waren
auch ein als GAST1 und ein als ARF3 annotiertes feature spezifisch hochreguliert (siehe
Tabelle im Anhang 8.4.5). Nur funf potentielle Transkriptionsfaktoren waren spezifisch bei
Keimung hochreguliert, darunter ein MYC, ein TCP und ein bZIP Transkriptionsfaktor (siehe
Tabelle 19 im Anhang unter 8.4.5). Neben ARF3 stellen diese Transkriptionsfaktoren sehr

gute Kandidaten fir potentielle Regulatoren der Knollenkeimung dar.

4.4.2 Identifizierung von Kandidatengenen zur Isoli erung von
spezifisch wahrend der Knollenkeimung exprimierten Promotoren

Fur die mdgliche Isolierung eines Knollenkeimungs- bzw- Knollenmeristem-spezifischen
Promoters sollten Gene identifiziert werden, die nur wahrend der Knollenkeimung und nicht
in anderen Kartoffelgeweben ein detektierbares Expressionssignal gaben. Hierzu wurden
zunachst die features ermittelt, die in keinem der Replikate der Knolleninduktion, des
Knollenparenchyms, axillarer Sprossmeristeme, des apikalen Sprossmeristems, in
Blutenmeristemen, Internodien und source-Blattern ein detektierbares Signal gaben, also
einen ,Flag" = ,absent” aufwiesen. Die in die Analyse miteinbezogenen Experimente sind in
Tabelle 13 (Experimente 1 - 6) aufgelistet. Alle als ,absent* markierten features wurden
innerhalb der einzelnen Experimente bestimmt. Anschlie@end wurden durch mehrere
aufeinanderfolgende Venn-Diagramme 2497 in allen ausgewahlten Experimenten
gemeinsam als ,absent” markierte features identifiziert. Ebenfalls mittels Venn-Diagramm
wurden 20046 features ermittelt, die zu mindestens einem der Zeitpunkte nach GA;- und
nach BA-induzierter Keimung mehr als 2-fach differentiell reguliert waren.

Im letzten Schritt wurden mittels Venn-Diagramm sechs features identifiziert, die wahrend
GA;s- und BA-induzierter Keimung differentiell reguliert wurden, aber ,absent* bei der
Knolleninduktion, im  Knollenparenchym, bei der Reaktivierung von axillaren
Sprossmeristemen, dem apikalen Spross- bzw. Blitenmeristemen, Internodien und source-
Blattern waren (Abb. 41).
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Tab. 13: Ausgewahlte Mikroarray-Hybridisierungen zu r Identifizierung Keimungs-spezifischer Promotoren

Es wurden nur Experimente mit Geweben von cv. Solara ausgewahlt.

u . Anzahl
Nr. Mikroarray-Experiment Ausgewahite Zeitpunkte bzw. der Herkunft
Gewebe ;
Replikate
1 Knolleninduktion Stadium 1, 3, 4 bzw. kleine 2 Ferreira et al. (2010)
Knollen
Knollenparenchym im Vergleich zu
2 Keimen drei Tage nach GA;- Parenchym 4 diese Arbeit
Induktion
Reaktivierung axillarer
3 Sprossmeristeme durch Oh, 2h, 4h, bzw. 12h nqch 3 diese Arbeit
- Entfernen der Sprossspitze
Dekapitation
apikales Spross- und anikales Spross- und
4 Blutenmeristem im Vergleich zu _ap S Sp . 3 diese Arbeit
. Blitenmeristem, Internodien
Internodien
5 Source-Blatter oh, Zh.’ 14h bzw. 16h nach 2 Ferreira et al. (2010)
Beginn der Lichtphase
GAs-induzierte Keimung im 1d, 2d, 3d bzw. 5d nach . .
6 Vergleich zur Wasserkontrolle Behandlung 2 diese Arbeit
7 BA-induzierte Keimung im 2h, 4h, 12h bzw. 24h nach 2 diese Arbeit
Vergleich zur Wasserkontrolle Behandlung
BA-induzierte Keimung (friihe
8 Zeitpunkte) im Vergleich zur 1d, 2d, 3d bzw. 5d nach 2 diese Arbeit

Wasserkontrolle Behandlung

Die Genexpressionsmuster der sechs spezifisch bei Knollenkeimung regulierten Gene sind
als heat map in Abbildung 42 gezeigt. Die entsprechenden Expressionswerte aus GAs;- bzw.
BA-induzierter Keimung sind in Tabelle 14 aufgelistet. Drei der sechs spezifisch exprimierten
Transkripte waren nicht annotierbar, da die entsprechenden EST-Sequenzen Kkeine
Homologie zu Sequenzen aus offentlichen Datenbanken aufwiesen (NA). Unter den anderen
drei Genen waren WLIM2, eine 1,3-4-Glucan Synthase und ein Sialyltransferase-like protein.
Von diesen Genen zeigte nur das Transkript mit Homologie zu WLIM2 eine konsistente
Regulation wahrend Hormon-induzierter Keimung, d.h. nur WLIM2 war in beiden
Experimenten im Vergleich zur Wasserkontrolle kurz vor der Keimung exprimiert und mit
einsetzender/ sichtbarer Keimung herunterreguliert (Abb. 42 bzw. Tab.14). Die anderen zwei
Gene waren jeweils in einem der Experimente hoch- aber im entsprechend anderen
herunterreguliert. Zudem zeigte WLIM2 die stérkste Induktion der Genexpression (> 4-fach;
hochreguliert einen Tag nach BA-Behandlung; Tab. 14). Da es von Interesse war, einen
spezifisch wahrend der Keimung in Knollenmeristemen exprimierten aber auch moglichst

starken Promotor zu finden, wurde WLIM2 fur weitere Analysen ausgewahlt.
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Blitenmeristem (FM)/

A) Apikales Sprossmeristem (SAM) 3%
Blatt (L) £ X}
Internodie (IN) £ X3
Axillares Meristem (AM) (s
_ _ Knollenparenchym (P)
Knolleninduktion (TI) :'X
... ‘.0' :‘X.: “‘-‘
-’.“‘ . :'
~" Knollenkeimung
B)

2497 Transkripte ,ABSENT” bei der
Knolleninduktion und in SAM, frilhen
Bliten, Internodien, reaktivieren
Seitenmeristemen, Blattern und
Knollenparenchym

Abb. 41: |dentifizierung spezifisch wahrend der Kei

mung exprimierter Gene

20046 Transkripte differentiell
reguliert bei GAz- und BA-induzierter
Keimug

Gene, die wahrend GAs-induzierter und BA-induzierter Keimung zu mindestens einem der Zeitpunkte mehr als

2-fach reguliert waren, wurden mittels Venn-Diagramm mit denen, die ,absent” (blau markert) in apikalen Spross-
(SAM) bzw. Blitenmeristemen (FM), source-Blattern (L), Internodien (IN), vor und nach Reaktivierung axillarer
Sprossmeristeme (AM), im Knollenparenchym (P) und bei Knolleninduktion (TI) waren. (A) Schematische
Darstellung der ausgewahlten Kartoffelgewebe. (B) Venn-Diagramm zur Identifizierung spezifisch regulierter

features.
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1-NA
2-NA
3 - LIM domain protein WLIM2 I

4 - NA
5 - Sialyltransferase-like protein

6 - ATGSLO5 (GLUCAN SYNTHASE-LIKE 5)

2h 4h12h 24h1d 2d 3d 5d 3d 2d 3d 5d
TI SAM, FM, AM, IN, L, P
BA GA,

Hormoninduzierte
Knollenkeimung

Abb. 42: Heat Map der sechs in Abbildung 41 identif izierten, spezifisch bei Knollenkeimung exprimierte n
Transkripte

Blau entspricht einer Herunter- und rot einer Hochregulation; grau entspricht einem ,Flag” = ,absent‘; NA — keine
Annotation vorhanden. Apikales Spross- (SAM) bzw. Blitenmeristemen (FM), source-Blattern (L), Internodien
(IN), axillare Sprossmeristeme (AM), Knollenparenchym (P), Knolleninduktion (TI).
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Tab. 14: Genexpressionswerte der sechs in Abbildung

Keimung

41 identifizierten, spezifisch bei Knollenkeimung

exprimierten Gene wahrend GA ;- bzw. BA-induzierter

Genexpressionswerte sind nach Normalisierung auf die entsprechende Wasserkontrolle angegeben. Die Gene wurden nach ihrer Expressionsstéarke einen Tag nach BA-

Behandlung absteigend sortiert. NA — keine Annotation vorhanden.

BA-induzierte Keimung

GA s-induzierte Keimung

o
Nr. &
(vgl. Abb.41) | T | 2h | 4h |[12h | 24h | 1d | 2d | 3d | 5d 1d 2d 3d 5d  Annotation

3 1/158(1,94|2,61|351|4,39/1,05/0,35/0,44| 1,80 | 1,60 | 1,02 | 0,68 |LIM domain protein WLIM2

4 1 2,53/1,53|050/0,59| 0,92 | 0,44 | 051 | 0,28 |NA

1 1/0,68(1,05/0,84/1,32|/1,32/1,27|1,04|/0,59| 2,56 | 1,86 | 1,36 | 1,60 |NA
ATGSLO05 (GLUCAN SYNTHASE-LIKE 5); 1,3-

6 1 1,04/1,01/0,84|154 0,58 | 0,71 | 0,63 | 0,71 |beta-glucan synthase/ transferase, transferring
glycosyl groups

2 2,01/0,87|0,57/0,63|1,04|1,07/1,05/0,81| 1,05 | 0,87 | 1,23 | 1,35 |NA

5 1,16 /1,29|1,99 /0,86 0,77|0,81|0,37|/0,95| 0,74 | 0,74 | 0,58 | 0,57 |sialyltransferase-like protein
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4.5 Charakterisierung einer spezifisch wahrend der
Knollenkeimung exprimierten putativen Pektinesteras e (pPE)

Wie zuvor erwdhnt wurde ein als WLIM2 annotiertes feature als spezifisch wahrend der
Knollenkeimung induziert gefunden (beschrieben unter 4.4.2). Ein BLASTX der
entsprechenden etwa 750 Basenpaare langen EST-Sequenz gegen die Datenbank von
NCBI (http://blast.ncbi.nim.nih.gov) ergab jedoch zwei unterschiedliche ,beste Treffer*: Der
erste ca. 180 Basenpaare lange Abschnitt des 5-Bereichs der EST-Sequenz zeigte die
hochste Homologie zu WLIM2 wéhrend der ca. 270 bp lange 3"-Bereich die hdchste
Homologie zu PECTINESTERASE (E-Value 7e™®) ergab (Abb. 43A). Der
dazwischenliegende Sequenzbereich lieferte keinen signifikanten BLASTX-Treffer. Somit lag
die Vermutung nahe, dass es sich hierbei um einen chiméren EST handelt. Um dies zu
Uberprufen, wurden Primer zur Amplifikation des entsprechenden 5°- bzw. 3"-Bereichs
abgeleitet und zur Amplifikation der gesamten Sequenz (Abb. 43). Als Matrize diente

gepoolte cDNA aus GAs-induzierter Keimung vor bzw. 24 , 48, 72 Stunden bzw. 6 Tage nach

Behandlung.
A) B) g
Pr. #1 Pr. #4 W "%b( O&
. r.
(VIR SO R A
g “
Pr. #1 Pr. #2 Pr. #3 Pr. #4
600 bp ——
500 bp ——
' ! ! :
: : : . 200bp —
[ pPE |
100 bp —
100 bp

Abb. 43: Sequenzanalyse des Keimungs-spezifisch exp  rimierten ,WLIM2"- features

(A) MaRstabsgerechte, schematische Darstellung der EST-Sequenz des unter 4.4.2 identifizierten und als
JWLIM2“ annotierten features mit Keimungs-spezifischer Expression. Das POCI-60mer Oligo ist in schwarz
eingezeichnet. Der Sequenzbereich mit Homologie zu WLIM2 ist in dunkelgrau und der zur putativen
Pektinesterase in hellgrau angezeigt. Die Ansatzstellen der Primer zur Amplifikation der Abschnitte ,  bzw.
fur die PCR in (B) sind entsprechend eingezeichnet. Die Primer #1 - #4 entsprechen den Primern MS340 —
MS343 im Methodenteil. (B) PCR zum Nachweis der Sequenzabschnitte , bzw. wie angegeben in (A). Die
entsprechenden Primerkombinationen sind angegeben. Theoretische Fragmentlangen: / 128 bp; ca.
600 bp. Die Kombination der Primer #2 und #3 diente als Negativkontrolle. Grof3enstandard: 100 bp Leiter von
Fermentas.

Wie das Ergebnis der PCR in Abb. 43B zeigt, konnten zwar die einzelnen Fragmente aus
dem 5°- bzw. 3"-Bereich amplifiziert werden, nicht aber ein zusammenhangendes Fragment.

Eine Wiederholung der PCR lieferte dasselbe Ergebnis. Dies zeigt, dass es sich hierbei
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tatséchlich um einen chiméren EST handelt. Da das auf dem POCI-Mikroarray synthetisierte
60mer Oligo aus dem 3'-Bereich des ESTs abgeleitet wurde (Abb. 43A), entsprechen die

Expressionsdaten fur dieses feature der Genexpression der putativen Pektinesterase (pPE).

Wie zuvor in Abbildung 41 bzw. Tabelle 14 gezeigt, wurde die Genexpression der pPE
entsprechend der Mikroarraydaten nach einer anfanglichen Induktion bis zum Zeitpunkt
sichtbarer Keimung kontinuierlich verringert. Um dies zu verifizieren, wurde ein
unabhangiges ,sprout release assay“-Experiment mit 50 uM GA; durchgefiihrt und die
Expression der pPE vor bzw. 3, 6, 9, 12, 24, 36, 48, 60 und 72 Stunden nach Behandlung
mittels ,Real-Time* PCR Uberpruft (Abb. 44A). Dabei zeigte sich, dass die Expression der
pPE im Verlauf GAs-induzierter Keimung im Vergleich zum Ausgangswert kontinuierlich
absank und zum Zeitpunkt sichtbarer Keimung (72 Stunden) kaum noch detektierbar war
(Abb. 44A). Um dies weiter zu untersuchen wurde die pPE-Genexpression in ,nattrlich”
gelagerten Knollen Uberprift (Abb. 44B). Auch hier war vor sichtbarer Keimung eine starke
pPE Genexpression nachweisbar, die mit Einsetzen der Knollenkeimung kontinuierlich
absank (Abb. 44B).

Zur Uberprifung der Gewebespezifitat der pPE Genexpression wurde eine weitere ,Real-
Time" PCR durchgefiihrt. Als Matrize diente cDNA aus nicht-induzierten bzw. induzierten
Stolonen, dormanten bzw. reaktivierten Seitenmeristemen, Internodien, apikalen Spross-
bzw. Blitenmeristemen, Wurzelspitzen und sink bzw. source-Blattern. Die Expression in den
jeweiligen Geweben wurde zur Expression 24 Stunden nach GAs;-Behandlung, dem letzten
Zeitpunkt mit deutlicher pPE-Expression, verglichen (Abb. 44C). Dabei stellte sich heraus,
dass die pPE 24 Stunden nach GAs-Behandlung am stérksten exprimiert war und im
Vergleich dazu in den anderen Geweben mindestens um das 1,6-fache (dormante
Seitenmeristeme) bis um das 100-fache reduziert war. Interessanterweise war auch beim
Vergleich dormanter und reaktivierter Seitenmeristeme die pPE-Expression in dormanten
Seitenmeristemen am hdchsten. Insgesamt deutet dies darauf hin, dass die pPE am
starksten in ruhenden Meristemen und in anderen Geweben dagegen kaum bzw. nur sehr
schwach exprimiert wird.

Da bekannt ist, dass ABA bei der Aufrechterhaltung der Dormanz eine wichtige Rolle spielt,
sollte eine mogliche ABA-Induzierbarkeit der pPE-Expression Uberprift werden. Hierzu
wurden Kartoffelblatter mit 50 uM ABA bzw. Wasser als Kontrolle bespriht und die
Genexpression der pPE vor bzw. bis 24 Stunden nach Behandlung mittels ,Real-Time“ PCR
nachgewiesen (Abb. 45). Es zeigte sich, dass die pPE bereits 4 Stunden nach ABA-
Behandlung deutlich starker als in der entsprechenden Wasserkontrolle exprimiert war.

Einen Tag nach ABA-Behandlung war die pPE Expression sogar mehr als 20-fach im
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Vergleich zur Wasserkontrolle erhéht. In einem unabhangigen Experiment konnte bestatigt
werden, dass die Expression der pPE durch ABA induzierbar ist.

Zusammengenommen deutet dies darauf hin, dass die putative Pektinesterase spezifisch in
dormanten Meristemen exprimiert wird und entweder das Auswachsen von Knollenkeimen
inhibiert oder aber an der frihen Reaktivierung der Knollenmeristeme beteiligt ist. Dem
musste in weiterfiihrenden Experimenten durch Herstellung transgener Pflanzen mit erhdhter

bzw. verringerter pPE-Expression hachgegangen werden.

A)
= 124
o
WBRE:
4
5 081
x
w 0,6
o
= 04+
-
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Abb. 44: Nachweis der Genexpression der putativen Pektinesterase (pPE) im Verlauf der Knollenkeimung

bzw. in verschiedenen Kartoffelgeweben mittels ,Rea I-Time“ PCR

Fur die ,Real-Time" PCR wurden die genspezifischen Primer MS342 und MS343 verwendet. Die jeweilige relative
Expression der pPE wurde auf die entsprechende Expression von Ubiquitin normalisiert.

(A) Nachweis der pPE Genexpression wahrend GAs-induzierter Knollenkeimung zu den angegebenen
Zeitpunkten. Sichtbare Keimung setzte 3 Tage nach Behandlung ein. Die Expressionswerte sind relativ zur
0-Probe + Standardabweichung von je drei Replikaten angegeben dargestellt. (B) Nachweis der Genexpression
in Knollenaugen ,nattrlich* gelagerter Knollen nach der Ernte bzw. zum Zeitpunkt der Keimung 11 — 12 Wochen
nach der Lagerung bei Raumtemperatur relativ zum Zeitpunkt der Ernte + Standardabweichung von je drei
Replikaten angegeben. wah — Wochen nach der Ernte. (C) Nachweis der pPE Genexpression in verschiedenen
Kartoffelgeweben. Die Expressionswerte bei in nicht-induzierten (S1) bzw. induzierten (S3) Stolonen, dormanten
(0 d) bzw. aktiven (1 d) Seitenmeristemen, Internodien, apikalen Spross- (SAM) bzw. Blitenmeristemen (FM),
Wurzelspitzen (RM), Internodien (INT) und sink- bzw. source-Blattern sind relativ zur Expression in Knollenaugen
24 Stunden nach GAs-induzierter Keimung + Standardabweichung von je drei Replikaten angegeben.
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Abb. 45: Nachweis der Genexpression der  pPE nach ABA-Behandlung

Zur Uberpriifung einer Induzierbarkeit der pPE-Genexpression durch ABA, wurden Wildtyp source-Blatter mit
50 uM ABA bzw. Wasser als Kontrolle bespriiht und zu den angegebenen Zeitpunkten Proben zur RNA-Isolierung
entnommen. Fir die ,Real-Time* Analyse wurden die genspezifischen Primer MS342 und MS343 verwendet. Die
jeweilige relative Expression der pPE wurde auf die entsprechende Expression von Ubiquitin normalisiert. Die

Expressionswerte sind + Standardabweichung von je drei Replikaten angegeben.
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S DISKUSSION

Obwohl das Wissen Uber die Regulation der Dormanz von Kartoffelknollen in den letzten
Jahren kontinuierlich zunahm, ist Uber die zugrunde liegenden molekularen Mechanismen
nach wie vor noch wenig bekannt. Neben Veranderungen im Phytohormon-Gehalt wird der
Ubergang von dormanten zu keimenden Knollen auch durch eine veranderte Genexpression
ermdglicht  (Suttle, 2004b; Campbell et al., 2008b). Untersuchungen globaler
transkriptioneller Veranderungen kénnten daher zu einem besseren Verstandnis der
Regulation der Kartoffelknollendormanz und zur Identifizierung von potentiellen Regulatoren
der Keimruhe beitragen. Dadurch kdnnte es méglich werden, die Lange der Dormanz von
Kartoffelknollen mithilfe moderner Zichtungsmethoden oder der grinen Gentechnik gezielt
den Bedirfnissen von Landwirtschaft und Industrie anzupassen, indem zum Beispiel mehr
als eine Ernte pro Jahr ermdglicht oder die Lagerfahigkeit des Ernteguts verbessert wird.
Auch fur den Verbraucher waren so das ganze Jahr Uber frische Knollen mit guter Qualitat

erhéltlich.

5.1 Der Einfluss von GA auf die Knollenkeimung und
Pflanzenentwicklung

Bereits in den 50er Jahren konnte gezeigt werden, dass eine Behandlung von Knollenaugen
mit GA; zum Brechen der Keimruhe von Kartoffelknollen fuhrt (Brian et al., 1955; Rappaport
et al.,, 1957). In weiteren Studien konnte ein Anstieg des endogenen GA-Gehalts mit
einsetzender Knollenkeimung nachgewiesen werden (Smith und Rappaport, 1961; Suttle,
2004a). Beide Beobachtungen deuteten darauf hin, dass Gibberellin an der Regulation der
Dormanz von Kartoffelknollen beteiligt ist. Allerdings zeigten transgene Pflanzen mit
konstitutiver StGA2-ox1 Uberexpression bzw. StGA20-ox1 Antisense-Hemmung, was in
beiden Féllen zu einem verringerten GA-Gehalt fihren sollte, keine Veranderungen im
Keimverhalten entsprechender Knollen (Carrera et al., 2000; Kloosterman et al., 2007).
Interessanterweise fiihrte jedoch eine Uberexpression der StGA20-ox1 zu einer verfriihten
Keimung von mehr als acht Wochen (Carrera et al.,, 2000). Da die entsprechenden
Antisense-Linien jedoch keine veradnderte Keimung zeigten, vermuteten die Autoren, dass
nicht die StGA20-ox1 sondern eine der beiden anderen in Kartoffel identifizierten Isoformen
StGA20-ox2 oder StGA20-0x3 an der Regulation der Keimung beteiligt sind (Carrera et al.,
2000). Wie die Messung endogener GA-Gehalte in Knollen von StGA2-ox1

Uberexprimierenden Pflanzen ergab, war der Gehalt bioaktiver GAs in diesen Pflanzen im
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Vergleich zum Wildtyp unverandert (Kloosterman et al., 2007). Dies kdnnte eine mdgliche
Erklarung fir das unveranderte Keimverhalten der entsprechenden Knollen sein.

Da Pflanzen mit einer verdnderten Genexpression von GA2- bzw. GA20-Oxidasen aus
Kartoffel keine Veradnderungen im Keimverhalten zeigten, wurden im Rahmen der
vorliegenden Arbeit transgene Kartoffelpflanzen mit einer Uberexpression von
entsprechenden Homologen aus Arabidopsis untersucht (Kapitel 4.1). Fir eine konstitutive
Uberexpression der AtGA2-ox1 und AtGA20-ox1 unter Kontrolle des CaMV 35S-Promoters
(35S:GA2-0x; 35S:GA20-0x) wurden Konstrukte verwendet, die bereits in Tabak erfolgreich
zu erwarteten phanotypischen Veranderungen gefuhrt hatten (Biemelt et al., 2004). Wie
frhere Arbeiten zu Arabidopsis, Kartoffel und Tabak zeigten, wiesen transgene Pflanzen mit
erhdhter GA20-o0x Expression unter anderem ein verstarktes Elongationswachstum auf, was
mit einem signifikant erhohten endogenen Gehalt bioaktiver GAs korrelierte (Coles et al.,
1999; Carrera et al., 2000; Vidal et al., 2001). Die verstarkte Expression von GA2-Oxidasen
fuhrte in Arabidopsis und Pappel zu einem verringerten Gehalt bioaktiver GAs und damit
einhergehend zu Zwergenwuchs (Busov et al., 2003; Schomburg et al., 2003; Radi et al.,
2006). Daher kann angenommen werden, dass Pflanzen mit erhéhter GA2-ox bzw. GA20-0x
Expression, die die entsprechenden phanotypischen Verédnderungen zeigen, auch einen
veranderten endogenen GA-Gehalt aufweisen.

Die in dieser Arbeit untersuchten 35S:GA2-ox Kartoffelpflanzen zeigten &hnliche
phanotypische Veranderungen wie Pflanzen mit verringerter StGA20-ox1 (Carrera et al.,
2000) bzw. erhohter StGA2-ox1 Expression (Kloosterman et al., 2007), d.h. Zwergenwuchs,
kleinere und dunklere Blatter, verkirzte Stolone und Knollenkeime. Im Gegensatz zu den bei
Carrera et al. (2000) beschriebenen StGA20-ox1 Antisense-Linien war der Knollenertrag von
Pflanzen mit erhohter StGA2-ox1 (Kloosterman et al., 2007) bzw. 35S:GA2-ox Expression
signifikant verringert. Die Knollen der 35S:GA2-ox Linien zeigten eine um ein bis drei
Wochen verzégerte Keimung. Die hier beschriebenen 35S:GA20-ox Linien wiesen ahnliche
phanotypische Veranderungen wie die bei Carrera et al. (2000) beschriebenen Pflanzen mit
erhohter StGA20-ox Expression auf. Sie zeigten hellgriine Bléatter sowie stark verlangerte
Internodien, Stolone und Keime. Der Knollenertrag war sowohl bei konstitutiver
Uberexpression einer GA20-Oxidase aus Kartoffel, wie auch des Homologen aus
Arabidopsis, signifikant verringert (Carrera et al., 2000). Im Gegensatz zu Knollen von
Pflanzen mit einer StGA20-ox Uberexpression war das Keimverhalten von Knollen der
35S:GA20-0x Linien jedoch unverandert. Die Uberexpression der AtGA2-ox1 fiihrte nur zu
einer leichten Verzdgerung der Knollenkeimung. Die Messung endogener GA-Gehalte in den
Sprossspitzen der transgenen Pflanzen ergab einen signifikant erhdohten Gehalt an
bioaktivem GA, in AtGA20-ox1 Uberexprimierenden Linien und eine deutliche Verringerung

des GA;-Gehalts in AtGA2-ox1 Uberexprimierenden Pflanzen (Daten nicht gezeigt). Die
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Uberexpression dieser Transgene filhrte demnach tatséchlich zur gewiinschten Veranderung
des endogenen GA-Gehalts. Allerdings stellte sich heraus, dass die Expression der
Transgene unter Kontrolle des CaMV 35S-Promoters in den Kartoffelknollen wéhrend der
Lagerung nicht stabil und insbesondere wahrend der Lagerung deutlich verringert war. Daher
wurden die Transgene zusatzlich unter Kontrolle des chiméren ST-LS1/ 35S-Promoters
gebracht, der nach Hajirezaei und Sonnewald (1999) eine wahrend der Knollenlagerung
stabile Uberexpression ermdglichen sollte. Die entsprechenden STLS:GA2-ox bzw.
STLS:GA20-ox Linien zeigten typische morphologische Veréanderungen und einen
verringerten Knollenertrag wie die beiden Gene unter Kontrolle des 35S-Promotors.
Tatsachlich konnte mittels Northern Blot eine stabilere Expression der Transgene unter
Kontrolle des ST-LS/ 35S-Promoters wahrend der Knollenlagerung bestatigt werden. Die
Beobachtung des Keimverhaltens zeigte, dass die Knollenkeimung der STLS:GA20x Linien
um zwei Wochen verzdgert und die der STLS:GA20-ox Linien mindestens eine Woche friher
einsetzte.

Zusammengenommen bestatigen die Ergebnisse, dass Gibberelline einen starken Einfluss
auf die Pflanzenentwicklung, insbesondere das Elongationswachstum ausiiben. Gibberelline
sind zudem an der Brechung der Keimruhe beteiligt und fordern das Wachstum des Keims.
Dies konnte auch durch ,sprout release assay“-Experimente mit GA; bestatigt werden. Dabei
konnte durch Inkubation von Knollenaugen inklusive des umgebenden Parenchyms mit
50 uM GA; eine synchronisierte Knollenkeimung und ein Auswachsen des Knollenkeims
erzielt werden. Eine Knollenkeimung kann im Rahmen des ,sprout release assays“ aber
auch durch das Cytokinin BA induziert werden, allerdings wéachst der Keim bei diesem
Experiment nach dem Brechen der Keimruhe nicht weiter und arretiert nach Initiation der
Keimung. Erst nach zusatzlicher GAs-Applikation findet ein weiteres Elongationswachstum
des Keims statt (A. Hartmann, unvertffentlicht). Auch nach BA-Behandlung der
Knollenaugen von GA20-ox Uberexprimierenden Pflanzen konnte der Keim weiter wachsen
(Daten nicht gezeigt). Dies unterstitzt die Hypothese, dass GA essentiell fur das
Auswachsen des Knollenkeims ist. Ob GA direkt oder indirekt tGiber Cytokinin an der Initiation
der Keimung von Kartoffelknollen beteiligt ist, bleibt jedoch offen und ist Gegenstand

aktueller Untersuchungen.

5.2 Untersuchungen globaler transkriptioneller Unte rschiede
wahrend der Knollenkeimung

In Kartoffel wurden globale Genexpressionsmuster bereits durch verschiedenste
Technologien wie die Erstellung und Analyse von EST-Banken (Ronning et al., 2003;
Rensink et al., 2005), cDNA-AFLP (Bachem et al., 1996), Makroarrays (S. Sonnewald,
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unverdffentlicht) und Mikroarrays analysiert (Kloosterman et al., 2005; Campbell et al.,
2008b; Kloosterman et al., 2008). Aufgrund der einfacheren Handhabung, der besseren
Reproduzierbarkeit und héheren Anzahl an analysierbaren Transkripten hat sich jedoch die
Mikroarray-Technologie weltweit durchgesetzt.

Zur Erstellung von Transkriptprofilen aus Kartoffel wurden urspriinglich selbst hergestellte
Mikroarrays verwendet, auf die je nach Fragestellung spezifisch ausgewahlte cDNAs wie
z.B. aus verschiedenen Stadien des Lebenszyklus der Kartoffelknolle (Kloosterman et al.,
2005) oder Proben von Phytophtora infestans infizierten bzw. gesunden Kartoffelpflanzen
(Tian et al., 2006) gespottet wurden. Da mit diesen custom-Mikroarrays nur spezifische
Fragestellungen untersucht werden konnten und sich ein Vergleich der Ergebnisse mit
denen anderer Ansédtze daher schwierig gestaltete, wurde zunehmend der kauflich
erhaltliche 10K cDNA Array von TIGR verwendet (Ducreux et al., 2005; Campbell et al.,
2008b; Ginzberg et al., 2009; Legay et al., 2009; Campbell et al., 2010; Stushnoff et al.,
2010). Ein Nachteil dieses Mikroarrays ist jedoch, dass ein groRer Teil der Kartoffelgene,
insbesondere aus den Meristemen der Kartoffelknolle, nicht reprasentiert sind. Daher wurde
2006 im Rahmen der ,Potato Oligo Chip Initiative* der 44K POCI-Mikroarray mit der
kompletten bis dahin verfligbaren Sequenzinformation der Kartoffel entwickelt (Kloosterman
et al., 2008). Der POCI-Chip enthielt im Vergleich zum TIGR-Array ca. 50% neue Sequenzen
(Kloosterman et al., 2008). Der POCI-Mikroarray ist daher gegenwartig am besten fir globale
Transkriptanalysen in Kartoffel geeignet. So konnten mithilfe dieses Arrays bereits
erfolgreich  transkriptionelle Veranderungen bei Knolleninduktion und -wachstum
(Kloosterman et al., 2008; Ferreira et al., 2010), von Knollen mit unterschiedlicher
Wachstumsgeschwindigkeit sowie Blattern vor und nach der Lichtphase (Ferreira et al.,
2010) erstellt und analysiert werden. Zudem wurden Kandidatengene fiir die Regulation der
Anthocyanin-Biosynthese (Stushnoff et al., 2010) und fir Geschmack bzw. Textur von
Kartoffelknollen identifiziert (Ducreux et al., 2008). Transkriptionelle Unterschiede bei der
Knollenkeimung wurden bisher nur mithilfe des 10K TIGR-Arrays erfasst. Dabei wurden zum
einen dormante und keimende Knollenaugen auf transkriptioneller Ebene miteinander
verglichen und zum anderen der Effekt der Keimungsinhibitoren DMN bzw. CIPC auf die
Genexpression in Knollenaugen untersucht (Campbell et al., 2008b; Campbell et al., 2010).
Erstaunlicherweise waren dabei mehr als doppelt so viele Gene in dormanten (127 cDNAS)
als in keimenden Knollenaugen (52 cDNAs) hochreguliert, wobei die Autoren selbst
einrdumten, dass der TIGR-Mikroarray nur einen Teil der potentiellen Transkripte des
Kartoffelgenoms reprasentiert (Campbell et al., 2008b). Es ist also anzunehmen, dass bei
den bisherigen Transkriptanalysen der Knollenkeimung eine grof3e Zahl an Genen nicht

bertcksichtigt wurde. Daher wurden zu Beginn dieser Arbeit transkriptionelle Unterschiede in
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dormanten bzw. keimenden Knollenaugen mithilfe des POCI-Mikroarrays untersucht wie im

folgenden Abschnitt beschrieben.

5.2.1 Vergleich der Genexpression in dormanten bzw. keimenden

Knollenaugen

Die hier durchgefuihrte Transkriptom-Analyse mithilfe des POCI-Chips ergab 3901 in
dormanten bzw. 4412 in keimenden Augen statistisch signifikant hochregulierte features (vgl.
4.2.1). Den Erwartungen entsprechend war, einhergehend mit dem einsetzenden Wachstum
und der Entwicklung des neuen Organs, eine hdhere Zahl an Genen im Keim hochreguliert.
Da auch dormante Knollen metabolisch aktiv sind, waren nach Einordnung der differentiell
regulierten features in funktionelle Kategorien basierend auf der Sequenzhomologie zu
Genen mit bekannter Funktion, keine Unterschiede im prozentualen Anteil aus der Kategorie
,Stoffwechsel* zu finden. Ubereinstimmend mit Bachem et al. (2000) und Campbell et al.
(2008b) findet mit dem Ende der Dormanz keine generelle Erhéhung des Stoffwechsels statt.
Einhergehend mit der Hypothese, dass sich Kartoffelknollen beim Ubergang von dormanten
in keimende Knollen von einem Speicher-sink- in ein source-Organ entwickeln (Sonnewald
und Willmitzer, 1992), waren Gene, die mit der Speicherung von Proteinen assoziiert sind, in
keimenden Knollen herunterreguliert. Multicystatin, das an der Regulation des
Speicherprotein-Gehalts in Kartoffelknollen beteiligt ist (Nissen et al., 2009), war das in
keimenden Knollen am stérksten herunterregulierte Gen. Wie sich herausstellte, war in
keimenden Knollenaugen das Schlisselenzym der ABA-Biosynthese NCED 3-fach herunter-
und das ABA-abbauende Enzym ABA 8'-hydroxylase 3- bis 5-fach hochreguliert. Die erhéhte
Genexpression der ABA 8'-hydroxylase bzw. die verringerte Expression der NCED in
keimenden Knollenmeristemen bestétigt entsprechende ,Real-Time“ PCR-Ergebnisse von
Destefano-Beltran et al. (2006b). Da die Expression der NCED in direktem Zusammenhang
mit dem endogenen ABA-Gehalt steht (Xiong und Zhu, 2003; Nambara und Marion-Poll,
2005), deutet dies auf einen verringerten ABA-Gehalt in keimenden im Vergleich zu
dormanten Augen hin. Eine Verringerung des endogenen ABA-Gehalts mit einsetzender
Knollenkeimung konnte bereits in mehreren unabhangigen Studien bestétigt werden
(Coleman und King, 1984; Suttle, 1995; Biemelt et al., 2000).

Das erst vor kurzem entdeckte Phytohormon Strigolakton ist ein Inhibitor des Auswachsens
axillarer Meristeme (Gomez-Roldan et al., 2008; Umehara et al., 2008). Interessanterweise
ergab die vergleichende Mikroarrayanalyse mit RNA aus dormanten mit keimenden
Knollenaugen eine 2,5-fache Herunterregulation von RMS4 bei Knollenkeimung. RMS4 aus

Erbse bzw. das Arabidopsis-Homologe MAX2 sind F-Box-Proteine, die an der
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Signaltransduktion von Strigolakton beteiligt sind (Beveridge, 2006) und entsprechende
Mutanten zeigen ein verstarktes Verzweigungswachstum (Beveridge et al., 1996; Stirnberg
et al., 2002). Es kann daher spekuliert werden, dass Strigolakton die Keimung von
Kartoffelknollen unterdriickt.

Wie zuvor erwahnt kann GA die Keimruhe von Kartoffelknollen brechen und ist essentiell fir
das Auswachsen des Knollenkeims. Dies spiegelte sich auch in den Ergebnissen der
Genexpressions-Analyse wider, denn bei Knollenkeimung war eine groRe Zahl an GA-
Biosynthesegenen mehr als 2-fach hochreguliert. Wie bereits in friheren Studien gezeigt
werden konnte, stieg der GA-Gehalt mit Beginn der Keimung an (Smith und Rappaport,
1961; Suttle, 2004a), so dass die Herunterregulation einer GA2-ox bzw. die Hochregulation
einer GA20-ox bei Knollenkeimung entsprechend der Mikroarraydaten auf eine feedforward/
feedback-Regulation der beiden Enzyme zurickgefiihrt werden kénnte. Auch eine Vielzahl
von Genen, die fur Proteine der Auxin bzw. Brassinosteroid-Biosynthese, -Signaltransduktion
oder des Auxintransports kodieren, waren bei Keimung hochreguliert und deuten auf eine
Rolle dieser wachstumsférdernden Hormone beim Wachstum und der Entwicklung des
neuen Organs hin. Dementsprechend war ein ,GA-reguliertes Protein“ (GARP) in keimenden
Augen mehr als 2-fach induziert. Da GARP bereits in friiheren Expressionsstudien als in
Keimen hochreguliert gefunden wurde, wurde dieses Gen als Kandidat fur einen potentiellen
Regulator der Knollenkeimung ausgewahlt und unter anderem mittels transgener Pflanzen
naher charakterisiert (diskutiert unter 5.3.2).

Wie Campbell et al. (1996) zeigen konnten, sind die Zellen dormanter Knollenmeristeme in
der G,/ Go-Phase des Zellzyklus arretiert und nehmen mit beginnender Knollenkeimung ihre
Zellteilungsaktivitdét wieder auf. Dies spiegelt sich in der verstarkten Expression von
Zellzyklusregulatoren wie z.B. Cyklin A, B und D oder Cyklin-abhéngiger Kinasen in
keimenden Knollenaugen wider. Des Weiteren war eine grof3e Zahl an features, die die
Histone H1, H2A, H2B, H3 und H4 reprasentieren, in keimenden Augen mehr als 2-fach
induziert, was auch von Campbell et al. (2008b) beobachtet wurde. Das in keimenden
Knollenaugen am staksten induzierte Gen aus der Kategorie ,Zellzyklus/ DNA-Repliaktion*
war die dUTPase, die einen guten molekularen Marker fir die Reaktivierung von
Knollenmeristemen darstellt und unter 5.3.1 n&her diskutiert wird. Zudem waren in
keimenden Knollenaugen Gene, die fir Komponenten des Zytoskeletts bzw. Enzyme der
Zellwandbiosynthese bzw. -Modifikation kodieren, starker exprimiert. Zusammengenommen
wurden zum Zeitpunkt der Knollenkeimung vor allem Gene der Zellproliferation und des

Wachstums exprimiert.
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5.2.2 Molekulare Veradnderungen wahrend der Knollenk eimung
basierend auf der Analyse transkriptioneller Verand erungen

Bei der Analyse von Transkriptomdaten aus dormanten bzw. keimenden Knollenaugen
konnten transkriptionelle Veranderungen vor sichtbarer Keimung nicht erfasst werden. Um
transkriptionelle Veranderungen vor sichtbarer Keimung aufzudecken, wurden daher
zusatzliche Transkriptprofile aus GAsz- bzw. BA-induzierter Knollenkeimung erstellt. Allerdings
konnte hierbei nicht ausgeschlossen werden, dass eine Vielzahl von Genen durch die
Phytohormon-Behandlung und nicht aufgrund der Keimung reguliert wurden. Daher wurden
die Mikroarraydaten miteinander verglichen und nur die Gene weiter analysiert, die in zwei
der drei Keimungsexperimente ein ahnliches Expressionsmuster (wahrend der Keimung
hoch- bzw. herunterreguliert) aufwiesen. Auf diese Weise konnten friih, generell bzw. spat
bei der Keimung regulierte Gene identifiziert und analysiert werden. Da die Daten aus GAs-
induzierter Keimung auch Teil dieser Analyse waren, sollen die entsprechenden Ergebnisse
in diesem Kapitel gemeinsam diskutiert werden. Die Daten frih, generell und spat regulierter

Gene wurden in Abbildung 46 als Modell zusammengefasst.

sink Meristem-Reaktivierung Organogenese source
&= > &= > %E
Initiation der Brechung der Elongations-
Keimung Keimruhe wachstum
ABA AUX, CK, GA AUX, BR, ETH, GA
Zellwand-Modifikation; Zellexpansion und
Entwicklung des vaskuldren Systems; Primordienentwicklung

Wiedereintritt in den Zellzyklus und
Wiederaufnahme meristematischer Aktivitat

Abb. 46: Modell der molekularen Veranderungen und z u verschiedenen Zeitpunkten involvierten
Phytohormone wéhrend der Knollenkeimung entsprechen d der Mikroarraydaten

Frihe molekulare Vorgange bei der Knollenkeimung

Zu Beginn der Knollenkeimung entwickelt sich die Kartoffelknolle von einem Speicher-sink-
zu einem source-Organ (Sonnewald und Willmitzer, 1992). Daher war es nicht unerwartet,
dass Gene der Starkebiosynthese aber auch der Speicherproteine wie Patatin bereits frih
bei der Knollenkeimung herunterreguliert waren. Auffallig war jedoch, dass eine Vielzahl von

Genen, die fir Komponenten der Abwehr gegen Pathogene kodieren bzw. in die
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Stressantwort involviert sind, zu frilhen Zeitpunkten der Keimung zunachst induziert waren.
Spater im Verlauf der Keimung war die Mehrheit dieser Gene wieder herunterreguliert, was
in Ubereinstimmung mit den Daten aus dormanten bzw. keimenden Knollenaugen ist. Auch
im SAM der Erbse waren im Vergleich zu nicht-meristematischem Gewebe viele der
herunterregulierten Transkripte mit der Antwort auf biotischen oder abiotischen Stress
assoziiert (Wong et al., 2008). Dies fuhrten die Autoren darauf zuriick, dass nicht-
meristematische Gewebe wie Stamm, Blatter und Wurzeln starker biotischem bzw.
abiotischem Stress ausgesetzt sind als die meist gut geschiitzten apikalen Meristeme (Wong
et al., 2008). Moglicherweise ist die frihe und kurzzeitige Hochregulation dieser Gene vor
Einsetzen der Keimung daher darauf zurtickzufiihren, dass die Knollenaugen zum Zeitpunkt
der Reaktivierung, d.h. bevor die ersten Primordien entstehen, kurzzeitig ungeschitzt und
daher potentiellen Stressfaktoren ausgesetzt sind. Als zweite Mdoglichkeit kdnnte die
Induktion von Genen, die fir Komponenten der Pathogen-Abwehr kodieren bzw. in die
Antwort auf Stress involviert sind, auch als Reaktion auf die Behandlung der
Knollenscheibchen wahrend des ,sprout release assays“ zurtickgeflihrt werden. Da die
Arraydaten jedoch auf eine Wasserkontrolle normalisiert wurden, erscheint die erste
Erklarung wahrscheinlicher.

Auch Gene, die fir Enzyme des Fettsdurestoffwechsels oder fir Enzyme der
Zellwandbiosynthese bzw. -modifikation kodieren, waren bereits vor sichtbarer Keimung
induziert. In der Tat konnten Berkeley und Galliard (1974) in Kartoffelknollen nach Brechen
der Keimruhe eine Wiederherstellung des Triglycerid-Gehalts und einen Anstieg des Sterol-
Gehalts beobachten. Dies konnte auf Verdnderungen der Struktur von Membranen wahrend
der Knollenkeimung zuriickgefuihrt werden (Berkeley und Galliard, 1974). Zellulose wird von
in der Zytoplasmamembran lokalisierten, hexameren Rosettenkomplexen synthetisiert, die
aus drei Zellulosesynthase (CES) Untereinheiten gebildet werden (Somerville, 2006). Bei der
Knollenkeimung waren drei features mit Homologie zu den an der Biosynthese der primaren
Zellwande beteiligten CES1, CES3 bzw. CES6 frih hochreguliert. Gleichzeitig war auch die
Saccharosesynthase 2 (Susy2), die Saccharose in Fruktose und UDP-Glukose spaltet,
induziert. Da UDP-Glukose direkt in die Zellulosebiosynthese einflieRen kann, deutet dies
zusammengenommen darauf hin, dass einer der ersten molekularen Prozesse bei der
Knollenkeimung die verstarkte Zellwandbiosynthese ist. Weiterhin waren auch eine Reihe
von Genen von Enzymen der Zellwandmodifikation (z.B. Pektin-Acetyltransferasen (PAE),
Pektin-(Methyl)-Esterasen (PME), Xyloglukan-Endotransglukosylase-Hydrolase (XTH3/ 6/ 7),
Xyloglukan-Endotransglukosylase (XET), Expansine, Endo-1,4- -Glukanasen) bzw. flr
Strukturproteine kodierende Gene (z.B. Glycin- bzw. Prolin-reiche Proteine, Extensine) frih
exprimiert. Zusammen mit der friilhen Induktion der Fettsaurebiosynthese-Gene tragen diese

Enzyme bzw. Strukturproteine zum Zellwachstum bei (Cosgrove, 2000).
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Sowohl Auxin-Transportproteine (PIN1-like, AUXIN EFFLUX CARRIER) als auch
Komponenten der Auxin-Signaltransduktion waren ebenfalls friih induziert. Einerseits fihren
lokale Auxinmaxima im SAM zur Initiation von Organ-Primordien (Carraro et al., 2006), Auxin
ist aber andererseits auch an der Entwicklung des vaskularen Systems beteiligt (Yoshida et
al., 2009). Sorce et al. (2009) konnten eine Akkumulation von freiem IAA im vaskularen
System direkt unter dormanten Knollenaugen, im Knollenmeristem (STM) und in den
entsprechenden Primordien nachweisen. Die Autoren zeigten aber auch, dass der Auxin-
Gehalt im STM gegen Ende der Dormanz erst unter einen bestimmten Schwellenwert sinken
muss, damit die Keimung einsetzen kann. Auxin ist daher sehr wahrscheinlich kurz vor der
Keimung an der Entwicklung des zum Knollenmeristem fiihrenden, vaskularen Systems und
an der Initiation von Organ-Primordien beteiligt.

Interessanterweise stieg die Transkriptmenge von Genen, die an der Cytokinin-
Signaltransduktion beteiligt sind (z.B. Typ B ARR, ARR4) sowie des Cytokinin-Transporters
AtPUPS5 kurz nach Induktion der Keimung an. Auch die Expression von KNOX-Genen
(TKN1, StKn2/ Let6), die die Cytokinin-Biosynthese aktivieren (Yanai et al.,, 2005) und
essentiell fur die Aufrechterhaltung meristematischer Aktivitat sind (Hake et al., 2004), war zu
diesem Zeitpunkt erhoht. Da Cytokinin die Zellteilung férdert (Mok und Mok, 2001),
unterstitzt dies die Hypothese, dass die Wiederaufnahme der Zellteilungsaktivitét einen der

frhen Prozesse bei der Knollenkeimung darstellt.

Generelle molekulare Vorgénge bei der Knollenkeimung

Neben den hauptsachlich frih induzierten Zellzyklusregulatoren waren weitere Regulatoren
des Zellzyklus bzw. der DNA-Replikation generell wahrend der Keimung induziert. Zum
Beispiel waren in Ubereinstimmung mit den entsprechenden ,Real-Time* PCR-Ergebnissen
Cyklin D3.1 und die dUTPase generell induziert. Auch eine Vielzahl von Genen, die fir
Komponenten des Zytoskeletts (&-Tubulin, Aktin) bzw. der Chromatin-Organisation (Histon
H2A, 3, 4) kodieren, waren generell exprimiert. Die Transkriptionsfaktoren ANT und AtGRF3
waren ebenfalls wahrend des gesamten Prozesses starker exprimiert. ANT wird in Blatt- und
Bluten-Vorlauferzellen des apikalen Meristems exprimiert und ist an der Initiation und dem
Auswachsen junger Organe beteiligt (Nole-Wilson und Krizek, 2006). Zudem ist ANT ein
Marker fur die Differenzierung lateraler Primordien (Nole-Wilson und Krizek, 2006). Eine
AtGRF Uberexpression fiihrt zu einer verzogerten Sprossentwicklung, wahrend AtGRF1-3
triple Mutanten eine beeintrachtigte Blattentwicklung und verwachsene Kotyledonen
aufwiesen (Kim et al., 2003). Entsprechend waren die Blattzellen in Uberexpressions-Linien
vergroRert und die der triple Mutanten kleiner als bei Kontrollpflanzen (Kim et al., 2003).
AtGRF-Proteine sind daher vermutlich an der Regulation der Zellexpansion in Blattgewebe

aber auch bei der Regulation meristematischer Aktivitat beteiligt.
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Auch unter den generell herunterregulierten features fand sich eine Vielzahl von Genen fir
Speicherproteine und Protease Inhibitoren, was mit dem Ubergang von einem Speicher-sink-
in ein source-Organ einhergeht. Mittlerweile ist allgemein akzeptiert, dass ABA sowohl an
der Induktion als auch an der Aufrechterhaltung der Dormanz von Kartoffelknollen sowie an
der Keimruhe von Samen beteiligt ist (Suttle und Hultstrand, 1994; Finkelstein et al., 2008).
Dementsprechend konnte in friheren Studien ein Absinken des ABA-Gehalts wahrend der
Lagerung und mit Einsetzen der Knollenkeimung nachgewiesen werden (Coleman und King,
1984; Suttle, 1995; Biemelt et al., 2000). Destefano-Beltran et al. (2006b) konnten bereits
eindrucksvoll zeigen, dass die Transkriptmenge der 9-cis epoxycarotenoid dioxygenase
(NCED) in Knollenmeristemen zum Zeitpunkt der Keimung am niedrigsten und die der ABA
8'-hydroxylase (CYP707A2) am hochsten ist. Die NCED ist das Schlisselenzym der ABA-
Biosynthese und die ABA 8'-hydroxylase initiert den ABA-Abbau. Analog dazu war die
NCED wahrend der Keimung herunter- und die ABA 8'-hydroxylase hochreguliert, was zu
einer Verringerung des ABA-Gehalts in den Knollenaugen fuhrt und das Brechen der
Keimruhe ermdglicht.

Ahnlich wie bei der Analyse globaler Unterschiede der Genexpression in dormanten bzw.
keimenden Knollenaugen, war eine GA20-ox generell wahrend der Keimung herunter- und
eine GA2-ox hochreguliert. Durch den ,sprout release assay“ konnten altere Befunde
bestétigt werden, die zeigten, dass GA; die Keimruhe von Kartoffelknollen brechen kann. Im
Einklang damit steigt der GA-Gehalt mit beginnender Keimung in Knollenaugen an (Smith
und Rappaport, 1961; Suttle, 2004a). Da die GA-Biosynthese durch eine feedforward-
Regulation der GA2-ox und eine feedback-Regulation der GA20-ox erfolgt
(zusammengefasst in Yamaguchi, 2008), ist die widersprichlich erscheinende Regulation
dieser beiden Enzyme entsprechend der Mikroarraydaten. wie bereits unter 5.2.1 erwahnt,
vermutlich darauf zuriickzufiihren. Die generelle Expression der GA-induzierbaren Gene
GAST1-like und GIP1-like deutet auf einen erhéhten GA-Gehalt in Knollenaugen wahrend
der Keimung hin.

Auffallig war, dass eine Reihe von Genen, die fir Auxin-Transportproteine kodieren, generell
hochreguliert waren. Darunter waren mehrere Gene mit Homologie zu PIN1-like, AUXIN
INFLUX TRANSPORT PROTEIN und eine PUTATIVE AUX1-like PERMEASE, die auf eine
starke Regulation der Auxin-Verteilung in Knollenaugen wahrend der Keimung hindeutet.
Zusammengenommen lasst dies auf eine generelle Wiederaufnahme der Zellzyklusaktivitat

und Zelldifferenzierung wahrend der Keimung schlie3en.

Spéate molekulare Vorgange bei der Knollenkeimung
Wahrend des Elongationswachstums des Keims wurde eine Vielzahl von Genen, die fur

Enzyme der Phytohormonbiosynthese, Komponenten der Signaltransduktion oder
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Transportproteine kodieren, hochreguliert. Dabei waren vor allem Biosynthesegene fir die
Herstellung von Gibberellin, Brassinosteroiden (BR) und Ethylen vertreten sowie Gene, die
fur Komponenten der Auxin-Signaltransduktion bzw. des Auxintransports kodieren. Die
Hochregulation von Biosynthesegenen fir GA, BR bzw. Ethylen deutet darauf hin, dass
diese Phytohormone vor Ort, vermutlich im auswachsenden Keim, synthetisiert werden.
Auxin wird hingegen nicht vor Ort produziert und daher gerichtet transportiert. Uber BRs ist
bekannt, dass diese zusammen mit Auxin an der Sprosselongation beteiligt sind und unter
anderem die Differenzierung des vaskularen Systems unterstitzen (Bishop und Koncz,
2002). Zusammen mit GA wird die Auswirkung von BRs auf das Elongationswachstum sogar
noch verstarkt (Mandava et al., 1981). Hansen et al. (2009) konnten kirzlich zeigen, dass
BR in etiolierten Keimlingen von Arabidopsis durch Stabilisierung des ACS5-Proteins die
Ethylen-Biosynthese aktiviert. Sowohl fir GA, BR als auch Ethylen ist zudem bekannt, dass
diese am Brechen der Keimruhe von Samen beteiligt sind (Finkelstein et al., 2008). Da zu
den spaten Zeitpunkten der Keimung eine Reihe Cytokinin-inaktivierender zeatin O-
glucosyltransferasen und ein negativer Regulator der Cytokinin-Antwort, Typ A ARR,
hochreguliert waren, ist Cytokinin vermutlich nicht beim Auswachsen des Keims beteiligt und
vielleicht sogar eher hinderlich. Dies wird durch entsprechende ,sprout release assay“-
Experimente unterstitzt, bei denen durch BA zwar die Keimruhe gebrochen werden kann,
der Keim aber anschlie3end nicht weiter wachst (A. Hartmann, unverdéffentlicht).

Zum Zeitpunkt sichtbarer Keimung ist das Knollenmeristem wieder vollstandig reaktiviert,
was aus der Induktion von Transkriptionsfaktoren, die bei der Meristem-Aufrechterhaltung
bzw. Primordien-Entwicklung von Bedeutung sind, ersichtlich wird (siehe Tabelle 10 unter
4.2.4). Die teilweise bereits frih wéahrend der Keimung hochregulierten Homdobox-
Transkriptionsfaktoren (z.B. Kn2, StKn2/ Let6, HD-Protein BNLGHi6863) sind im
Allgemeinen an der Aufrechterhaltung meristematischer Aktivitdt beteiligt, wahrend
Transkriptionsfaktoren wie SCARECROW, YABBY2, GRAMINIFOLIA, PROLONGATA,
Zwille, CUC3, CLASSIII HD-ZIP und APETALA2-HOMOLOG PROTEIN (HAP2) bei der
Entwicklung von Primordien eine Rolle spielen (Carraro et al, 2006). Da
Homooboxtranskriptionsfaktoren essentiell flr die meristematische Aktivitdt sind und bei
Knollenkeimung induziert werden, wurde das KNOX-Gen StKn2/ Let6 als Kandidat flir einen
mdglichen Regulator der Knollenkeimung ausgewahlt und mithilfer transgener Pflanzen
weiter charakterisiert (diskutiert unter 5.3.3). Grundsatzlich scheinen Knollenmeristeme im
Hinblick auf Aufrechterhaltung und Organogenese ahnlich wie das gut charakterisierte SAM
aber auch das axillare Sprossmeristem (Long und Barton, 2000; Bennett und Leyser, 2006)
reguliert zu sein, was die hier durchgefiihrten Arrayanalysen bestatigt.

Wahrend sich meristematische Zellen eher langsam vergré3ern, expandieren Zellen in

Geweben mit Elongationswachstum sehr schnell (Cosgrove, 2000). Dies geschieht unter
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anderem durch eine Umstellung zu vakuoldrem Expansionswachstum (Cosgrove, 2000).
Durch die Lockerung der Zellwand und Erhéhung des Turgors durch Wasseraufnahme findet
eine VergroRRerung des Zellvolumens statt (Schrader et al., 2004; Cadman et al., 2006). Von
einer Beteiligung von Aquaporinen an der Zellelongation bzw. Samenkeimung wurde bereits
in Mais bzw. Arabidopsis berichtet (Hukin et al., 2002; van der Willigen et al., 2006).
Interessanterweise waren mit dem Auswachsen des Keims neben einer Reihe von Genen,
die fur Enzyme der Zellwandbiosynthese bzw. —modifikation kodieren auch mehrere features
mit Homologie zum Wassertransporter AQUAPORIN bzw. einem WATER CHANNEL
PROTEIN verstarkt exprimiert. Die Lockerung der Zellwand wird vor allem durch die Aktivitét
von Expansinen, XTHs und/ oder endo-1,4- -Glukanasen erreicht (Cosgrove, 2005).
Mindestens ein Vertreter dieser Enzyme scheint nach den Mikroarraydaten beim
Auswachsen des Keims eine Rolle zu spielen (siehe Tabelle 10 unter 4.2.4). Auffallig war
hierbei, dass bestimmte Isoformen der XTH-Familie (XTH5/ 9/ 16) wahrend des
Keimwachstums und die Isoformen XTH3/ 6 und 7 bei der Initiation der Keimung exprimiert
waren. Auch in Reis und Tomate wurde Uber eine Organ- bzw. entwicklungsspezifische
Expression der XTH-Isoformen berichtet (Yokoyama et al., 2004; Saladie et al., 2006).
Dementsprechend scheinen entsprechend der Mikroarraydaten verschiedene XTH-

Isoformen an den unterschiedlichen Phasen der Knollenkeimung beteiligt zu sein.

5.3 Funktionelle Uberpriifung von Kandidatengenen

Bei der vorhergehenden Analyse transkriptioneller Verdnderungen wahrend der
Knollenkeimung wurden GARP und das KNOX-Gen StKn2 als Kandidatengene fir mégliche
Regulatoren der Keimruhe von Kartoffelknollen identifiziert. Deren Einfluss auf Wachstum
und Entwicklung von Kartoffelpflanzen bzw. die Lange der Dormanz wurde mithilfe
transgener Pflanzen néher untersucht und wird in den folgenden Abschnitten néher
diskutiert. Zusatzlich wurde bei der Transkriptom-Analyse die dUTPase als potentieller
Marker fur die Reaktivierung von Knollenmeristemen identifiziert und konnte wie im

folgenden Abschnitt beschrieben durch weitere Experimente bestatigt werden.

53.1 Die dUTPase als Marker fiur die Reaktivierung von
Knollenmeristemen

Da das ganze Jahr Uber ein hoher Bedarf an Kartoffelknollen besteht, muss ein groRRer Teil
des Ernteguts Uber einen mdglichst langen Zeitraum eingelagert werden. Nachdem die
Knollenkeimung zu einem starken Qualititsverlust der Kartoffelknollen fuhrt, ist es fir
Industrie und Verbraucher von groRem Interesse, den Zeitpunkt der Keimung vorhersagen

zu kénnen. Dies konnte durch einen molekularen Marker erfolgen, der noch vor sichtbarer
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Knollenkeimung nachweisbar ist. Wie Campbell et al. (1996) zeigen konnten, sind die Zellen
dormanter Knollenmeristeme in der Gi/ Go-Phase des Zellzyklus arretiert, so dass die
Reaktivierung der Knollenmeristeme durch Wiedereintritt in den Zellzyklus in die G1-Phase
erfolgen muss, an die sich die S-Phase anschliel3t. Wahrend der S-Phase findet vor allem
die DNA-Replikation statt. Die DNA-Synthese geht daher der Zellproliferation am Ende der
Dormanz voraus (Rappaport und Wolf, 1969). Wie die Analyse der Transkriptomdaten
dormanter bzw. keimender Knollenaugen ergab, war die dUTPase das in Keimen am
starksten hochregulierte Gen der Kategorie ,Zellzyklusregulation/ DNA-Replikation*. Daher
wurde die dUTPase als moglicher Kandidat fur einen Marker der Knollenkeimung weiter
charakterisiert.

Die dUTPase ist essentiell fur die DNA-Replikation, indem diese unter anderem das
Verhéltnis dUTP:dTTP in den Zellen wahrend der DNA-Synthese gering halt (Vertessy und
Toth, 2009). Die Tatsache, dass dUTPase loss-of-function Allele in E. coli bzw. knockout
Mutanten in Hefe zur Lethalitat fihren (el-Hajj et al.,, 1988; Gadsden et al.,, 1993),
unterstreicht die Wichtigkeit der dUTPase in diesen Organismen. Dies wird auch durch
eigene Beobachtungen unterstiitzt, da auch nach mehrfacher Transformation eines
Konstrukts zur Uberexpression einer gegen das dUTPase-Transkript gerichteten artifiziellen
microRNA (Schwab et al., 2005) in Kartoffel keine Transformanten regeneriert werden
konnten (Daten nicht gezeigt). Die dUTPase wurde auch als Marker flir den Therapieerfolg
von Darmkrebs bzw. als Marker fir die Metastasierung kolorektaler Karzinome
vorgeschlagen (Ladner, 2001; Kawahara et al., 2009). Zudem kénnte die dUTPase auch als
Ziel von Antimalariamitteln dienen (Nguyen et al., 2005).

In Pflanzen konnten in situ Analysen zeigen, dass die dUTPase im apikalen Sprossmeristem
aber auch im vaskularen Kambium exprimiert wird (Pri-Hadash et al., 1992). Entsprechend
der Mikroarraydaten war die dUTPase in keimenden Augen mehr als 36-fach starker
exprimiert als in dormanten Knollenaugen. Daher wurde in weiteren Experimenten
untersucht, ob die dUTPase als molekularer Marker fir die Reaktivierung der
Knollenmeristeme geeignet ist. Durch Analyse der dUTPase-Genexpression in Knollenaugen
wahrend der Lagerung konnte gezeigt werden, dass die dUTPase unabhangig vom Kultivar
mit dem Ende der Dormanz in Knollenaugen bzw. Keimen induziert wurde. Genauere
Untersuchungen der Genexpression wahrend der Lagerung bei Raumtemperatur bzw. 8C
ergaben eine deutliche Zunahme der dUTPase-Genexpression ein bis zwei Wochen vor
sichtbarer Keimung. Da die Transkriptmenge der dUTPase in den Meristem-haltigen
Keimspitzen hoher war als im Gewebe darunter, kann angenommen werden, dass die
dUTPase vor allem in meristematischen Zellen exprimiert wird. Eine ,Real-Time* PCR-
Analyse mit cDNA aus Knollenaugen nach GAs-induzierter Keimung zeigte eine erste

nachweisbare dUTPase-Genexpression sechs Stunden nach GA-Behandlung. Im Vergleich
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dazu war die Expression des Replikationsmarkers Histon H4 (Brandstadter et al., 1994) zwar
nach 24 Stunden deutlich starker als die der dUTPase, war aber erst drei Stunden spéater als
die dUTPase nachweisbar.

Die dUTPase ist damit ein robuster, molekularer Marker fiir die Reaktivierung von
Knollenmeristemen nach dem Ende der Dormanz. Da eine erhdhte Transkriptmenge der
dUTPase auch in apikalen und reaktivierten, axillaren Sprossmeristemen nachweisbar war,

scheint die dUTPase ein allgemeiner Marker fir aktive Meristeme zu sein.

5.3.2 Der Einfluss von GARP auf die Dormanz von Kartoffelknollen

Neben Genen, die fir Enzyme der GA-Biosynthese kodieren, waren auch mehrere Vertreter
der GAST1-Genfamilie in dormanten bzw. keimenden Knollenaugen hochreguliert. W&hrend
SNAKIN-2, das bei der Abwehr gegen pilzliche und bakterielle Pathogene eine Rolle spielt
(Berrocal-Lobo et al., 2002), 3-fach starker in dormanten als in keimenden Augen exprimiert
war, waren die Kartoffelhomologen zu GIP1 aus Petunie (Ben-Nissan et al., 2004) bzw.
GAST1 und RSI-1 aus Tomate (Shi et al., 1992; Taylor und Scheuring, 1994) bis zu 255-fach
in Keimen induziert. Da das Kartoffelhomologe zu RSI-1, GARP, bereits zuvor bei einer
Makroarry- und TIGR-Mikroarrayanalyse als in Keimen hochreguliert gefunden wurde, wurde
dieses Gen weiter untersucht. Die Analyse der DNA- bzw. Aminosauresequenz identifizierte
GARP als Familienmitglied der GAST1-Familie. Northern Blot-Analysen bestétigten die
Annahme und zeigte eine deutlich hthere GARP Genexpression in Keimen als in dormanten
Knollenaugen. Zudem war die Expression von GARP in Kartoffel auch in anderen Geweben
mit Elongationswachstum wie Petiole, Stamm und Wurzeln verstarkt. Zusammen mit der
sehr wahrscheinlichen Lokalisation des GARP-Proteins im Apoplasten kdnnte dies auf eine
Funktion beim Elongationswachstum durch Beeinflussung der Zellwandstruktur hindeuten.
Dagegen spricht jedoch die Tatsache, dass GARP im Gegensatz zu anderen GASTI1-
Familienmitgliedern wie z.B. GAST1, nicht durch GA-induzierbar war und transgene Pflanzen
mit erhohter bzw. verringerter GARP-Expression kein verandertes Elongationswachstum
zeigten.

Das GARP-Homologe aus Tomate ist RSI-1, das als molekularer Marker der friihen
Entwicklung von Seitenwurzeln identifiziert und in Wurzeln nach Infektion mit Nematoden
induziert wurde (Taylor und Scheuring, 1994; Uehara et al., 2007). In Kartoffelblattern war
GARP durch Verwundung induzierbar, wenn auch sechs Stunden spater als der
Verwundungsmarker Pin-Il. Eine Uberexpression des GARP-Proteins in E. coli filhrte zum
Absterben der Bakterien (Daten nicht gezeigt), so dass die Daten zusammengenommen
unter anderem auf eine Rolle fir GARP bei der Antwort auf biotischen bzw. abiotischen
Stress spekulieren lassen. Dies misste in weiteren Untersuchungen genauer analysiert

werden.
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Die Tatsache, dass auch in GARP-RNAI-Pflanzen eine Erhéhung der GARP-Genexpression
nach Verwundung erreicht werden konnte, deutet zunachst darauf hin, dass das RNAI-
Konstrukt zur Herunterregulation der GARP-Genexpression nicht wirksam war. Mittels
Northern Blot-Analyse mit RNA aus den Petiolen von GARP-RNAI Pflanzen konnte jedoch
eine Verringerung der GARP-Genexpression verfiziert werden. RNAI scheint jedoch unter
bestimmten Stress-Bedingungen wie z.B. Verwundung supprimiert zu werden. Ahnliches
konnte auch in Tomate berichtet werden. Vorlaufige Daten zeigten, dass RNAi zur
Verringerung der Transkriptmenge des Tomaten-Allergens Lyc el unter Kaltestress-
Bedingungen kurzzeitig inaktiviert wurde (Dissertation L. Quynh Le, 2007). Die Northern Blot-
Analyse mit RNA aus den Knollenkeimen der GARP-RNAi-Pflanzen zeigte jedoch eine
erfolgreiche Verringerung der GARP-Transkriptmenge zum Zeitpunkt der Keimung (Abb.
18E).

Da das Keimverhalten der Kartoffelknollen von GARP-RNAI- bzw. 35S-GARP-Pflanzen im
Vergleich zum Wildtyp unverandert war, deutet dies darauf hin, dass GARP keinen Einfluss
auf die Knollenkeimung ausiibt.

Entsprechend der Mikroarraydaten wurden GIP1-like und GASTL1-like sehr viel starker als
GARP bei der Knollenkeimung exprimiert. Zudem war GAST1-like auch GA-induzierbar.
Sehr wahrscheinlich haben diese beiden GAST1-Familienmitglieder daher einen gré3eren
Einfluss auf die Knollenkeimung. Da den Homologen aus Petunie und Tomate eine Funktion
bei der Zellelongation zugesprochen wurde, kdnnte spekuliert werden, dass diese beiden
GAST1-Homologen mdglicherweise am Elongationswachstum des Keims beteiligt sind.
Allerdings zeigten auch transgene Tomatenpflanzen mit erhdhter bzw. verringerter GAST1
Expression keine phanotypischen Veranderungen (Shi und Olszewski, 1998), so dass auch

GASTL1 eher eine sekundére Rolle bei der Pflanzenentwicklung zu spielen scheint.

5.3.3 Der Einfluss einer erhohten S tKn2-Expression auf die

Entwicklung der Kartoffelpflanzen und die Knollenke imung

KNOTTED1-like Homoobox (KNOX)-Gene regulieren eine Reihe von Prozessen der
Pflanzenentwicklung und sind essentiell fir die Aufrechterhaltung der meristematischen
Aktivitdit des SAM (Hay und Tsiantis, 2009). KNOX-Gene werden entsprechend ihrer
Sequenzhomologie zu knl aus Mais in zwei Klassen unterteilt: KNOX-Gene der Klasse |
weisen eine hohe Homologie (>70%) auf Aminosaureebene zu knl auf und werden vor allem
in meristemreichen Geweben exprimiert, wahrend KNOX-Gene der Klasse Il eine geringere
Sequenzhomologie (<60%) zu knl aufweisen und in verschiedenen Geweben exprimiert
werden (Kerstetter et al., 1994; Reiser et al., 2000). Die Rolle der KNOX-Gene der Klasse Il

ist noch weitgehend unbekannt und deren Uberexpression fiihrt zu keinen phanotypischen
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Veranderungen in transgenen Pflanzen (zusammengefasst in (Sakamoto et al., 1999).
KNOX-Gene der Klasse | halten die Meristemfunktion aufrecht, indem sie den GA-Gehalt im
SAM reduzieren und den Cytokin-Gehalt erhdhen (Jasinski et al., 2005). So konnte fur
NTH15 aus Tabak gezeigt werden, dass eine NTH15-Uberexpression zu einer
Herunterregulation einer GA20-ox fuhrt (Tamaoki et al., 1997; Tanaka-Ueguchi et al., 1998).
Damit einhergehend wiesen entsprechende transgene Pflanzen (Tamaoki et al., 1997;
Tanaka-Ueguchi et al., 1998), wie auch die hier erzeugten StKn2-Uberexprimierende
Kartoffelpflanzen, Zwergenwuchs auf. Zusatzlich zu einer GA-Reduktion fihrte die
Uberexpression von STM in Arabidopsis und NTH15 in Tabak zu einer Erh6éhung des
endogenen Cytokinin-Gehalts (Tamaoki et al., 1997; Hay et al., 2002; Yanai et al., 2005). Fur
STM konnte gezeigt werden, dass dies durch eine Erhéhung der Expression des Cytokinin-
Biosynthesegens Isopentenyltrasnferase (IPT) 7 erfolgt (Yanai et al., 2005).

Wie der phylogenetische Stammbaum mit verschiedenen KNOX-Proteinen in Abbildung 34
zeigt, weist das friih bzw. spat bei Knollenkeimung exprimierte KNOX-Gen StKn2 aus
Kartoffel die hochste Homologie zu KNOX-Genen der Klasse |, wie Tkn2 aus Tomate,
NTH15 aus Tabak und STM aus Arabidopsis auf. Ahnlich wie die Uberexpression von Stkn2
in Kartoffel filhrte die Uberexpression von KNOX-Genen in Tabak, Arabidopsis, Tomate und
Pappel Dosis-abhéngig zu einer stark veranderten Blattmorphologie mit verstarkter Lappung
bzw. Verzweigung und teilweise auch zur Ausbildung ektopischer Meristeme (Chuck et al.,
1996; Janssen et al., 1998; Sakamoto et al., 1999; Groover et al., 2006). In Arabidopsis wird
das STM-Transkript in der CZ und PZ des apikalen Meristems exprimiert und in Primordien
reprimiert (Long et al., 1996). stm-Mutanten kénnen das SAM nach der Keimung nicht weiter
aufrechterhalten oder es fehlte ganz am Ende der Embryogenese (Clark et al., 1996;
Endrizzi et al., 1996). Ahnlich wie STM wurde auch fir das Pappel-Homologe
ARBORKNOX1 (ARK1) vermutet, dass ein Verlust der ARKI1-Aktivitat zur Lethalitat
entsprechender Keimlinge fuhrt (Groover et al., 2006). Die Tatsache, dass aus mehreren
Ansatzen zur Herunterregulation der StKn2-Expression (RNAi, amiRNA, dominant-negative
Mutanten) keine transgenen Pflanzen regeneriert werden konnten, unterstitzt die
Hypothese, dass StKn2 auch fir die Entwicklung von Kartoffelpflanzen essentiell ist.

Wie Groover et al. (2006) zeigten konnten, war sowohl der Lignin- als auch der Xylose-
Gehalt in ARK1-Uberexprimierenden Pflanzen signifikant erhdht. Entsprechend zeigten
Mikroarraydaten eine Hochregulation von Genen der Ligninbiosynthese, einer
Zellulosesynthase und einer Xyloglukan-Endotransglykosidase (XET) (Groover et al., 2006).
Da ARK1 und STM gemaR in situ Studien sowohl im SAM als auch im vaskularen Kambium
exprimiert werden, schlossen die Autoren aus den Ergebnissen, dass ARK1 bzw. STM
zusatzlich zur Aufrechterhaltung des SAM auch an der Regulation des vaskularen Kambiums

beteiligt sein konnten (Groover et al., 2006).
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Ein ,sprout release assay“-Experiment mit StKn2-Uberexprimierenden Knollen zeigte, dass
die Augen dieser Knollen einen Tag friiher als die der Kontrolle keimten. Interessanterweise
keimten die 35S:StKn2-Knollen jedoch nicht nur nach GAs-Behandlung sondern auch nach
Behandlung mit Wasser friher als der Wildtyp (Abb. 36).

Moglicherweise fiihrte die Uberexpression von Stkn2 in Kartoffelknollen zu einer friiheren
Wiederaufnahme meristematischer Aktivitat in Knollenmeristemen und zur Ausbildung des
vaskuldren Systems unterhalb des Knollenmeristems, was schlieBlich zu einer

vorgezogenen Keimung fuhren kénnte.

5.4 Vergleichende Transkriptomanalysen und Identifi  zierung
vorwiegend bei Knollenkeimung exprimierter Gene

Durch die Analyse der Transkriptomdaten aus verschiedenen Keimungsexperimenten konnte
die Anzahl differentiell regulierter Gene von Uber 3900 hoch- bzw. herunterregulierten Gene
beim Vergleich keimender und dormanter Knollenaugen (vgl. 4.2.1) auf zwischen 629 — 2615
frih, generell bzw. spat regulierte Gene (vgl. 4.2.4) weiter eingeschréankt werden. Weiterhin
konnte der Vergleich der verschiedenen Datenséatze zu einem besseren Verstandnis der
molekularen Vorgange wahrend der Knollenkeimung beitragen (vgl. 5.2.). Die
Charakterisierung des daraus resultierenden Kandidatengens als potentieller Regulator der
Knollenkeimung, StKn2, zeigte, dass StKn2 sehr wahrscheinlich tatsachlich an der
Regulation der Dormanz von Kartoffelknollen beteiligt ist. Allerdings ist die Funktion von
Stkn2 nicht spezifisch fiir Knollenmeristeme und eine Uberexpression verursachte daher
starke phanotypische Veranderungen (Abb. 35).

Zur weiteren Eingrenzung von Kandidatengenen als potentielle Regulatoren der
Knollendormanz sollten durch vergleichende Analysen globaler Genexpressionsprofile in
unterschiedlichen, Meristem-haltigen Kartoffelgeweben spezifisch bei Knollenkeimung
regulierte Gene identifiziert werden. Zudem sollten durch den Vergleich von Mikroarraydaten
aus Knollenmeristemen mit Stolon- bzw. apikalen und axillaren Sprossmeristemen
Gemeinsamkeiten bzw. Unterschiede in der Genregulation aufgedeckt werden.
Vergleichende Transkriptomanalysen verschiedener Arabidopsis-Gewebe konnten bereits
zur Identifizierung Samen-spezifischer Transkriptionsfaktoren beitragen (Day et al., 2008; Le
et al., 2010). Day et al. (2008) konnten funf der Samen-spezifischen Transkriptionsfaktoren
durch Expression entsprechender Promotor-Reportergenkonstrukte unabhangig bestatigten,
die als Marker der Samenentwicklung oder zur spezifischen Expression eingesetzt werden
konnten (Day et al., 2008). Spencer et al. (2007) konnten durch Vergleich von
Mikroarraydaten aus verschiedenen embryonalen Geweben und Entwicklungsstadien in

Arabidopsis zum einen die transkriptionellen Veranderungen wahrend der
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Embryonalentwicklung aufdecken und zeigten zum anderen wie spezifisch exprimierte Gene
zur Erzeugung Zelltyp-spezifischer Marker oder Promotoraktivitaten beitragen kénnen. In
Kartoffel konnte durch einen Vergleich von Transkriptomdaten verschiedener Kultivare eine
Reihe von Genen identifiziert werden, deren Funktion sich mdglicherweise auf den
Geschmack oder die Konsistenz von Kartoffelknollen auswirkt (Ducreux et al., 2008).

Gene von Enzymen der Zellwandbiosynthese wie Pektin-Acetylesterasen (PAE), Xyloglukan-
Endotransglukosilasen (XET) oder Pektin-Methylesterasen (PME), konnten als mdogliche
Kandidatengene fiir die Beeinflussung der Knollenkonsistenz identifiziert werden (Ducreux et
al., 2008). AuRRerdem konnte durch Vergleich von Transkriptomdaten aus Kartoffelblattern
und Knollen gezeigt werden, dass in beiden Geweben dieselben Isoformen von
Starkebiosynthesegenen differentiell reguliert werden (Ferreira et al., 2010). Dies deutet
darauf hin, dass die Biosynthese transitorischer Starke in Blattern bzw. Speicherstarke in
Knollen sehr wahrscheinlich Uber dieselben Enzyme erfolgt (Ferreira et al.,, 2010). Zudem
wurden durch Vergleich der Transkriptdaten von Knolleninduktion, Blattgewebe zu
verschieden Tageszeitpunkten und wachsenden bzw. nicht-wachsenden Knollen potentielle
Regulatoren der Starkebiosynthese identifiziert (Ferreira et al.,, 2010). Vergleichende
Analysen von Trankriptomdaten konnten demnach fur verschiedene Fragstellungen der
Pflanzenentwicklung bereits erfolgreich genutzt werden. Daher sollte in dieser Arbeit
Uberpruft werden, ob dieser Ansatz auch zur ldentifizierung von Kandidatengenen flr

potentielle Regulatoren der Knollendormanz geeignet ist.

5.4.1 Eine vergleichende Transkriptomanalyse deutet auf eine
grof3tenteils antagonistische Regulation von Knollen induktion
bzw. Keimung hin

Der Vergleich der Expressionsdaten aus je drei unabhangigen Experimenten der
Knolleninduktion bzw. —Keimung bestatigte die mittlerweile akzeptierte Annahme, dass diese
beiden Prozesse eher gegensatzlich reguliert werden (diskutiert in Claassens und
Vreugdenhil, 2000 und Vreugdenhil, 2004). Nur 2 — 7% der bei Knolleninduktion und/ oder
Keimung differentiellen Gene waren gemeinsam reguliert (Abb. 37). Sowohl bei der
Knolleninduktion als auch in wachsenden Knollenkeimen ist die Zellteilungsrate nachweisbar
erhoht (Campbell et al., 1996; Xu et al., 1998). Dies konnte auch auf transkriptioneller Ebene
in Form einer verstarkten Expression von Zellzyklusregulatoren bei diesen beiden Prozessen
bestétigt werden (Campbell et al.,, 2008b; Kloosterman et al., 2008). Dementsprechend
waren bei Knolleninduktion bzw. -keimung vor allem Zellzyklusregulatoren aber auch Gene,
die fir Komponenten des Zytoskeletts kodieren, gemeinsam hochreguliert. Die aktive

Zellproliferation in beiden Entwicklungsprozessen bestatigt sich damit auch auf
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transkriptioneller Ebene. Die Mehrheit der untersuchten Gene war jedoch nur bei einem der
Entwicklungsprozesse reguliert. Wéhrend Gene, die fur Enzyme der Starkebiosynthese oder
Speicherproteine kodieren, vor allem bei der Knolleninduktion induziert waren, waren in
keimenden Knollenaugen eine Vielzahl von Transkriptionsfaktoren der Meristem-
Aufrechterhaltung bzw. Primordien-Entwicklung zu finden (4.3). Dies bestéatigt zum einen,
dass sich die Knolle bei der Keimung von einem Speicher-sink- in ein source-Organ
umwandelt, und zum anderen, dass Knollenmeristeme Ahnlichkeiten zur Regulation

meristematischer Aktivitat im SAM bzw. AM aufweisen, wie nachfolgend beschrieben.

5.4.2 Vergleichende Transkriptomanalyse Meristem-re icher Kartoffel-
gewebe zur Identifizierung gemeinsam bzw. spezifisc  h in aktiven
Knollenmeristemen regulierter Gene

Um herauszufinden, welche Gene in SAM, AM und im keimenden Knollenmeristem (STM)
gemeinsam bzw. hauptsachlich im STM aktiv sind, wurde eine weitere vergleichende
Analyse der globalen Veranderungen der Genexpression dieser Gewebe durchgefiihrt. Da
die Hauptaufgabe eines Meristems die Bereitstellung von Zellen fir Wachstum und
Entwicklung der Pflanze ist (Fletcher, 2002), waren wie erwartet eine hohe Zahl von Genen,
deren Produkte an der Zellproliferation beteiligt sind, in allen drei Meristemen gemeinsam
induziert (vgl. 4.4.1). Die Aufrechterhaltung und Organogenese in AMs und im SAM stellen
grundsétzlich ahnliche Prozesse dar (Bennett und Leyser, 2006). Knollenaugen entsprechen,
abgesehen vom apikalen Knollenauge, den axillaren Meristemen der Stolone (Bennett und
Leyser, 2006). Daher war es nahe liegend, dass unter den gemeinsam hochregulierten
Genen auch eine Vielzahl von Transkriptionsfaktoren der Primordien-Entwicklung vertreten
war. Auffallend war, dass eine gré3ere Zahl an Genen gemeinsam im Knollenmeristem und
dem axillaren Meristem reguliert waren als in STM und dem apikalen Meristem
(vgl. Abb. 39). Der in Kartoffel identifizierte negative Regulator der Entwicklung axillarer
Meristeme, POTM1 (Rosin et al., 2003b), war sowohl im STM als auch im AM
herunterreguliert, wahrend er im SAM nicht reguliert war.

RMS4 war in Keimen und im Parenchym nicht unterschiedlich exprimiert und erschien bei
der vergleichenden Transkriptomanalyse unter den spezifisch im AM herunterregulierten
Genen. Beim Vergleich keimender bzw. dormanter Knollenaugen und drei Tage nach GAs-
induzierter Keimung war RMS4 jedoch mehr als zweifach herunterreguliert. Dadurch dass in
die vergleichende Analyse nur Gene miteinbezogen wurden, die in drei unabhéngigen
Keimungsexperimenten exprimiert sind, wurde die Zahl falsch-positiver Gene verringert. Eine

gewisse Zahl falsch-negativer Gene konnte so jedoch nicht verhindert werden.
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Zusammengenommen deuten die Daten darauf hin, dass STM und AM, wie bei Bennett und
Leyser (2006) spekuliert wurde, grundséatzlich ahnlich reguliert werden,. Da sich sowohl das
AM als auch das STM zunachst in einer inaktiven Phase der Dormanz befinden,
anschlieend aber durch entsprechende Ausloser wie Dekapitation bzw. GAs-Induktion
reaktiviert werden kdnnen, kann die Reaktivierung axillarer Sprossmeristeme méglicherweise
als Modellsystem fir die Reaktivierung der Knollenmeristeme dienen. Dadurch kdnnten
potentielle Kandidaten fir Regulation der Knollendormanz bereits in den axillaren
Sprossmeristemen von Pflanzen unter Gewebekulturbedingungen getestet und spéter in

Knollen bestatigt werden.

Trotz den zuvor beschriebenen Gemeinsamkeiten gibt es jedoch auch einige Unterschiede in
der Genexpression in SAM, AM und STM. So waren vorwiegend im Knollenmeristem 180
features hoch- bzw. 168 herunterreguliert (Abb. 39). Unter den herunterregulierten Genen
waren vor allem solche zu finden, die flr Speicherproteine oder Komponenten der Antwort
auf biotischen bzw. abiotischen Stress kodieren. Neben Genen, die fir Enzyme der
Zellwandbiosynthese- bzw. -modifikation kodieren (z.B. Expansin, Pektat-Lyase, XTH-1) und
vermutlich das Elongationswachstum des Keims unterstiitzen, waren zwei ,Rezeptor-
ahnliche” Proteinkinasen und sieben potentielle Transkriptionsfaktoren vorwiegend in aktiven
Knollenmeristemen exprimiert. Darunter waren unter anderem ein ARF3 (cPRO5I6TH) und
ein  TCP-Transkriptionsfaktor (Micro.208.C3). ARF3 spielt vor allem bei der
Blutenentwicklung eine Rolle und ist in reifen Bliten im Kambium des vaskuldren Systems
exprimiert (Sessions et al., 1997; Pekker et al., 2005; Guilfoyle und Hagen, 2007).
Moglicherweise ist ARF3 daher an der Entwicklung des vaskuldren Systems bei der
Knollenkeimung beteiligt.

TCP-Transkriptionsfaktoren sind wichtige Regulatoren von Pflanzenwachstum und
-entwicklung (Aggarwal et al., 2010). Die Abkirzung TCP stammt von den ersten Mitgliedern
dieser Genfamilie: TEOSINTE BRANCHED1, CYCLOIDEA und PCF-CODING GENE
(Aggarwal et al.,, 2010). TCP-Gene sind unter anderem am Wachstum pflanzlicher
Embryonen beteiligt (Tatematsu et al., 2008) und die meisten TCP-Transkriptionsfaktoren
regulieren auf zellularer Ebene die Zellproliferation in axillareren Organen durch
Veranderung der Cyklin B-Expression (Li et al., 2005; Aggarwal et al., 2010). Daher stellt
dieses Gen unter den 180 vorwiegend in Knollenmeristemen regulierten Genen eine guten
Kandidaten fir einen potentiellen Regulator der Dormanz von Kartoffelknollen dar.
Interessanterweise wurde bisher fir zwei TCP-Gene eine negative Rolle fir das
Auswachsen von Knollenmeristemen bzw. axillaren Meristemen in Arabidopsis beschrieben
(Faivre-Rampant et al., 2004a; Aguilar-Martinez et al., 2007). BRANCHED1 (BRC1) wird in

Arabidopsis in axillaren Meristemen exprimiert und verhindert deren weitere Entwicklung
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(Aguilar-Martinez et al., 2007). Es konnte zudem gezeigt werden, dass BRC1 in max-
Mutanten stark herunterreguliert ist, und somit hdchstwahrscheinlich durch Strigolakton
reguliert wird (Aguilar-Martinez et al., 2007). Nach Dekapitation wurde BRC1 in AMs stark
herunterreguliert und brcl-Mutanten wiesen ein verstarktes Verzweigungswachstum auf
(Aguilar-Martinez et al., 2007). In Kartoffel konnte mittels in situ-Analyse eine hohe
Transkriptmenge von StTCP1 in dormanten Knollenaugen nachgewiesen werden (Faivre-
Rampant et al., 2004a). Nach Entfernen des apikalen Knollenkeims und Aufhebung der
apikalen Dominanz war die zuvor starke StTCP1-Expression in axillaren Knollenaugen nicht
mehr nachweisbar (Faivre-Rampant et al., 2004a). Dagegen war die Transkriptmenge des in
der vorliegenden Arbeit identifizierten, putativen TCP-Trankriptionsfaktors in keimenden
Knollenaugen erhoht.

Es kann daher spekuliert werden, dass TCP-Transkriptionsfaktoren méglicherweise sowohl

an der Inaktivierung als auch an der Aktivierung von Knollenmeristemen beteiligt sind.

5.4.3 Identifizierung von Kandidatengenen fiur die |  solierung Keimungs-
spezifischer Promotoren

Neben der Identifizierung potentieller Regulatoren der Dormanz von Kartoffelknollen wére es
zusatzlich von groBem Interesse, Kandidatengene zur Isolierung Knollenmeristem-
spezifischer Promotoren zu identifizieren. Wéahrend bereits einige Stolon- bzw. Knollen-
spezifische Promotoren wie z.B. Stgan (Trindade et al., 2003), GBSS (Visser et al., 1991)
oder ADP-glucose pyrophosphorylase (Muller-Réber et al., 1994) isoliert werden konnten, ist
bisher kein Knollenmeristem-spezifischer Promotor bekannt. Da Knollenmeristeme jedoch
grof3tenteils &hnlich wie AMs bzw. SAMs reguliert werden (vgl. 5.3.2), besteht nur eine
geringe Wahrscheinlichkeit einen Knollenmeristem-spezifischen Promotor zu finden.

Zur ldentifizierung von Kandidatengenen fir die Isolierung eines Knollenmeristem-
spezifischen Promotors wurden anhand der Mikroarraydaten wie unter 4.4.2 beschrieben die
Gene identifiziert, die wahrend GAs- bzw. BA-induzierter Keimung exprimiert, aber in Blatt,
Internodien, SAM, AM, Blitenmeristemen und bei der Knollenbildung nicht detektierbar, also
.-absent” waren. Nur sechs Gene zeigten eine Genexpression, die diesen Kriterien entsprach
(Abb. 41). Davon zeigte nur ein feature mit Homologie zu einer Pektinesterase (PE) ein
vergleichbares Expressionsprofil in beiden Keimungsexperimenten, das heil3t eine transiente
Induktion zu Beginn der Keimung (Abb. 42). ,Real-Time" PCR Analysen zeigten eine
kontinuierliche Abnahme der Transkriptmenge der putativen PE (pPE) im Verlauf der
Keimung und bestatigten die Spezifitat der Genexpression in Knollenaugen.

Pektinesterasen (EC 3.1.1.11; auch als pectin methylesterase (PME) bezeichnet)

katalysieren die Entfernung von Methyl-Estern von Pektinen, einem Hauptbestandteil
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primarer Zellwande (Micheli, 2001). Pektinesterasen sind je nach pH-Wert an der Lockerung
oder an der Verfestigung pflanzlicher Zellwande beteiligt (Micheli, 2001). Da die Aktivitat der
PMEs in Pflanzen hdchstwahrscheinlich durch post-translationale Prozessierung reguliert
wird, gibt es bisher wenig Beispiele einer PME-Uberexpression in Pflanzen (Micheli, 2001).
Fur Kartoffel jedoch konnte eine heterologe PME-Uberexpression aus Petunie beschrieben
werden, die zu einer verstarkten Sprosselongation fuhrte. Hingegen waren Kartoffelpflanzen
mit verringerter Expression einer sonst ubiquitar exprimierten PME kleiner als der Wildtyp
(Pilling et al., 2000; Pilling et al., 2004). Beide transgene Ansétze fuhrten zu einer Reduktion
des Knollenertrags (Pilling et al., 2000; Pilling et al., 2004). Die Induktion der PME-Aktivitat
durch Auxin fihrte in Tabak zu einer Erweiterung der Zellwand und Erhéhung der
Wasseraufnahme in die Zellen (zusammengefasst in Micheli, 2001). Zudem konnte gezeigt
werden, dass ABA die PME-Aktivitdt bei der Samenkeimung von Zypressen verringert,
wahrend GA deren Aktivitdt erhoht (Ren und Kermode, 2000). Im Gegensatz dazu konnte
jedoch fir die identifizierte pPE eine ABA-Induzierbarkeit der Genexpression nachgewiesen
werden.

Die pPE konnte daher sowohl einen Inhibitor der Knollenkeimung darstellen indem sie das
Wachstum des neuen Organs durch Verfestigung der Zellwand verhindert. Die pPE kénnte
aber auch an friihen Prozessen der Keimung beteiligt sein und das Brechen der Keimruhe
durch Lockerung der Zellwande unterstitzen. Aufgrund der beobachteten Spezifitat stellt die
pPE einen guten Kandidaten zur Isolierung eines Knollenmeristem-spezifischen Promotors

dar.

5.5 Ausblick

Durch ein besseres Verstandnis der molekularen Vorgange wahrend der Keimung und durch
Identifizierung von Regulatoren der Dormanz von Kartoffelknollen kénnte es méglich werden
die Lange der Dormanz gezielt zu beeinflussen, indem die Genexpression der Regulatoren
erhoht bzw. verringert wird. Mithilfe eines Knollenmeristem-spezifischen Promotors kdénnten
in Knollenmeristemen zur Verkiirzung bzw. Verlangerung der Dormanz gezielt Gene zur
Aktivierung bzw. Inaktivierung des Meristems exprimiert werden. Unter anderem kénnte eine
spezifische Expression von Inhibitoren der Zellzyklus-Phaseniibergéange wie ICK (KRP1)
aber auch artifizielle microRNAs zur Verringerung der Genexpression von
Zellzyklusregulatoren wie Cyklin A bzw. B, Enzymen der DNA-Replikation wie der dUTPase
sowie Transkriptionsfaktoren der Meristem-Aufrechterhaltung wie StKn2 ein Auskeimen der
Knollen verhindern oder die Dormanzphase verlangern. Dagegen kénnte eine Verkirzung

der Dormanzphase von Kartoffelknollen durch eine entgegengesetzte Expression der zuvor
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genannten Gene vorstellbar werden. Eine denkbare Variante zur vollstandigen Inhibierung
der Knollenkeimung, wére eine Knollenmeristem-spezifische Expression einer RNAse.
Basierend auf den Ergebnissen dieser Arbeit kbénnte es somit mdglich werden, die Dormanz
bzw. Keimung von Kartoffelknollen gezielt zu beeinflussen und so unter anderem die
Lagerféhigkeit des Ernteguts zu verbessern.
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ANHANG

8 ANHANG

8.1 DNA- bzw. Aminosauresequenzen

8.1.1 GARP DNA- und Aminosduresequenz

>St -GARP
la tggcaaagagtggttacaatgc tagcttcttgttgcttctctca

MAKSGYNASFLLLLS

46 atgttcttgattttgctcacttictctaatgtggtcgagggtt ac
MFLILLTFSNVVEGY

91 aacaagctccgcccaagagattgcaagccaaaatgtacttata ga
NKLRPRDCKPKCTYR

136 tgctcagcaacatcacacaagaagccatgtatgttcttttgtc aa
CSATSHKKPCMFFCQ

181 aaatgttgtgcaacatgtttatgtgtt cctaaaggagtttatggc
KCCATCLCVPKGVYG

226 aac aaacaatcatgtccttgttacaacaattggaagactcaagaa
NKQSCPCYNNWKTQOQE

271 ggaaaacctaaatgcccttaa 291
GKPKCP*

Die Primeransatzstellen zur Herstellung des 35S-GARP-Konstrukts MS8/ 10 wurden
unterstrichen und die der GARP-RNAi-Klonierung MS1/ 7 wurden fett markiert. Kunstlich
angefligte Sequenzen wurden mit Grof3buchstaben gekennzeichnet.

MS8 5’ -GGATCCatggcaaagagtggttacaatgc
MS10 5 -GTCGACttaagggcatttaggttttcc

MS1 5°-CACCtggcaaagagtggttacaatgc
MS7 5’-gttgccataaactcctttagg

8.1.2 DNA- und Aminosauresequenz der dUTPase

>St -dUTPase (MICRO.3928.C1)

1 gcagaaaatcaaatcaactctcc tgagatcacagaaccttct
AENQINSPEITEPS

45 cccaagattcagaaactggaccaccccgaaaatggcaatgtcc ct
PKIQKLDHPENGNVP

90 gaaatcccctttttccgagtgaagaagctctctgaaaacgctg tt
EIPFFRVKKLSENAYV

135 ttgccctcaagagcctcttctctttctgctggttacgatctat cc
LPSRASSLSAGYDLS

180 agtgctgcagagactaaagttcccgccagaggcaaggctctag ta
SAAETKVPARGKALYV

225 cccacagatctcagcatcgctgttcctcaaggaacctatgctc gt
PTDLSIAVPQGTYAR

270 attgcgcctcgatctggtttggcatggaagtattctatagatg tt
IAPRSGLAWKYSIDYV

315 ggagctggagtcatagatgctgattatagagggcctgttgggg ta
GAGVIDADYRGPVGYV

360 gtgttgttcaaccactctgaagttgattttgaagtcaaggctg gt
VLFNHSEVDFEVKAG

405 gataggatagctcagcttattgttcagaaaattgtcacaccag ag

DRIAQLIVQKIVTPE



ANHANG

Die Bindestellen der Pimer MS46 und MS58 wurden unterstrichen.

450 gttgaggaagttgatgatctcgactcaactctgagaggctctg gt
VEEVDDLDSTLRGSG

495 ggctttggatccaccggagtg taa 551
GFGSTGYV *

MS63 5"-GGTACCatg gcagaaaatcaaatcaactctcc

MS64 5"-GTCGACttacactccggtggatccaaagccacc

8.1.3 DNA- und Aminosauresequenz des KNOX-like Gens

Kartoffel

>StKn2

1 gaaggtggttctagtgg aaatactaatacatcttgttta
EGGSSGNTNTSCL
46 ggctatggagatcatgaaaacaacaac gggaatgga
GYGDHENNN G NG

91 aatacaactctttgtgctcctcaa cctect
NTTLCAPRQ PP

136 cctictttaactaacaataacaatgcagaaaccagcaacaaca ac
PSLTNNNNAETSNNN

181 aatatcctttttcttcctttc gacaccaacaacaataatcct
NILFLPF DTNNNNP

226 caagaagacaacaattcttcttcaatcaagtcaaagatt gct
QEDNNSSSIKSKI A

271 catcctcactaccctcgtctcttggctgcttatctcagttgtc aa
HPHYPRLLAAYLSCRQ

316 aagataggagctccgccggaagtggtggcaaggctagaggaaa ta
KIGAPPEVVARLEEI

361 tgtgccacgtcagcaaca ggccgtaacagtagtagtggtgga
CATSAT GRNSSSGG

406 atcattggagaagatcctgcactagatcagttc gaggcttat
IlTGEDPALDROQF EAY

451 tgtgag ctgacaaaatatgaacaagaactctctaaacccttt
CE LTKYEQELSKPF

496 aaggaagcc gtttttctttcaagaattgagtgtcagticaaa
KEA VFLSRIECQFK

541 gctttaacacttgcacctaattcttctcatgaatctgtigtag ct
ALTLAPNSSHESVVA

586 ctgggcgaggca gatagaaatggatcatctgatgaagaggtt
LGEA DRNGSSDEEV

631 gacgtgaataacagtttcatcgaccctcaggctgaggatagag ag
DVNNSFIDPQAEDRE

676 ctcaaaggtcaattgttgcgtaagtacagtgggtacttgggaa gc
LKGQLLRKYSGYLGS

721 cttaagcaggagttcatg aagaagaggaagaaa ggcaagctgcct
LKQEF KKRKK GKLP

766 aaggaagcaaggcaacaattggtggactggtggcttagacata tt
KEARQQLVDWWLRHI

811 aaatggccatatccatcggaatcccagaagcttgcactagctg aa
KWPYPSESQKLALAE

856 tcaacgggattggaccagaagcaaataaacaactggtttatca ac
STGLDQKQINNWFIN

901 caaagaaagaggcattggaaaccatcagaagat caatttgtt
QRKRHWKPSED QFYV

946 gtg gatgctgctcatccacattactat gataatgttctt
Vv DAAHPHYY DNVL

StKn2 aus
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991 gctaaccattttcca ggatatgacaccctctctactctga 1032
ANHFP D TPSLL *

Das Kernlokalistionssignal KKRKK wurde fett markiert und die Bindestellen der Pimer MS46

und MS54 wurden unterstrichen.

MS46 5 -GGTACC GATCAGatggaaggtggttctagtgg
MS54 5" -GTCGACtcagagtagagacggtgtc

8.1.4 DNA- und Aminosduresequenz der putativen Pekt inesterase
(pPE) aus Kartoffel

>St_pPE
1 gcaaaaaattccaac ttattttttgttcatttcatctttttt
AKNSNLFFVHFIFF

46 tgcactacacttttcttacttatcccaattttatttgctgctg at
CTTLFLLIPILFAAD

91 gctectccaaatacccctgttecteectctgttatttgcaaat ca
APPNTPVPPSVICKS

136 actccttatccttctttttgtaaatcctttgttcttccacctt ca
TPYPSFCKSFVLPPS

181 gaaaccccaaataacgaaaatgtatacagctacggtcgaaaat ct
ETPNNENVYSYGRKS

226 gtccgaaaatcgctctcttcggcetcgtaaattcctctcattaa tc
VRKSLSSARKFLSLI

271 gaaaaatatcttcgtcaatctaagcaactaacaattactgctg tc
EKYLRQSKQLTITAV

316 cgtgcactagaagattgtcaatttctagcaggactcaac gat
RALEDCQFLAGLN D

361 tatttatccagctctttaaaaaccgtaaacgccacgtcgaatg tt
YLSSSLKTVNATSNYV

406 ctccctgttttacaagcggatgatgttcaaactttgttaagtg cg
LPVLQADDVQTLLSA

451 attttgacaaatacacaaacttgtttagatggattacaagaga ca
ILTNTQTCLDGLQET

496 tcgtctgcttggagtttgagaaatgggctagttgctccacttt ct
SSAWSLRNGLVAPLS

541 aatgataccaaactttttagtgtctctttagctcttttcacta aa
NDTKLFSVSLALFTK

586 ggatgggtaccaaaaaagaagaacggatctaaacctcgtcatg tt
GWVPKKKNGSKPRHYV

631 aaaaagcatttgticaaaaacggacagttgccgttgaaa tct
KKHLFKNGQLPLK S

676 caacggaatcaagcgattttcgagagagtaggcaggaggaagc tg
QRNQAIFERVGRRKL

721 ctgcaagaagatgatcaggttgttgtgagtgacattgtggttg tg
LQEDDQVVVSDIVVYV

766 agtcaggatggaagtggggatttttcgacgattaatgatgctg tt
SQDGSGDFSTINDAYV

811 aatgctgctccaaataatacgaaagctgagtctgggtactttc tt
NAAPNNTKAESGYFL

856 atatacatcacacaaggtgtgtatgaagagtatgttgcaattg ct
IYITQGVYEEYVAIA

901 aagaacaaaaagtatttg atcggtgatggaattaatcag

KNKKYL IGDGINRQ
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946 accattattacgggcaatcatagctttgttgatggatggacaa ca
TITTGNHSFVDGWTT

991 ttcaactcttccacattttgtaagtatctacactgtaattttt tt
FNSSTFCKYLHCNEFF

1036 ccatgctttgcaaatgcatacttcttgtatacttattttacat ct
PCFANAYFLYTYFTS

1081 cgaactcatgaatcatataaaccagcaaagcaaaatgtcacgg ac
RTHESYKPAKQNVTD

1126 ttagagtctcac taa 1140
LESH *

Die Bindestellen der Pimer MS378 und MS379 wurden unterstrichen.
MS378 5 -GGATCCatggcaaaaaattccaac
MS379 5" -GTCGACttagtgagactctaagtccgatgac
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8.2 Phylogenetischer Stammbaum der Gastl-Proteinfam ilie

Der phylogenetische Stammbaum basierend auf den entsprechenden
Aminosauresequenzen wurden mit ClustalW (neighboour-joining (N-J) —tree) erstellt und mit
NJ-Plot v2.3 visualisiert.

Abb. 47: Phylogenetischer Stammbaum der Gast -Prote  infamilie
Der Divergenz-Grad ist entsprechend der Skala oben rechts angegeben (relative Distanz). Das GARP-Protein ist
mit einem grauen Pfeil angezeigt. At — Arabidopsis thaliana; Fa — Fragaria ananassa; Gh — Gerbera hybrida; Os —

Oryza sativa; Ph — Petunia hybrida; SI — Solanum lycopersicum; St — Solanum tuberosum.
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8.3 Alignment verschiedener KNOX-Proteinsequenzen m it Stkn2

Das Sequenzalignment erfolgte mit dem ClustalW-Algorithmus (http://align.genome.jp/ mit
Standardeinstellungen). Die Schattierung identischer und hoch konservierte Aminoséuren in schwarz
bzw. halb konservierter Aminosduren in grau erfolgte mithilfe des Boxshade-Servers
(www.ch.embnet.org). Charakteristische Doménen sind eingezeichnet.

Die charakteristischen Protein-Doméanen KNOX1, KNOX2, GSE, ELK und HD nach Biirglin (1997) und
Janssen et al. (1998) wurden eingezeichnet.

At — Arabidopsis thaliana; Nt — Nicotiana tabacum; Os — Oryza sativa; Ph — Petunia hybrida; Sl

Solanum lycopersicum; St — Solanum tuberosum; Zm — Zea mays.
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8.4 Tabellen

8.4.1 Mikroarray-Expressionsdaten der in keimenden Knollenaugen
hochregulierten  features der Zellzyklusregulation bzw. DNA-

Replikation

Tab. 15: Mikroarray-Expressionsdaten der in keimend en Knollenaugen hochregulierten features der
Zellzyklusregulation bzw. DNA-Replikation

Die Expressionsdaten der 77 in keimenden Augen signifikant und mehr als 2-fach hochregulierten features aus
der Kategorie ,Zellzyklusregulation/ DNA-Replikation* sind in der Tabelle aufgelistet. Angegeben ist das
Verhéltnis der Expression in keimenden zu dormanten Augen. Die Daten wurden nach absteigender
Genexpression sortiert und die dUTPase fett hervorgehoben. Die nach dem Unterstrich angefligte Zahl am Ende
der POCI-ID entspricht der Nummer des ersten Basenpaares des von dieser Kartoffel-Sequenz abgeleiteten
60mer Oligos.

Details zur Auswertung siehe 4.2.1.

POCI-ID Expression POCI-Annotation

Deoxyuridine 5'-triphosphate nucleotidohydrolase (d UTPase)

MICRO.3928.C1_669 35,84 (dUTP pyrophosphatase) (P18)
SDBNO01F10u.scf 564 25,33 B-type Cyklin [Nicotiana tabacum]
CcSTB42A7TH_458 21,52 Cyklin - common tobacco
MICRO.15342.C1_660 21,19 DNA topoisomerase Il [Nicotiana tabacum]
MICRO.15340.C1_604 20,81 Cyklin Al [Solanum lycopersicum]
ATP binding / ATP-dependent DNA helicase/ ATP-dependent helicase/
STMJIP27TV_405 20,38 DNA binding / hydrolase, acting on acid anhydrides, in phosphorus-
containing anhydrides / nucleic acid binding [Arabidopsis thaliana]
MICRO.5646.C1_1016 19,97 MCM protein-like protein [Nicotiana tabacum]
MICRO.15499.C1_637 19,41 Knolle [Capsicum annuum]
STMDH63TV_374 18,95 DNA topoisomerase Il [Nicotiana tabacum]
POADA478TP_924 18,56 Cyklin A-like protein [Nicotiana tabacum]
MICRO.1871.C1_518 18,30 replication protein A 70b [Oryza sativa (japonica cultivar-group)]
MICRO.1498.C1_1152 16,70 B2-type Cyklin dependent kinase [Solanum lycopersicum]
bf_arrayxxx_0041e02.t7m.scf_58 15,84 DNA topoisomerase Il [Nicotiana tabacum]
CcSTA39H13TH_212 14,18 putative replication factor A [Capsicum chinense]
bf_mxflxxxx_0013h02.t3m.scf_565 12,81 putative replication factor A [Capsicum chinense]
MICRO.105.C1_948 12,06 CDC20.1; signal transducer [Arabidopsis thaliana]
MICRO.11151.C1_611 11,88 mini-chromosome maintenance 7 [Pisum sativum]
MICRO.5312.C1_1077 11,48 mini-chromosome maintenance 7 [Pisum sativum]
MICRO.12427.C1_255 11,39 mini-chromosome maintenance protein MCM6 [Pisum sativum]
MICRO.3256.C1_799 11,34 t(f]\;ﬁ:al?]if, Cyklin-dependent protein kinase regulator [Arabidopsis
MICRO.3083.C1_707 10,73 Abnormal spindle-like microcephaly-associated protein homolog
MICRO.15330.C1_684 9,86 kinesin-like protein NACK1 [Nicotiana tabacum]
STMDES81TV_744 9,66 B-type Cyklin [Nicotiana tabacum]
bf_arrayxx_0039e05.7msct 585 948 LRGTEINT) AP binding / microtubule motor[Arabidopsis thalina)
MICRO.3203.C1_557 9,15 B-type Cyklin [Nicotiana tabacum]
STMDB52TV_517 8,97 CycD3;3 [Solanum lycopersicum]
MICRO.630.C1_1186 8,74 B1-type Cyklin dependent kinase [Solanum lycopersicum]
STMGV96TV_577 8,36 Cyklin [Medicago sativa subsp. x varia]

Vi
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POCDA63TV_480 8,23 DNA primase [Arabidopsis thaliana]
MICRO.2269.C1_1577 8,16 DNA primase [Arabidopsis thaliana]
bf_arrayxxx_0066e01.t3m.scf_595 7,97 cullin 1B [Nicotiana tabacum]
MICRO.4616.C1_818 7,85 CycD3;3 [Solanum lycopersicum]
MICRO.17911.C1_764 7,83 SMC2-like condensin [Arabidopsis thaliana]
SDBN004GO07u.scf_725 7,71 CDC45 (CELL DIVISION CYCLE 45) [Arabidopsis thaliana]
MICRO.17793.C1_473 7,66 MCM protein-like protein [Nicotiana tabacum]
PPCAY95TH_404 7,39 Cyklin B2 [Solanum lycopersicum]
MICRO.3793.C1_798 7,07 CDC20.1; signal transducer [Arabidopsis thaliana]
CSTA29A10TH_321 7,05 Cyklin Al [Solanum lycopersicum]
MICRO.8942.C1_886 6,80 proliferating cell nuclear antigen [Solanum lycopersicum]
bf_arrayxxx_0040c06.t7m.scf_563 6,15 kinesin-like protein NACK2 [Nicotiana tabacum]
ATP binding / ATP-dependent DNA helicase/ ATP-dependent helicase/
MICRO.12299.C1_735 6,08 DNA binding / hydrolase, acting on acid anhydrides, in phosphorus-
containing anhydrides / nucleic acid binding [Arabidopsis thaliana]
CcSTB29A8TH_341 5,90 mini-chromosome maintenance protein MCM3 [Pisum sativum]
MICRO.13531.C1_702 5,65 Cyklin A2 [Solanum lycopersicum]
MICRO.3107.C1_684 5,63 cell cycle switch protein [Arabidopsis thaliana]
MICRO.127.C3_765 4,93 EBP1 [Solanum tuberosum]
MICRO.15597.C1_478 4,90 kinesin-like protein NACK2 [Nicotiana tabacum]
MICRO.5330.C2_540 4.82 Zinc finger, CCHC-type; Replication fork protection component Swi3

[Medicago truncatula]
MICRO.2583.C1_1311 4,67 MCM; Nucleic acid-binding, OB-fold [Medicago truncatula]
AAA ATPase, central region; DEAD/DEAH box helicase, N-terminal

MICRO.8023.C1_708 4,32 [Medicago truncatula]

MICRO.1640.C1_1190 4,25 CycD3;3 [Solanum lycopersicum]

MICRO.12318.C1_677 3,83 G2/mitotic-specific Cyklin-1 (B-like Cyklin) (CycMs1)
SDBNO004CO01u.scf_477 3,60 protein kinase WEE1 [Solanum lycopersicum var. cerasiforme]
bf_arrayxxx_0068h01.t3m.scf_723 3,17 DNA polymerase [Nicotiana tabacum]

MICRO.4919.C1_1493 3,17 putative retinoblastoma binding protein [Gossypium hirsutum]
MICRO.9966.C1_1489 3,17 CycD3;2 [Solanum lycopersicum]

MICRO.10863.C1_885 3,14 Trp repressor/replication initiator [Medicago truncatula]
MICRO.1411.C1_1694 2,98 DNA polymerase [Nicotiana tabacum]

MICRO.4640.C1_1328 2,91 Helicase, C-terminal [Medicago truncatula]
MICRO.1629.C1_835 2,83 Helicase, C-terminal [Medicago truncatula]
CcSTA24J21TH_414 2,81 plastid-dividing ring protein [Solanum tuberosum]
MICRO.5385.C1_1140 2,75 Glucose inhibited division protein [Medicago truncatula]
MICRO.16765.C1_417 2,65 anaphase promoting complex subunit 11 [Arabidopsis thaliana]
MICRO0.9550.C1_1072 2,63 putative replication factor A [Capsicum chinense]
bf_swstxxxx_0004g10.t3m.scf_257 2,63 Cyklin A2 [Solanum lycopersicum]

MICRO.11812.C1_884 2,57 Helicase, C-terminal [Medicago truncatula]
MICRO.5165.C1_709 2,56 kinesin-like protein NACK1 [Nicotiana tabacum]
BPLI4F10TH_231 2,51 EBP1 [Solanum tuberosum]

MICRO.1331.C1_2260 2.47 atzbllaér:)c:;gg /ﬂ,;'ll'ilzno;«]apendent helicase/ helicase/ nucleic acid binding
MICRO.8026.C1_661 2,28 Cyklin-dependent protein kinase [Arabidopsis thaliana]
MICRO.127.C2_1371 2,25 EBP1 [Solanum tuberosum]

MICRO.2589.C1_821 2,22 Cyklin A2 [Solanum lycopersicum]

MICRO.7965.C1_724 2,17 putative DNA topoisomerase |l beta [Arabidopsis thaliana]
MICRO.18244.C1_813 2,16 DNA topoisomerase like-protein [Arabidopsis thaliana]
PPCASO07TH_701 2,10 EBP1 [Solanum tuberosum]

MICRO.12364.C1_761 2.09 :;dp l?ilr?gilgg [/A/?;rgd%%ps(ie;(tj;;itaiﬂicase/ DNA binding / helicase/ nucleic
MICRO.16828.C1_447 2,04 Single-stranded DNA binding [Medicago truncatula]
MICRO.16598.C1_470 2,00 Cyklin dependent kinase A [Camellia sinensis]

VI



ANHANG

8.4.2 Funktionelle Zuordnung frih, generell bzw. sp

Knollenkeimung exprimierter

Tab. 16: Funktionelle Zuordnung frih, generell bzw.

features

features

at wahrend der

spat wahrend der Knollenkeimung exprimierter

Die Tabelle enthalt Prozentangaben. Die Anzahl der features auf die sich die Prozentangaben beziehen sind am

Ende der Tabelle angegeben. Details zur Auswertung siehe 4.2.4.

Herunterreguliert

Hochreguliert

Kategorie Fruh Generell Spat Fruh Generell Spat
Zellzyklus/ Replikation 0,5 0,6 0,3 0,2 2,1 1,9
Chromatinmodifikation 0,3 0,0 0,0 0,0 15 11
Zytoskelettmodifikation 0,1 0,2 0,1 0,8 1,6 1,3
Signaltransduktion 2,8 2,2 3,1 5,7 BE3) 4,7
Transkriptionsfaktoren 3,0 4,3 4,3 2,3 2,8 2,7
Transkription 0,5 0,2 0,7 0,6 0,6 1,0
Translation 11 0,0 0,5 0,9 2,2 4,1
Proteinabbau, -faltung, -modifikation 4,4 3,0 5,2 4,2 4,5 4,5
DNA assoziierte Proteine 15 1,0 1,6 0,7 18 2,0
RNA assoziierte Proteine 1,4 0,3 0,9 0,9 0,9 1,0
Seneszenz/ Bluhinduktion 0,1 0,8 0,5 0,2 0,4 0,2
Phytohormonbiosynthese, -signaltransduktion, -transport

- Aligemein 0,0 0,0 0,1 0,0 0,0 0,0
- Strigolakton 0,0 0,0 0,1 0,0 0,0 0,0
- Salicylséure 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,1
- Jasmonséaure 0,2 1,9 0,5 0,2 0,0 0,1
- Gibberellin 0,6 0,5 0,0 0,3 1,1 0,3
- Ethylen 0,5 0,0 0,8 0,7 0,3 0,5
- Cytokinin 0,5 0,6 0,3 0,5 0,6 04
- Brassinosteroide 0,5 0,0 0,3 0,5 0,5 0,5
- Auxin 0,8 0,2 0,8 0,8 1,2 0,8
- Abszisinséaure 0,5 0,6 1,9 0,2 0,2 0,1
Transport 3,3 2,1 4,7 3,5 355) 355)
Stoffwechsel

- Aligemein 11,7 13,0 12,5 14,8 12,8 9,5
- Starkebiosynthese/ -abbau 1,3 1,0 0,8 0,4 0,6 0,3
- Glykolyse, Zitronensaurezyklus,

Atmungskette, Pentosephosphatweg,

ATP-Synthasen, Garung 0,9 1,3 1,2 1,3 1,3 1,0
- Photosynthese 1,4 3,7 2,8 0,9 0,3 0,2
- Fettsaurestoffwechsel 1,2 1,3 3,7 1,5 3,4 1,6
Zellwansbiosynthese, -modifikation 0,8 1,1 0,8 3,5 54 2,0
Speicherproteine 1,2 8,4 0,1 0,0 0,2 0,4
Redoxregulation/ Antioxidantien 0,8 1,6 1,1 1,5 0,9 0,7
Stress/ Abwehr 2,8 283 283 4,0 2,6 1,9
Unklassifiziert 10,5 9,7 12,5 14,1 12,4 12,7
Ohne Annotation (NA) 44,8 37,2 34,6 34,8 28,9 39,2
Gesamtzahl zugrundeliegender features 2369 629 752 2460 1230 2615
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8.4.3 Funktionelle Zuordnung der bei Knollenindukti on und/ oder bei
Knollenkeimung differentiell regulierten features

Tab. 17: Funktionelle Zuordnung der bei Knollenindu ktion und/ oder bei Knollenkeimung differentiell
regulierten features

Die Tabelle enthalt Prozentangaben. Die Anzahl der features auf die sich die Prozentangaben beziehen sind am
Ende der Tabelle angegeben. Details zur Auswertung siehe 4.3.1. Tl — Knolleninduktion; STM - aktives
Knollenmeristem.

Herunterreguliert Hochreguliert
Tl und Tl und

Kategorie Tl STM STM TI STM STM
Zellzyklus/ Replikation 0,0 0,0 0,4 0,9 13,9 2,0
Chromatinmodifikation 0,2 0,0 0,0 0,3 15 2,1
Zytoskelettmodifikation 15 0,0 0,4 0,2 8,9 1,4
Signaltransduktion 57 6,1 2,7 1,7 7,9 5,6
Transkriptionsfaktoren 315 0,0 4,1 2,8 3,0 2,8
Transkription 0,5 0,0 0,2 0,0 0,0 0,7
Translation 0,0 0,0 0,0 3,0 2,0 3,6
Proteinabbau, -faltung, -modifikation 3,9 3,0 3,3 3,7 3,0 4,4
DNA assoziierte Proteine 1,3 0,0 1,2 1,0 2,5 2,4
RNA assoziierte Proteine 0,2 0,0 0,2 1,2 0,0 11
Seneszenz/ Blihinduktion 0,5 0,0 1,0 0,9 0,0 0,1
Phytohormonbiosynthese, -signaltransduktion, -transport
- Allgemein 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
- Strigolakton 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
- Salicylsaure 0,2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
- Jasmonsaure 0,0 0,0 0,6 0,2 0,0 0,1
- Gibberellin 1,0 0,0 0,4 0,7 0,5 0,6
- Ethylen 1,2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
- Cytokinin 1,2 0,0 0,4 0,5 0,0 0,3
- Brassinosteroide 0,4 0,0 0,4 0,5 0,0 0,6
- Auxin 2,3 0,0 0,2 0,5 0,5 0,7
- Abszisinsaure 0,7 0,0 1,0 0,0 0,0 0,2
Transport 4,1 0,0 29 2,4 2,0 3,8
Stoffwechsel
- Allgemein 15,7 18,2 12,7 7,8 15 11,3
- Starkebiosynthese/ -abbau 0,5 0,0 0,4 3,7 0,0 0,4
- Glykolyse, Zitronensaurezyklus,
Atmungskette, Pentosephosphatweg,
ATP-Synthasen, Garung 1,2 3,0 1,7 2,6 0,0 1,0
- Photosynthese 0,5 36,4 3,1 0,7 0,0 0,1
- Fettsaurestoffwechsel 4,2 3,0 25 1,2 0,0 3,1
Zellwansbiosynthese, -modifikation 6,4 0,0 15 2,3 2,0 3,2
Speicherproteine 0,1 0,0 6,6 10,4 0,0 0,4
Redoxregulation/ Antioxidantien 1,6 3,0 0,8 1,6 1,0 0,4
Stress/ Abwehr 2,9 0,0 4,1 7,0 0,0 1,6
Unklassifiziert 10,1 6,1 10,6 8,5 13,4 13,2
Ohne Annotation (NA) 28,0 21,2 36,3 33,7 36,6 32,8
Gesamtzahl zugrundeliegender features 970 33 482 575 202 1619
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8.4.4 Funktionelle Zuordnung der in apikalen Spross  meristemen (SAM), reaktivierten Seitenmeristemen (A M)

und/ oder keimenden Knollenmeristemen (STM) differe  ntiell regulierten features

Tab. 18: Funktionelle Zuordnung der in apikalen Spr  ossmeristemen (SAM), reaktivierten Seitenmeristemen (AM) und/ oder keimenden Knollenmeristemen (STM)
differentiell regulierten  features
Die Tabelle enthalt Prozentangaben. Die Anzahl der features auf die sich die Prozentangaben beziehen sind am Ende der Tabelle angegeben. Details zur Auswertung siehe

4.3.2. SAM — apikales Sprossmeristem; AM — axillares Sprossmeristem; STM — aktives Knollenmeristem.

Herunterreguliert Hochreguliert
SAM, SAM,

SAM AM STM AM SAM AM STM AM

und und und und und und und und
Kategorie SAM AM STM AM STM SAM ST™M SAM AM STM AM STM SAM ST™M
Zellzyklus/ Replikation 0,4 0,6 0,0 0,1 1,0 0,0 0,0 0,8 11 0,0 1,9 15 6,5 51
Chromatinmodifikation 0,1 0,3 0,0 0,1 0,0 0,0 0,0 0,5 0,3 0,0 1,0 0,6 1,6 4,3
Zytoskelettmodifikation 1,2 0,2 0,6 0,5 0,0 0,0 1,2 0,7 0,5 2,8 0,3 0,7 6,1 2,2
Signaltransduktion 5,8 4,9 2,4 6,2 2,0 3,2 5,9 3,2 4,0 5,0 2,1 5,6 6,5 6,1
Transkriptionsfaktoren 2,8 3,6 1,2 3,9 15 6,3 12,9 3,3 1,7 2,8 35 1,0 2,4 49
Transkription 0,4 0,7 0,0 0,5 0,5 0,0 0,0 0,6 0,7 1,1 0,9 0,3 0,0 1,2
Translation 0,4 0,3 0,0 0,3 0,0 0,0 0,0 0,7 3,9 1,1 1,2 7,6 0,0 0,9
Proteinabbau, -faltung, -modifikation 4,2 4,6 4,2 4,7 315 1,6 2,4 2,9 4,7 4,4 3,1 51 4,1 3,3
DNA assoziierte Proteine 0,9 1,7 0,0 1,4 3,0 0,0 0,0 2,3 15 0,6 2,6 14 2,8 3,9
RNA assoziierte Proteine 0,5 11 0,0 0,2 0,5 0,0 0,0 1,3 1,9 0,6 15 2,1 0,4 0,1
Seneszenz/ Blihinduktion 0,3 0,3 0,0 0,5 15 1,6 1,2 0,3 0,2 0,6 0,1 0,1 0,0 0,0
Phytohormonbiosynthese, -signaltransduktion, -transport
- Aligemein 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,1 0,0 0,0 0,0
- Strigolakton 0,0 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
- Salicylséure 0,1 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,1 0,0 0,0 0,0
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- Jasmonséure 0,2 0,1 0,0 0,2 0,1 0,4 0,0

- Gibberellin 0,1 0,2 0,6 0,2 0,3 1,6 0,6

- Ethylen 0,3 0,3 0,0 0,1 0,0 0,0 0,0

- Cytokinin 0,3 0,3 0,0 0,4 0,4 0,4 0,1

- Brassinosteroide 0,1 0,3 0,0 0,3 0,4 0,0 0,9

- Auxin 0,4 0,4 0,6 0,4 0,4 0,4 1,0

- Abszisinsaure 0,2 0,3 0,6 0,0 0,1 0,4 0,0

Transport 1,3 3,8 8,9 2,1 3,4 2,8 2,5

Stoffwechsel

- Allgemein 7,2 11,4 111 9,8 12,2 4,9 9,7

- Starkebiosynthese/ -abbau 0,3 0,6 0,0 0,1 0,7 0,0 0,1

- Glykolyse, Zitronensaurezyklus,

Atmungskette, Pentosephosphatweg,

ATP-Synthasen, Garung 0,5 1,6 0,6 0,6 1,7 0,0 0,4

- Photosynthese 0,2 0,3 0,0 0,0 0,1 0,0 0,1

- Fettsaurestoffwechsel 1,1 1,3 1,7 1,6 3,2 2,8 25

Zellwansbiosynthese, -modifikation 0,8 1,1 2,2 0,9 4,3 2,4 2,1

Speicherproteine 0,9 0,3 0,6 2,1 0,3 0,0 0,6

Redoxregulation/ Antioxidantien 0,6 0,8 0,6 1,0 0,7 0,0 0,4

Stress/ Abwehr 2,6 15 11 2,3 1,0 1,6 1,9

Unklassifiziert 11,4 13,4 14,4 14,5 12,4 12,2 14,1
Ohne Annotation (NA) 54,9 41,7 38,3 45,0 32,5 39,4 30,4
Gesamtzahl zugrundeliegender

features 4485 4968 168 1892 199 63 85 3291 9763 180 1792 727 246 668

Xl



ANHANG

8.4.5 Auflistung der spezifisch in aktiven Knollenmeriste

mit den in apikalen Sprossmeristemen (SAM) und reak

features

Tab. 19: Auflistung der 180 spezifisch in aktiven K

reaktivierten Seitenmeristemen (AM) hochregulierten features

nollenmeristemen hochregulierten

men differentiell regulierten

tivierten Seitenmeristemen (AM) regulierten

features nach Abgleich

features nach Abgleich mit den in apikalen Sprossmeristemen

(SAM) und

Die Tabelle enthalt die Annotation in entsprechende funktionelle Kategorie der spezifisch in aktiven Knollenmeristemen hochregulierten features. Zuséatzlich ist die relative

Expression des jeweiligen features in den drei unabh&ngigen Keimungsexperimenten und axillaren bzw. apikalen Sprossmeristemen angegeben. Details zur Auswertung siehe

4.4.1. Die nach dem Unterstrich angefligte Zahl am Ende der POCI-ID entspricht der Nummer des ersten Basenpaares des von dieser Kartoffel-Sequenz abgeleiteten 60mer

Oligos.

CS — Zytoskelett; CW — Zellwandbiosynthese bzw. —modifikation; H — Phytohormon-Biosynthese/ -Signaltransduktion/ -Transport; M — Stoffwechsel; PF — Protein-Trunover/ -
Faltung; RNA/DNA — RNA- bzw. DNA-assozierte Proteine; S — Signaltransduktion; SD — Stress/ Abwehr; STO — Speicherproteine; T — Transport; TF — Transkriptionsfaktoren;
TK/TL — Transkription/ Translation; U — Unbekannt bzw. ohne Annotation; UC — Unklassifiziert; DEV — Entwicklung; absent: kein Signal nach Hybridisierung.

Knollenkeimung Sprossgewebe
o . GA.3' 3d nach GA »- . Seiten- SAM im
= induzierte Knollenaugen Induktion meristeme nach Vergleich zu
% Keimung Dekapitation Internodien
O
. 8 Inter-
POCI-ID Annotation 7 H,O | 3d GA; | dormant | keimend | Parenchym | Keime Oh 12h nodien | SAM
MICRO.11808.C1_535 Beta tubulin; Remorin, C-terminal cs 1 1,9 04 2.1 05 16 1 08 1,1 1,2
region [Medicago truncatula]
STMDL42TV_258 Beta tubulin; Remorin, C-terminal cs 1 2.4 0.4 2.0 0.5 18 1 0,9 11 11
region [Medicago truncatula]
MICRO.67.C1_1055 Beta tubulin; Remorin, C-terminal cs 1 2.1 0.4 2.1 0.5 18 1 1,0 13 13
region [Medicago truncatula]
MICRO.17970.C1_714 internal-motor kinesin cs 1 2,2 0,7 1,7 0,6 1,5 1 1,3 13 2,1
[Nicotiana tabacum]
POCCT96TP_829 Myosin Il heavy chain-like cs 1 15 0,7 14 0.7 1.4 1 0,9 1,1 1,0
- [Medicago truncatula]
BF_CSCHXXXX_0013E05.T3M.SCF | expansin [Lycopersicon esculentum] CwW 1 3,8 0,5 1,6 0,6 1,7 1 1,1 2,0 0,8
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MICRO.13677.C1_1380 pectate lyase [Gossypium hirsutum] cw 2,9 0,3 1,6 0,7 1,4 1 0,7 52 1,0
Probable xyloglucan
MICRO.3035.C2_1128 endotransglucosylase/hydrolase 1 Cw 3,0 0,2 2,0 0,6 1,4 1 0,6 13,0 1,0
precursor (LeXTH1)
secondary cell wall-related
MICRO.10195.C1_682 glycosyltransferase family 14 cw 2,8 08 1,4 0,6 1,3 1 0,7 1,3 1,0
[Populus tremula x Populus
tremuloides]
cPROS5I6TH_651 auxin response factor 3 H 1,5 0,7 1,3 0,6 1,5 1 0,6 1,0 11
[Gossypium hirsutum]
Basic-leucine zipper (bZIP)
MICRO.14477.C1_847 transcription factor H 2,3 04 1,9 0,6 1,3 1 0,2 1,0 1,8
[Medicago truncatula]
MICRO.11045.C1_194 GAST1 protein precursor H 24 0,2 2,9 0,5 15 1 0,9 3,0 0,3
MICRO.18242.C1_576 ATP binding , related M 2,1 0,6 1,7 0,7 1,4 1 0.8 1,0 1,2
[Medicago truncatula]
basic blue copper protein
MICRO.8534.C1_455 [Cicer arietinum] M 1,3 0,7 1,6 0,8 1,3 1 1,2 14 1,0
MICRO.5094.C1_861 CXE carboxylesterase [Malus pumila] M 3,0 0,7 1,7 0,7 1,4 1 0,9 1,0 1,0
Dienelactone hydrolase
MICRO.12789.C1_733 [Medicago truncatulal M 15 0,5 1,8 04 1,7 1 0,7 3,8 0,9
MICRO.14611.C1_1141 electron transporter M 1,7 0,7 1,6 0,5 1,6 1 0,9 1,2 1,1
— [Arabidopsis thaliana]
MICRO.6253.C1_765 glutathione S-transferase 3 M 33 06 14 04 23 1 11 08 0,9
- [Papaver somniferum]
CSTA23L3TH_582 hydrolase, hydrolyzing O-glycosyl M 6,7 0,3 2,2 0,3 1,8 1 1.1 15 1,0
compounds [Arabidopsis thaliana]
MICRO.6362.C1_465 Malate synthase, glyoxysomal M 3,0 0,6 1,4 0,3 2,0 1 0,3 21,0 1,1
Methionine S-methyltransferase
MICRO.11810.C1_256 (AdoMet:Met S-methyltransferase) M 34 04 2,0 0,6 15 1 1,1 1,0 1,8
STMIF62TV_226 microsomal omega-6-desaturase M 2,3 0,1 2,5 0,5 1,7 1 1,8 2,0 1,2
= [Nicotiana tabacum]
MICRO.8531.C1_707 omega-6 desaturase M 2,8 0,1 2,8 0,5 1,7 | absent | absent | absent | absent
[Capsicum chinense]
phenylcoumaran benzylic ether
MICRO.3605.C1_1106 reductase homolog Fil M 17,0 0,5 1,6 0,7 15 1 0,5 7,3 04
[Forsythia x intermedia]
phosphoethanolamine N-
MICRO.1721.C1_1031 methyltransferase M 2,0 0,4 1,8 0,3 1,8 1 0,4 2,5 0,9
[Lycopersicon esculentum]
phosphoethanolamine N-
MICRO.9955.C1_1000 methyltransferase M 2,7 0,1 2,1 0,2 1,9 1 0,1 2,3 1,0
[Lycopersicon esculentum]
phosphoethanolamine N-
MICRO.5336.C1_563 methyltransferase M 4,3 0,5 1,7 0,3 2,0 1 0,2 2,8 0,9

[Lycopersicon esculentum]
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Phosphoglycerate/bisphosphoglycerat

MICRO.10124.C2_642 ) M 1 1,7 0,8 1,3 0,6 1,4 1 1,1 1,0 1,5
— e mutase [Medicago truncatula]

SDBNO004K12u.scf 313 putative fatty acid elongase M 1 18 07 16 06 1,4 1 1,0 11 11
[Zea mays]
putative glycosyl hydrolase family 17

MICRO.1763.C1_5 protein [Medicago truncatula] M 1 1,4 0,6 1,3 0,6 1,5 1 0,9 15 3,2

MICRO.10668.C1_826 putative short-chain type alcohol M 1| 127 0,0 26 03 17 1 03 07 1,0
dehydrogenase [Solanum tuberosum]

MICRO.3536.C1_670 resveratrol/hydroxycinnamic acid O- M 1 15 05 18 0,6 14 1 0,9 1,0 13

— glucosyltransferase [Vitis labrusca]

cSTB36I12TH_267 sesquiterpene synthase M 1 2,1 0,5 1,6 0,2 2,1 | absent | absent 6,1 1,2
[Fabiana imbricata]
short-chain dehydrogenase/reductase

STMCC87TV_394 [Solanum tuberosum] M 1 3,1 0,3 2,0 0,5 1,6 1 0,6 1,7 1,0

MICRO.14936.C1_1262 transferase [Arabidopsis thaliana] M 1 3,9 0,6 15 0,6 1,6 1 3,1 2,0 11
tyrosine aminotransferase

SDBNO002A15u.scf_448 [Solenostemon scutellarioides] M 1 2,8 0,3 2,0 0,5 2,0 1 0,6 11 11

MICRO.1500.C3_962 14-3-3-like protein 16R PF 1 1,4 0,6 1,6 0,8 1,4 1 0,8 1,1 1,1
Cyklin-like F-box; F-box protein

MICRO.17624.C1_1095 interaction domain; Galactose PF 1 1,8 0,6 1,5 0,4 1,9 absent absent absent | absent
oxidase, central [Medicago truncatula]
Hydroguinone glucosyltransferase

MICRO.10696.C3_1134 (Arbutin synthase) PF 1 2,1 0,8 1,5 0,4 1,8 1 0,4 13,4 0,8

STMIP69TV_650 peptidase/ subtilase PF 1 2.4 0.1 2.1 02 2.2 1 1,0 2.8 04
[Arabidopsis thaliana]

MICRO.13570.C1_775 peptidase/ subtilase PF 1 32 0.1 2.1 0.1 2,0 1 08 42 06
[Arabidopsis thaliana]

cPRO7D7TH_159 putative glucosyltransferase PF 1 3.4 0.2 2,6 0.4 1,8 1 04 1,2 1,2
[Lycopersicon esculentum]
putative metallocarboxypeptidase

BF_LBCHXXXX_0034D08_T3M.SCF | nhibitor; similar to tomato fruit- PF 1 1,5 0,8 1,4 0,7 1,4 1 1,1 15 15
specific protein, Swiss-Prot Accession
Number P14903

MICRO.2226.C1_612 SBT2 [Solanum lycopersicum] PF 1 1,5 0,7 1,4 0,6 1,6 1 0,9 1,6 2,9

MICRO.3469.C2_1710 Methyladenine glycosylase RNADNA | 1 3,0 0,8 1,6 0,6 1,4 1 0,7 1,9 1,0
[Medicago truncatula]

POCCEA47TP_774 RNA binding protein-like RNA/DNA | 1 31 0.7 16 03 17 1 04 11 11
[Arabidopsis thaliana]
calmodulin binding

MICRO.1965.C2_1526 [Arabidopsis thaliana] S 1 2,2 0,3 2,3 0,5 1,6 1 1,0 1,0 1,6
Contains similarity to receptor-like
serine/threonine kinase from

MICRO.5922.C1_796 Arabidopsis thaliana gb|AF024648 s 1 2,0 0.7 1,4 0.4 1,8 1 0.9 1,0 11

and contains multiple leucine rich
PF|00560 repeats and protein kinase
PF|00069 domain. ESTs gh|T04455,
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gb|N38129 come from this gene

SDBNOO5E14u.scf_547 kinase [Arabidopsis thaliana] S 1,4 0,7 1,3 0,5 1,9 0,4 1,2 1,0
SSBNO003LO03u.scf_386 kinase [Arabidopsis thaliana] S 2,3 0,3 1,9 0,5 1,5 1,3 1,0 11
MICRO.17550.C1_665 LSTK-1-like kinase 37,6 0.7 1,4 0.9 1,4 1 1,0 31 09
[Lycopersicon esculentum]
MICRO.16398.C1_817 protein binding / signal transducer s 25 03 23 05 15 1 11 11 16
- [Arabidopsis thaliana]
bf_ivrootxx_0009a06.t3m.scf_47 protein binding / signal transducer s 2.9 04 15 07 1,4 | absent | absent 13 14
- - - [Arabidopsis thaliana]
MICRO.11589.C1_864 putative receptor-like protein kinase 3 s 1,7 0.5 1,7 0.6 1,6 1 08 11 11
[Glycine max]
MICRO.15321.C1_721 receptor-like protein kinase s 1,7 0,6 1,4 0,6 1,2 | absent | absent 2,1 2,5
[Arabidopsis thaliana]
POAEF39TP_949 osmotic stress-activated protein SD 3,0 0,3 1,9 0,3 1,7 1 0,3 1,0 1,3
- kinase [Nicotiana tabacum]
MICRO.16749.C1_1196 Pleiotropic drug resistance protein 1 SD 31 08 15 0,6 16 1 0.2 29,4 11
- (NtPDR1)
MICRO.1520.C6_721 patatin protein group A-3 sTO 15,0 02 2,0 03 20 | absent | absent | absent | absent
[Solanum tuberosum]
ATPase, coupled to transmembrane
MICRO.14806.C1_2068 movement of ions, phosphorylative T 2,3 0,3 2,2 0,4 1,7 1 1,2 1,0 15
mechanism [Arabidopsis thaliana]
MICRO.8226.C1_770 Cyclic peptide transporter T 1,9 0,7 15 05 15 1 0,7 13 0,7
[Medicago truncatula]
Cyclic peptide transporter
MICRO.17666.C1_418 IMedicago truncatula] T 1,6 0,7 1,5 0,5 1,6 1 0,7 1,2 0,8
SSBT005A18x.scf_29 non-specific lipid transfer protein T 6,2 0,8 1,4 0,8 1,7 1 0,6 1,2 0,7
= [Solanum sogarandinum]
Nonspecific lipid-transfer protein 1
MICRO.665.C1_374 precursor (LTP 1) (Pathogenesis- T 3,7 0,7 1,4 0,4 1,6 1 1,2 11 1,0
related protein 14) (PR-14)
MICRO.15415.C1_894 organic anion transporter T 2,0 0,7 1,4 0,7 1,3 1 1,1 1,1 1,0
— [Arabidopsis thaliana]
STDB001J07u.scf 141 PDR-like ABC transporter T 15 0.7 1,4 0.6 15 1 01 48 11
[Nicotiana tabacum]
PDR-like ABC transporter
MICRO.10213.C1_314 [INicotiana tabacum] 12,0 0,7 1,5 0,5 1,6 1 0,1 25,6 1,0
MICRO.12716.C1_2559 permease [Arabidopsis thaliana] T 1,6 0,8 1,4 0,7 15 1 1,2 11 1,6
protein transporter
MICRO.7770.C2_1108 TArabidopsis thaliana] T 1,7 0,8 1,3 0,8 1,4 1 1,2 2,3 1,0
MICRO.2125.C6_496 putative non-specific lipid transfer T 42,0 0,4 1,8 0,4 1,8 1 0,6 1,5 0,6
- protein StnsLTP [Solanum tuberosum]
MICRO.2125.C1_424 putative non-specific lipid transfer 2032 01 2.2 03 17 | absent | absent | absent | absent
— protein StnsLTP [Solanum tuberosum]
MICRO.10949.C1_802 putative PIP2 [Nicotiana glauca] T 2,3 0,2 2,1 0,3 1,8 1 1,2 1,0 1,6
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putative water channel protein

MICRO.60.C1_940 ] T 1 4,0 0,4 1,9 0,7 1,4 1 0,6 1,9 1,0
— [Lycopersicon esculentum]
MICRO.14960.C1_737 sulphate transporter [Brassica napus] 1 2,1 0,1 2,0 0,4 1,7 1 0,6 2,1 1,0
MICRO.14959.C1_928 Sulphate transporter T 1 25 0,2 2,4 0,4 18 1 06 32 11
— [Medicago truncatula]
MICRO.14660.C1_1452 MYC1 [Catharanthus roseus] TF 1 6,0 0,3 2,5 0,6 1,6 1 0,9 55 1,0
bf_mxifoo_0006e04.t3m.scf 693 | Putative bZIPtranscription factor TF 1 48 0.1 26 06 14 1 02 33 1,3
protein [Brassica oleracea]
SWIRM; Lambda integrase-like, N-
bf _mxIfxxxx_0015c11.t3m.scf_368 terminal; Homeodomain-related TF 1 1,4 0,5 1,5 0,9 1,4 1 0,7 1,1 1,7
[Medicago truncatula]
MICRO.208.C3_1829 TCP transcription factor TF 1 1,7 0.8 13 0.6 14 1 0,9 1,2 1,0
[Medicago truncatula]
TCP-domain protein-like, putative
MICRO.14942.C1_1126 [Solanum demissum] TF 1 1,6 0,8 15 0,7 1,6 1 0,8 4,1 1,0
Ribosome-binding factor A; NAD-
MICRO.7295.C1_1738 dependent epimerase/dehydratase TK/TL 1 14 0,9 1.4 0,7 1,3 1 1,3 11 1,3
[Medicago truncatula]
MICRO.15966.C1_504 transcription regulator TKITL 1 32 0.1 2,2 06 18 1 07 2,9 12
— [Arabidopsis thaliana]
MICRO.13063.C1_445 transcription regulator TKITL 1 7.1 0.1 2.4 05 16 1 12 14 0.4
— [Arabidopsis thaliana]
bf swstoox_0043a08.3m.scf 381 | [RNA-binding arm; KIP1-like TKITL 1 37 0.5 17 0.6 16 1 0,9 1,0 14
[Medicago truncatula]
MICRO.16073.C1_735 NA U 1 3,3 0,6 1,7 0,6 15 1 0,0 absent | absent
bf_arrayxxx_0065a03.t7m.scf_484 NA U 1 2,9 0,3 1,7 0,7 1,6 1 0,9 1,1 15
MICRO.8736.C1_178 NA U 1 8,8 0,1 2,3 0,3 2,0 1 1,2 2,9 1,1
bf_mxflxxxx_0040h10.t3m.scf_293 NA U 1 1,7 0,6 15 0,6 1,6 1 0,6 1,2 1,0
bf_arrayxxx_0007h12.t7m.scf_642 NA U 1 3,4 0,3 25 0,4 2,0 1 0,2 0,7 1,0
BF_TUBSXXXX_0013E09_T3M.SCF | NA U 1 6,1 0,1 2,4 0,5 1,7 1 0,2 1,9 0,7
BF_LBCHXXXX_0049G08_T3M.SCF | NA U 1 2,8 0,5 1,7 0,7 1,4 1 0,9 1,0 1,4
MICRO.18033.C1_526 NA U 1 2,7 0,6 1,4 0,5 1,7 1 0,4 1,2 0,4
BF_LBCHXXXX_0030B07_T3M.SCF | NA U 1 1,9 0,3 1,9 0,6 1,7 absent absent absent | absent
bf_mxflxxxx_0026a12.t3m.scf_408 NA U 1 15 0,6 1,2 0,4 1,3 1 11 1,1 1,1
MICRO.17687.C2_254 NA U 1 1,4 0,7 1,4 0,6 15 1 0,4 0,8 1,1
MICRO.4536.C2_22 NA U 1 2,9 0,3 2,0 0,3 1,9 1 11 1,1 1,4
STMGZ70TV_604 NA U 1 1,8 0,5 1,7 0,6 1,3 1 1,1 1,1 1,0
bf_mxflxxxx_0005c02.t3m.scf_122 NA U 1 2,0 0,7 1,6 0,7 15 1 11 1,0 15
CSTA40N13TH_281 NA U 1 2,0 0,7 1,4 0,5 1,7 1 11 1,1 1,0
MICRO.12988.C1_1097 NA U 1 1,4 0,6 1,7 0,7 15 1 1,3 1,0 1,2

XVII




ANHANG

BF_TUBSXXXX_0034G08_T3M.SCF | NA U 1 3,6 0,3 1,9 0,6 1,4 1 0,7 1,0 2,0
MICRO.3535.C1_670 NA U 1 17 0,7 18 0,7 15 1 0,6 1,2 13
bf_mxifxxxx_0025h06.t3m.scf_38 NA U 1 16 0,4 17 1,4 15 1 13 1,2 1,2
MICRO.13072.C1_192 NA U 1 2,5 02 2,3 0,6 1,9 1 0.1 3,2 0,0
MICRO.18182.C1_229 NA U 1 18 0,7 18 0,6 16 1 13 11 11
MICRO.6542.C1_591 NA U 1 17 0,5 16 0,5 17 1 0,9 15 11
bf_arrayxxx_0035b03.t7m.scf_211 NA U 1 4,6 0,1 2,4 0,6 1,3 1 0,8 2,2 0,4
POCBGS59TV_439 NA U 1 1,4 0,4 1,4 0,9 13 1 13 0,7 11
SSBTO05N13x.scf_107 NA U 1 1,9 0,1 2,6 0,4 1,6 absent absent absent | absent
bf_ivrootxx_0059h08.t3m.scf_565 NA U 1 3,9 0,6 15 0,6 1,4 1 11 1,7 0,9
MICRO.10754.C1_524 NA U 1 2.1 0,7 1,4 0,4 16 1 0,6 1,2 15
SDBN004G16u.5cf_669 NA U 1 3,6 0,7 16 0,7 1,4 1 0,7 13 11
CSTB31E14TH_340 NA U 1 2,0 0,4 17 0,6 13 1 0,7 13 1,4
MICRO.11724.C1_466 NA U 1 2,5 1,0 13 0,3 2,5 1 12 3,8 0,6
MICRO.16796.C1_597 NA U 1 2,8 0,5 13 0,5 18 1 1,0 13 1,0
CSTA19022TH_325 NA U 1 2,2 0,7 2.1 0,8 13 1 0,6 1,4 0,8
bf_arrayxxx_0022b08.t3m.scf_455 NA U 1 1,8 0,5 1,6 0,7 15 1 1,2 11 11
MICRO.104.C1_520 NA U 1 16 05 17 0,5 16 1 0,9 1,2 1,4
BF_LBCHXXXX_0022D09_T3M.SCF | NA U 1 3,7 0,4 16 0,3 18 1 0.6 196 | 1,0
STMEA61TV_300 NA U 1 3,9 0,2 2,0 0,5 17 1 12 0,9 1,6
bf_stolxxxx_0063b04.t3m.scf_353 NA U 1 1,9 0,5 1,4 0,4 1,8 absent absent 2,1 1,9
MICRO.5010.C1_473 NA U 1 4.4 0,3 18 0,7 15 1 05 11 16
STMDI16TV_235 NA U 1 2,1 0,6 1,4 0,8 1,4 1 11 1,0 18
MICRO.16958.C1_434 NA U 1 1,9 0,1 3,0 0,3 1,9 absent absent absent | absent
BF_LBCHXXXX_0004G09_T3M.SCF | NA U 1 2,4 0,7 15 0,5 18 1 0,9 11 1,7
MICRO.16347.C1_414 g:gjr?iggiﬁg\?a[%%zfp;a‘i"a U 1 1,8 0,7 1,3 0,6 1,7 1 1,0 1,0 1,6
MICRO.4013.C1_644 a?:gjr?iggt%}t?\?a[%%sz;a‘i"a U 1 1,4 0,5 1,7 0,6 1,6 1 1,1 1,2 1,3
CSTB33F8TH_291 gjgfﬂgz%ﬁg\?a[%%zfp;mi"a U 1 51 0.3 21 0.4 1,7 1 1,0 1,4 1,0
MICRO.12229.C1_544 g:gfr%ggiﬁg\?a[%%zfp;mi"a U 1 27 0.3 21 0.4 1,3 1 05 0.9 0.7
MICRO.5673.C1_977 g:gfr?iggﬁ?g\?a[%%zfp;a‘i"a 1 25 0,5 15 0,6 1,4 1 1,0 1,2 2,0
MICRO.14679.C1_992 unknown U 13 0,6 16 0,5 15 03 11 1,4
CSTA31D5TH_277 unknown [Arabidopsis thaliana] U 15 0,7 15 0,6 1,6 1,0 1,0 11
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MICRO.10042.C1_606 unknown [Arabidopsis thaliana] 2,7 0,5 1,5 0,7 1,4 0,1 1,0 0,7

_ p

MICRO.13675.C1_935 unknown protein U 2,8 0,3 1,8 0,5 1,8 1,1 1,1 1,9

— [Arabidopsis thaliana]

MICRO.213.C9_451 unknown protein U 7,2 0,1 2,6 0,6 1,6 0,7 2,2 1,0
[Arabidopsis thaliana]

MICRO.12066.C1_735 unknown protein U 1,4 0,5 1,8 0,5 1,9 0,9 1,1 1,1
[Arabidopsis thaliana]
unknown protein

MICRO.1846.C1_715 [Arabidopsis thaliana] u 4,6 0,4 1,8 0,5 1,7 0,4 1,2 1,2

MICRO.9175.C1_882 unknown protein U 3,2 0,5 1,6 0,5 1,6 1,0 3,2 0,9
[Arabidopsis thaliana]

MICRO.2881.C3_1382 unknown protein U 2,7 0,6 1,7 0,6 1,6 0,9 1,0 1,3
[Arabidopsis thaliana]

MICRO.4023.C1_779 unknown protein U 2,0 0,8 1,5 0,6 1,6 1,3 0,7 1,2
[Arabidopsis thaliana]
unknown protein

MICRO.10322.C1_701 [Arabidopsis thaliana] u 1,8 0,4 2,0 0,6 1,5 0,9 16 1,0

MICRO.13384.C1_790 unknown protein U 1,8 0,9 1,4 0,7 1,4 1,3 1,2 1,1
[Arabidopsis thaliana]

bf_mxflxxxx_0032c03.t3m.scf_458 unknown protein U 7,9 0,5 1,7 0,3 1,8 0,1 3,5 0,7
[Arabidopsis thaliana]

MICRO.491.C3_520 unknown protein U 8,3 0,0 2,8 0,4 1,6 0,0 0,3 0,4
[Arabidopsis thaliana]
unknown protein

bf_mxlfxxxx_0044a09.t3m.scf_596 [Arabidopsis thaliana] u 4.4 0,3 2,1 0,3 1,9 0,1 3,9 0,9

MICRO.13216.C1_697 unknown protein U 1,3 0,9 1,5 0,7 1,4 1,2 1,3 1,1
[Arabidopsis thaliana]

MICRO.5281.C1_1336 unknown protein U 1,8 0,6 1,5 0,6 1,7 0,9 1,3 1,0
[Arabidopsis thaliana]

MICRO.11016.C1_614 unknown protein U 2,3 0,5 1,6 0,7 1,4 0,5 1,8 1,0
[Arabidopsis thaliana]

MICRO.716.C1_1142 unknown protein U 43 0,7 1,5 0,6 1,5 1,2 1,9 1,1
[Arabidopsis thaliana]

bf_suspxxxx_0020E09.t3m.scf_620 | Unknown protein U 3,3 0,6 1,6 0,6 2,4 0,6 1,2 1,1
[Arabidopsis thaliana]

MICRO.7435.C1_1038 unknown protein U 1,7 0,8 1,4 0,9 1,3 1,1 1,6 1,0
[Arabidopsis thaliana]

MICRO.15984.C1_721 unknown protein; 20090-16103 U 46 0.2 2.2 0.6 1.4 03 3,0 06
[Arabidopsis thaliana]

SSBNO01I16u.scf_679 unnamed protein product U 6,5 0,6 1,6 0,7 1,6 0,9 0,9 1,2
[Arabidopsis thaliana]

MICRO.8729.C1_915 At5g67620 [Medicago truncatula] ucC 3,1 0,6 15 0,3 1,8 0,6 1,0 0,9

POCD261TP_634 FtsZ-like protein 2; FtsZ-2 uc 1,7 06 1,3 06 1,3 1,1 11 1,6
[Nicotiana tabacum]

POABDSATV 577 hypothetical protein uc 2.4 0,5 1,6 0,5 1,7 0,8 1,0 1,2

[Arabidopsis thaliana]
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hypothetical protein

MICRO.10536.C1_1132 ] . ; uc 1 3,9 0,3 2,0 0,5 1,7 1 1,0 0,9 1,0
— [Arabidopsis thaliana]
bf_mxflxxxx_0075e09.t3m.scf_731 hypothetical protein uc 1 1,9 0,1 1,9 0,4 1,8 1 1,2 1,3 0,6
[Arabidopsis thaliana]
hypothetical protein
STMGV49TV_702 [Arabidopsis thaliana] uc 1 51 0,2 2,2 0,3 1,9 1 1,2 14 0,6
POCC584TP_762 hypothetical protein uc 1 14 11 37 1,0 13 1 11 14 09
[Arabidopsis thaliana]
MICRO.1019.C2_50 hypothetical protein [Cleome spinosa] ucC 1 1,9 0,3 1,4 0,8 1,4 1 2,4 4,0 0,7
MICRO.11767.C1_466 hypothetical protein [Oryza sativa uc 1 3,1 0,5 1,9 0,6 15 1 0,7 0,9 1,3
(japonica cultivar-group)]
STMCU21TV_404 hypothetical protein uc 1 17 0,6 13 05 16 1 13 14 1,0
[Trifolium pratense]
MICRO.12569.C1_793 Hypothetical protein F2P16.18 uc 1 1,4 0.7 15 0.7 1,4 1 1,1 11 13
[Arabidopsis thaliana]
hypothetical protein
MICRO.2276.C1_564 MtrDRAFT_AC1227269g25v2 uc 1 2,5 0,3 2,0 0,5 1,6 1 1,1 1,1 1,6
[Medicago truncatula]
hypothetical protein
MICRO.11192.C1_668 MtrDRAFT_AC1227269g25v2 uc 1 10,4 0,3 1,8 0,6 1,6 1 0,8 1,0 14
[Medicago truncatula]
hypothetical protein
MICRO.9374.C1_1142 MtrDRAFT_AC139526g8v1 uc 1 15 0,3 1,9 0,5 15 1 1,1 1,1 1,2
[Medicago truncatula]
hypothetical protein
MICRO.5004.C1_509 MtrDRAFT_AC147178g21v2 uc 1 1,8 04 1,9 0,5 1,7 1 0,5 15 0,9
[Medicago truncatula]
hypothetical protein OsJ_010024
bf_mxflxxxx_0055a07.t3m.scf_206 [Oryza sativa (japonica cultivar- uc 1 3,3 0,2 2,1 0,4 1,7 1 0,9 1,0 1,8
group)] o
MICRO.16106.C1_639 MKS1 [Lycopersicon hirsutum f. uc 1 56 0.5 1,8 0.4 1,9 | absent | absent | 1.5 0.9
glabratum]
Mlo-related protein
cPRO27N6TH_361 [Medicago truncatulal uc 1 2,2 0,7 14 0,7 14 1 0,8 1,8 0,8
MICRO.2435.C1_805 oxidoreductase [Arabidopsis thaliana] ucC 1 15,4 0,1 2,2 0,3 1,8 1 0,7 8,8 1,0
MICRO.1075.C1_1067 phi-1 [Nicotiana tabacum] uc 1 51 0,5 1,9 0,6 14 1 0,7 0,6 0,9
cSTA27014TH_353 protein binding [Arabidopsis thaliana] uc 1 3,8 0,6 2,3 0,7 1,3 1 0,8 15 1,0
cSTA34M13TH_379 putative nodulin protein uc 1 2,4 03 2,2 05 20 | absent | absent | 1.1 1.4
— [Gossypium hirsutum]
MICRO.7709.C1_1158 structural molecule uc 1 2,0 07 14 0,6 15 1 11 1,2 1,0
[Arabidopsis thaliana]
MICRO.16101.C1_826 T7N9.27 [Arabidopsis thaliana] uc 1 15 0,6 1,6 0,7 1,3 1 0,9 1,3 1,0
bf_arrayxxx_0105d04.t7m.scf_543 T7N9.27 [Arabidopsis thaliana] ucC 1 1,7 0,5 1,8 0,7 1,4 1 11 1,2 0,9
MICRO.10641.C1_902 tetratricopeptide repeat, putative uc 1 18 08 14 05 18 1 0,9 1,0 1,7

[Medicago truncatula]
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bf_mxifxxxx_0008e01.t3m.scf 589 | thylakoid lumen protein, chioroplast uc 1 1,7 07 14 0.4 1,9 1 12 09 1,1
- — - precursor [Arabidopsis thaliana]
MICRO.11333.C1_746 ripening-related protein-like UCIDEV | 1 8,2 0,3 2,2 0,7 1,4 1 0,6 1,2 1,8
[Arabidopsis thaliana]
Tab. 20: Auflistung der 168 spezifisch in aktiven K nollenmeristemen herunterregulierten  features nach Abgleich mit den in apikalen Sprossmeristemen (SAM) und

reaktivierten Seitenmeristemen (AM) herunterregulie

rten features

Die Tabelle enthélt die Annotation in entsprechende funktionelle Kategorie der spezifisch in aktiven Knollenmeristemen herunterregulierten features. Zusétzlich ist die relative

Expression des jeweiligen features in den drei unabh&ngigen Keimungsexperimenten und axillaren bzw. apikalen Sprossmeristemen angegeben. Details zur Auswertung siehe

4.4.1. Die nach dem Unterstrich angefligte Zahl am Ende der POCI-ID entspricht der Nummer des ersten Basenpaares des von dieser Kartoffel-Sequenz abgeleiteten 60mer

Oligos.

CS — Zytoskelett; CW — Zellwandbiosynthese bzw. —modifikation; H — Phytohormon-Biosynthese/ -Signaltransduktion/ -Transport; M — Stoffwechsel; PF — Protein-Trunover/ -

Faltung; RNA/DNA — RNA- bzw. DNA-assozierte Proteine; S — Signaltransduktion; SD — Stress/ Abwehr; STO — Speicherproteine; T — Transport; TF — Transkriptionsfaktoren;
TK/TL — Transkription/ Translation; U — Unbekannt bzw. ohne Annotation; UC — Unklassifiziert; DEV — Entwicklung; absent: kein Signal nach Hybridisierung.

Knollenkeimung Sprossgewebe
() _ GAs 3d nach GA ;- _seiten- SAM im
= induzierte Knollenaugen . meristeme nach Vergleich zu
o) Kei Induktion Kapitafi i
> eimung Dekapitation Internodien
(0]
: E Paren- Inter-
POCI-ID Annotation v H,O | 3d GA; | dormant | keimend chym Keime Oh 12h nodien SAM
bf_suspxxxx_0062e04.t3m.scf_637 | ~R791; actin binding, related cs 1 05 15 0.5 2.2 0.2 absent | absent | 3.2 21
[Medicago truncatula]
beta expansin 1 precursor
MICRO.14902.C1_810 [Solanum tuberosum] Ccw 1 0,6 1,7 0,6 2,1 0,1 1,0 0,8 absent | absent
bf_mxflxxxx_0010a11.t3m.scf_350 polygalacturonase 7 cw 1 0,2 1,2 0,7 1,3 0,4 1,5 1,0 | absent | absent
[Lycopersicon esculentum]
bf_arrayxxx_0067g07.t7m.scf_435 | Polygalacturonase-inhibiting protein cw 1 0.4 2.8 0.3 1,6 0.4 08 9.4 15 11
[Prunus americana]
MICRO.135.C7_1377 Alcohol dehydrogenase 3 EM 0,6 1,6 0,7 1,8 0,2 1,0 2,6 1,3 1,7
MICRO.135.C16_767 Alcohol dehydrogenase 3 EM 0,6 1,5 0,6 1,9 0,3 0,9 2,1 1,7 0,9
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MICRO.135.C15_375 Alcohol dehydrogenase 3 EM 1 0,4 1,3 0,6 2,2 0,3 absent absent 2,4 2,1
ATHMA4; electron transporter/ thiol-
STMIQ59TV_78 disulfide exchange intermediate ET 1 0,6 1,5 0,9 1,5 0,9 1,0 1,2 15 1,2
[Arabidopsis thaliana]
bf_Ibchxxxx_0062a03.t3m.scf 481 | Du€ copper-like protein ET 1 0.6 2,3 0,0 2,2 03 1,0 2.4 03 05
- - - [Gossypium hirsutum]
bf_mxflxxxx_0067b08.t3m.scf_646 CYP81C6v2 [Nicotiana tabacum] ET 1 0,5 15 0,5 1,6 0,4 0,9 2,3 1,7 1,7
MICRO.9795.C1_1570 cytochrome P450 ET 1 05 2,3 0,0 2.4 06 1,9 0,9 | absent | absent
— [Arabidopsis thaliana]
MICRO.1387.C1_757 cytochrome P450 [Pyrus communis] ET 1 0,3 1,5 0,9 2,0 0,2 11 0,8 1,4 1,0
bf_mxlfxxxx_0068d10.t3m.scf_2 Cytochrome P450 71A2 (CYPLXXIA2) ET 1 0,4 2.2 0,4 1.2 0,5 1,0 0,9 13 1,0
- - = (P-450EG4)
ATGPAT5/GPATS; 1-acylglycerol-3-
phosphate O-acyltransferase/
STMJIN54TV_231 acyltransferase/ organic anion FA 1 0,5 2,4 0,0 1,9 0,4 1,2 1,6 2,3 1,8
transporter [Arabidopsis thaliana]
ATGPAT5/GPATS; 1-acylglycerol-3-
cPRO12G13TH_731 phosphate O-acyltransferase/ FA 1 06 2.2 0.1 17 06 absent | absent | absent | absent
acyltransferase/ organic anion
transporter [Arabidopsis thaliana]
carboxylic ester hydrolase/ hydrolase,
MICRO.9595.C1_1240 acting on ester bonds / lipase FA 1 0,6 2,1 0,0 1,5 0,5 absent absent | absent | absent
[Arabidopsis thaliana]
carboxylic ester hydrolase/ hydrolase,
MICRO.9046.C2_226 acting on ester bonds FA 1 0,5 2,2 0,0 1,6 0,5 0,9 1,0 absent | absent
[Arabidopsis thaliana]
carboxylic ester hydrolase/ hydrolase,
MICRO.16506.C1_657 acting on ester bonds FA 1 0,5 2,1 0,0 1,8 0,5 1,0 1,1 0,3 0,9
[Arabidopsis thaliana]
MICRO.9141.C1_596 Lipolytic enzyme, G-D-S-L FA 1 05 2,2 0,0 2,7 04 | absent | absent | absent | absent
— [Medicago truncatula]
MICRO.8419.C1_560 Plant lipid transfer protein/Par allergen | 5 1 06 2.8 0.1 2,0 0.2 1,1 13 1,2 11
[Medicago truncatula]
triacylglycerol lipase
MICRO.4160.C1_1082 [Arabidopsis thaliana] FA 1 0,3 3,8 0,1 1,2 0,9 0,9 10,3 0,1 1,1
MICRO.6673.C1_1439 allene oxide syntase H_JA 1 0,4 18 0,4 15 0,5 11 3216 | 1,0 11
— [Solanum tuberosum] =
MICRO.10130.C2_550 alcohol oxidase [Arabidopsis thaliana] M 1 0,6 1,6 0,4 1,3 0,7 1,2 2,0 0,5 11
MICRO.6170.C1_1170 aromatic amino acid decarboxylase 2 M 1 0,4 1,9 0,2 23 0,3 1,3 6,5 04 2,2
— [Lycopersicon esculentum]
bf_cswexxxx_0010c09.t3m.scf_363 catalytic [Arabidopsis thaliana] M 1 0,6 1,4 0,9 1,8 0,7 absent absent 2,3 11
MICRO.13559.C1_1059 CER1 protein [Arabidopsis thaliana] M 1 0,6 2,3 0,0 25 0,4 absent absent | absent | absent
171GO5AF.esd_616 circadian clock coupling factor ZGT M 1 04 1,3 0.8 1,2 06 11 07 0,9 1,2
- [Nicotiana tabacum]
MICRO.17965.C1_822 cytosolic NADP-malic enzyme M 1 0,5 1,9 0,3 1,9 0,4 1,0 1,7 1,0 0,9
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[Nicotiana tabacum]

MICRO.7759.C1_1379 farnesene synthase [Pyrus communis] M 1 0,6 1,9 0,4 2,0 0,5 1,6 11 absent | absent
Mo-molybdopterin cofactor sulfurase
MICRO.3115.C1_625 (Arabidopsis thaliana] M 1 0,6 1,3 0,7 1,7 0,4 0,9 11 16 1,0
STMHQ13TV_549 F‘S/gf;':udn‘i%gggzﬂﬁf]e subunit J M 1 0,3 1,4 0,7 1,1 0,6 1,0 0,8 1,5 2,6
STMGP96TH_652 polyphenol oxidase M 1 0,4 1,6 08 1,8 0,7 11 6,4 0,5 0,5
STMFB69TV_384 [slf:gi‘;'g‘i’;gﬁ :gtgt]hase M 1 0,2 1,5 0,9 1,6 0,6 1,0 1,4 0,4 0,9
bf_mxifxxxx_0020b06.t3m.scf_665 ‘[’gggﬂﬁ'fu”;efggaﬁse M 1 0,4 1,9 0,5 1,7 0,4 0,8 5,4 1,0 18
MICRO.3462.C1_1499 f‘ggliﬁﬁrﬁﬁfgiﬁrﬁc“rsor"'ke PF 1 0,6 1,6 0,6 1,4 0,8 0,9 1,0 1,2 0,9
STMIY72TV_630 glucosyltransferase PF 1 04 2.4 01 17 03 0,9 1,0 2,0 34
- [Nicotiana tabacum]
Peptidase S10, serine
MICRO.5129.C1_699 carboxypeptidase PF 1 0,4 1,8 0,5 1,9 0,6 11 08 11 11
[Medicago truncatula]
BF_LBCHXXXX_0038C06_T3M.SCF | Putative arm repeat protein [Oryza PF 1 0,4 2,5 0,2 2,8 0,1 absent | absent | 2,0 1,6
- - - sativa (japonica cultivar-group)]
putative metallocarboxypeptidase
inhibitor; similar to tomato fruit-specific
MICRO.2033.C7_123 brotein, Swiss. Prot Accession PF 1 0,6 1,3 0,9 2,7 0,1 absent | absent | 1,5 31
Number P14903
MICRO.11449.C1_729 ubiquitin-protein ligase PF 1 0,6 1,5 0,9 1,4 0,8 0,9 1,0 1,7 1,2
[Arabidopsis thaliana]
MICRO.9210.C3_303 Zinc finger, RING-type PF 1 05 18 04 16 03 0,9 06 21 1,2
= [Medicago truncatula]
MICRO.18138.C1_593 peroxidase [Nicotiana tabacum] RA 1 0,2 1,2 0,8 2,1 0,6 1,0 1,0 0,8 0,4
MICRO.8335.C3_1111 peroxidase 1 [Sesbania rostrata] RA 1 0,5 3,6 0,1 2,6 0,2 1,0 2,6 2,7 3,1
POAD763TP_860 PAR-1c [Nicotiana tabacum] S 1 0,5 2,1 01 1,9 0,3 0,9 0,7 2,4 13
MICRO.1833.C1_689 PAR-1c [Nicotiana tabacum] 1 0,5 2,2 01 1,9 0,3 0,9 0,6 2,6 11
POADXI15TP_ 651 ggg‘i‘ﬂrﬁ]hos‘)hatase 2C [Nicotiana s 1 05 1.4 0.5 15 05 1,3 0,8 | absent | absent
_IVTOOtXX_ .t3m.sc . . . y y y y y absent absent absent absent
bf_i 0028d01.t3m.scf_234 fﬁ’;ﬂgg’;‘;éiﬁ’;‘é[}I"'aknetukllr:‘]ase s 1 0,5 1,9 0,7 3,1 0,3 b b b b
elicitor inducible beta-1,3-glucanase
MICRO.1984.C1_1464 NIEIG-E76 [Nicotians tabacum] SD 1 0,5 1,6 0,7 2,1 0,4 0,9 0,7 1,4 13
MICRO.9647.C3_584 elicitor-inducible protein EIG-J7 SD 1 0.4 1,4 0.6 25 1,1 1,1 09 1,0 13
[Capsicum annuum]
MICRO.1751.C21_77 Kunitz-type enzyme inhibitor PAE1 SD 1 02 2,2 0.3 1,3 08 1,3 6.8 0.1 2.0
precursor [Solanum tuberosum]
MICRO.15268.C2_27 Kunitz-type enzyme inhibitor S9C11 SD 1 07 2.1 04 27 03 1,0 35 03 16

[Solanum tuberosum]
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metallocarboxypeptidase inhibitor lla

MICRO.331.C88_1096 SD 1 0,2 1,8 0,8 1,7 0,9 1,2 3,6 0,1 1,1
— precursor [Solanum tuberosum]
cSTB23K11TH_323 Multicystatin (MC) SD 1 0,1 57 0,0 1,7 0,3 1,2 14,0 04 0,9
cSTS30B11TH_660 Multicystatin (MC) SD 1 0,4 5,8 0,0 1,2 0,2 0,9 18,6 0,3 0,9
PPCBES5S3TH_170 Multicystatin (MC) SD 1 0,0 5,7 0,0 1,7 0,4 1,1 31,0 0,4 0,9
putative Kunitz-type tuber invertase
cSTD10O5THB_455 inhibitor precursor SD 1 0,5 15 0,7 2,4 0,0 1,2 11,0 0,1 14
[Solanum tuberosum]
putative Kunitz-type tuber invertase
MICRO.4288.C16_1 inhibitor precursor SD 1 0,2 1,9 0,5 34 0,1 1,3 5,6 0,3 1,7
[Solanum tuberosum]
putative Kunitz-type tuber invertase
MICRO.4288.C3_680 inhibitor precursor SD 1 0,0 1,8 04 2,6 0,1 1,8 9,5 0,2 1,9
[Solanum tuberosum]
bf_acdcxxxx_0042g01.t3m.scf_532 TSI-1 protein [Solanum lycopersicum] SD 1 0,4 1,3 0,6 2,1 0,3 1,0 12,5
bf_arrayxxx_0049f12.t3m.scf 565 aspartic proteinase inhibitor precursor | g 1 0.2 15 05 23 0.2 12 43 0,0 1,0
P8G5 [Solanum tuberosum]
Cysteine protease inhibitor 1
ACDAO01116E12.T3m.scf_235 precursor (PCPI 8.3) (P340) (P34021) STO 1 0,2 1,8 04 24 0,1 0,7 0,7 2,1 14
Cysteine protease inhibitor 1
MICRO.4288.C13_682 precursor (PCPI 8.3) (P340) (P34021) STO 1 0,1 1,6 0,6 2,6 0,1 1,7 10,9 0,2 1,3
Cysteine protease inhibitor 1
ACDA01083C03.T3m.scf_264 precursor (PCPI 8.3) (P340) (P34021) STO 1 0,3 1,9 0,4 2,9 0,1 absent absent | absent | absent
Cysteine protease inhibitor 10
BF_CSCHXXXX_0042C07.T3M.SCF precursor (PCPI-10) (Pcpi10) STO 1 0,6 2,2 0,1 2,7 0,1 1,1 4,2 0,8 1,2
Cysteine protease inhibitor 10
bf_arrayxxx_0052e08.t3m.scf_329 precursor (PCPI-10) (Pcpi10) STO 1 0,1 2,0 0,3 2,3 0,1 1,8 9,0 0,1 19
TBSKO00673FA0L.t3m.scf_237 Cysteine protease inhibitor 8 STO 1 0,1 1,8 03 2,5 0,1 1,6 10,8 0,3 18
— precursor (PCPI-8) (Pcpi8)
Cysteine protease inhibitor 8
bf_arrayxxx_0016b01.t3m.scf_68 precursor (PCPI-8) (Pcpi8) STO 1 0,1 2,0 0,3 2,4 0,1 0,9 5,6 1,0 1,5
TBSK03412FE04.t3m.scf 511 Cysteine protease inhibitor 8 sTO 1 0,5 2,0 0,4 2.4 0,0 absent | absent | absent | absent
precursor (PCPI-8) (Pcpi8)
Cysteine protease inhibitor 9
ACDAO02362E10.T3m.scf_94 precursor (PKIX) (pT1) STO 1 0,2 2,1 0,6 1,9 0,2 absent absent 3,6 2,3
MICRO.4288.C9_741 Cysteine protease inhibitor 9 sTo 1 01 16 0,6 2,7 01 15 9,6 01 13
- precursor (PKIX) (pT1)
MICRO.1751.C43_907 Kunitz-type protease inhibitor sTo 1 01 1,8 05 3,2 00 | absent | absent | 0,7 3,0
- precursor [Solanum tuberosum]
MICRO.18257.C1_572 Kunitz-type protease inhibitor sTO 1 0.2 1,9 04 2.4 0,0 11 132 01 13
precursor [Solanum tuberosum]
Kunitz-type protease inhibitor
bf_arrayxxx_0051c02.t3m.scf_455 precursor [Solanum tuberosum] STO 1 0,6 1,8 0,5 15 0,8 1,2 5,6 0,0 19
ACDA03750A06.T3m.scf_1 kunitz-type trypsin inhibitor sTo 1 01 2,4 03 2,6 01 11 33 0.6 2,6
= [Solanum tuberosum]
030C09AF.esd_248 patatin precursor STO 1 0,4 1,7 0,6 2,9 0,0 absent absent 15 15
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Probable serine protease inhibitor 6

bf_arrayxxx_0017a10.t7m.scf_644 Drecursor (AM66) STO 1 0,5 1,4 0,7 2,8 0,0 1,0 0,5 0,0 17

TBSK01624Fh04.t3m.scf_166 Errgfj‘rz'grs(ir&;‘gfj‘)”Otease inhibitor 6 e 1 0,4 2,2 0,4 2,0 0,5 0,7 2,0 0,1 1,2

bf_acdexxxx_0028f11.t3m.scf_520 Errggj‘rl;'g rs(eArI{;‘GeG‘)”Otease inhibitor 6 e 1 0,2 1,4 0,6 3,1 0,0 0,9 3,5 0,0 2,6

TBSK02874FH06.t3m.scf_333 proteinase inhibitor 11 precursor STO 1 0,2 2,1 0,2 1,7 0,8 1,2 0,7 0,8 2,1
[Solanum tuberosum]

TBSK04073FDO05.t3m.scf_288 putative Kunitz-type proteinase STO 1 0,4 2,3 0,4 2,8 0,0 1,1 2,0 0,1 2,0

— inhibitor [Solanum tuberosum]

MICRO.1751.C22_554 putative Kunitz-type proteinase sTO 1 0.2 15 06 2.2 03 11 34 0,0 1,0
inhibitor [Solanum tuberosum]
putative Kunitz-type proteinase

MICRO.1751.C46_608 Inhibitor [Solanuim tuberosum] sTO 1 0,6 1,9 0,4 2,4 0,3 1,0 2,0 01 0,9

MICRO.839.C6_701 putative proteinase inhibitor sTO 1 0,2 1,4 0,9 2.2 0,2 14 18 0,1 14
[Nicotiana glutinosa]

MICRO.839.C13_273 putative proteinase inhibitor sTO 1 0,1 1,4 1,0 1,4 0,7 16 2,6 0,1 18
[Nicotiana glutinosa]

MICRO.1751.C42_722 serine protease inhibitor e 1 0,4 1,6 0,4 1,4 0,6 15 19,0 0,1 0,9
[Solanum tuberosum]

MICRO.1751.C20_234 éec”gﬁé’{‘)’tease inhibitor 5 precursor sTO 1 0,4 1,6 0,6 3,8 0,2 absent | absent | 0,5 17

TBSKO01987FF07.t3m.scf_153 m’;‘i%”h'b“or precursor (put.); sTO 1 02 2,0 0.2 2,5 0.0 1,0 2.1 07 1,2

MICRO.11247.C1_521 carbohydrate transporter/ sugar porter T 1 05 14 07 14 07 1,0 1,0 1,3 1,2
[Arabidopsis thaliana]

STMIP13TV_629 mitochondrial phosphate translocator T 1 05 14 07 1,9 06 1,0 21 06 0,9
[Betula pendula]
protein translocase

BPLI12C18TH_707 PArabidopsis thaliand] 1 0,4 15 08 13 0,5 1,0 11 16 16

MICRO.9037.C1_726 Tom [Nicotiana tomentosa] T 0,6 1,8 0,5 2,0 0,2 1,0 11 11 0,7

POCAS25TP_356 TTNS (TITAN 5); GTP binding T 1 06 14 08 14 05 1,0 07 | absent | absent
[Arabidopsis thaliana]

bf_ivrootxx_0017a11.t3m.scf_51 transcription factor MYB102 TF 1 0,4 2,5 0,2 1,5 0,9 absent | absent | 2,0 2,3
[Lotus japonicus]

MICRO.9033.C1_1174 WRKY-A1244 [Capsicum annuum TF 1 0,6 16 0,6 18 0,2 1,0 1,0 11 17

p:

MICRO.688.C2_560 NA U 1 0,5 15 0,7 2,1 0,7 1,4 0,3 2,9 31

TBSK03300FC12.t3m.scf_352 NA U 1 0,3 2,0 0,4 2,7 0,0 13 0,5 0,2 2,0

BF_CSCHXXXX_0008G01.T3M.SCF | NA U 1 0,6 1,9 0,4 1,4 0,8 12 4,0 0,0 13

BF_LBCHXXXX_0045C10_T3M.SCF | NA U 1 0,6 1,6 0,6 2,6 0,2 absent absent | absent | absent

bf_mxflxxxx_0004c04.t3m.scf_626 NA U 1 0,6 1,4 0,7 17 0,6 11 1,0 1,9 16

TBSK00537FE09.t3m.scf 27 NA U 1 0,1 2,4 0,3 2,6 0,2 11 1,9 0,3 14

RALNro54.scf_83 NA U 1 0,5 17 0,6 23 0,2 11 18 11 11
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SDBNO006D06u.scf_601 NA U 1 0,4 1,7 0,7 1,5 0,7 1,0 1,3 11 11,2
TBSK04996FA04.t3m.scf 391 NA U 1 0,5 1,8 0,5 2,7 0,1 1,2 10,1 1,3 0,9
101G11AF.esd_600 NA U 1 0,1 2,3 0,3 1,4 0,5 absent absent 2,3 14
BF_LBCHXXXX_0029A02_T3M.SCF | NA U 1 0,6 2,1 0,0 2,7 0,2 absent absent | absent | absent
bf_arrayxxx_0023b08.t7m.scf_218 NA U 1 0,4 1,6 0,6 3,2 0,0 absent absent 0,3 2,6
MICRO.16541.C1_260 NA U 1 0,6 1,4 0,7 1,7 0,6 1,1 15 15 1,0
bf_mxflxxxx_0065f10.t3m.scf_408 NA U 1 0,6 2,1 0,1 1,4 0,7 0,9 2,9 0,9 0,7
TBSK02401FA01.t3m.scf 520 NA U 1 0,5 1,7 0,4 3,2 0,0 1,8 17,4 0,3 1,2
ACDA00421D01.T3m.scf_1 NA U 1 0,1 2,1 0,5 2,0 0,3 1,3 4,0 0,5 1,9
021F09AF.esd_638 NA U 1 0,6 1,4 0,6 1,8 0,5 1,0 0,7 15 1,0
TBSKO00785FB05.t3m.scf_1 NA U 1 0,1 2,0 0,5 2,9 0,2 1,5 5,0 0,3 15
BF_TUBSXXXX_0039C11_T3M.SCF | NA U 1 0,2 1,5 0,6 1,3 0,7 absent absent 2,3 1,7
MICRO.6563.C1_629 NA U 1 0,5 1,9 0,6 2,0 0,4 absent absent | absent | absent
MICRO.6630.C1_633 NA U 1 0,7 1,5 0,7 1,5 0,7 1,0 1,0 absent | absent
STMGT32TV_765 NA U 1 0,4 1,4 0,7 1,3 0,3 absent absent 1,8 1,0
MICRO.10995.C1_381 NA U 1 0,4 1,4 0,7 3,3 0,1 absent absent 1,7 1,6
TBSK02737FE01.t3m.scf_11 NA U 1 0,2 2,5 0,3 3,1 0,2 1,1 3,0 0,5 11
BF_TUBSXXXX_0037G11_T3M.SCF | NA U 1 0,4 1,3 0,9 1,6 0,5 absent absent | absent | absent
TBSKO00926FF02t3m.scf_579 NA U 1 0,1 1,5 0,6 3,1 0,0 0,9 11 0,3 2,9
SDBN006006u.scf_735 NA U 1 0,6 2,2 0,1 1,3 0,6 0,9 1,2 1,2 1,3
SDBNO006C14u.scf 628 NA U 1 0,6 2,4 0,0 3,1 0,3 absent absent | absent | absent
MICRO.17250.C1_253 NA U 1 0,5 1,5 0,6 2,5 0,1 1,1 0,8 1,3 1,8
TBSK02966FH02.t3m.scf_83 NA U 1 0,3 2,2 0,3 2,9 0,1 1,0 4,2 0,4 1,2
ACDAO00960H12.T3m.scf_210 NA U 1 0,6 1,9 0,4 2,3 0,0 1,0 4,6 0,8 11
BF_LBCHXXXX_0049G03_T3M.SCF | NA U 1 0,6 2,1 0,1 1,6 0,4 absent absent | absent | absent
bf_mxflxxxx_0074e12.t3m.scf_509 NA U 1 0,5 2,1 0,1 2,7 0,0 0,8 1,6 15 1,2
bf_cswbxxxx_0016g10.t3m.scf_240 NA U 1 0,6 1,4 0,5 1,1 0,3 1,0 0,7 2,4 14
055D12AF.esd_543 NA U 1 0,1 1,9 0,3 2,5 0,0 absent absent 2,1 2,0
MICRO.8332.C1_231 NA U 1 0,4 1,4 0,5 1,4 0,6 absent absent 1,7 2,1
MICRO.13378.C1_265 NA U 1 0,3 1,9 0,4 1,8 0,4 0,9 0,7 1,6 1,0
STMEY23TV_4 NA U 1 0,4 1,6 0,6 2,0 0,3 1,0 0,7 3,3 4,2
bf_mxflxxxx_0052b11.t3m.scf_528 NA U 1 0,3 1,9 0,3 1,7 0,4 1,2 0,8 0,7 0,3
BF_LBCHXXXX_0026G02_T3M.SCF | NA U 1 0,7 1,4 0,6 1,5 0,7 1,0 1,7 absent | absent
ACDA03973D01.T3m.scf_1 NA U 1 0,1 2,5 0,3 3,3 0,1 1,5 6,5 0,2 1,0
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bf_acdaxxxx_0055b10.t3m.scf_548 NA U 1 0,1 15 0,6 25 0,1 1,6 16,3 0,1 2,0
BF_TUBSXXXX_0015B03_T3M.SCF | NA U 1 0,4 2,1 0,5 1,8 0,7 1,0 1,6 1,3 1,3
TBSK01776Fd12.t3m.scf_59 NA U 1 0,6 1,5 0,6 2,3 0,2 1,1 0,7 0,4 1,0
TBSK03621FF09.t3m.scf_33 NA U 1 0,1 2,4 0,4 3,1 0,2 1,2 3,5 0,2 1,5
BF_TUBSXXXX_0055G10_T3M.SCF | NA U 1 0,6 2,4 0,0 2,4 0,4 1,3 0,8 | absent | absent
TBSK01504FF04.t3m.scf_21 NA U 1 0,3 1,7 0,4 3,1 0,1 absent absent | absent | absent
BF_LBCHXXXX_0044A02_T3M.SCF | NA U 1 0,5 1,8 0,5 2,1 0,3 1,0 7,6 0,9 0,7
0s01g0210500 [Oryza sativa
MICRO.12641.C1_806 (japonica cultivar-group)] U 1 0,3 1,9 0,5 1,7 0,4 0,9 1,3 1,1 0,9
MICRO.5639.C2_278 0Os06g0155600 [Oryza sativa U 1 06 1,4 08 1,2 0,9 11 0.8 1,4 1,0
— (japonica cultivar-group)]
MICRO.10081.C1_1237 0Os0690172800 [Oryza sativa U 1 05 1,6 05 14 08 11 1,3 0.9 1,2
— (japonica cultivar-group)]
MICRO.839.C8_1318 0s0890191600 [Oryza sativa U 1 0.1 23 03 1,9 0.2 12 56 | absent | absent
(japonica cultivar-group)]
MICRO.8857.C1_456 unknown [Arabidopsis thaliana] U 1 0,6 2,4 0,0 2,0 0,4 0,9 1,2 absent | absent
MICRO.6435.C1_447 unknown [Euphorbia esula] U 1 0,4 1,9 0,7 1,4 0,8 1,0 1,1 1,2 0,9
MICRO.9796.C2_1106 unknown protein U 1 0,4 1,5 0,7 1,4 0,8 1,0 1,1 1,1 1,0
[Arabidopsis thaliana]
MICRO.8937.C1_514 unknown protein U 1 0,6 2,3 0,0 2,5 0,4 1,0 1,1 | absent | absent
[Arabidopsis thaliana]
MICRO.2172.C2_1610 unknown protein U 1 0,4 1,5 0,6 1,4 0,7 1,0 0,7 1,4 1,3
— [Arabidopsis thaliana]
MICRO.2172.C1_1 unknown protein U 1 0,4 1,5 0,6 1,2 0,9 0,8 0,9 2,2 1,9
= [Arabidopsis thaliana]
MICRO.14781.C1_988 unknown protein U 1 0,5 1,9 0,7 1,6 0,8 1,0 1,9 2,8 16,1
[Arabidopsis thaliana]
cSTB48F13TH_367 unknown protein U 1 0,5 1,6 0,7 1,3 0,8 1,0 1,0 1,1 1,5
[Arabidopsis thaliana]
cSTB20E19TH_315 unnamed protein product u 1 0,6 2.1 0,1 13 0,7 11 12 0,2 2,0
- [Tetraodon nigroviridis]
MICRO.6874.C1_1332 CAO [Arabidopsis thaliana] uc 1 0,7 1,7 0,5 1,3 0,8 1,1 0,7 1,1 1,5
CIA2 (CHLOROPLAST IMPORT
MICRO.11667.C1_378 APPARATUS 2) uc 1 0,6 1,3 0,7 1,5 0,9 1,3 46 1,0 2,1
[Arabidopsis thaliana]
MICRO.8577.C1_599 dirigent protein . uc 1 0,6 2,3 0,5 2,2 0,4 1,0 1,2 1,0 1,2
- [Forsythia x intermedia]
MICRO.10977.C2_556 Embryo-specific 3 uc 1 05 1,7 05 15 05 1,0 08 1,4 1,0
— [Medicago truncatula]
hypothetical protein
MICRO.8467.C2_149 MtrDRAFT_AC174144g16v1l uc 1 0,6 1,4 0,8 2,1 0,1 absent absent | absent | absent
[Medicago truncatula]
POABR11TP_884 hypothetical protein OsJ_012597 ucC 1 0,5 2,4 0,1 2,1 0,2 absent absent absent
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[Oryza sativa (japonica cultivar-
group)]

ACDAO4095F03.T3m.scf 346 p340/p34021 [Solanum tuberosum] uc 1 0,1 1,9 0,3 25 0,0 16 156 0,1 2.1

TBSK01763Fc11.t3m.scf_225 p340/p34021 [Solanum tuberosum] uc 1 0,1 19 0.4 26 0,0 18 10,2 0.1 15

MICRO.5391.C2_1755 PGPD14 [Petunia hybrida] uc 1 0,6 1.4 0,6 18 0,3 11 0,7 12 11

MICRO.15480.C1_522 Polyprotein, putative uc 1 0,7 1.4 0,9 11 0,7 1,0 08 17 13
— [Solanum demissum]

MICRO.17658.C1_490 putative retroelement pol polyprotein- uc 1 0,6 15 0,6 15 0,8 0,9 0,9 13 12
- like [Solanum tuberosum]

MICRO.4530.C2_719 Rhodanese-like [Medicago truncatula] uc 0,6 1,2 0,9 1,5 0,6 0,9 0,7 14 1,0

MICRO.14425.C1_392 tumor-refated protein [Nicotiana uc 1 06 2.8 02 18 05 1,0 11 31 3,0

glauca x Nicotiana langsdorffii]
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