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Zusammenfassung 

Xyloglucane sind Bestandteile der Zellwand Höherer Pflanzen und gehören zu den 

Hemizellulosen. Xyloglucan Endotransglucosylasen/Hydrolasen (XTHs) sind Enzyme, die in 

der Lage sind, spezifisch Xyloglucan zu spalten und zu ligieren. Daher wird angenommen, 

dass sie an der Bildung und Modifizierung primärer Zellwände beteiligt sind und dabei eine 

wichtige Rolle bei der kontrollierten Expansion von Zellen einnehmen. Denkbar sind auch 

Funktionen bei der Bildung von sekundären Zellwänden. Im Genom von Arabidopsis thaliana 

sind 33 XTHs identifiziert worden, ihre genaue Funktion ist jedoch weitgehend ungeklärt. Um 

einen Einblick in die Rolle von XTHs bei der Etablierung der Wurzelarchitektur zu erlangen, 

wurden fünf Mitglieder der Untergruppe II, XTH15, XTH16, XTH17, XTH18 und XTH19, die 

nach in silico-Analysen, in der Wurzel exprimiert werden, untersucht. Für genetische 

Analysen wurden Einfach- und Mehrfach-Knockout-Linien identifiziert oder erzeugt. Da für 

XTH16 und XTH18 keine T-DNA-Insertionslinien zur Verfügung standen, wurden mit Hilfe des 

CRISPR/Cas9-Systems Knockout-Linien generiert. Es zeigte sich, dass der Funktionsverlust 

von XTH16 oder XTH18 dazu führt, dass Zellen der Lateralwurzeln weniger stark wachsen, 

wodurch die Lateralwurzeln von xth16- und xth18-Keimlingen insgesamt kürzer bleiben. Um 

eine Beteiligung von XTH16 und XTH18 an der Zellstreckung zu untermauern, wurden 

Hypokotyle etiolierter Keimlinge untersucht, da diese postembryonal ausschließlich durch 

Zellstreckung wachsen. Promotor:GUS-Analysen zeigten, dass alle fünf untersuchten XTH-

Gene auch im Hypokotyl exprimiert sind. Es wurde jedoch in den Knockout-Linien keine 

Veränderung des Streckungswachstums beobachtet, sodass von einer spezifischen Funktion 

von XTH16 und XTH18 in wachsenden Lateralwurzelzellen ausgegangen werden kann. Des 

Weiteren zeigte die Analyse der gewebespezifische Expression auf, dass XTH15 und XTH16 

während der Blütenentwicklung eine starke Expression in den reproduktiven Organen 

aufweisen. Beim Funktionsverlust einer oder beider Gene konnte eine verminderte Anzahl 

von Samenanlagen festgestellt werden. Dies könnte auf eine Funktion von XTH15 und XTH16 

an der Entwicklung des Gynoeceums hinweisen. Trotz der hohen Sequenzähnlichkeit 

zueinander, scheinen die fünf XTH-Gene differenzierte Funktionen in der Entwicklung der 

Pflanze entwickelt zu haben.  
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Abstract 

The hemicellulose xyloglucan is a major component of the primary cell wall of higher plants. 

Xyloglucan endotransglucosylase/hydrolases (XTHs) are enzymes that are specialized in 

cleaving and fusing xyloglucan molecules. They are implicated in the formation and 

restructuring of primary cell walls, especially during the controlled expansion of cells. It is 

also plausible, that they take part in the formation of secondary cell walls. The Arabidopsis 

genome encodes 33 XTH genes, but their specific functions remain unclear. In silico analyses 

revealed expression of the subgroup II members XTH15, XTH16, XTH17, XTH18, and XTH19 in 

roots. To gain insight into the role of XTHs in root growth and structure, plants with single or 

multiple knockout of these genes were identified or generated. Since no T-DNA insertion 

lines were available for XTH16 and XTH18, knockout lines were generated with the 

CRISPR/Cas9 system. The loss of function mutants xth16 and xth18 had shorter cells in the 

lateral roots and shorter lateral roots. In order to further test the hypothesis that XTH16 and 

XTH18 participate in cell elongation we studied hypocotyl elongation, because 

postembryonic growth of hypocotyls takes place through cell extension only. Promoter:GUS 

analyses showed that all five XTH genes were expressed in the hypocotyl. However, 

elongation growth was not altered in the knockout lines, suggesting a specific function of 

XTH16 and XTH18 in lateral root elongation. Furthermore, tissues-specific expression 

analyses revealed strong promoter activities of XTH15 and XTH16 in reproductive organs of 

developing flowers. Knockout of one or both genes lead to a decreased number of ovules. 

This may indicate a function of XTH15 and XTH16 in gynoecium development. Taken 

together, despite of their high sequence identity, the five XTH genes that were analyzed here  

were shown to possess specific functions in plant growth and development. 
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1 Einleitung 

Zellwände sind ein charakteristisches Merkmal aller Pflanzen. Wachsende Zellen sind von 

einer primären Zellwand umgeben, die hauptsächlich aus komplexen Polysacchariden und 

einer kleinen Menge an Strukturproteinen besteht (McNeil et al., 1984; Cosgrove, 2005). 

Primäre Zellwände werden während des Wachstums und der Teilung von Zellen gebildet und 

sind einerseits dünn und elastisch, während die Polysaccharide gleichzeitig ein starkes 

Netzwerk bilden, das wie ein Korsett den Protoplasten stützt und ihm seine Form verleiht 

(Cosgrove, 2005). 

1.1 Wachstum der primären Zellwand 

Am Aufbau der primären Zellwand sind drei Arten von Polysacchariden beteiligt: Cellulose, 

Hemicellulosen und Pektine (Carpita & Gibeaut, 1993; Fry, 2010). Cellulose-Mikrofibrillen 

bilden das starre Grundgerüst der Zellwand und verleihen ihr ihre Festigkeit. Die 

Mikrofibrillen haben einen Durchmesser von 3-5 nm und sind mehrere Mikrometer lang  

(Cosgrove, 2005). Sie entstehen durch spontane Zusammenlagerung und Kristallisation 

dutzender β-1,4-verknüpfter Glucanketten, die an der Plasmamembran synthetisiert werden 

(McFarlane, Döring & Persson, 2014). Die Mikrofibrillen sind in eine Matrix aus Pektinen und 

Hemicellulosen eingelagert. Hemicellulosen binden entweder über Wasserstoffbrücken an 

die Oberfläche der Cellulose oder können stellenweise in die Mikrofibrillen eingeschlossen 

werden, sodass ein stabiles Netzwerk entsteht (Fry, 1989; Hayashi, 1989). Schließlich bilden 

Pektine eine dichte, wässrige Gelmatrix, wodurch die Polymere der Zellwand miteinander 

verbunden werden (Mohnen, 2008). Pektine und Hemicellulosen werden im Golgi-Apparat 

synthetisiert und von dort in den Apoplasten transportiert. Dort werden sie spontan oder 

enzymatisch katalysiert in das bestehende Netzwerk der Zellwand integriert (Scheller & 

Ulvskov, 2010). Dies ist besonders entscheidend während sich Zellen im Wachstum befinden. 

Wenn Pflanzenzellen wachsen, muss die Zellwand ebenfalls wachsen. Dies geschieht durch 

eine kontrolliert Ausdehnung der Zellwand, was dadurch ermöglicht wird, dass parallel 

angeordnete Cellulose-Mikrofibrillen auseinander rücken. Hierbei spielen Expansine eine 

entscheidende Rolle. Bei diesen handelt es sich um eine Gruppe von Enzymen, die durch 
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einen niedrigen pH-Wert aktiviert werden und sie daher eine wichtige Funktion beim 

Säurewachstum einnehmen (Rayle & Cleland 1970; McQueen-Mason & Cosgrove 1995). 

Expansine lösen die Wasserstoffbrücken zwischen den Polysacchariden der Zellwand, sodass 

diese sich gegeneinander verschieben oder auseinander driften können und die Zellwand auf 

diese Weise an Fläche zunimmt (McQueen-Mason & Cosgrove, 1995). Würde die Zellwand 

jedoch ausschließlich auf diese Weise wachsen, würde sie nach und nach immer dünner 

werden und dabei an Stabilität verlieren, bis sie schließlich nicht mehr in der Lage wäre, dem 

Turgordruck des Protoplasten standzuhalten und ein Platzen der Zelle zu verhindern. Aus 

diesem Grund werden während des Wachstums von Zellen laufend neue 

Zellwandpolysaccharide sekretiert und in die bestehende Zellwandmatrix integriert 

(Yanagisawa et al., 2015). Charakteristisch für Hemicellulosen ist ein Rückgrat aus β-1,4-

verknüpften Glucoseeinheiten (Scheller & Ulvskov, 2010). Daher wird angenommen, dass 

Endotransglucosylasen, Enzyme die in der Lage sind, Glucane zu spalten und neu zu 

verknüpfen, bei der Integration neuer Polysaccharide in die Zellwandmatrix beteiligt sind 

(Valent & Albersheim, 1974). Da Xyloglucan die am häufigsten vorkommende Hemicellulose 

in der primären Zellwand von dicotylen Pflanzen ist, wird angenommen, dass im Besonderen 

die auf die Spaltung und Ligation von Xyloglucanen spezialisierten Xyloglucan Endo-

transglucosylasen/Hydrolasen (XTH) eine Funktion bei der Verstärkung der primären 

Zellwand einnehmen (Nishitani & Tominaga, 1992; Scheller & Ulvskov, 2010). Es wird davon 

ausgegangen, dass Xyloglucan-Ketten die Verbindung benachbarter Cellulose-Mikrofibrillen 

darstellen. Durch XTHs wird die glykosidische Bindung im Xyloglucan-Rückgrat gespalten. 

XTHXTH

Cellulose-Mikrofibrille

XTH

Xyloglucan

A B C

Abbildung 1-1: Die Aktivität von XTHs als Endotransglucosylasen.  
Das Enzym führt zwei Reaktionen aus, zuerst eine Spaltung einer glykosidischen Bindung im 
Xyloglucan-Rückgrat, gefolgt von der Neubildung der Bindung mit einer zweiten Xyloglucankette.     
(A) Das XTH-Enzym bindet an eine Xyloglucanverbindung (in lila dargestellt) zwischen zwei 
benachbarten Cellulose-Mikrofibrillen (grau). (B) Nach dem Schneiden des Xyloglucan-Rückgrats 
bleibt einer der Stränge kovalent an die katalytische Stelle des Enzyms gebunden. (C) Durch die 
Ligation mit einer anderen Xyloglucankette (blau) wird ein hybrides Xyloglucan gebildet (lila/blau). 
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Anschließend verbleibt ein Ende der Xyloglucan-Kette an die katalytische Stelle des Enzyms 

gebunden, sodass dieses mit dem Ende einer anderen Xyloglucan-Kette ligiert werden kann. 

Wird dadurch die Verbindung zwischen den benachbarten Mikrofibrillen verlängert, können 

diese durch den Turgordruck des Protoplastens auseinandergeschoben werden und so die 

Zellwand an Fläche zunehmen. 

1.2 Die XTH-Genfamilie 

Bei XTHs handelt es sich um Enzyme, die in der Lage sind, spezifisch die Transglycosylierung 

und/oder Hydrolyse von Xyloglucanen zu katalysieren (Rose et al., 2002). Durch die 

Aufschlüsselung der genomischen Sequenzen mehrerer Modelorganismen ist bekannt, dass 

diese üblicherweise über große XTH-Genfamilien mit zahlreichen Mitgliedern verfügen 

(Nishitani & Vissenberg, 2007). Beispielsweise besteht die XTH-Genfamilie von Reis (Oryza 

sativa) aus 29 und die der Balsampappel (Populus thrichocarpa) aus 41 Mitgliedern 

(Yokoyama, Rose & Nishitani, 2004; Geisler-Lee et al., 2006). Sogar in dem vergleichsweise 

kleinen Genom von Arabidopsis thaliana wurden 33 ORFs (open reading frames) gefunden. 

Von Yokoyama & Nishitani (2001a) wurde gezeigt, dass von allen 33 ORFs Transkripte 

nachweisbar sind, was darauf hindeutet, dass es sich um funktionelle Gene handelt. Diese 

liegen auf allen fünf Chromosomen verteilt, wobei etwa ein Drittel davon in Gruppen von 

zwei bis vier Genen zusammen vorliegen, was vermutlich das Resultat von Genduplikationen 

und -translokationen ist (Blanc et al., 2000; Yokoyama & Nishitani 2001a).  

 Basierend auf phylogenetischen Verwandtschaftsverhältnissen der Aminosäure-

sequenzen, sowie der Struktur und Organisation der Gene werden die XTHs in drei 

Untergruppen  eingeteilt (Abbildung 1-2). Die meisten Mitglieder der Gruppe I besitzen vier 

Exons, der Gruppe II zwei oder drei Exons, während die Gene der Gruppe III vier bis fünf 

Exons haben (Yokoyama & Nishitani 2001a; Rose et al., 2002). Zusätzlich könnten die 

phylogenetischen Unterschiede eine Unterscheidung der XTHs nach ihren hauptsächlichen 

Enzymaktivitäten, also Xyloglucan Endotransglucosylase (XET) oder Xyloglucan Endo-

hydrolase (XEH) reflektieren. Tatsächlich konnte für einige Mitglieder der Untergruppen I 

und II gezeigt werden, dass diese in vitro ausschließlich XET-Aktivität besitzen (Okazawa 

et al., 1993; Maris et al., 2009, 2011), während XTHs, die in vitro XEH-Aktivität aufwiesen, zur 

Untergruppe III gehörten (Zhu et al., 2012; Kaewthai et al., 2013). Typisch für XTHs ist ein N-



E I N LE IT U N G  
 

   6  

terminales Signalpeptid, das für die Sekretion der Proteine in den Apoplasten verantwortlich 

ist (Yokoyama & Nishitani, 2001b). Außerdem haben die XTHs das DEIDFEFLG-Motiv 

gemeinsam, dass die katalytische Domäne sowohl für die XET-, wie auch XEH-Aktivität 

darstellt (Okazawa et al., 1993; Campbell & Braam, 1998).  

 Durch Expressionsanalysen ist bekannt, dass die einzelnen XTHs in Arabidopsis 

unterschiedliche Profile bezüglich ihrer entwicklungs- und organspezifischen Expression 

aufweisen. Die Experimente von Becnel et al. (2006) deuten darauf hin, dass vermutlich in 

jedem Gewebe und zu jedem Entwicklungszeitpunkt ein oder sogar mehrere XTHs exprimiert 

werden. Zusammen mit dem ubiquitären Vorkommen von Xyloglucan in den 

unterschiedlichen Zelltypen weist dies darauf hin, dass XTHs an einer Vielzahl 

physiologischer Prozesse beteiligt sind (Vissenberg et al., 2005). Tatsächlich konnten XTHs 

schon mit einer Reihe unterschiedlicher Funktionen in Verbindung gebracht werden. Dazu 

gehören zum Beispiel die Streckung von Blattstielen (Sasidharan et al., 2010; Harada et al., 

2011), Wachstum der Stamina (Kurasawa et al., 2008), das Wachsen und Reifen von 

XTH31

XTH32

XTH33

XTH29
XTH3XTH1

XTH2XTH26

XTH14
XTH12

XTH25

XTH21

XTH20

XTH24
XTH22XTH23

XTH10

XTH9

XTH6

XTH7

XTH11

XTH4
XTH5

XTH8

XTH19
XTH17

XTH18

XTH16

XTH15

XTH27

XTH28

XTH30

XTH13

III

I

II

Abbildung 1-2: Phylogenetischer Verwandtschaft der XTH-Genfamilie in Arabidopsis. 
Basierend auf den vorhergesagten Aminosäuresequenzen der 33 XTH-Gene aus Arabidopsis wurde 
das Dendrogramm mit Hilfe von CLUSTALW und TreeView erstellt. Zur Visualisierung der Einteilung in 
die drei Untergruppen I, II & III sind diese in blau, grün und lila unterlegt. 
 
 



E I N LE IT U N G  
 

   7  

Früchten (Atkinson et al., 2009; Miedes & Lorences, 2009), sowie die Vermittlung von 

Toleranzen gegenüber Trocken-, Aluminium- oder Salzstress durch die Anpassung der 

Wurzelzellwand und/oder des Wurzelwachstum (Cho et al., 2006; Zhu et al., 2012; Han 

et al., 2013). 

1.3 Aufbau und Wachstum der Wurzel in Arabidopsis 

Im Modelorganismus Arabidopsis thaliana sind XTH15, XTH16, XTH17, XTH18 und XTH19 

phylogenetisch nah miteinander verwandt und werden alle in der Wurzel exprimiert 

(Vissenberg et al., 2005; Becnel et al., 2006; diese Arbeit). Dies wirft die Frage auf, ob jedem 

dieser Gene eine bestimmte Rolle zukommt oder ob sie funktionell redundant sind. Um 

einen Einblick in die Funktionen dieser Gene zu gewinnen, wurde daher im Rahmen dieser 

Arbeit die Entwicklung und die Morphologie der Wurzel genauer untersucht.  

 Die Wurzel von Arabidopsis ist besonders einfach aufgebaut. Die einzelnen, in der 

Regel nur eine Zellschicht umfassenden Gewebeschichten sind als radiär symmetrische 

Zylinder um die Vaskulatur herum angeordnet. Die Vaskulatur wird von den Zellen des 

Perizykels umschlossen, darauf folgen Endodermis und Cortex. Das äußere Abschlussgewebe 

bildet die Epidermis, von welcher auch die Wurzelhaare gebildet werden (Dolan et al., 1993). 

In der Spitze der Wurzel befindet sich das Apikalmeristem der Wurzel (RAM, root apical 

meristem), welches kontinuierlich neue Zellen für die stets wachsende Wurzel bildet. Den 

Mittelpunkt des RAM bildet das Ruhende Zentrum, eine Gruppe von Zellen, die mitotisch 

nicht sehr aktiv sind. Das Ruhende Zentrum wird von den Initialzellen (Stammzellen) 

umgeben, aus denen die verschiedenen Zelltypen der Wurzel hervorgehen (Scheres, 2007).  

 Anfangs besteht das Wurzelsystem nur aus der bereits während der Embryonal-

entwicklung angelegten Primärwurzel (Petricka, Winter & Benfey, 2012). Nachdem sich die 

einzelnen Zelltypen der Primärwurzel differenziert haben, entsteht das dynamisch 

wachsende Wurzelsystem ausschließlich durch die Verzweigung der bestehenden Wurzel. In 

der Differenzierungszone der Primärwurzel entstehen Lateralwurzeln, die aus über den 

Xylempolen gelegenen Perizykelzellen, genannt Gründerzellen, hervorgehen (Dolan et al., 

1993; Malamy, 2005). Die Bildung eines Lateralwurzelprimordiums beginnt mit einer ersten 

antiklinalen Zellteilung einer Gründerzelle, was das erste von sieben Stadien der 

Lateralwurzelentwicklung markiert (Malamy & Benfey, 1997; Casimiro et al., 2003). Während 
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der letzten Entwicklungsstufen wird das Primordium zunehmend der Spitze der 

Primärwurzel ähnlicher, bis schließlich alle Zelltypen, die in der Primärwurzel vorhanden 

sind, inklusive des RAM, de novo entstanden sind (Benfey, Bennett & Schiefelbein, 2010). 

Letztlich tritt des Primordium aus der Primärwurzel hervor und die neuentstandene 

Lateralwurzel beginnt zu wachsen. Während des Wachstums der Primär- und Lateralwurzeln 

werden sukzessive neue Primordien initiiert, so dass im Laufe der Zeit ein immer 

komplexeres Wurzelsystem entsteht.  

 Während des Wachstums der Wurzeln entstehen durch Teilung der Initialzellen neue 

Zellen, die während ihres Reifeprozesses drei verschiedene Entwicklungsphasen, die 

namensgebend für die entsprechenden Zonen der Wurzel sind, durchlaufen. In jedem dieser 

Entwicklungsstadien kommt der Zellwand, oder genauer gesagt ihrer Synthese oder 

Modifikation eine wichtige Rolle zu. In der meristematischen Zone teilen sich die Zellen, so 

dass viele kleine Zellen entstehen (Verbelen et al., 2006). Die Zellteilung in Pflanzen erfolgt 

durch Bildung einer Zellplatte als Vorläufer der neuen Querwand. Diese dehnt sich seitlich 

aus und fusioniert schließlich mit der Zellwand der Mutterzelle, wodurch die Tochterzellen 

voneinander getrennt werden. Anschließend wird die Zellplatte zur Mittellamelle und von 

den beiden Tochterzellen wird eine neue Primärwand aufgebaut. (Samuels, Giddings & 

Staehelin, 1995). Beim Verlassen der meristematischen Zone gehen die Zellen in die 

Elongationszone über, wo sie die Fähigkeit, sich zu Teilen, verlieren und ein 

Xylem
Phloem

Initialzellen der Vaskulatur
Ruhendes Zentrum

Initialzellen des Perizykels
Perizykel

Initialzellen von Endodermis & Cortex

Endodermis 
Cortex

Initialzellen von Epidermis & 
lateraler Wurzelhaube
laterale Wurzelhaube

Epidermis 

Columella
Initialzellen der Columella

A B

Abbildung 1-3: Aufbau der Wurzel von Arabidopsis. 
(A) Schematischer Längsschnitts durch die Wurzelspitze. Das Apikalmeristem befindet sich in der 
Mitte der Wurzelspitze und umfasst das Ruhende Zentrum, welches von den Initalzellen umgeben 
wird. (B) Der schematischer Querschnitt durch die Wurzel zeigt die symmetrische Anordnung der 
verschiedenen Gewebeschichten, die in konzentrischen Kreisen um das Leitgewebe herum organisiert 
sind. Abbildung modifiziert nach Cederholm, Iyer-Pascuzzi & Benfey, (2012). 
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Streckungswachstum einsetzt, wodurch sich die Zellen um ein vielfaches verlängern 

(Verbelen et al., 2006). Wenn das Streckungswachstum der Zellen beendet ist, gelangen die 

Zellen in die Differenzierungszone (Verbelen et al., 2006). Ein wichtiges Merkmal dieser Zone 

ist die Ausbildung von Wurzelhaaren, die durch polares Spitzenwachstum von speziellen 

Epidermiszellen, den Trichoblaten, entstehen. Sowohl das Wachstum der Zellen in der 

Elongationszone, wie auch die Ausbildung der Wurzelhaare gehen mit einer starken 

Volumenzunahme der Zellen einher, wobei die Zellwand der Zellen irreversibel ausgedehnt 

wird. Um dabei ein Dünnerwerden der Wand, bis hin zur mechanischen Instabilität, zu 

verhindern, werden stetig neue Wandpolymere synthetisiert und in die bestehende Wand 

integriert (Yanagisawa et al., 2015; Cosgrove, 2018). Dabei wird den XTHs eine bedeutende 

Rolle zugeschrieben, da diese durch die Spaltung und Ligation von Xyloglucan-Ketten für die 

Integration neuer Xyloglucan-Moleküle in die bestehende Zellwand verantwortlich sind. 

1.4 Gen-Knockout und Genomeditierung  

Für die Aufschlüsselung von Genfunktionen in revers-genetischen Ansätzen sind Organismen 

mit genetischen Veränderungen, die zu einem teilweisen oder vollständigen 

Funktionsverlust eines Gens führen, besonders hilfreich. Für den Modellorganismus 

Arabidopsis wurden bereits mehrere Sammlungen von Linien erstellt, wie beispielsweise 

Syngenta Arabidopsis Insertion Library (McElver et al., 2001; Sessions et al., 2002) oder Salk 

Institute Genome Analysis Laboratory (Alonso et al., 2003), die durch Agrobakterien 

transferierte DNA-Fragmente (T-DNA) im Genom tragen. Die Integration dieser T-DNAs führt 

zu stabilen, vererbbaren Mutationen, die, je nach Integrationsort, die Transkription eines 

Gens verändern oder ausschalten. Zwar konnte durch diese Projekte bereits eine hohe 

Abdeckung des Arabidopsisgenoms erreicht werden, jedoch stehen für manche Gene, wie 

beispielsweise XTH16 und XTH18, bisher keine T-DNA-Insertionslinien zur Verfügung. Um 

auch in einem solchen Fall eine revers-genetische Analyse durchführen zu können, kann eine 

posttranskriptionelle Regulation des zu untersuchenden Gens durch RNA-Interferenz (RNAi) 

induziert wurde (Bartel, 2004; Schwab et al., 2006). Bei RNAi binden kleine, nicht-kodierende 

RNAs an komplementäre messenger RNAs (mRNAs), wodurch diese entweder direkt zum 

Abbau markiert werden oder die Translation der entsprechenden mRNA unterdrückt wird. 

Da es dabei in der Regel nur zu einem teilweisen Funktionsverlust des Gens kommt, spricht 
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man hier von einem Knockdown. Durch die Etablierung der CRISPR/Cas9-Technologie 

(clustered regularly interspaced short palindromic repeats/CRISPR-associated) als 

molekulargenetisches Werkzeug ist es möglich, Veränderungen im Genom von Pflanzen 

gezielt zu induzieren und dadurch einen spezifischen Knockout eines Gens herbeizuführen 

(Jinek et al., 2012; Schiml & Puchta, 2016). 

1.4.1 Posttranskriptionelle Regulation über amiRNA 

Bei natürlich vorkommenden microRNAs (miRNA) handelt es sich um kleine nicht-kodierende 

RNAs, welche im Genom kodiert liegen (Bartel, 2004). miRNAs werden als lange 

einzelsträngige Transkripte abgelesen, welche sich dann zu einer fehlerhaften 

Haarnadelstruktur zusammenfalten. Diese Vorläufer-miRNAs werden im Nukleus von der 

RNase DICER-LIKE 1 (DCL1), welche im Komplex mit weiteren Proteinen  aktiv ist, in zwei 

Stufen prozessiert (D’Ario, Griffiths-Jones & Kim, 2017), sodass schließlich etwa 20 Nukleotid 

große RNA-Duplexe, bestehend aus miRNA und miRNA*, entstehen (Kurihara & Watanabe, 

2004). Nachdem diese dann von HUA ENHANCER 1 (HEN1) an den 3‘-Enden methyliert 

wurden (Yu et al., 2005), wird angenommen, dass eine bislang unbekannte Helikase an der 

Spaltung der miRNA/miRNA*-Duplexe beteiligt ist (Kim, Han & Siomi, 2009). Während die 

miRNA* degradiert wird, bildet die miRNA zusammen mit der Nuklease ARGONAUTE1 

(AGO1) den sogenannten RNA-induced silencing complex (RISC) (Hammond et al., 2000; Kim 

et al., 2009). Von der miRNA gelenkt, bindet AGO1 an die entsprechende, komplementäre 

mRNA, welche dann von AGO1 degradiert wird (Baumberger & Baulcombe, 2005; Ossowski 

et al., 2008). Bei der Anwendung von amiRNAs wird das System der natürlichen miRNAs 

genutzt, um einen Knockdown des entsprechenden Gens auszulösen. 

  

 

 

DCL1 HEN1 AGO1

mRNA
mRNA

Abbildung 1-4: Biogenese von miRNAs in Pflanzen. 
Das zur Haarnadelstruktur gefaltete miRNA-Transkript wird von DCL1 prozessiert, anschließend 
werden die entstandenen RNA-Fragmente von HEN1 methyliert. Durch die gebundene, einzel-
strängige miRNA wird AGO1 zur Ziel-mRNA gelenkt, welche dann durch AGO1 degradiert wird.  
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1.4.2 Genom-Editierung mittels CRISPR/Cas9 

In der Natur dienen CRISPR/Cas9-Systeme als adaptives Immunsystem vieler Prokaryoten, 

um sich vor Fremd-DNA von Viren oder Bakteriophagen zu schützen (Jansen et al., 2002; 

Horvath & Barrangou, 2010). Dafür werden Teile der Fremd-DNA zwischen den CRISPR-

Sequenzen, als sogenannten Protospacer, in das Genom  integriert (Barrangou et al., 2007). 

Diese werden dann als CRISPR-RNA (crRNA), die durch den Protospacer einen zur Fremd-

DNA komplementären Bereich aufweist, transkribiert. Die crRNA hybridisiert mit einer 

zweiten RNA, der transactivating CRISPR RNA (tracrRNA) (Deltcheva et al., 2011). Der Hybrid 

aus crRNA und tracrRNA bildet die sogenannte guide-RNA (gRNA), welche mit dem Cas9-

Protein assoziiert (Jinek et al., 2012). Dadurch kann Fremd-DNA, welche die Protospacer-

Sequenz trägt, wiedererkannt und gezielt degradiert werden (Barrangou et al., 2007; 

Garneau et al., 2010). 

 Mit der Etablierung des CRISPR/Cas9-System als molekularbiologischem Werkzeug 

wurde es möglich, das Genom von Pflanzen mit hoher Effizienz gezielt zu verändern (Schiml 

& Puchta, 2016). Die Methode beruht darauf, dass durch die Auswahl spezifisch gewählter 

Protospacer-Sequenzen, die als Fusionskonstrukt mit der tracrRNA als sogenannte single-

guide RNA (sgRNA) transkribiert werden, die Cas9-Nuklease zu dem gewünschten Genlokus 

gelenkt wird, sodass dort gezielt ein Doppelstrangbruch in der DNA induziert wird. Wird 

dieser anschließend von der Pflanze mit dem fehleranfälligem non-homologous end joining 

(NHEJ) repariert, werden mit großer Wahrscheinlichkeit Punktmutationen eingefügt 

(Salomon & Puchta, 1998; Weterings & Chen, 2008). Durch einen Basenaustausch im 

kodierenden Bereich von Genen können Missense- oder Nonsense-Mutationen entstehen, 

kommt es zur Insertion oder Deletion einzelner Nukleotide, kann dadurch eine Verschiebung 

des Leserahmens verursacht werden, was dann den Knockout des jeweiligen Gens zur Folge 

haben kann. Ein großer Unterschied zur der Generierung von Knockout-Linien durch die 

Integration von T-DNAs besteht darin, dass bei der Verwendung des CRISPR/Cas9-Systems 

der Genlokus nicht durch die Integration T-DNA selbst mutagenisiert wird, sondern dies erst 

nachträglich, durch die darauf kodiert liegende Kombination von sgRNA und Cas9-Nuklease, 

geschieht. Daher muss sichergestellt werden, dass Mutationen tatsächlich in die Keimbahn 

eingetreten sind und an die folgende Generation vererbt werden. Dies ist am 

wahrscheinlichsten, wenn die Mutation bereits früh in der Entwicklung aufgetreten ist und 
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dabei bereits in Zellen des Apikalmeristems auftrat, bevor sich aus diesen die reproduktiven 

Blütenorgane entwickeln (Fauser, Schiml & Puchta, 2014). Aber auch Mutationen die zu 

einem späteren Zeitpunkt der Entwicklung auftreten, können in die nächste Generation 

vererbt werden, sofern diese in Zellen auftreten, die in die Keimbahn eintreten. Daher ist es 

möglich, in der T2 verschiedene Genotypen zu erhalten. Zum einen ist es möglich, dass 

Pflanzen der T2-Generation die Mutation nicht geerbt haben und nur das Wildtyp-Allel 

tragen. Auch ist es möglich, dass die Mutation weitergegeben wurde und die Nachkommen 

für diese homo- oder heterozygot sind. Darüber hinaus ist es ebenfalls möglich, dass man 

transheterozygote Nachkommen erhält. Das bedeutet, dass die beiden Allele des Gens 

verschiedene Mutationen, die unabhängig voneinander entstanden sind, tragen. Darüber 

hinaus können, solange sich die Cas9-Nuklease im Genom befindet und noch intakte 

Erkennungssequenzen vorhanden sind, stets auch neue Mutationen erzeugt werden. 

1.5 Zielsetzung 

Die Hemicellulose Xyloglucan ist eine der Hauptbestandteile der primären Zellwand von 

Gefäßpflanzen. XTHs sind Enzyme, die an der Modifizierung von Xyloglucan beteiligt sind. Sie 

werden durch eine große Genfamilie mit 33 Mitgliedern in Arabidopsis thaliana kodiert. In 

der vorliegenden Arbeit sollten die Genfunktionen von XTH15, XTH16, XTH17, XTH18 und 

XTH19 analysiert werden. Um Rückschlüsse auf die Funktion der Gene ziehen zu können, 

sollte die gewebespezifische Expression sowohl in silico, als auch mit Hilfe von Promotor:GUS 

Reporterlinien untersucht werden. Ein weiteres Ziel bestand in der Funktionsanalyse über 

revers-genetische Ansätze. Dabei sollte zum einen eine mögliche Beteiligung von XTH15, 

XTH16, XTH17, XTH18 oder XTH19 am Streckungswachstum von Zellen analysiert werden. 

Dazu sollte die Expression der Gene in Hypokotylen von im Licht oder im Dunkeln angezogen 

Keimlingen über Reporterlinien und Realtime PCR verglichen werden. Zum anderen sollte die 

Rolle der Gene bei der Etablierung der Wurzelmorphologie untersucht werden. Um dies zu 

ermöglichen, sollten T-DNA-Insertionslinien identifiziert werden. Da jedoch für XTH16 und 

XTH18 keine Knockout-Linien zur Verfügung standen, sollten Knockdown-/Knockout-Linien 

mit Hilfe von zunächst amiRNAs und dann CRISPR/Cas9 erzeugt werden. Aufgrund der nahen 

Verwandtschaft der Gene zueinander, sollten außerdem Mehrfachmutanten erzeugt 

werden.  
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2 Material & Methoden 

2.1 Material 

2.1.1 Chemikalien & Enzyme 

Alle für diese Arbeit verwendeten Chemikalien wurden, sofern nicht anders vermerkt, mit 

dem Reinheitsgrad zur Analyse (p. a.) von den Firmen Duchefa Biochemie (Haarlem, 

Niederlande), Merck (Darmstadt, Deutschland), QIAGEN (Hilden, Deutschland), Roth 

(Karlsruhe, Deutschland) und Sigma-Aldrich (München, Deutschland) bezogen. Die 

eingesetzten Enzyme wurden von Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA) erworben.  

2.1.2 Primer 

Die verwendeten PCR-Primer wurden von Eurofins Genomics (Ebersberg, Deutschland) 

synthetisiert und in entsalzter Qualität bezogen. Nach Herstellerangaben wurden 100 µM 

Stamm- bzw. 10 µM Arbeitslösungen hergestellt und bei -20°C gelagert. Eine Liste der 

verwendeten Primer kann im Anhang A1 eingesehen werden. 

2.1.3 Medien & Lösungen 

Für die Herstellung von Lösungen und Medien wurde stets Wasser der Qualität Aqua bidest 

aus einer Reinstwasser System Anlage (SG-Wasseraufbereitung und Regeneration GmbH, 

Hamburg, Deutschland) verwendet. Zur Sterilisation wurden die Lösungen und Medien 

entweder für 20 Minuten auf 125°C und 2·105 Pa erhitzt oder durch einen Sterilfilter mit 

einer von Porengrößen 0,2 µm oder 0,45 µm filtriert. Die Zusammensetzung der 

verwendeten Lösungen ist im entsprechenden Methodenteil beschrieben. 

2.1.3.1 Medien zur Anzucht von Bakterien 

LB-Medium 

(Luria-Bertani, 

autoklaviert) 

10 g/l Trypton 

5 g/l Hefeextrakt 

10 g/l NaCl 

 pH 7,0 
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YEP-Medium 

(yeast extract peptone, 

autoklaviert) 

10 g/l Pepton 

10 g/l Hefeextrakt 

5 g/l NaCl 

  pH 7,0 

 

In Festmedien waren zusätzlich 15 g/l Agar enthalten. Die Lagerung beider Medien erfolgte 

bei RT. Die Selektion transformierter Bakterien wurde durch den Zusatz von einen oder 

mehreren Antibiotika ins Anzuchtmedium erreicht. Eine Übersicht über die eingesetzten 

Antibiotika, sowie die jeweils verwendete Endkonzentration ist in Tabelle 2-1 aufgeführt. 

Tabelle 2-1: Auflistung der zur Selektion eingesetzten Antibiotika. 

Antibiotikum Endkonzentration 

          Ampicillin (amp100) 100 µg/ml            

          Gentamicin (gent30)   30 µg/ml  

          Kanamycin (kan50)   50 µg/ml  

          Rifampicin (rif50)   50 µg/ml  

          Spectinomycin (spec100) 100 µg/ml  

2.1.3.2 Medien zur Anzucht von Pflanzen 

1x MS-Medium 

(sterilfiltriert)  

4,3 g Murashige & Skoog Medium,  

Basal Salt Mixture (Duchefa) 

30 g Saccharose 

ad 1 l H2O 

 pH 5,5 - 5,8 

   

0,8% (w/v) Gelrite 

(autoklaviert)  

3,2 g Gelrite (Duchefa) 

ad 400 ml H2O 

 

Die Lagerung des 1x MS-Mediums erfolgte bei 4°C, das Gelrite wurde bei RT aufbewahrt. Zur 

Herstellung des Standardmediums (0,5x MS-Medium; 0,4% Gelrite; 1,5% Saccharose) 

wurden MS-Medium und Gelrite auf etwa 60°C erwärmt und zu gleichen Teilen miteinander 

gemischt. Anschließend wurden 50 ml des Standardmediums in eine 12 x 12 cm Petrischale 

(Greiner Bio-One, Kremsmünster, Österreich) gegeben. 
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2.1.4 Pflanzen 

Bei dem hier verwendeten Wildtyp (wt) handelt es sich um den Ökotyp Columbia-0. Die 

T-DNA-Insertionslinien wurden vom NASC (Nottingham Arabidopsis Stock Centre, 

Loughborough, UK) erworben. Die transgenen Pflanzen wurden zunächst auf genomischer 

Ebene auf die jeweilige Mutation untersucht, anschließend wurde mittels RT-PCR (2.2.16) 

die An- bzw. Abwesenheit des entsprechenden Transkripts nachgewiesen. 

 

Tabelle 2-2: In dieser Arbeit verwendete Arabidopsislinien. 

Name Herkunft Anmerkung 

SALK_099891 (xth15-2) Alonso et al., 2003 
Insertion im 1. Exon 

von At4g14130 

SAIL_693_B08 (xth16a) McElver et al., 2001 
Insertion im 5’UTR 

von At3g23730 

SAIL_1216_B09 (xth16b) Sessions et al., 2002 
Keine Insertion 

nachweisbar 

SAIL_595F06 (xth17-2) McElver et al., 2001 
Insertion im 1. Intron 

von At1g65310 

GK_369E06 (xth19-1) Kleinboelting et al., 2012 
Insertion im 1. Exon 

von At4g30290 

xth16-5 diese Arbeit (CRISPR/Cas9 für XTH16 in wt)  

xth15-2 xth16-9 diese Arbeit (CRISPR/Cas9 für XTH16 in xth15-2)  

xth18-22 diese Arbeit (CRISPR/Cas9 für XTH18 in wt)  

xth17-2 xth18-23 diese Arbeit (xth17-2 x xth18-23 xth19-1)  

xth18-23 xth19-1 diese Arbeit (CRISPR/Cas9 für XTH18 in xth19-1)  

xth17-2 xth18-23 xth19-1 diese Arbeit (xth17-2 x xth18-23 xth19-1)  

miR xth16-A diese Arbeit (miR xth16-A in wt)  

miR xth16-B diese Arbeit (miR xth16-B in wt)  

miR xth16-C diese Arbeit (miR xth16-C in wt)  

xth15-2 miR xth16-A diese Arbeit (miR xth16-A in xth15-2)  

xth15-2 miR xth16-B diese Arbeit (miR xth16-B in xth15-2)  

XTH15:GUS diese Arbeit (pXTH15:GUS in wt)  

XTH16:GUS diese Arbeit (pXTH16:GUS in wt)  

XTH17:GUS diese Arbeit (pXTH17:GUS in wt)  

XTH18:GUS diese Arbeit (pXTH18:GUS in wt)  

XTH19:GUS diese Arbeit (pXTH19:GUS in wt)  
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2.2 Methoden 

2.2.1 Anzucht von Arabidopsis thaliana & Nicotiana benthamiana 

Anzucht von Arabidopsis thaliana 

Die Anzucht von Arabidopsis erfolgte abhängig vom Verwendungszweck entweder auf einem 

Gemisch zu gleichen Teilen aus Einheitserde und Sand oder steril auf Standardmedium 

(2.1.3.2). Nach der Aussaat wurden die Samen zunächst für 2 bis 4 Tage bei 4°C im Dunkeln 

stratifiziert und anschließend in der Klimakammer unter Langtagbedingungen (16 h Licht/8 h 

Dunkel) bei einer Temperatur von 21°C und 60% Luftfeuchte kultiviert. 

Die sterile Anzucht erfolgte mit oberflächensterilisierten Samen. Dazu wurde diese 

zunächst für 20 min in 2% (v/v) Natriumhypochlorid und 1.400 rpm (Thermomixer comfort, 

Eppendorf) inkubiert und dann fünfmalig mit sterilem H2O gewaschen. Anschließend wurden 

die Samen einzeln mit der Pipette auf Standardmedium ausgelegt. Die Anzucht der 

Keimlinge auf Standardmedium erfolgte in einem Winkel von 60°. Sollten Keimlinge mit 

3-AT, AA, DPI oder H2O2 behandelt werden, wurden diese zunächst auf Standardmedium 

angezogen und nach 5 Tagen auf Medium mit entsprechendem Zusatz umgesetzt. 

 

Anzucht von Nicotiana benthamiana 

Nicotiana benthamiana Samen wurden auf einem Gemisch aus zwei Teilen 

Vermehrungserde und einem Teil Lava ausgesät. Die Anzucht erfolgte in der Klimakammer 

unter Langtagbedingungen (16 h Licht/8 h Dunkel) bei einer Temperatur von 27°C und 70% 

Luftfeuchte. 

2.2.2 Kreuzen von Arabidopsis thaliana 

Da es sich bei Arabidopsis um einen Selbstbestäuber handelt, wurde der weibliche 

Kreuzungspartner vor dem Kreuzen emaskuliert. Dazu wurden unter dem Binokular noch 

geschlossene Blüten (Stadium 12 und 13, Alvarez-Buylla et al., 2010) geöffnet und die 

Antheren entfernt. Anschließend wurden vom männlichem Kreuzungspartner bereits 

geöffneter Blüten (Stadium 14 und 15, Alvarez-Buylla et al., 2010) mit einer Federstahl-

pinzette am Blütenboden erfasst und die Antheren auf das Stigma des weiblichen 

Kreuzungspartners getupft. Der erfolgreiche Transfer des Pollens konnte unter dem 
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Binokular überprüft werden. Alle nicht handbestäubten Blüten wurden anschließend 

entfernt.  

2.2.3 Stabile Transformation von Arabidopsis thaliana 

Die stabile Transformation von Arabidopsis thaliana wurde in Anlehnung an die floral dip 

Methode (Clough & Bent, 1998) mittels Agrobakterien vom Stamm GV3101 durchgeführt. 

Die zur Transformation bestimmten Pflanzen wurden auf Erde unter Langtagbedingungen 

(16 h Licht/8 h Dunkel, 21°C, 60% Luftfeuchte) angezogen. Es wurden bevorzugt Pflanzen 

verwendet, die Triebe mit einer Länge von 2 bis 10 cm aufwiesen. Am Vortag der 

Transformation wurden die Pflanzen gut gewässert. Außerdem wurde, um die 

Transformationsrate zu erhöhen, vor der ersten Transformation alle Blüten im Stadium 13 

und älter (Alvarez-Buylla et al., 2010) entfernt.  

Am Vortag der Transformation wurden 2 ml YEP-Medium mit entsprechender 

Antibiotikazugabe mit einer Einzelkolonie transformierter GV3101-Zellen angeimpft und 

über Nacht bei 28°C und 250 rpm (Incubator shaker G25, New Brunswick Scientific) inkubiert. 

Am folgenden Tag wurden 100 µl der Vorkultur genutzt, um eine 4-ml-YEP-Kultur mit 

entsprechendem Antibiotikazusatz zu inokulieren. Diese wurde für 5 bis 6 h bei 28°C und 250 

rpm (Incubator shaker G25, New Brunswick Scientific) inkubiert. Anschließend wurden die 

Zellen pelletiert (5 min, 4°C, 2000 x g) und in 4 ml YEP-Medium ohne Antibiotikazusatz 

aufgenommen. Nach der Zugabe von 0,12 g Saccharose und 2 µl Silwett L-77 wurde die 

Bakteriensuspension tröpfchenweise auf den Blütenständen verteilt. Die Pflanzen wurden 

anschließend für 24 h im Dunkeln bei hoher Luftfeuchte gehalten, bevor sie wieder den 

Standardbedingungen (16 h Licht/8 h Dunkel, 21°C, 60% Luftfeuchte) ausgesetzt wurden. Im 

Abstand von 5 bis 7 Tagen wurde die Transformation noch einmal wiederholt. 

2.2.4 Transiente Transformation von Nicotiana benthamiana 

Für die transiente Transformation von Nicotiana benthamiana wurde eine Einzelkolonie 

transformierter GV3101-Zellen genutzt, um 5 ml YEP-Vorkultur mit entsprechendem 

Antibiotikazusatz (Tabelle 2-1) anzuimpfen. Die Vorkultur wurde über Nacht bei 28°C und 

250 rpm (Incubator shaker G25, New Brunswick Scientific) inkubiert. Am Folgendem Tag 

wurde zunächts die OD600 bestimmt, bevor die Bakterien durch Zentrifugation (5 min, 4°C, 
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2000 x g) pelletiert wurden. Anschließend wurden die Zellen in Infiltrationsmedium 

resuspendiert und auf eine OD600 von 1 eingestellt. Diese Infiltrationslösung wurde 

mindestens 1 h auf Eis inkubiert. Anschließend wurde die Infiltrationslösung in eine 5-ml-

Spritze (ohne Kanüle) aufgezogen und in die Blattunterseite von 4 bis 6 Wochen alte 

Tabakpflanzen inokuliert. Die Auswertung wurde nach 3 bis 4 Tagen durchgeführt. 

 

Infiltrationsmedium 10 mM MgCl2 

150 µM Acetosyringon 

2.2.5 Anzucht von Escherichia coli 

In dieser Arbeit wurden E. coli-Zellen der Stämme DH5α und DB3.1 verwendet. Die Anzucht 

erfolgte in LB-Medium bei 37°C. Zur Präparation von Plasmid-DNA wurden 4 ml flüssiges 

LB-Medium mit einer Einzelkolonie angeimpft und über Nacht bei 37°C und 250 rpm 

(Incubator shaker G25, New Brunswick Scientific) inkubiert. Die Lagerung der Bakterien 

erfolgte auf LB-Festmedium bei 4°C. Zur Selektion transformierter Zellen wurde dem 

Medium entsprechende Antibiotika (Tabelle 2-1) zugesetzt.  

2.2.6 Herstellung chemisch kompetenter Escherichia coli 

Für die Herstellung chemisch kompetenter E. coli-Zellen wurden diese zunächst auf LB-

Festmedium über Nacht bei 37°C kultiviert. Anschließend wurde eine Einzelkolonie 

verwendet, um 5 ml LB-Flüssigkultur zu inokulieren. Die Vorkultur wurde über Nacht bei 

37°C und 250 rpm (Incubator shaker G25, New Brunswick Scientific) inkubiert. Am folgenden 

Tag wurden 300 µl der Vorkultur genutzt, um 100 ml LB-Kultur anzuimpfen. Diese Kultur 

wurde dann bei 37°C und 250 rpm (Incubator shaker G25, New Brunswick Scientific) bis zu 

einer optischen Dichte (OD600) von 0,3 inkubiert. Alle folgenden Schritte wurden bei 4°C 

durchgeführt und die Bakterienzellen möglichst auf Eis gehalten. Zunächst wurden die Zellen 

durch Zentrifugation (5 min, 4°C, 1.000 x g) pelletiert und die Zellen in 80 ml 

Transformationspuffer 1 aufgenommen. Nach einer 5 minütigen Inkubation auf Eis wurden 

die Zellen wiederum pelletiert (5 min, 4°C, 1.000 x g) und anschließend in 4 ml 

Transformationspuffer 2 resuspendiert. Die Zellen wurden dann in 100-µl-Aliquots in 

flüssigen Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert. 
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Transformationspuffer  1 

(sterilfiltriert) 

30 mM Kaliumacetat 

50 mM MnCl2 

100 mM KCl 

10 mM CaCl2 

 15% (v/v) Glyzerin 

   

Transformationspuffer  2 

(autoklaviert) 

10 mM MOPS, pH 7,0 

75 mM CaCl2 

 10 mM KCl 

 15% (v/v) Glyzerin 

2.2.7 Transformation chemisch kompetenter Escherichia coli 

Für die Transformation chemisch kompetenter E. coli-Zellen wurden diese zunächst auf Eis 

aufgetaut, bevor der zu transformierende Ligationsansatz hinzugegeben wurde. Darauf 

folgte eine Inkubation von 30 min auf Eis. Danach wurde ein Hitzeschock für 35 s bei 42°C 

(Thermomixer comfort, Eppendorf) durchgeführt und die Zellen dann wieder für 2 bis 3 min 

auf Eis gehalten. Zur Regeneration der Zellen wurde 250 µl LB-Medium hinzugegeben und 

die Zellen für 1 h bei 37°C und 250 rpm (Incubator shaker G25, New Brunswick Scientific) 

inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen auf LB-Festmedium mit entsprechendem 

Antibiotikazusatz ausgestrichen und über Nacht bei 37°C inkubiert.  

2.2.8 Präparation von Plasmid-DNA aus Escherichia coli 

Zur Isolation von Plasmid-DNA aus E. coli-Zellen wurden zunächst 3 ml LB-Flüssigkultur mit 

entsprechendem Antibiotikazusatz mit einer Einzelkolonie inokuliert und über Nacht bei 

37°C und 250 rpm (Incubator shaker G25, New Brunswick Scientific) inkubiert. Von der 

Übernachtkultur wurden 2 ml in ein 2-ml-Reaktionsgefäß überführt und die Zellen pelletiert 

(5 min, RT, 18.320 x g). Der Überstand wurde verworfen und die Zellen in 100 µl 

Resuspensionslösung gelöst. Nach Zugabe von 200 µl Lysislösung wurde die Probe durch 

dreimaliges Invertieren gemischt und dann 5 min auf Eis inkubiert. Anschließend wurden 

150 µl der Neutralisierungslösung hinzugefügt, die Probe wiederum drei Mal invertiert und 

5 bis 10 min auf Eis inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation (10 min, RT, 18.320 x g) wurde 
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der Überstand in ein neues 1,5-ml-Reaktionsgefäß überführt. Die Nukleinsäuren wurden 

durch Zugabe von 0,6 Volumen Isopropanol gefällt und anschließend durch Zentrifugation 

(10 min, RT, 18.320 x g) pelletiert. Zum Waschen des Pellets wurden 500 µl 70% (v/v) 

Ethanol zugegeben und 10 min bei RT und 18.320 x g zentrifugiert. Daraufhin wurde das 

Pellet bei RT getrocknet und abschließend in 50 µl H2O resuspendiert. Die Lagerung der 

Plasmid-DNA erfolgte bei -20°C. 

 

Resuspensionslösung 50 mM Glucose 

25 mM Tris, pH 8,0 

10 mM EDTA 

300 µg/ml RNase A (Thermo Fisher Scientific) 

   

Lysislösung 400 mM NaOH 

 2% (w/v) SDS 

  

Neutralisierungslösung 3 M Natriumacetat, pH 4,8 

 

Wurde besonders reine Plasmid-DNA, beispielsweise zur Sequenzierung benötigt, wurde zur 

Aufreinigung der Plasmid-DNA aus Übernachtkulturen das GeneJET Plasmid Miniprep Kit 

(Thermo Fisher Scientific) nach Herstellerangaben verwendet. 

2.2.9 Anzucht von Agrobacterium tumefaciens 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Agrobakterien vom Stamm GV3101 verwendet. Die 

Anzucht der Bakterien erfolgte in YEP-Medium bei 28°C. Die Lagerung der Zellen erfolgte auf 

YEP-Festmedium bei 4°C. Zur Selektion transformierter Zellen wurde dem Medium 

entsprechende Antibiotika (Tabelle 2-1) zugesetzt. 

2.2.10 Herstellung chemisch kompetenter Agrobacterium tumefaciens 

Um chemisch kompetente A. tumefaciens-Zellen herzustellen, wurden die Bakterien 

zunächst auf YEP-Festmedium bei 28°C inkubiert, um anschließend 2 ml YEP-Vorkultur mit 

einer Einzelkolonie zu inokulieren. Die Inkubation der Vorkultur erfolge über Nacht bei 28°C 
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und 250 rpm. Die Vorkultur wurde verwendet, um eine 50-ml-YEP-Kultur (rif50/gent30) 

anzuimpfen, welche dann bei 28°C und 250 rpm (Incubator shaker G25, New Brunswick 

Scientific) bis zu einer optischen Dichte (OD600) von 0,5 inkubiert wurde. Die Zellen wurden 

durch Zentrifugation (5 min, 4°C, 2.000 x g) pelletiert und in 10 ml 0,15 M NaCl 

resuspendiert. Anschließend wurden die Zellen erneut pelletiert (5 min, 4°C, 1.000 x g) und 

in 1 ml 20 mM CaCl2 aufgenommen. Es wurde dann 15% (v/v) Glyzerin zugesetzt, die Zellen 

in 200-µl-Aliquots in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren Verwendung 

bei -80°C gelagert. 

2.2.11 Transformation chemisch kompetenter Agrobacterium tumefaciens 

Nachdem die chemisch kompetenten A. tumefaciens auf Eis aufgetaut wurden, wurde 1 µg 

Plasmid-DNA hinzugefügt und der Ansatz für 30 min auf Eis inkubiert. Darauf wurden die 

Zellen 1 min in flüssigem Stickstoff schockgefroren und anschließend für 2 bis 3 min bei 37°C 

(Thermomixer comfort, Eppendorf) aufgetaut. Zur Regeneration der Zellen wurde 1 ml YEP-

Medium zugegeben und die Zellen 2 bis 4 h bei 28°C und 250 rpm (Incubator shaker G25, 

New Brunswick Scientific) inkubiert. Anschließend wurden die Zellen pelletiert (2 min, RT, 

500 x g) und in 100 µl YEP-Medium resuspendiert. Im Anschluss wurden die Zellen auf YEP-

Festmedium mit entsprechendem Antibiotikazusatz ausgestrichen und für 2 bis 3 Tage bei 

28°C inkubiert.  

2.2.12 Allgemeine Klonierungstechniken 

Zur Klonierung vorgesehene DNA-Fragmente wurden entweder über PCR synthetisiert oder 

durch Restriktion aus Plasmid-DNA gewonnen. In beiden Fällen wurde zunächst die 

gewünschte Größe der Fragmente mit Hilfe der horizontalen Agarosegelelektrophorese 

(2.2.18) überprüft und die entsprechenden Fragmente mit dem GeneJET Gel Extraction Kit 

(Thermo Fisher Scientific) nach Herstellerangaben aus dem Gel eluiert. Sollten nur geringe 

Mengen von DNA eluiert werden, wurde das Volumen des Elutionspuffers entsprechend 

verringert. 

 Die Restriktion wurde mit konventionellen Restriktionsendonukleasen (Thermo Fisher 

Scientific) durchgeführt. Sollte eine Rezirkulation von restringierten Vektoren während der 

Ligation verhindert werden, wurden diese mit der FastAP Thermosensitive Alkaline 
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Phosphatase (Thermo Fisher Scientific) behandelt. Für die Ligation von DNA-Fragmenten 

wurde die T4 DNA Ligase (Thermo Fisher Scientific) eingesetzt. Die Enzyme wurden nach 

Herstellerangaben angewendet. 

2.2.13 GatewayTM- Rekombinationsreaktion 

Wenn möglich, wurde für Klonierungen die GatewayTM-Technologie (Thermo Fisher 

Scientific) genutzt. Abweichend zu den Herstellerangaben setzte sich der Ansatz der 

Rekombinationsreaktion dabei wie folgt zusammen: 

 

75 ng Zielvektor 

75 ng Eingangsvektor 

ad 4 µl H2O 

1 µl Gateway™ LR Clonase™ II Enzyme Mix  

(Thermo Fisher Scientific) 

  

2 h Inkubation bei RT 
 

0,5 µl Proteinase K Lösung  

(Thermo Fisher Scientific) 

  

10 min Inkubation bei 37°C 
 

Anschließend wurde der Ansatz direkt zur Transformation in E. coli (2.2.7) eingesetzt. 

 

War es nicht möglich das GatewayTM-System zu nutzen, wurden auf klassische 

Klonierungstechniken zurückgegriffen. Die Klonierungsstrategien sind detailliert im Abschnitt 

Klonierungen (2.3) dargestellt. Sämtliche Klonierungen wurden durch Sequenzierung auf die 

Korrektheit der gewünschten Sequenz überprüft.  

2.2.14 Isolierung von genomischer DNA 

Für die Extraktion genomischer DNA aus Arabidopsis wurden ein bis zwei junge 

Rosettenblätter mit 400 µl Extraktionspuffer in ein 1,5-ml-Reaktionsgefäß gegeben und mit 

einem Mikropistill sorgfältig zerkleinert. Durch Zentrifugation (5 min, RT, 18.320 x g) wurden 

die Gewebereste pelletiert und 300 µl des Überstands in ein neues 1,5-ml-Reaktionsgefäß 

überführt. Durch Zugabe von 300 µl Isopropanol und mehrmaliges Invertieren wurde die 
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DNA gefällt und anschließen durch Zentrifugation (10 min, RT, 18.320 x g) pelletiert. Das 

Pellet wurde mit 500 µl 70% Ethanol gewaschen (5 min, RT, 18320 x g). Nach dem Trocknen 

wurde das Pellets in 100 µl H2O gelöst. Die Lagerung der DNA erfolgte bei 4°C. 

 

DNA-Extraktionspuffer 200 mM Tris, pH 7,5 

250 mM NaCl 

25 mM EDTA, pH 8,0 

0,5% (w/v) SDS 

2.2.15 Isolierung von Gesamt-RNA 

Für die Isolierung von Gesamt-RNA wurden 500 µl TRI Reagent® (Sigma-Aldrich) in einem 

1,5-ml-Reaktionsgefäß vorgelegt und das entsprechende Pflanzenmaterial darin mit Hilfe 

eines Mikropistills homogenisiert. Bei der gleichzeitigen Bearbeitung mehrerer Proben 

wurden diese auf Eis gehalten, bis das Homogenisieren aller Proben abgeschlossen war. 

Anschließend folgte eine fünfminütige Inkubation bei RT. Anschließend wurden 100 µl 

Chloroform hinzugegeben, die Proben für 15 s kräftig geschüttelt, gefolgt von 2 bis 3 min 

Inkubation bei RT. Nach 15 min Zentrifugation (4°C, 12.500 x g) wurden bis zu 300 µl der 

oberen, wässrigen Phase in ein neues 1,5-ml-Reaktiongefäß überführt und die RNA nach 

Zugabe von 125 µl Isopropanol und 125 µl High Salt Solution für 10 min bei RT gefällt. Durch 

eine weitere Zentrifugation (10 min, 4°C, 12.500 x g) wurde die RNA pelletiert. Das Pellet 

wurde mit 500 µl 70% (v/v) Ethanol gewaschen (5 min, 4°C, 12.500 x g), anschließend für 5 

bis 10 min bei RT getrocknet und dann durch 10 min Inkubation bei 60°C und 1.400 rpm 

(Thermomixer comfort, Eppendorf) in 30 bis 50 µl H2O gelöst. Die Konzentration der RNA 

wurde mit Hilfe des NanoDrop™2000 (Thermo Fisher Scientific) bestimmt und die Qualität 

der RNA im Agarosegel (2.2.18) überprüft. Die Lagerung der RNA erfolgte bei -80°C. 

 

High Salt Solution 0,8 M Natriumcitrat 

1,2 M NaCl 

2.2.16 Reverse Transkription von RNA 

Um mögliche Kontaminationen mit genomischer DNA zu vermeiden, wurde die Gesamt-RNA 
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vor der Erststrangsynthese zunächst mit RNase-freier DNase I (Thermo Fisher Scientific) 

behandelt. Die Ansätze dafür setzten sich wie folgt zusammen: 

 

1 µg Gesamt-RNA 

1 U DNase I, RNase-frei 

2 µl 10x Reaktionspuffer (mit MgCl2) 

ad 20 µl H2O 

 

Dieser Ansatz wurde 60 min bei 37°C inkubiert. Die Hitzeinaktivierung erfolgte durch 15 min 

Inkubation bei 75°C. Die anschließende Erststrangsynthese von cDNA wurde in folgenden 

Ansatz durchgeführt. 

 

1 µg Gesamt-RNA (DNase I behandelt) 

0,2 mM dNTPMix 

0,2 µM Oligo-dT-Primer 

100 U RevertAid Reverse Transcriptase (Thermo Fisher Scientific) 

20 µl 5x Reaktionspuffer 

ad 100 µl H2O 

 

Die cDNA-Synthese wurde für 75 min bei 42°C durchgeführt. Anschließende wurde eine 

Inaktivierung des Enzyms durch 10 min Inkubation bei 70°C erreicht.  

2.2.17 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

Die gezielte Amplifikation von DNA-Fragmenten wurde mittels Polymerase-Kettenreaktion 

(PCR) erreicht. Wurde die PCR zum Nachweis bestimmter DNA-Sequenzen durchgeführt, 

wurde die DreamTaq™ DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific) verwendet, sollten die 

erzeugten DNA-Amplifikate zur Klonierung verwendet werden, wurde die Phusion™ High-

Fidelity DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific) eingesetzt. Die PCR-Reaktion wurden mit 

dem Applied Biosystems™ 2720 Thermal Cycler (Thermo Fisher Scientific) durchgeführt. Die 

standardmäßig verwendeten Ansätze werden im Folgenden beschrieben. Bei der 

Durchführung einer Kolonie-PCR, wurden Bakterien einer Einzelkolonie als Template zu dem 

Ansatz gegeben. 
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DreamTaq™ DNA Polymerase 

1 ng - 1 µg Template-DNA 

0,5 mM dNTP-Mix 

0,5 µM 5‘-Primer 

0,5 µM 3‘-Primer 

0,25 U DreamTaq™ Polymerase 

2 µl 10x DreamTaq™ Green Puffer 

ad 20 µl H2O 

 

Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase 

50 ng - 250 ng Template-DNA 

0,5 mM dNTP-Mix 

0,5 µM 5‘-Primer 

0,5 µM 3‘-Primer 

1 U Phusion™ High-Fidelity Polymerase 

10 µl 5X Phusion™ HF Puffer 

ad 50 µl H2O 

 

Das jeweilig verwendete PCR-Programm leitete sich von folgenden Schemata ab: 

DreamTaq™ DNA Polymerase 

Denaturierung 5 min 94°C 

Denaturierung 45 s 94°C 

Primer-Anlagerung 45 s 50 - 60°C 

Elongation 1 min/kb 72°C 

finale Elongation 7 min 72°C 

   

Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase 

Denaturierung 1 min 98°C 

Denaturierung 10 s 98°C 

Primer-Anlagerung 20 s 50 - 65°C 

Elongation 30 s/kb 72°C 

finale Elongation 7 min 72°C 

35x 

35x 
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Die Anlagerungstemperatur wurde abhängig von den verwendeten Primern gewählt. Eine 

Auflistung dieser, sowie deren Verwendungszweck können dem Anhang A1 entnommen 

werden. Standardmäßig wurden 35 Zyklen gewählt, sollte verhindert werden, dass die 

Plateau-Phase der exponentiellen Amplifikation erreicht wird, wurde die Zyklenzahl 

entsprechend verringert. 

2.2.18 Agarosegelelektrophorese 

Die größenabhängige Auftrennung von DNA- und RNA-Fragmenten wurde durch horizontale 

Agarosegelelektrophorese (Sambrook & Russell, 2001) erreicht. Standardmäßig wurden 

1%ige (w/v) Agarose-TAE-Gele verwendet. Zur Detektion der Nukleinsäuren unter UV-Licht 

wurde den Gelen 1 µg/ml Ethidiumbromid zugesetzt. Als Größenstandards wurden entweder 

der SmartLadder (Eurogentec) oder der O'GeneRuler Ultra Low Range DNA Ladder (Thermo 

Fisher Scientific) verwendet. Diese decken jeweils ein Größenspektrum von 200 bp bis 

10.000 bp bzw. 10 bp bis 300 bp ab. 

 

TAE-Puffer 40 mM Tris 

1 mM EDTA, pH 8,0 

0,11% (v/v) Eisessig 

2.2.19 Quantitative Realtime PCR (qRT-PCR) 

Für quantitative Expressionsanalysen mittels Realtime PCR (qRT-PCR) wurde das Rotor-Gene 

SYBR® Green PCR Kit (QIAGEN) verwendet. Die Reaktionsansätze wurden stets mit einem 

technischen Replikat wie folgt angesetzt. 

 

10 ng revers transkribierte RNA (2.2.16) 

7,5 µl Rotor-Gene SYBR® Green PCR Master Mix (Quiagen) 

0,5 µM 5‘-Primer 

0,5 µM 3‘-Primer 

ad 15 µl H2O 

 

Für die PCR-Reaktion wurde der Rotor-Gene® Q Realtime PCR cycler (QIAGEN) mit folgendem 

Programm genutzt. 
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Denaturierung 5 min 95°C 

Denaturierung 5 s 95°C 

Elongation 10 s 60°C 

 

Die für die Auswertung benötigten Werte E (Realtime PCR Effizienz) und Ct (threshold cycle) 

wurden der Rotor-Gene® Q-Software entnommen. Die Berechnung der relativen 

Expressionsratio R wurde in Anlehnung an die ΔΔCt-Methode unter Verwendung des 

geometrischen Mittels der beiden konstitutiv exprimierten Gene ACTIN 2 (ACT2, At3g18780) 

und GLYCERALDEHYDE-3-PHOSPHATE DEHYDROGENASE C SUBUNIT (GAPC, At3g04120) 

durchgeführt (Pfaffl, 2001; Vandesompele et al., 2002). Dazu wurde folgende Formel 

verwendet: 

 

              𝑅 =  𝐸𝑡𝑎𝑟𝑔𝑒𝑡
              ∆𝐶𝑡 √𝐸𝐺𝐴𝑃𝐶

           ∆𝐶𝑡 ∗  𝐸𝐴𝐶𝑇2
         ∆𝐶𝑡⁄  

 

(R: relative Expressionsratio, E: Realtime PCR Effizienz, Ct: threshold cycle)  

2.2.20 Sequenzierung 

Um sicher zu stellen, dass DNA-Fragmente die gewünschte Sequenz aufwiesen, wurden 

diese mittels Sequenzierung überprüft. Dazu wurden die Dienste der GATC Biotech AG 

(Konstanz, Deutschland) in Anspruch genommen. 

2.2.21 Herstellung von Gewebe-Dünnschnitten 

Um Dünnschnitte für die Mikroskopie zu erhalten, wurde das jeweilige Geweben zunächst in 

Technovit® 7100 (Kulzer) eingebettet (2.2.21.1). Das Schneiden der Präparate wurde am 

halb-motorischen Rotationsmikrotom RM2245 (Leica Biosystems) durchgeführt. 

2.2.21.1 Einbettung von Pflanzenmaterial in Technovit® 7100  

Zunächst wurde das einzubettende Gewebe 1 bis 2 h in 96% (v/v) Ethanol fixiert bevor es in 

einem 1:2-Gemisch aus 96% (v/v) Ethanol und Basislösung Technovit® 7100 (Kulzer) für 1 bis 

2 h präinfiltriert wurde. Für die folgende Infiltration wurde 1 g Härter I in 100 ml Basislösung 

Technovit® 7100 gelöst und das Gewebe mit dieser Vorbereitungslösung überschichtet. Um 

45x 
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das Infiltrationsergebnis zu verbessern wurden die Proben in der Vorbereitungslösung 

zunächst 20 min vakuuminfiltriert und dann mindestens 12 h bei RT inkubiert. Für die 

Polymerisation wurden 600 µl Vorbereitungslösung mit 40 µl Härter II gründlich gemischt. 

Von dieser Infiltrationslösung wurden 600 µl in einem 0,5-ml-Reaktionsgefäß vorgelegt, die 

präinfiltrierte Probe hineingegeben und in die gewünschte Orientierung gebracht.  

2.2.22 Histochemische GUS-Analyse 

Für die Detektion von transgener β-Glucoronidaseaktivität in stabil transformierten 

Arabidopsispflanzen wurde das zu untersuchende Gewebe mit X-Gluc-Lösung überschichtet 

und für 1 bis 24 h bei 37°C inkubiert. Durch die β-Glucoronidase wird das X-Gluc einem 

blauen Farbstoff (5,5'-Dibrom-4,4'-dichlor-indigo) umgesetzt. Zum Stoppen der Reaktion und 

gegebenenfalls Entfernung des Chlorophylls, wurde das Gewebe anschließend in 70% (v/v) 

Ethanol überführt. In der Regel wurde das Gewebe anschließend zur besseren 

Dokumentation mit Klärlösung überschichtet und anschließend die Blaufärbung des 

Gewebes am Binokular oder Mikroskop festgehalten. 

 

X-Gluc-Lösung 50 mM Natriumphosphat, pH 7,2 

0,2% (v/v) Triton X-100 

2 mM Kaliumhexacyanoferrat(II) 

2 mM Kaliumhexacyanoferrat(III) 

 2 mM 5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-β-D-Glucuronsäure 

(gelöst in DMF) 

   

Klärlösung 67% (w/v) Chloralhydrat 

11% (v/v) Glyzerin 
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2.2.23 Mikroskopie und Bildaufnahmen 

Tabelle 2- 3: Im Rahmen dieser Arbeit verwendete Mikroskope und Binokulare. 

Gerät Kamera Software Hersteller 

Lichtmikroskop 

BX41 
U-CMAD3 CellA Version 2.6 

Olympus, Hamburg, 

Deutschland 

 Infinity 3S 
INFINITY ANALYZE 

Version 6.5.4 

Lumenera Corporation, 

Ottawa, ON Kanada 

Binokular SZ61 SC100 
analySIS getIT 

 Version 5.1 

Olympus, Hamburg, 

Deutschland 

Binokular Nikon 

SMZ18 

DIGITAL SIGHT-

Ri1 

NIS-Elements 

Imaging Software , 

Version 4.40 

Laboratory Imaging s.r.o., 

Prag, Tschechische Republik 

CLSM Leica SP5  Leica LAS AF 
Leica Microsystems, 

Wetzlar, Deutschland 

 

2.2.24 Computergestützte Analysen 

Tabelle 2-4: Verwendete Programme und frei  zugängliche Internet-Ressourcen. 

Name Verwendung Quelle 

Clustal Omega Erstellung von Sequenzalignments McWilliam et al., 2013 

DESKGENTM Design der CRISPR/Cas9-Experimente deskgen.com 

eFP-Browser 
Datenbank für Arabidopsis-

Expressionsanalysen 
Winter et al., 2007 

ExPASy Translate 
tool 

Translation von DNA- in 

Aminosäuresequenzen 
Gasteiger et al., 2003 

Fiji Bildauswertungen Schindelin et al., 2012 

GeneDoc 
Manuelle Erstellung und Bearbeitung 

von Sequenzalignments 
Nicholas & Nicholas, 1997 

Genevestigator 
Datenbank für Arabidopsis-

Expressionsanalysen 
Hruz et al., 2008 

Minitab®16 Statistische Analyse von Daten ADDITIVE GmbH 

NCBI Blast Sequenzsuche und -vergleiche Boratyn et al., 2013 

NCBI Primer Blast Primerdesign Ye et al., 2012 

NEBcutter V2.0 

Untersuchung von DNA-Sequenzen 

bezüglich Erkennungssequenzen für 

Restriktionsenzyme 

Vincze et al., 2003 

Reverse Complement 
Übersetzung von DNA-Sequenzen in 

den (revers-) komplementären Strang 
Stothard, 2000 
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Fortsetzung Tabelle 2-4. 

Name Verwendung Quelle 

R Statistische Analyse von Daten  R Core Team, 2018 

R  package: 

agricolae V1.2-8 
Statistische Analyse von Daten Mendiburu, 2017 

RStudio grafische Benutzeroberfläche für R RStudio Team, 2016 

SnapGene Viewer  

Auswertungen von Chromatogrammen, 

Überprüfung von Plasmid-DNA-

Sequenzen 

SnapGene® software,      

GSL Biotech, 

snapgene.com 

TAIR Kuratierte Arabidopsis Datenbank Berardini et al., 2015 

T-DNA Express: 

Arabidopsis Gene 

Mapping Tool 

Arabidopsis-Datenbank und 

Genkartierung 
Alonso et al., 2003 

TreeView 
Darstellung von phylogenetischen 

Bäumen 
Page, 1996 

WMD3 Design der amiRNA-Experimente 

S. Ossowski, J. Fitz, 

R. Schwab, M. Riester          

& D. Weigel  

 

2.3 Klonierungen 

Wenn möglich, wurden die Kolonierungen mit Hilfe der GatewayTM-Technologie (Thermo 

Fisher Scientific) durchgeführt. Mit Ausnahme der Klonierungen der CRISPR/Cas9-Vektoren 

wurden die von Thermo Fisher Scientific vertriebenen Eingangsvektoren pENTR1ATM, 

pENTR3CTM oder pENTR™/D-TOPO® genutzt (Abbildung 2-1). Als Zielvektoren wurden die 

binären Vektoren pB7WG2 oder pBGWFS7 verwendet (Karimi, Inze & Depicker, 2002). Der 

Vektor pB7WG2 enthält eine Expressionskassette, die für den 35S Promotor des 

Blumenkohlmosaikvirus kodiert, der Vektor pBGWFS7 enthält die kodierende Sequenz für 

das β-Glucuronidase-Gen aus E. coli.  

 Das Plasmid pRS300 miR319a pBSK, welches als Template für die Erzeugung der 

artificial microRNAs genutzt wurde, wurde freundlicherweise von Detlef Weigel (Max-

Planck-Institut für Entwicklungsbiologie, Tübingen, Deutschland) zur Verfügung gestellt. 

Sämtliche Vektoren, die für die Erstellung der CRISPR/Cas9-Konstrukte verwendet wurden, 

wurden freundlicherweise von Holger Puchta (Karlsruher Institut für Technologie, Karlsruhe, 

Deutschland) zur Verfügung gestellt. War die Nutzung der GatewayTM-Systems nicht möglich, 
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wurde auf herkömmliche Klonierungstechniken (Sambrook & Russell, 2001) zurückgegriffen. 

Sollten PCR-Produkte zur in vivo-Amplifikation subkloniert werden, wurde das CloneJET PCR 

Cloning Kit (Thermo Fisher Scientific) verwendet.  

 Eine Übersicht der im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Primer kann im Anhang A1, 

eine Liste der hergestellten Vektoren im Anhang A2 eingesehen werden. Die in vivo 

Amplifikation von Plasmiden erfolgte mittels E. coli-Zellen vom Stamm DH5α oder DB3.1 

(2.2.7). 

2.3.1 Klonierung von Promotor:GUS Konstrukten 

Für Expressionsanalysen wurden zunächst mit Hilfe der Datenbank TAIR (The Arabidopsis 

Information Ressource, Berardini et al., 2015) etwa 1.000 bis 1.500 bp  große Promotor-

sequenzen stromaufwärts des Startcodons identifiziert und via PCR amplifiziert. Die PCR-

Produkte wurden dann direktional in einen pENTR™/D-TOPO® eingebracht. Alternativ wurde 

das PCR-Produkt restringiert und gerichtet in den linearisierten Eingangsvektor pENTR1ATM 

oder pENTR3CTM ligiert. Anschließend wurde eine Rekombinationsreaktion (2.2.13) zwischen 

dem entsprechenden Eingangsvektor und dem Zielvektor pBGWFS7 durchgeführt.  

2.3.2 Klonierung von 35S:XTH:GFP Konstrukten 

Zur Untersuchung der subzellulären Lokalisation wurden GFP-Reportergenkonstrukte 

hergestellt. Dazu wurde zunächst die für das green fluorescent protein kodierende Sequenz 

mNeonGreen über PCR von dem Plasmid pICSL50015 (Addgene, MA, USA) amplifiziert 

(Shaner et al., 2013). Das Fragment wurde restringiert und in den auf gleiche Weise 

linearisierten pENTR1ATM ligiert. Das dadurch erhaltene Plasmid wurde pEN:GFP genannt. 

pENTRTM/D-TOPO
2,6 kb

attL1 attL2

kanR

TOPO

TOPO

A B

pENTRTM

3,8 kb

attL1 attL2

ccdBcamR

kanR

MSC MSC

Abbildung 2-1: Schematische darstellung der Eingangsvektoren für das GatewayTM-System. 
(A) pENTR1ATM bzw. pENTR3CTM (B) pENTR™/D TOPO®. attL1/2: GatewayTM Rekombinationssequenz, 
camR: Chloramphenicol-Resistenz, ccdB: zytotoxisches CcdB-Gen aus E. coli, kanR: Kanamycin-
Resistenz, MSC: Multiple Cloning Site. Die Darstellung ist nicht maßstabsgetreu.  
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Anschließend wurden die ORFs der zu klonierenden Gene ohne Stoppcodon über PCR 

amplifiziert, als Template wurde cDNA verwendet. Die PCR-Produkte wurden wiederum 

restringiert und mit dem zuvor linaerisierten pEN:GFP ligiert. Mittels einer 

Rekombinationsreaktion (2.2.13) wurde das entstandene Fusionsprodukt in den Zielvektor 

pB7WG2  eingebracht und auf diesem Wege die Expression des Fusionsproteins unter die 

Kontrolle des ubiquitären 35S-Promotor gestellt (Karimi, Inze & Depicker, 2002). Die dabei 

entstandenen Vektoren wurden 35S:XTH:GFP genannt. 

2.3.3 Klonierung von artificial microRNA Konstrukten 

Für die Erzeugung von Knockdown-Linien wurden artificial microRNA (amiRNA) Konstrukte 

hergestellt und diese stabil in Arabidopsis transformiert. Für das Design der amiRNAs wurde 

der WMD3 – Web MicroRNA Designer verwendet (Schwab et al., 2006; Ossowski, Schwab & 

Weigel, 2008). Anschließend wurde mittels Overlap-Extension-PCR die amiRNA synthetisiert 

(Abbildung 2-3). Durch drei PCR-Reaktionen (Primer A + IV, II + III und B + I) wurden 

Teilfragmente der amiRNA hergestellt. Als Template für diese drei PCRs diente das Plasmid 

pRS300 miR319a pBSK (zur Verfügung gestellt von Detlef Weigel, Max-Planck-Institut für 

Entwicklungsbiologie, Tübingen, Deutschland), auf welchen die Vorläufer-miRNA kodiert 

liegt. Durch die Primer I, II, III und IV wurde die Sequenz der Vorläufer-miRNA gegen die 

gewünschte, künstliche Sequenz ausgetauscht. Für die finale PCR-Reaktion wurden die 

Primer A und B eingesetzt, während die Amplifikate der vorhergehenden PCRs als Template 

dienten (Abbildung 2-3). Das PCR-Produkt wurde dann mit SalI und NotI 

pEN:GFP
3,0 kb

attL1 attL2

GFP

kanR

XbaINotI
SalI

attL1

attL2

GFP

kanR

NotI

SalI

pEN:XTH:GFP
3,9 kb

XTH
ORF

GFP

specR

35S:XTH:GFP
10,9 kb

p35S

blpR

LB

RB

XTH
ORF

attB1

attB2

A B C

Abbildung 2-2: Schematische Illustatrion der Vektoren der 35S:XTH:GFP-Klonierung. 
(A) Modifizierter Eingangsvektor pENTR1ATM für die Erstellung C-terminaler GFP-Fusionstkonstrukte. 
(B) Eingangsvektor mit Fusionsprodukt aus ORF- und GFP-Sequenz. (C) Binärer Expressionsvektor mit 
35S-Promotor-Expressionskassette. attL1/2, attB1/2: GatewayTM Rekombinationssequenz, blpR: 
Phosphinothricin-Resistenz, kanR: Kanamycin-Resistenz, specR: Spectinomycin-Resistenz. Die 
Darstellung ist nicht maßstabsgetreu. 
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restringiert und in den auf gleiche Weise linearisierten pENTR1ATM ligiert. Anschließend 

wurde mittels Rekombinationsreaktion  (2.2.13) die amiRNAs in den binären Vektor pB7WG2 

überführt (Karimi, Inze & Depicker, 2002), sodass die Expression der amiRNAs unter die 

Kontrolle des 35S-Promotors gestellt wurde. Die binären Vektoren wurden 35S:XTH16amiR-

A, -B und –C genannt.  

2.3.4 Klonierung von CRISPR/Cas9 Konstrukten 

Das CRISPR/Cas9 System wurde genutzt, um knockout Linien für die Gene XTH16 und XTH18 

zu erzeugen. Die dafür verwendeten Eingangs- und Zielvektoren wurden freundlicherweise 

von Prof. Dr. Holger Puchta (Karlsruher Institut für Technologie, Karlsruhe, Deutschland) zur 

Verfügung gestellt (Fauser et al., 2014, Schiml et al., 2014, Steinert et al., 2015). Für das 

Entwerfen der Protospacer wurde die von DESKGENTM (deskgen.com) kostenlos nutzbare 

Software verwendet. Für beide Gensequenzen, wurden jeweils zwei Protospacer entworfen, 

die etwa 400 bzw. 200 bp (XTH16 bzw. XTH18) voneinander entfernt an die genomische DNA 

binden. Auf diesem Wege sollte gleichzeitig an zwei Stellen der DNA ein Doppelstrangbruch 

induziert werden und so eine Deletion der dazwischen liegenden Sequenz herbeigeführt 

werden. Bei der späteren Analyse der Tochtergenerationen der transformierten Pflanzen 

war es so möglich auf die gewünschte Mutation via PCR zu selektieren. 

Je Protospacer wurden zwei Oligonukleotide von Eurofins Genomics (Ebersberg, 

Deutschland) in entsalzter Qualität geordert. Ein Oligonukleotid enthielt die Protospacer-

Sequenz und einen 5‘-ATTG-Überhang, das andere die revers-komplementäre Protospacer-

Sequenz und einen 5‘-AAAC-Überhang. Es wurden je 2 µM der beiden Oligonukleotide in 

I

III
II

IV
A

A
B

B

Overlap-Extension-PCR

II
BA

III

IIV

amiRNA*

amiRNA

Abbildung 2-3: Konstruktion der artificial microRNAs. 
Mittels Overlap-Extension-PCR werden mit den Oligonukleotiden I - IV die miRNA und miRNA* 
Sequenzen (grün) zu den gewünschtem amiRNA und amiRNA* (blau) umgeschrieben. Abbildung 
verändert nach (Schwab et al., 2006), Darstellung nicht maßstabsgetreu. 
 
 



MA T ER I AL  &  ME T H OD E N  
 

   34  

einem 50-µl-Ansatz zusammen gegeben. Durch 5 min Inkubation bei 95°C (Thermomixer 

comfort, Eppendorf) und anschließender langsamer Abkühlung bei RT wurde ein 

Aneinanderlagern der Oligonukleotide erreicht. Durch die 5‘-Überhänge war es möglich, die 

aneinandergelagerten Oligonukleotide, gerichtet in die mit BbsI linearisierten 

Eingangsvektoren pEn-Chimera oder pEn-C1.1, zu ligieren. Diese Eingangsvektoren sind 

beide so entworfen, dass auf diese Weise eine Expressionskassette entsteht, die sich aus 

dem konstitutiven U6-26-Promotor aus Arabidopsis und einem Fusionskonstrukt aus der 

gewünschten Protospacer-Sequenz mit der single-guide RNA-Sequenz zusammensetzt. Die 

Verwendung der beiden Eingangsvektoren ermöglicht es, zwei dieser Expressionskassetten 

gleichzeitig auf einer Transfer-DNA des binären Zielvektors pDeCAS9 in das Arabidopsis-

pDeCAS9:PS1:PS2
15.167 bp

specR

PcUbi4-2
Promotor

PS1

Cas9

LB

PS2

RB

blpR

Gateway™ MluI

Am
ampR

attL1

attL2

AtU6-26
Promotor

sgRNA

PS2

MluI

pEnCh1.1:PS2
3.761 bp

MluI

Am
ampR

attL1

attL2

AtU6-26
Promotor

sgRNA

PS1

pEnChimera:PS2
3.740 bp

A

B

Abbildung 2-4: Schematische Darstellung der Klonierung der CRISPR/Cas9-Zielvektoren. 
(A) Die Eingangsvektoren pEnChimera und pEnC1.1 wurden mit BbsI linearisiert und die 
Protospacer-Oligonukleotide eingebracht. (B) Anschließend wurden die Expressionskassetten 
mittels Rekombinationsreaktion und MluI-Klonierung in den Zielvektor pDeCas9 transferiert. 
ampR: Ampicilin-Resistenz, attL1/2: GatewayTM Rekombinationssequenz, blpR: Phosphinothricin-
Resistenz, LB/RB: left/right border, specR: Spectinomycin-Resistenz. Die Darstellung ist nicht 
maßstabsgetreu.  
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genom zu integrieren. Dazu wurde zunächst die erste Expressionskassette aus dem pEn-

Chimera mittels Rekombinationsreaktion (2.2.13) in den pDeCAS9 eingebracht. Anschließend 

wurde die zweite Expressionskassette mit MluI aus dem pEn-C1.1 herausgeschnitten und in 

den ebenfalls mit MluI linearisierten Zielvektor, welcher bereits die erste 

Expressionskassette trug, ligiert. Da die Ligation der zweiten Expressionskassette ungerichtet 

erfolgte, wurde anschließend mittels Sequenzierung die Orientierung überprüft.  
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3 Ergebnisse 

3.1 Erzeugung und Identifizierung von XTH Knockout- Linien in Arabidopsis 

Um Hinweise auf die Funktionen von XTH15, XTH16, XTH17, XTH18 und XTH19 zu erhalten 

wurden T-DNA-Insertionslinien für XTH15, XTH17 und XTH19 identifiziert (3.1.1). Da für 

XTH16 oder XTH18 keine Knockout-Linien zur Verfügung standen, wurde ein Knockdown von 

XTH16 über amiRNAs induziert (3.1.2). Außerdem wurde das CRISPR/Cas9-System genutzt 

um Knockout-Linien für XTH16 und XTH18 zu erzeugen (3.1.3).   

3.1.1 Identifizierung von T-DNA-Insertionslinien  

 für XTH15, XTH16, XTH17 und XTH19 

Zunächst wurden mit Hilfe des T-DNA Express: Arabidopsis Gene Mapping Tool (Alonso et al., 

2003) T-DNA-Insertionslinien identifiziert, bei denen es sich um potentielle Knockout-Linien 

der Gene XTH15 (xth15-2, SALK_099891, Alonso et al., 2003), XTH16 (xth16a, SAIL_693_B08, 

xth15-2
SALK099891

At4g14130

xth19-1
GABI369E06

At4g30290
200 bp

xth16a
SAIL693B08 

At3g23730

xth17-2
SAIL595F06

At1g65310

Signalpeptid katalytische Domäne T-DNA

Abbildung 3-1: Schematische Darstellung der Genstrukturen von XTH15, XTH16, XTH17 und XTH19. 
Exons sind als Kästchen, Introns als Linien dargestellt. Die Positionen der zur Genotypisierung 
verwendeten genspezifischen Primer sind als halbe Pfeile eingezeichnet. 
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McElver et al., 2001 und xth16b, SAIL_1216_B09, Sessions et al., 2002), XTH17  (xth17-2, 

SAIL_595F06, McElver et al., 2001) und XTH19 (xth19-1, GK_369E06, Kleinboelting et al., 

2012) handelte (Abbildung 3-1). Für XTH18 konnte keine T-DNA-Insertionslinie gefunden 

werden. Da weiterführende Analysen ausschließlich mit homozygoten Pflanzen durchgeführt 

werden sollten, wurden die vom Nottingham Arabidopsis Stock Centre (NASC) erworbenen 

Samen auf Erde ausgelegt und später die Pflanzen über PCR genotypisch charakterisiert. 

Dabei konnten für die Linien xth15-2, xth16a, xth17-2 und xth19-1 homozygote Individuen 

identifiziert werden. Allerdings deutete sich bei der Auswertung der Genotypisierung der 

xth16a-Pflanzen an, dass sich der Integrationsort der T-DNA möglicherweise nicht im 

kodierenden Bereich der Sequenz befinden könnte. Durch die Größe der PCR-Fragmente 

zum Nachweis der T-DNA lag die Vermutung nahe, dass sich der Integrationsort im 5’UTR 

des Gens befinden könnte. Bei den Untersuchungen der xth16b-Pflanzen war es nicht 

möglich, in oder in der Nähe des XTH16-Genlokus eine T-DNA-Insertion nachzuweisen. Bei 

allen untersuchten Pflanzen dieser Linie konnte lediglich das Wildtyp-Allel von XTH16 

nachgewiesen werden. Aus diesem Grund wurde von einer weiteren Verwendung dieser 

Linie abgesehen.  

 Die Linien xth15-2, xth16a, xth17-2 und xth19-1 wurden anschließend weitergehend 

analysiert. Zunächst wurde überprüft, ob durch die Insertion der T-DNA ein vollständiger 

Knockout des jeweiligen Gens induziert wurde. Zu diesem Zweck wurde aus 5 Tage alten 

ACTIN2

XTH16

ACTIN2

XTH15

ACTIN2

XTH17

ACTIN2

XTH19

Abbildung 3-2: RT-PCR zum Nachweis des Knockouts von XTH15, XTH16, XTH17 und XTH19. 
Der Verlust der Transkripte in den entsprechenden T-DNA-Insertionslinien wurde mittels 
genspezifischer RT-PCR überprüft. Als Referenzgen wurde das Haushaltsgen ACTIN 2 verwendet. 
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Keimlingen Gesamt-RNA isoliert und über RT-PCR auf den Verlust der jeweiligen Transkripte 

untersucht (Abbildung 3-2). In den Linien xth15-2, xth17-2 und xth19-1 konnte der Verlust 

der jeweiligen Transkripte nachgewiesen werden. Die Untersuchung der Linie xth16a zeigte, 

dass sich die T-DNA-Insertion nicht auf die Expression von XTH16 auswirkte. Da dadurch 

eindeutig gezeigt wurde, dass es sich bei xth16a nicht um eine Knockout-Linie handelt, 

wurde auch diese von weiteren Analysen ausgeschlossen. Da jedoch einer der 

Interessenschwerpunkte dieser Arbeit in der Untersuchung der Funktion von XTH16 lag, 

sollte im weiteren Verlauf versucht werden, einen Knockdown von XTH16 durch den Einsatz 

von artificial microRNA (amiRNA) herbeizuführen. Als im Verlauf dieser Arbeit das 

CRISPR/Cas9-System verfügbar wurde, wurde diese Technologie genutzt, um XTH16-

Knockout-Linien zu erzeugen. Beide methodischen Ansätze sind in den folgenden Kapiteln 

beschrieben. 

3.1.2 Erzeugung und Auswahl der amiRNA-Linien zum XTH16-Knockdown 

Nachdem gezeigt wurde, dass es sich bei den Linien xth16a und xth16b nicht um Knockout-

Linien handelte, wurde zunächst versucht, ein Knockdown von XTH16 über artificial 

microRNA (amiRNA) herbeizuführen. Für die Konzeption der hier verwendeten amiRNA-

Konstrukte zum Knockdown von XTH16 wurde der WMD3 – Web MicroRNA Designer 

(Schwab et al., 2006; Ossowski, Schwab & Weigel, 2008) verwendet. Anhand der vom WMD3 

verwendeten Kriterien, wie zum Beispiel die Position der Fehlpaarungen mit der Ziel-mRNA 

oder der benötigten Hybridisierungsenergie mit der Ziel-mRNA im Vergleich zu  der 

benötigten Hybridisierungsenergie zu eventuellen ungewünschten Nebenzielen (Schwab 

et al., 2006), wird eine Rangfolge von möglichen amiRNA-Sequenzen vorgeschlagen. Um die 

Wahrscheinlichkeit auf einen effektiven Knockdown zu erhöhen, wurden drei der 

vorgeschlagenen Sequenzen ausgewählt, die auf verschiedenen Positionen der mRNA 

innerhalb der kodierenden Sequenz binden. Diese wurden amiR-A, -B und -C genannt. 

amiR-A bindet 13 bis 33 Nukleotide hinter dem Start-ATG, amiR-B 263 bis 283 Nukleotide 

hinter dem Start-Codon und amiR-C 21-1 Nukleotide vor dem Stopp-Codon (Abbildung 3-

3 C). Die anschließende Synthese der amiRNA-Sequenzen wurde mittels Overlap-Extension-

PCR in Anlehnung an das Cloning of artificial microRNAs-Protokoll, welches ebenfalls auf der 

Internetseite des WMD3 (Schwab et al., 2006; Ossowski et al., 2008) zur 
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Verfügung gestellt wurde, durchgeführt. Letztendlich wurden die drei amiR-Fragmente in 

den binären Vektor pB7WG2 überführt (Karimi, Inze & Depicker, 2002). Dadurch wurde die 

Expression der amiRNAs in planta unter die Kontrolle des konstitutiven 35S-Promotors 

gestellt. Die Herstellung der Vektoren ist detailliert im Kapitel 2.3.3 beschrieben. Die drei 

Konstrukte wurden dann mit Hilfe von Agrobakterien stabil in den Wildtyp sowie in den 

xth15-2 Hintergrund transformiert, um auf diesem Wege Doppelmutanten zu erzeugen. Die 

Transformanden wurden amiR xth16-A, -B, -C und xth15-2 amiR xth16-A, -B, -C genannt.  

 Um geeignete unabhängige amiR-Linien zu finden, wurde aus Rosettenblättern der 

Primärtransformanden Gesamt-RNA isoliert und revers transkribiert, um die Expression von 

XTH16 über PCR nachzuweisen. Als Referenzgen wurde das konstitutiv exprimierte 

Haushaltsgen ACTIN 2 (At3g18780) verwendet. Resultate der RT-PCR sind in Abbildung 3-3 A 

und B gezeigt. Bei der Analyse der unabhängigen Linien der amiR xth16-C Pflanzen zeigte 

sich, dass sich die Transkriptmenge von XTH16 nicht von der des Wildtyps unterschied. Bei 

den Pflanzen der Linie amiR xth16-A konnte lediglich eine potentielle Knockdown-Linie (amiR 

xth16-A-3) gefunden werden. Die stärksten Veränderungen der Transkriptmenge konnten 

bei den Transformanden mit dem Konstrukt amiR-B beobachtet werden. Unter den 

unabhängigen amiR xth16-B Linien wurden mehrere unabhängige Linien (amiR xth16-B-1, -4, 

-5 und -7) mit einem potentiell reduzierten Transskriptspiegel identifiziert (Abbildung 3-3 A). 

ACTIN2

XTH16

1 2 3 4 5 6 7 wt H2O

amiR xth16-A

2 3 4 5 6 7 wt H2O

amiR xth16-C

ACTIN2

XTH16

ACTIN2

XTH16

1 2 3 4 5 6 7 wt H2O

amiR xth16-B

A

C amiR-A amiR-CamiR-B

Exon1 Exon3XTH16 Exon2

B

8

8

8

1 2 3 4 5 6 wt H2O

xth15-2 amiR xth16-A

1 2 3 4 5 6 wt H2O

xth15-2 amiR xth16-B

ACTIN2

XTH16

ACTIN2

XTH16

Abbildung 3-3: RT-PCR zum Nachweis der Expression von XTH16. 
Die Expression von XTH16 in den transgenen amiRNA-Linien mir xth16-A, -B und -C (A) im Wildtyp-
Hintergrund und (B) im xth15-2-Hintergrund im Vergleich zum Wildtyp. Als Referenz wurde das 
Haushaltsgen ACTIN 2 (At3g18780) verwendet. (C) Schematische Darstellung der XTH16-mRNA. Die 
amiR-A, -B und -C sind gelb eingezeichnet. 5‘UTR und 3’UTR sind in grau, die Signalpeptidsequenz ist 
in blau und die katalytische Domäne in grün dargestellt.  
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Bei der Untersuchung der Expression von XTH16 in den unabhängigen xth15-2 amiR xth16-A- 

und -B-Linien wurden in der T1-Generation ebenfalls mehrere Pflanzen identifiziert (xth15-2 

amiR xth16-A2, -A5, -B2, -B4, -B5, -B6, -B14, -B16 und -B18), bei denen eine verminderte 

Menge von XTH16 Transkripten vorlag (Abbildung 3-3 B). Wie auch bei den amiR-C-Pflanzen 

mit wt-Hintergrund, zeigten auch die amiR-C-Pflanzen im xth15-2-Hintergrund keine 

veränderte Expression von XTH16. 

 Um die Veränderung der XTH16-Expression in den neun unabhängigen 

vermeintlichen Doppelmutanten-Linien zu quantifizieren wurde eine Realtime-PCR (qRT-

PCR) durchgeführt. Als Referenzgene für die qRT-PCR wurden ACTIN 2 und GAPC 

(At3g04120) gewählt. Die relative Expression von XTH16 wurde nach der ΔΔCt-Methode 

(Pfaffl, 2001; Vandesompele et al., 2002) bestimmt. In Abbildung 3-4 ist die relative 

Expression von XTH16 sowohl in der xth15-2-Einfachmutante, als auch in den neun 

unabhängigen xth15-2 amiR xth16-Doppelmutanten im Vergleich zum Wildtyp gezeigt. In 

den Doppelmutanten konnte in allen untersuchten Linien eine reduzierte Menge an XTH16-

mRNA nachgewiesen werden. Die kleinste Veränderung wurde dabei bei der Linie 

xth15-2 amiR xth16-A5 detektiert, die eine 1,89-fache (± 0,19) Verminderung der XTH16-

Transkriptmenge zeigte. Die mit 4,62-fache (± 0,37) stärkste Verringerung wurde in der Linie 

xth15-2 amiR xth16-B4 nachgewiesen. Außerdem zeigen die Ergebnisse, dass die 

beobachtete Abnahme des XTH16-Transkriptlevels eindeutig auf die Anwesenheit der 
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Abbildung 3-4: Ergebnisse der quantitative Realtime-PCR zur Bestimmung der XTH16-Expression. 
Die Expression von XTH16 wurde im wt, der xth15-2 Einfachmutante sowie in neun unabhängigen 
xth15-2 amiR xth16-Doppelmutanten über qRT-PCR bestimmt. Als Referenzgene für die qRT-PCR 
wurden ACTIN 2 (At3g18780) und GAPC (At3g04120) verwendet. Die relative Expression von XTH16 
wurde nach der ΔΔCt-Methode bestimmt. 
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amiRNAs zurückzuführen ist, da die relative Expression von XTH16 in der Knockout-Linie 

xth15-2 der des Wildtyps (1,08 ± 0,01) entsprach. Der Knockout von XTH15 alleine hatte 

folglich keinen Einfluss auf die Expression von XTH16.  

 Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass mit den beiden Konstrukten amiR-A und 

amiR-B, die Menge der mRNA von XTH16 verringert werden konnte. Anhand der qRT-PCR 

Ergebnisse wurde entschieden, dass im Folgenden die Linien xth15-2 amiR xth16-A2, -B4 und 

-B5 tiefergehend analysiert werden sollten. Als im Verlauf dieser Arbeit ein gezielter 

Knockout von XTH16 mit Hilfe des CRISPR/Cas9-Systems durchgeführt werden konnte, 

wurde anschließend jedoch ausschließlich mit den Knockout-Linien gearbeitet.  

3.1.3 Erzeugung von XTH16- und XTH18-Knockout-Linien mit CRISPR/Cas9 

Da für XTH16 oder XTH18 keine Knockout-Linien zur Verfügung standen, wurde das 

CRISPR/Cas9-System genutzt um solche Linien zu erzeugen. Dafür wurde ein experimenteller 

Ansatz gewählt, bei welchen eine größere Deletion von mehreren Hundert Basenpaaren 

induziert werden sollte. Erreicht wurde dies durch die Verwendung zweier Protospacer, die 

im selben Genlokus binden. Auf diesem Wege werden zwei Doppelstrangbrüche der 

genomischen DNA induziert, wodurch es zu einer Deletion der dazwischenliegenden 

PS1 PS2

Cas9Cas9

NHEJ

A

B

Abbildung 3-5: Schematische Darstellung der CRISPR/Cas9-Methode mit zwei Protospacern. 
(A) T-DNA zur CRISPR/Cas9-Expression in planta. Die Expression der Cas9-Nuklease wird durch den 
konstitutiven Ubiquitin 4-2 Promotor (Ubi4-2) aus Petroselinum crispum kontrolliert. Die Protospacer 
PS1 und PS2 werden jeweils als Fusionskonstrukt mit der tracrRNA als sgRNA unter Kontrolle des 
konstitutiven U6-26 Promotors aus Arabidopsis transkribiert. Für die Selektion transgener Pflanzen 
dient eine Phosphinothricin-Resistenz-Kassette (pptR). (B) Der Komplex aus Cas9 und sgRNA bindet 
an die zum Protospacer komplementäre Sequenz im Genom, sodass dort von der Nuklease der DNA-
Doppelstrang gespalten wird. Wird die Bruchstelle mittels NHEJ repariert, kann es zur Deletion des 
dazwischen gelegenen Sequenzabschnitts kommen. Darstellung nicht maßstabsgetreu. 
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Sequenz kommen kann (Belhaj et al., 2013; Mao et al., 2013). Ein Vorteil dieses 

Versuchsaufbaus lag darin, dass komplette Genabschnitte aus dem Genom „gelöscht“ 

werden können (Abbildung 3-5 B). Zusätzlich wurde die Suche nach einzelnen Individuen, die 

die gewünschte Mutation tragen, durch einfache Genotypisierung über PCR möglich. Durch 

die Deletion des DNA-Abschnitts kann bei einer PCR des entsprechenden Genabschnitts eine 

Veränderung der Größe des Amplifikats detektiert werden (Abbildung 3-6). 

 Die Protospacer wurden mit Hilfe der kostenlosen Software von DESKGENTM so 

entworfen, dass sie im Abstand von etwa 400 oder 200 Basenpaaren (XTH16 oder XTH18) 

voneinander entfernt an die genomische DNA binden. Die beiden für jeweils einen Genlokus 

bestimmten Protospacer wurden in die Eingangsvektoren pEn-Chimera bzw. pEn-C1.1 ligiert. 

Beide Plasmide sind so entworfen, dass auf diese Weise eine Expressionskassette entsteht, 

die ein Fusionskonstrukt aus der gewünschten Protospacer-Sequenz mit der sgRNA-Sequenz 

enthält. Gleichzeitig wird die Expression des Fusionskonstrukts unter die Kontrolle des 

U6-26-Promotors aus Arabidopsis gestellt. Der U6-Promotor steuert die Transkription durch 

die RNA-Polymerase III, welche auf die Transkription von kurzen, nicht-kodierenden RNAs 

spezialisiert ist (Schiml & Puchta, 2016; Turowski & Tollervey, 2016). Durch die Verwendung 

der beiden Eingangsvektoren ist es möglich, zwei dieser Expressionskassetten auf einer 

Transfer-DNA gleichzeitig, zusammen mit der kodierenden Sequenz für die Cas9-Nuklease, 

mittels Agrobakterien stabil in Arabidopsis zu transformieren (Abbildung 3-5 A). Die 

Herstellung der binären Vektoren ist detailliert in Kapitel 2.3.4 beschrieben.  

3.1.3.1 Nachweis des XTH16-Knockouts 

Um einen Knockout von XTH16 zu induzieren wurden zunächst zwei Protospacer mit Hilfe 

der DESKGEN™ Software entworfen, die im Genlokus von At3g2373 binden. Die Position des 

ersten Protospacer befindet sich direkt am Anfang der kodierenden Sequenz, der zweite 

Protospacer bindet im zweiten Exon von XTH16 (Abbildung 3-6 C). Durch die Verwendung 

dieser zwei Protospacer sollte eine Deletion von etwa 400 bp der Gensequenz herbeigeführt 

werden. Der Abschnitt, der dabei aus dem Genom entfernt werden sollte, beinhaltet zum 

einen die für das potenzielle Signalpeptid kodierende Sequenz, welches für die Sekretion des 

Proteins aus der Zelle hinaus in den Apoplasten verantwortlich ist (Yokoyama & Nishitani, 

2001b), als auch einen Teil der Sequenz, die für das für XTHs typische DEIDFEFLG-Motiv 
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kodiert. Von diesem wird angenommen, dass es die katalytische Domäne darstellt, die 

sowohl für die Hydrolase- wie auch die Transferaseaktivität der XTHs benötigt wird (Okazawa 

et al., 1993; Campbell & Braam, 1998).  

 Nach der stabilen Transformation mittels Agrobakterien wurden die Primär-

transformanden (T1) xth16-1 bis xth16-13 durch die von der T-DNA vermittelte 

Phosphinothricin-Resistenz selektiert. Anschließend wurde aus den resistenten T1-Pflanzen 

genomische DNA aus einem Rosettenblatt extrahiert und über PCR genotypisiert. Mit der 

dafür verwendenden Primerkombination wird aus dem Wildtyp-Allel von XTH16 ein 1191 bp 

großes Fragment amplifiziert. Bei erfolgreicher Induktion beider Doppelstrangbrüche, sowie 

der anschließenden Deletion des dazwischenliegenden Sequenzabschnitts, wurde ein 

Amplifikat von ungefähr 780 bp erwartet (Abbildung 3-6 C). Von den analysierten T1-

Pflanzen konnte in neun ausschließlich ein Amplifikat in der Größe des Wildtyp-Allels 

nachgewiesen werden. In zwei Fällen (xth16-6 und xth16-8) konnte sowohl das PCR-

Fragment für das Wildtyp-Allel, als auch ein PCR-Fragment mit einer Größe von 780 bp 

beobachtet werden. Dies lässt darauf schließen, dass in einem Teil der Zellen, aus denen die 

gDNA extrahiert wurde, die gewünschte Mutation erfolgreich induziert wurde, währen ein 

wt 1 5 6

1191 bp

782 bp

531 bp

300 bp

1191 bp
782 bp

300 bp
1 32 4 5wt

1191 bp

531 bp

A B

xth16 xth16-5

1 32 4 5wt
xth16-1

C
XTH16

xth16-1

xth16-5

PS2PS1

D

Abbildung 3-6: Genotypische Charakterisierung nach der Induktion des XTH16-Knockouts. 
(A) Nach der Transformation zur Induktion des XTH16-Knockouts wurden in der T1 verschiede 
Genotypen identifiziert. (B) In der T2 wurde eine Aufspaltung der Genotypen beobachtet. (C) 
Schema der XTH16-Genstruktur. Exons sind als Kästchen, Introns als durchgezogene Linie dargestellt. 
UTRs sind in grau, das Signalpeptid ist in blau und die katalytische Domäne in grün gezeichnet. Die 
Positionen der Protospacer (PS) sind in rosa markiert. Die PCR-Primer für die Genotypisierung sind 
als halbe Pfeile dargestellt. (D) In den Linien xth16-1 und xth16-5 wurden Abschnitte der 
genomischen Sequenz entfernt. Die Deletionen sind als unterbrochene Linien abgebildet. 
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anderer Teil der Zellen nach wie vor das Wildtyp-Allel besitzt. Die PCR-Analyse der Pflanzen 

xth16-1 und xth16-5 zeigten zwar nicht das erwartete 780 bp Fragment, stattdessen wurden 

jedoch PCR-Amplifikate mit einer Größe von etwa 500 oder 300 bp vervielfältigt (Abbildung 

3-6 A). Die Sequenzierung dieser PCR-Amplifikate zeigte, dass es in beiden Fällen durch die 

Induktion der Doppelstrangbrüche zu einer größeren Deletion in der kodierenden Sequenz 

von XTH16 gekommen war, als erwartet. Anstelle von 400 bp, wurden hier 660 oder 891 bp 

aus der genomischen Sequenz entfernt (Abbildung 3-6 C). 

 Daraus wurde geschlossen, dass der gewählte Ansatz prinzipiell funktioniert, um den 

Genlokus von XTH16 zu verändern. Aufgrund der konstitutiven Expression der Cas9-Nuklease 

können die Mutationen jedoch jederzeit während der Entwicklung der T1-Pflanzen 

aufgetreten sein. Da zur Genotypisierung gDNA aus Blattmaterial verwendet wurde, konnte 

zu diesem Zeitpunkt keine Aussage darüber getroffen werden, ob die beobachteten 

Mutationen ebenfalls in Zellen der Keimbahn vorhanden waren und in die nächste 

Generation vererbt werden würden.  

 Um sicher zu stellen, dass die beobachteten Mutationen im Genlokus von XTH16 

tatsächlich in die T2 weitergegeben wurden, wurden jeweils 25 Pflanzen zur Genotypisierung 

ausgesät und über PCR analysiert. Bei den Nachkommen der Pflanzen xth16-6 und xth16-8, 

die sich in der T1 heterozygot gezeigt hatten, konnte in der folgenden Generation lediglich 

das Wildtyp-Allel nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Die Mutation wurde also nicht 

in die folgende Generation weitergegeben. In der T2-Generation der Linien xth16-1 und 

xth16-5 konnte eine Aufspaltung des Genotyps beobachtet werden. Die Genotypisierung der 

T2-Generation ist exemplarisch in Abbildung 3-6 B gezeigt. In beiden Fällen wurden 

Individuen gefunden, die bei der Genotypisierung homozygot für die bereits in der T1 

beobachteten Mutationen waren, die nicht das erwartete PCR-Fragment von 780 bp, 

sondern PCR-Amplifikate mit einer Größe von etwa 500 bp (xth16-1) und 300 bp (xth16-5) 

aufwiesen. Die Genotypisierung von Pflanzen der T3-Generation bestätigte, dass es sich 

hierbei um vererbte Mutationen handelte. Für beide Mutationen war es möglich, 

homozygote Individuen zu identifiziert. Jedoch konnte nur für einen Nachkommen der Linie 

xth16-5 nachgewiesen werden, dass die anfangs eingebrachte T-DNA bereits aus dem 

Genom herausgekreuzt wurde. Da diese Pflanzen, abgesehen von der induzierten Mutation 

von XTH16, wieder dem Wildtyp entsprechen, kann davon ausgegangen werden, dass 

Unterschiede im Phänotyp ausschließlich auf den Knockout von XTH16 zurückzuführen sind. 
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Herstellung der Doppel-Knockout Linie xth15-2 xth16-9 

 

Das Gen mit der höchsten Sequenzähnlichkeit zu XTH16 ist XTH15. Die Aminosäure-

sequenzen zeigen 86% Übereinstimmung und es wird angenommen, dass beide Genen aus 

einem gemeinsamen Vorläufergen hervorgegangen sind (Rose et al., 2002). Um zu 

analysieren, wie sich der gleichzeitige Knockout von XTH15 und XTH16 auswirkt, wurde das 

Konstrukt zur Induktion des XTH16-Knockouts ebenfalls stabil in die T-DNA-Insertionslinie 

xth15-2 eingebracht. Die Primärtransformanden xth15-2 xth16-1 bis -17 wurden anhand 

ihrer Phosphinothricin-Resistenz selektiert und anschließend wie zuvor beschrieben 

genotypisch über PCR charakterisiert. Mit der dafür verwendeten Primerkombination wird 

aus dem Wildtyp-Allel von XTH16 ein 1191 bp großes Fragment amplifiziert. Bei erfolgreicher 

Induktion der beiden Doppelstrangbrüche und anschließender Deletion des dazwischen-

liegenden Sequenzabschnitts, sollte ein Fragment von ungefähr 780 amplifiziert werden. In 

allen T1-Pflanzen war das Wildtyp-Allel noch nachweisbar. In den vier Pflanzen 

xth15-2 xth16-1, -9, -12 und -17 wurde aber zusätzlich ein PCR-Fragment mit einer Größe 

von 780 bp amplifiziert, was einen heterozygoten Zustand der Zellen, aus denen die gDNA 

extrahiert wurde, anzeigt. Wiederum wurden zur Untersuchung der T2-Generation jeweils 

25 Pflanzen zur Genotypisierung ausgesät und über PCR analysiert. Dabei konnte in allen 

Nachkommen der Linien xth15-2 xth16-1, -12 und -17 ausschließlich das Wildtyp-Allel 

nachgewiesen werden. Bei der Genotypisierung der xth15-2 xth16-9 Nachkommen wurde 

nur ein Individuum (xth15-2 xth16-9.20) identifiziert, bei dem, zusätzlich zum Wildtyp-

Amplifikat, das entsprechend kleinere PCR-Fragment amplifiziert wurde. Es ist davon 

auszugehen, dass die in der T1 beobachteten Mutationen nicht in die T2 weitervererbt 

XTH16

xth15-2 xth16-9
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Abbildung 3-7: Genotyp der T3 der Linie xth15-2 xth16-9. 
(A) Mittels Sequenzierung wurde die Deletion in der kodierenden Sequenz von XTH16 bestätigt. Der 
deletierte Bereich ist als unterbrochene Linien abgebildet. (B) Exemplarisches PCR-Ergebnis der 
Genotypisierung der T3. Durch die Mendelschen Segregation der Genotypen kann die Vererbung der 
Mutation nachgewiesen werden. 
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wurden und es sich bei der Mutation, die in der T2 detektiert wurde, um eine neu 

entstandene Mutation handelte. Um zu überprüfen, ob diese neue Mutation an die folgende 

Generation weitergegeben wurde, wurden in diesem Fall 49 Individuen der T3 genotypisch 

charakterisiert. Wenn die T2-Pflanze heterozygot für die Mutation war, würde in der 

nächsten Generation eine Aufspaltung im Verhältnis 1:2:1 erfolgen. Da die Genotypisierung 

der T3 ergab, dass von den 49 untersuchten Pflanzen 10 ausschließlich das Wildtyp-Allel, 13 

alleinig das veränderte Allel und 26 beide Allele aufwiesen, wurde geschlussfolgert, dass die 

Mutation stabil an die nächste Generation vererbt wurde. Die Sequenzierung des PCR-

Produkts ergab, dass die erwartete Deletion von 400 bp in der kodierenden Sequenz von 

XTH16 (Abbildung 3-7 A) erfolgreich induziert wurde. 

3.1.3.2 Nachweis des XTH18-Knockouts 

Um den Knockout von XTH18 zu induzieren, wurden zwei Protospacer entworfen, die im 

Genlokus von At4g30280 binden. Der eine Protospacer hybridisiert im ersten Exon, der 

andere im zweiten Exon des Gens (Abbildung 3-8 C). Durch die beiden Protospacer sollte ein 

etwa 200 bp großer Abschnitt aus der kodierenden Sequenz entfernt werden. Dadurch wird 

erreicht, dass die Sequenz, die für das XTH-typische DEIDFEFLG-Motiv kodiert, zerstört wird. 

Es wird davon ausgegangen, dass dies die katalytische Domäne darstellt, die sowohl für die 

Hydrolase- wie auch die Transferaseaktivität der XTHs benötigt wird (Okazawa et al., 1993; 

Campbell & Braam, 1998). 

 Nach der stabilen Transformation wurden die T1-Pflanzen xth18-1 bis xth18-51 

anhand ihrer Phosphinothricin-Resistenz selektiert. Anschließend wurde gDNA aus 

Rosettenblättern extrahiert und über PCR analysiert. Mit den verwendeten Primern wird von 

dem Wildtyp-Allel ein 1141 bp großes PCR-Produkt synthetisiert. Durch die etwa 200 bp 

große Deletion, wurde das mutierte Allel durch ein PCR-Amplifikat von etwa 950 bp 

nachgewiesen (Abbildung 3-8 A). Von den untersuchten Pflanzen erwiesen sich 41 als 

Wildtyp für den XTH18-Genlokus. In 8 Pflanzen wurden sowohl das Wildtyp-, als auch das 

PCR-Fragment, welches das mutierte Allel anzeigt, amplifiziert. Das bedeutet, dass die 

Mutation nicht in allen Zellen, aus denen die gDNA extrahiert wurde, vorhanden war. Bei 

den Pflanzen xth18-11 und xth18-22 wurde ausschließlich das mutierte Allel detektiert. Um 

zu überprüfen, ob die beobachteten Mutationen tatsächlich in die nächste Generation 

weitergegeben wurden, wurden jeweils 25 Pflanzen der T2-Generation über PCR 
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genotypisiert. Von den 8 Primärtransformanden, die in der T1 einen heterozygoten Genotyp 

aufwiesen, wurde bei den Nachkommen von 6 der Pflanzen (xth18-7, -10, -17, -21, -28 

und -45) ein segregierender Genotyp beobachtet (Abbildung 3-8 B). Daraus kann geschlossen 

werden, dass in diesen Linien die Mutation vererbt wurde, während in den Linien xth18-16 

und -34 die Mutation nicht in die Keimbahn eingetreten war, da alle Nachkommen alleinig 

das Wildtyp-Allel besaßen. Alle T2-Pflanzen der Linien xth18-11 und -22, die bereits in der T1 

homozygot für die XTH18-Mutation erschienen, wurden ausschließlich homozygot auf die 

Deletion getestet (Abbildung 3-8 B). Auch in der T3-Generation dieser beiden Linien konnte 

die Homozygotie für die Mutation bestätigt werden. Allerdings konnte nur für einen 

Nachkommen der Linie xth18-22 nachgewiesen werden, dass die Cas9-kodierende T-DNA 

bereits aus dem Genom herausgekreuzt wurde. Die Sequenzierung des PCR-Produkts ergab, 

dass es gelungen war, die beabsichtigte Deletion von 200 bp in der kodierenden Sequenz 

von XTH18 zu induzieren. 

 Ein wichtiger Aspekt bei der Nutzung von CRISPR/Cas9 ist die Möglichkeit, dass 

unerwünschte Nebenziele ebenfalls von der Nuklease erkannt und mutagenisiert werden 
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Abbildung 3-8: Genotypische Charakterisierung nach der Induktion des XTH18-Knockouts. 
(A) Nach der Transformation zur Induktion des XTH18-Knockouts wurden in der T1 verschiede 
Genotypen identifiziert. (B) In der T2 wurde entweder eine Aufspaltung der Genotypen, oder die 
homozygote Vererbung der Mutation beobachtet. (C) Schema der XTH18-Genstruktur. Exons sind als 
Kästchen, Introns als durchgezogene Linie dargestellt. UTRs sind in grau, das Signalpeptid ist in blau 
und die katalytische Domäne in grün gezeichnet. Die Positionen der Protospacer (PS) sind in rosa 
markiert. Die PCR-Primer für die Genotypisierung sind als halbe Pfeile dargestellt. (D) In der Linie 
xth18-22 wurde ein 200 bp großer Abschnitt der genomischen Sequenz entfernt. Die Deletion ist als 
unterbrochene Linie dargestellt. 
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(Endo, Mikami & Toki, 2015; Sun et al., 2015). Dies ist ein besonderes Problem bei stark 

konservierten Sequenzen, wie zum Beispiel die kodierenden Bereiche für funktionelle 

Domänen in Genfamilien. Die XTHs bilden in Arabidopsis eine Genfamilie mit 33 Mitgliedern. 

Das DEIDFEFLG-Motiv, weist dementsprechend ein hohes Maß an Konservierung auf. Da der 

für den XTH18-Genlokus entworfene Protospacer 2 in einem Teil der kodierenden Sequenz 

für dieses Motiv bindet, weist er nur eine oder zwei Fehlpaarungen zu den Sequenzen von 

XTH7, XTH17, XTH20 und XTH23 auf. Durch die Sequenzierung dieser Genomabschnitte 

wurde jedoch sichergestellt, dass diese keine Punktmutationen aufwiesen. 

 

Herstellung der Mehrfach-Knockout Linien xth18-23 xth19-1 &  xth17-2 xth18-23 xth19-1 

 

XTH18 weist eine hohe Sequenzähnlichkeit zu XTH17 und XTH19 auf. Die Aminosäure-

sequenz von XTH18 stimmt zu 93% mit der von XTH17 und zu 92% mit der von XTH19 

überein. Auch zeigen XTH17 und XTH19 zueinander 91% Übereinstimmung. Es wird davon 

ausgegangen, dass diese Gene durch Genduplikation entstanden sind. Diese Theorie wird 

dadurch unterstützt, dass XTH17 und XTH18 auch beinahe identische Promotorsequenzen 

besitzen (Rose et al., 2002). Aufgrund der starken Ähnlichkeit dieser drei XTHs und der 

Überschneidung der Expression in der Wurzel von Arabidopsis (Vissenberg et al., 2005; 

Becnel et al., 2006) sind Mehrfachmutanten von besonderem Interesse bei der 

Aufschlüsselung der Genfunktion. 

 XTH18 und XTH19 sind unmittelbar nebeneinander auf Chromosom 4 lokalisiert. 

Daher wurde, um den gleichzeitigen Ausfall der beiden Gene analysieren zu können, das 

CRISPR/Cas9-Konstrukt zum Knockout von XTH18 in die T-DNA-Insertionslinie xth19-1 

eingebracht. Die Analyse der Transformanden wurde analog zu der Analyse des XTH18-

Knockouts mit Wildtyp-Hintergrund durchgeführt. Auch in diesem Fall konnten zwei 

unabhängige Linien identifiziert werden (xth18-13 xth19-1-13 und xth18-23 xth19-1-23), die 

bereits in der T1 homozygot für die Deletion im XTH18-Genlokus waren. Auch in den 

folgenden Generationen war das Wildtyp-Allel von XTH18 nicht mehr nachweisbar, sodass 

die homozygote Weitergabe der Mutation bestätigt wurde. Im weiteren Verlauf konnte dann 

für einen Nachkommen der Linie xth18-23 xth19-1-23 gezeigt werden, dass die anfangs 

eingebrachte T-DNA, auf der die Cas9-Nuklease kodiert ist, bereits aus dem Genom 

herausgekreuzt wurde. 
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 Die Linie xth17-2 gehört der SAIL-Kollektion (McElver et al., 2001; Sessions et al., 

2002) an und trägt daher bereits eine Phosphinothricin-Resistenz auf der T-DNA, die im 

XTH17-Lokus inseriert ist. Aus diesem Grund war es nicht sinnvoll, das CRISPR/Cas9-

Konstrukt zum Knockout von XTH18 in diese Linie einzubringen. Um einen Triple-Knockout 

von XTH17, XTH18 und XTH19 zu erzeugen, wurden daher Pflanzen der Linie xth17-2 mit der 

Doppelmutante xth18-23 xth19-1-23 gekreuzt.  

3.2 XTH15, XTH16, XTH17, XTH18 und XTH19 werden  

in den Apoplasten sekretiert 

Durch bioinformatische Analysen war bekannt, dass XTHs N-terminal ein Signalpeptid 

besitzen, was mit ihrer Funktion als Zellwandenzyme übereinstimmt (Rose et al., 2002). 

Durch die Experimente von Yokoyama & Nishitani (2001b) war bekannt, dass Proteine durch 

dieses Signalpeptid  in den sekretorischen Weg der Proteinsynthese gelangen. Um die 

Lokalisation von XTH15, XTH16, XTH17, XTH18 und XTH19, möglicherweise in bestimmten 

Zellwänden oder Subkompartimenten der Zellwand zu bestimmen, wurden GFP-

Fusionskonstrukte hergestellt. Um eine hohe Transkriptionsrate zu gewährleisten, wurde die 

Abbildung 3-9: Subzelluläre Lokalisation von XTH:GFP-Fusionsproteinen in Tabakepidermis. 
Die Fusionskonstrukte wurden unter der Kontrolle des 35S-Promotores transient in Tabakblättern 
exprimiert. Die GFP-Fluoreszenz wurde 3 bis 4 Tage nach der Infiltration am CLSM dokumentiert. Als 
Kontrolle wurden Blätter lediglich mit dem Infiltrationsmedium inokuliert. Der Maßstab entspricht 
50 µm und ist für die gesamte Abbildung gültig. 
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Expression der Fusionkonstrukte unter die Kontrolle des konstitutiven 35S-Promotors 

gestellt. Die Herstellung der Vektoren ist in Kapitel 2.3.2 beschrieben. Anschließend wurden 

die binären Expressionsvektoren zur transienten Transformation von Tabakblättern 

verwendet und die GFP-Fluoreszenz am CLSM dokumentiert (Abbildung 3-9). Im Inneren der 

Zellen wurde keine GFP-Fluoreszenz beobachtet, während durch die Lokalisation der GFP-

Signale an den Außenkanten der transformierten Zellen, deutlich die Kontur der 

Epidermiszellen zu erkennen war. Beides deutete auf eine Lokalisation der Proteine im 

Apoplasten hin. Zusätzlich wurde beobachtet, dass die Intensität der GFP-Signale nicht 

gleichmäßig um die gesamte Zelle herum auftrat, sondern die Fluoreszenzintensität in 

einigen Bereich geringer, in anderen stärker war. Expression der Gene unter ihren 

endogenen Promotoren und Expression in Arabidopsis müsste nun durchgeführt werden, um 

auszuschließen, dass dies ein Artefakt heterogene Proteinexpression ist. 

3.3 Entwicklungs- und gewebespezifische Expression von  

XTH15, XTH16, XTH17, XTH18 und XTH19 

Um Hinweise auf die Funktion von XTH15, XTH16, XTH17, XTH18 und XTH19 zu erhalten, 

wurde die jeweilige entwicklungs- und gewebespezifische Expression untersucht. Zunächst 

wurden, um einen Überblick über die Transkription der Gene im gesamten Kormus der 

Pflanze zu bekommen, die Microarraydaten des eFP-Browsers (Winter et al., 2007) für eine 

in silico Auswertung der Expression von XTH15, XTH16, XTH17, XTH18 und XTH19 genutzt. 

Exemplarisch sind in Abbildung 3-10 die Expressionsdaten in reifen Pollenkörnern, Blüten 
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Abbildung 3-10: Expression von XTH15, XTH16, XTH17, XTH18 und XTH19 in verschiedenen Geweben. 
Angegeben ist die relative Expression der fünf Gene in reifen Pollenkörnern, Blüten (Stadium 12), 
Stängelblättern, Rosetten und Wurzeln. Die Expressionsdaten wurden dem eFP-Browser (Winter et 
al., 2007) entnommen. Angegeben ist jeweils die relative Expression ±SD. 
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(Stadium 12), Stängelblättern, Rosetten und Wurzeln gezeigt. Für XTH17, XTH18 und XTH19 

wurde eine wurzelspezifische Expression nachgewiesen. XTH15 wurde in jungen 

Infloreszenzen detektiert, jedoch wurde die stärkste Expression ebenfalls in der Wurzel 

beobachtet. Hingegen zeigte XTH16 eine fast ubiquitäre Expression, wobei die größten 

Transkriptmengen von XTH16 im Sprossapex, jungen Blüten und in der Wurzel detektiert 

wurden. Zusätzlich zu den in silico Analysen wurden Reporterlinien erzeugt, die das für die 

ß-Glucuronidase (GUS) kodierende Gen aus E. coli unter der Kontrolle der genspezifischen 

Promotoren der fünf XTHs enthielten. Die stabil transformierten Arabidopsislinien wurden 

XTH15:GUS, XTH16:GUS, XTH17:GUS, XTH18:GUS und XTH19:GUS genannt. Es wurden 

jeweils mindesten 7 unabhängige Linien hinsichtlich ihrer GUS-Expression verglichen. 

3.3.1 Aktivität der XTH15- und XTH16-Promotoren während der 

Blütenentwicklung  

Expressionsdaten des eFP-Browsers (Winter et al., 2007) zeigten, dass XTH15 und XTH16 in 

jungen Infloreszenzen exprimiert werden und ein Rückgang der Expressionsrate in adulten 

Blüten erfolgt. Im Gegensatz dazu werden XTH17, XTH18 und XTH19 während der 

Entwicklung der Infloreszenzen nicht exprimiert. Erst in der reifen Blüte, nachdem die 

Selbstpollinierung bereits abgeschlossen ist, findet ein Anstieg der Expression von XTH19 

statt (Abbildung 3-11). 

 Um detailliertere Einblicke in das Expressionmuster und damit Hinweise auf die 

mögliche Funktion von XTH15 und XTH16 während der Blütenentwicklung zu erhalten, 

wurden die Reporterlinien XTH15:GUS-6 und XTH16:GUS-7 untersucht. Beide Promotoren 
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Abbildung 3-11: Expression von XTH15, XTH16, XTH17, XTH18 und XTH19 in Infloreszenzen. 
Die Expressionsdaten wurden dem eFP-Browser (Winter et al., 2007) entnommen. Angegeben ist die 
relative Expression der XTHs in kompletten Blütenständen des jeweils angegebenen 
Entwicklungsstadiums der Blüten (Alvarez-Buylla et al., 2010), ±SD. 
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wiesen im Stadium 8 der Blütenentwicklung (Alvarez-Buylla et al., 2010) eine starke Aktivität 

in den Anlagen der Antheren und des Gynoeceums auf, während keine GUS-Expression in 

den Sepalen beobachtet wurde (Abbildung 3-9 A und G). Zu diesem Zeitpunkt sind alle 

Gewebeschichten der Antheren vorhanden und in den Theken erscheinen die 

XTH15:GUS-6

XTH16:GUS-7

H IG

BA C

D E F

LJ K

Abbildung 3-12: Expression von XTH15 und XTH16 während der Entwicklung der Infloreszenzen.  
Die Aktivität der XTH15- und XTH16-Promotoren wurde in Blüten verschiedener Entwicklungsstadien 
histochemisch untersucht. In (A & G) sind Blüten im Stadium 8, in (D & J) die korrespondierenden 
Antheren im Querschnitt abgebildet. (B & H) zeigen Blüten im Stadium 9. In (E & K) sind die 
entsprechenden Antheren, in (F und L) entsprechende Fruchtknoten im Querschnitt dargestellt. In 
(C & I) sind Blüten im Stadium 12 zu sehen. Die Einteilung der Blütenstadien erfolgte nach Alvarez-
Buylla  et al., 2010. Die weißen Pfeile zeigen auf Antheren, die schwarzen auf das Gynoeceum. Der 
Maßstab entspricht in C und I 500 μm, in den anderen Abbildungen 100 μm. 
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Mikrosporenmutterzellen (Sanders et al., 1999). Im Querschnitt zeigte sich, dass in diesem 

Stadium die Promotoren von XTH15 und XTH16 in allen Gewebeschichten der Antheren aktiv 

sind (Abbildung 3-9 D und J). Im Laufe der Antherenentwicklung war eine stete Abnahme der 

Promotoraktivität von XTH15 und XTH16 zu beobachten (Abbildung 3-9 E und K). Nachdem 

die Entwicklung der Antheren soweit abgeschlossen war, dass sich reife Pollenkörner im 

Inneren der Theken befanden, war in den Stamina eine GUS-Expression unter Kontrolle des 

XTH15-Promotors nur noch in den Filamenten erkennbar (Abbildung 3-9 C). Der XTH16-

Promotor war in diesen Entwicklungsstadien nicht in den Stamina aktiv (Abbildung 3-9 I). In 

späteren Entwicklungsstadien der Blüten war die Aktivität beider Promotoren auf das 

Gynoeceum beschränkt. Ein Querschnitt durch das Fruchtblatt zeigte, dass die 

Expressionsmuster der XTH15- und XTH16-Promotoren nicht vollständig übereinstimmten. 

Zwar zeigten beide Promotoren eine leichte Aktivität in allen Gewebeschichten des 

Gynoeceums, jedoch war der XTH15-Promotor verstärkt im Bereich der Vaskulatur aktiv 

(Abbildung 3-9 F), der XTH16-Promotor hingegen verstärkt im Bereich der Klappen der 

Kapelle (Abbildung 3-9 L). Außerdem war der der XTH15-Promotor, jedoch nicht der XTH16-

Promotor im inneren des Sprosses aktiv. 

3.3.1.1 Einfluss von XTH15 und XTH16 auf die Bildung von Samen 

Da beide Promotoren während der Entwicklung der Blüten primär in den reproduktiven 

Organen aktiv waren, wurde untersucht, ob sich der Knockout einer oder beider Gene auf 

die Ausbildung der Samen auswirkt. Aus diesem Grund wurde die Anzahl der befruchteten
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Abbildung 3-13: Samenbildung in XTH15- und XTH16-Knockout-Linien. 
Anzahl der befruchteten (blau), sowie der unbefruchteten (gelb) Samenanlagen in den jeweils ersten 
10 Schoten des Haupttriebs der Linien xth15-2, xth16-5 und xth15-2 xth16-9 im Vergleich zum 
Wildtyp. * signalisieren signifikante Unterschiede zum Wildtyp mit p < 0,05 (Student’s t-Test, n ≥17, 
±SE). 
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Samenanlagen in den jeweils ersten 10 Schoten des Haupttriebs der Linien xth15-2, xth16-5 

und xth15-2 xth16-9 mit der des Wildtyps verglichen (Abbildung 3-10). Der Wildtyp bildete 

durchschnittlich 47,3 Samen je Schote, was einer Befruchtungsrate von 84,5% entsprach. 

Schoten der Linie xth15-2 trugen im Schnitt 45,0 befruchtete Samenanlagen, bei xth16-5-

Schoten waren es 43,8 und in Schoten von xth15-2 xth16-9-Pflanzen waren im Schnitt 45,2 

Samen enthalten. Dies entspricht einer jeweiligen Befruchtungsrate von 85,2% (xth15-2), 

85,1% (xth16-5) und 85,5% (xth15-2 xth16-9). Da dies mit der rate des Wildtyps 

übereinstimmte, wurde zwar keine Auswirkung des Knockouts von XTH15 und/oder XTH16 

auf die Befruchtungsrate festgestellt, allerdings war die Anzahl der Samenanlagen insgesamt 

in den Knockout-Linien signifikant reduziert. 

3.3.2 Promotoraktivität von XTH15, XTH16, XTH17, XTH18 und XTH19  

in Hypokotylen etiolierter Keimlinge  

Die Epidermis des Hypokotyls von Arabidopsis weist von der Basis bis zum Apex Zellreihen 

mit einer festen Anzahl von etwa 20 Zellen auf (Gendreau et al., 1997). Aus diesem Grund 

eignet sich das Hypokotyl besonders, um Streckungswachstum von Zellen zu analysieren. Um 

zu untersuchen, ob XTH15, XTH16, XTH17, XTH18 und XTH19 eine Rolle beim 

Streckungswachstum von etiolierten Keimlingen zukommt, wurde zunächst die Expression 

der Gene mit Hilfe von Reporterlinien histochemisch untersucht.  

 Beim Vergleich der GUS-Aktivität in Hypokotylen von fünf Tage alten Keimlingen, die 

entweder im Licht oder im Dunkeln angezogen wurden, wurde für jedes der fünf Gene eine 

Veränderung des Expressionsmuster durch die Etiolierung beobachtet (Abbildung 3-14). Im 

Hypokotyl von Keimlingen, die im Licht angezogen wurden, war die Aktivität des XTH15-

Promotors an der Basis, im Apex und im Leitgewebe der Kotyledonen zu beobachten 

(Abbildung 3-14 A). Der XTH16-Promotor war im gesamten Hypokotyl, einschließlich der 

Kotyledonen aktiv (Abbildung 3-14 B). Hingegen waren die Promotoren von XTH17, XTH18 

und XTH19 in den Hypokotylen der im Licht angezogenen Keimlinge nicht aktiv (Abbildung 3-

14 C bis E). In den Hypokotylen der etiolierten Keimlinge war die XTH15-Expression am 

stärksten im Bereich des Hypokotylhakens und nahm zur Basis hin ab (Abbildung 3-14 F). Ein 

ähnliches Muster wies auch der XTH16-Promotor auf, allerdings war die Expression 

insgesamt schwächer, als die von XTH15 (Abbildung 3-14 G). Eine Aktivität des XTH17-

Promotors war, mit Ausnahme der Zellen des Hypokotylhakens, im gesamten Hypokotyl zu 
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beobachten (Abbildung 3-14 H). Die Expression von XTH18 fand räumlich begrenzt auf das 

obere Drittel des Hypokotyls, ohne den Hypokotylhaken, statt (Abbildung 3-14 I). Mit 

Ausnahme des basalen Bereichs des Hypokotyls sowie des Hypokotylhakens, war der 

Promotor von XTH19 über die gesamte Länge des Hypokotyls aktiv (Abbildung 3-14 J). Es ist 

bekannt, dass die Streckung der Zellen bei der Elongation des Hypokotyls nicht gleichmäßig 

stattfindet (Gendreau et al., 1997). Vom vierten auf den fünften Tag findet das stärkste 

Wachstum im apikalen und mittleren Bereich des Hypokotyls statt, vom fünften auf den 

sechsten Tag strecken sich hauptsächlich die Zellen in der apikalen Bereich (Gendreau et al., 

1997). Beim Vergleich der Bereiche in denen das Streckungswachstum der Zellen stattfindet, 

mit den Bereichen, in denen die Promotoraktivitäten in den fünf Tage alten Keimlingen 

nachgewiesen wurde, konnten deutliche Übereinstimmung festgestellt werden. Die 

Promotoraktivität von XTH17 und XTH19 stimmte mit den Streckungszonen vom vierten auf 

den fünften Tag überein, die Aktivität der XTH15-, XTH16- und XTH18-Promotoren 

korrelierte mit der Wachstumszone vom fünften auf den sechsten Tag (Abbildung 3-14 K). 

 Durch den histochemischen Nachweis deutete sich ein Anstieg der Transkription der 
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Abbildung 3-14: Expression von XTH15, XTH16, XTH17, XTH18 und XTH19  in fünf Tage alten Keimlingen. 
Die Aktivität der Promotoren wurde in Hypokotylen von im Licht und im Dunkeln angezogenen 
Keimlingen histochemisch analysiert. In (A - E) sind Keimlinge, die unter Langtagbedingungen 
angezogen wurden, in (F - J) im Dunkel angezogene Keimlinge abgebildet. (K) zeigt eine 
schematische Darstellung der Streckungszonen etiolierter Keimlinge vom vierten bis zum sechsten 
Tag (verändert nach Gendreau et al., 1997). Der Maßstab entspricht 1 mm und ist für A - J gültig. 
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untersuchten XTHs in etiolierten Hypokotylen an. Um die Veränderung der Expression zu 

quantifizieren, wurde eine Realtime-PCR (qRT-PCR) durchgeführt (im Rahmen dieser Arbeit 

betreute Bachelorarbeit: Hansen 2017). Da über RT-PCR herausgefunden wurde, dass die 

Expression der üblicherweise verwendeten Referenzgene ACTIN 2 und GAPC ebenfalls durch 

die Etiolierung der Keimlinge beeinflusst wurde, wurden in diesem Fall TAP42 INTERACTING 

PROTEIN OF 41 KDA (TIP41, At4g34270) und ADAPTOR PROTEIN-2 MU-ADAPTIN (AP2M, 

At5g46630) als Referenzgene verwendet (im Rahmen dieser Arbeit betreute Bachelorarbeit: 

Hansen 2017). Über die qRT-PCR konnte ein Anstieg der relativen Expression der Gene in 

Hypokotylen etiolierter Keimlinge nachgewiesen werden. Die Transkriptmenge von XTH15 

war in den sich streckenden Hypokotylen um das 18,3-fache, von XTH17 um das 43,7-fache, 

von XTH18 um das 6,6-fache und von XTH19 um das 22,5-fache erhöht. Eine Ausnahme 

stellte XTH16, welches bereits im Spross der im Licht angezogenen Keimlinge exprimiert 

wurde, dar. In diesem Fall blieb die Transkriptmenge auch bei der Etiolierung der Keimlinge 

konstant (Abbildung 3-15). 

3.3.2.1 Einfluss von XTH15, XTH16, XTH17, XTH18 und XTH19  

auf das Streckungswachstum etiolierter Keimlinge 

Da XTH15, XTH17, XTH18 und XTH19 in den sich streckenden Zellen etiolierter Hypokotyle verstärkt 

exprimiert waren, wurde überprüft, ob sich der Knockout von einem, zwei oder drei der Gene auf das 

Streckungswachstum des Hypokotyls auswirkt. Dazu wurden Keimlinge für fünf Tage im Dunkeln 
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Abbildung 3-15: Expression von XTH15, XTH16, XTH17, XTH18 und XTH19 in Hypokotylen etiolierter 
und deetiolierter Keimlinge. 
Die Expression wurde in Hypokotylen von im Licht und im Dunkel angezogenen Keimlingen über 
qRT-PCR bestimmt. Die relative Expression der XTHs in etiolierten Hypokotylen wurde nach der ΔΔCt-
Methode bestimmt. Als Referenzgene für die qRT-PCR wurden TIP41 (At4g34270) und AP2M 
(At5g46630) verwendet. 
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angezogen und anschließend die Länge der Hypokotyle vermessen (Abbildung 3-16). Es konnte in den 

Mutanten jedoch kein signifikanter Unterschied zum Wildtyp nachgewiesen werden.  

3.3.3 Aktivität von XTH15, XTH16, XTH17, XTH18 und XTH19  in der Wurzel  

Die Daten des eFP-Browsers (Winter et al., 2007) zeigten für alle fünf untersuchten XTHs 

eine Expression in der Wurzel an. Um aufzuklären, welche Funktionen den XTHs in der 

Wurzel zukommen könnten, wurden zunächst Reporterlinien verwendet, um die Expression 

der XTHs in der Wurzel differenziert zu untersuchen. Interessanterweise waren zwar alle 

Promotoren in der Elongations- und Differenzierungszone der Wurzel aktiv, gleichzeitig 

konnten jedoch auch deutliche Unterschiede im Expressionsmuster der Gene festgestellt 

werden (Abbildung 3-17). Unter der Kontrolle des XTH15-Promotors wurde eine GUS-

Expression ausschließlich im Zentralzylinder der Wurzel beobachtet. In der Spitze der Wurzel 

ist die Expression erst in der Elongations- und Differenzierungszone nachweisbar 

(Abbildung 3-18 A). Im Querschnitt konnte gezeigt werden, dass die Expression von XTH15 

auf das Leitgewebe, inklusive des Perizykels, begrenzt war (Abbildung 3-17 F). Der XTH16-

Promotor war ebenfalls in der Elongations- und Differenzierungszone in den inneren 

Wurzelschichten aktiv. Im Unterschied zu der XTH15-Expression, erschien die GUS-

Expression unter der Kontrolle des XTH16-Promotors in zwei parallelen angeordneten 

Strängen. Im Querschnitt war zu erkennen, dass XTH16 spezifisch in den Xylem-assoziierten 

Perizykelzellen exprimiert wurde (Abbildung 3-17 G). Ein weiterer Unterschied zum XTH15-
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Abbildung 3-16: Hypokotyllänge etiolierter ein-, zwei- und dreifach-Knockout-Keimlinge. 
Länge der Hypokotyle von fünf Tage im Dunkeln angezogen Keimlingen von einfachen (hellblau), 
zweifachen (blau) oder dreifachen (dunkelblau) Knockout-Linien von XTH15, XTH16, XTH17, XTH18 
und XTH19 im Vergleich zum Wildtyp. Es wurden zwischen den Linien keine signifikanten 
Unterschiede (p < 0,05) festgestellt (Student’s t-Test, n ≥30, ±SE). 
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Expressionsmuster bestand darin, dass der XTH16-Promotor auch in der Wurzelspitze im 

Bereich der meristematischen Zone aktiv war (Verbelen et al., 2006). Ein Querschnitt durch 

diesen Bereich zeigte, dass die beobachtete Aktivität des XTH16-Promotors jedoch nicht in 

den Zellen des Meristems, sondern in den darüber liegenden Zellen der Wurzelhaube 

stattfand. XTH16 wurde besonders stark in den Zellen der lateralen Wurzelhaube und 

vereinzelt in Zellen der Columella exprimiert (Abbildung 3-18 F und G). Eine deutliche 
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Abbildung 3-17: Expressionsmuster von XTH15, XTH16, XTH17, XTH18 und XTH19  in der Wurzel.  
(A - E) Die Promotoraktivitäten der XTHs wurden in fünf Tage alten Keimlingen histochemisch 
untersucht. (F - J) Aufsicht auf die Wurzeln in der Differenzierungszone und die entsprechenden 
Querschnitte. (K) Schematische Darstellung einer Wurzel im Querschnitt. Der Maßstab in E 
entspricht 1 mm und ist für A - E gültig, in F – J entspricht der Maßstab 25 µm.  
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Überschneidung in der Aktivität wurde bei den Promotoren von XTH17, XTH18 und XTH19 

beobachtet. Alle drei Promotoren waren in der Elongations- und Differenzierungszone der 

Wurzeln aktiv. Auch wurde unter der Kontrolle dieser Promotoren eine GUS-Expression in 

den Wurzelhaaren beobachtet. Im Querschnitt zeigte sich, dass die drei Promotoren in allen 

Gewebeschichten der Wurzel aktiv sind (Abbildung 3-17 H - J). Im Gegensatz zu den 

Promotoren von XTH17 und XTH18 war der XTH19-Promotor zusätzlich in der gesamten 

Wurzelspitze aktiv (Abbildung 3-18 E). 

 Zusammenfassend konnte für die XTH15-, XTH16-, XTH17-, XTH18- und XTH19-

Promotoren eine starke Aktivität in der Wurzel bestätigt werden. Alle fünf untersuchten 

Promotoren sind in der Elongations- und Differenzierungszone aktiv. Da im Gegensatz zu 

XTH17, XTH18 und XTH19 die Expression von XTH15 und XTH16 nicht in allen 

Gewebeschichten stattfindet, findet eine Überschneidung der Promotoraktivität nur in den 

Perizykelzellen über den Xylempolen des Leitgewebes statt. Dies ist besonders interessant, 

da es sich bei diesen Zellen um die Gründerzellen der Lateralwurzeln handelt (Dolan et al., 

1993; Casimiro et al., 2003). Basierend auf diesen Ergebnissen wurde die Reporterlinien 

BA
XTH15:GUS-6 XTH16:GUS-7

D EC
XTH19:GUS-1XTH17:GUS-5 XTH18:GUS-2

G

F Abbildung 3-18: Expression von XTH15, 
XTH16, XTH17, XTH18 und XTH19 in der 
Wurzelspitze.  
(A – E) Histochemischer Nachweis der 
Promotoraktivität in der Wurzelspitze 
fünf Tage alter Keimlinge. In Abbildung F 
sind exemplarisch die verschiedenen 
Entwicklungszonen der Wurzelspitze mit 
Pfeilen markiert. weiß: Übergang von 
Wurzelhaube zu Wurzel, lila: Ende der 
Meristematischen Zone, blau: Ende der 
Übergangszone, schwarz: Ende der 
Streckungs- und Beginn der 
Differenzierungszone (Verbelen et al., 
2006). (F) Querschnitt durch den 
meristematischen Bereich mit der 
lateralen Wurzelhaube. (G) Querschnitt 
durch Zellen der Columella. Der Maßstab 
in E entspricht 100 µm und ist für A - E 
gültig, der Maßstab in F und G entspricht 
20 µm. 
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XTH15:GUS-6

XTH16:GUS-7

XTH18:GUS-2

XTH19:GUS-1

XTH17:GUS-5

Abbildung 3-19: Expression von XTH15, XTH16, XTH17, XTH18 und XTH19 während des Wachstums 
der Lateralwurzeln. 
Die Aktivität der Promotoren wurde während verschiedener Elongationsstadien der Lateralwurzen 
histochemisch untersucht. Von links nach rechts ist die graduelle Entwicklung der Lateralwurzeln 
sowie die GUS-Expression unter der Kontrolle des jeweiligen XTH-Promotors abgebildet. Ganz links 
sind Lateralwurzeln kurz vor und nach dem Austreten aus der Primärwurzel gezeigt, ganz rechts sind 
deutlich gestreckte Lateralwurzeln zu sehen. 
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verwendet, um zu untersuchen, ob XTH15, XTH16, XTH17, XTH18 und XTH19 ebenfalls 

während der Entwicklung von Lateralwurzeln exprimiert werden (Abbildung 3-19). In jungen 

Lateralwurzeln, die sich in einem Entwicklungsstadium kurz vor oder nach dem Austreten 

aus der Primärwurzel befinden, waren lediglich die Promotoren von XTH16 und XTH19 aktiv. 

Unter der Kontrolle der Promotoren von XTH15, XTH17 und XTH18 war eine GUS-Expression 

erst ab der Elongationszone der Lateralwurzeln zu beobachten. In der Elongations- und der 

Differenzierungszone der Lateralwurzeln konnte eine auf die inneren Gewebeschichten 

begrenzte Expression von XTH15 und XTH16 beobachtet werden, während die Expression 

von XTH17, XTH18 und XTH19 diese Spezifität nicht aufwies. Insgesamt betrachtet, zeigten 

die Promotoren der fünf XTHs in den Lateralwurzeln die gleichen Expressionsmuster, die 

bereits in der Primärwurzel beobachtet wurden. 

3.4 XTH16, XTH17 und XTH18 fördern das Wachstum von Lateralwurzeln 

Aufgrund der starken Expression von XTH15, XTH16, XTH17, XTH18 und XTH19 sowohl in den 

Primär- als auch in den Lateralwurzeln, wurde im Folgenden untersucht, welche Rolle diese 

XTHs bei der Morphogenese der Wurzel einnehmen. Zu diesem Zweck wurden einfach, 

zweifach und dreifach Knockout-Linien hinsichtlich ihres Phänotyps untersucht. 

 Veranlasst durch die Expression aller fünf untersuchten XTHs in der Elongations- und 

Differenzierungszone der Primärwurzel wurde zunächst überprüft, ob der Knockout von 

einem, zwei oder drei der Gene Einfluss auf das Längenwachstum der Primärwurzel nahm. 

Dazu wurde die Länge der Primärwurzel von neun Tage alten Keimlingen bestimmt 

(Abbildung 3-20 A). Jedoch konnte durch den Verlust der XTHs kein Unterschied zum Wildtyp 

beobachtet werden. Da die Promotoren von XTH15, XTH16, XTH17, XTH18 und XTH19 in den 

über den Xylempolen gelegenen Perizykelzellen aktiv sind, wurde außerdem untersucht, ob 

sich der Verlust der Genfunktion der untersuchten XTHs auf die Initiierung von 

Lateralwurzeln auswirkt. Zu diesem Zweck wurde die Dichte der Lateralwurzeln bei neun 

Tage alten Keimlingen ermittelt (Abbildung 3-20 B). Es wurde jedoch auch in diesem Fall kein 

signifikanter Unterschied zum Wildtyp festgestellt. Als nächstes wurde, aufgrund der 

Expression in der Elongations- und Differenzierungszone der Lateralwurzeln, analysiert, ob 

der einfach, zweifach oder dreifach Knockout das Längenwachstum der Lateralwurzeln 

beeinflusst. Bei der Bestimmung der Gesamtlänge der Lateralwurzeln von neun Tage alten 
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Keimlingen zeigte sich, dass bereits der einfache Knockout von XTH16, XTH17 und XTH18 zu 

einer geringeren Gesamtlateralwurzellänge führte (Abbildung 3-21). Entsprechend war auch 

die Lateralwurzellänge in den Doppelmutanten xth17-2 xth18-23 und xth18-23 xth19-1 

sowie der dreifachen Mutante xth17-2 xth18-23 xth19-1 verringert. Interessanterweise rief 

der Doppel-Knockout von XTH15 und XTH16 keine Verkürzung der Lateralwurzeln hervor. Da 

die Promotoren von XTH16, XTH17 und XTH18 nicht im Bereich des Meristems der 

Lateralwurzeln exprimiert wurden, wurde angenommen, dass die Verkürzung der 

Lateralwurzeln auf ein geringeres Streckungswachstum der Zellen, und nicht auf eine 

verminderte Zellteilung zurückzuführen war. Um dies zu überprüfen, wurden 

ausdifferenzierte Atrichoblasten der Lateralwurzeln vermessen. Dabei konnte gezeigt 

werden, dass die Epidermis der Mutanten signifikant kürzere Zellen als der Wildtyp 

aufwiesen (Abbildung 3-21). 

 Zusammenfassend führten die Untersuchungen zu dem Ergebnis, dass, obwohl laut 
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Abbildung 3-20: Morphogenese der Wurzel von ein-, zwei- und dreifach-Knockout-Linien. 
(A) Länge der Primärwurzel, (B) Dichte der Lateralwurzeln neun Tage alter Keimlingen einfacher 
(hellblau), zweifacher (blau) oder dreifacher (dunkelblau) Knockout-Linien von XTH15, XTH16, 
XTH17, XTH18 und XTH19 im Vergleich zum Wildtyp. Es wurden zwischen den Linien keine 
signifikanten Unterschiede (p < 0,05) festgestellt (Student’s t-Test, n ≥30, ±SE). 
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der Expressionsdaten des eFP-Browsers XTH15 und XTH19 in der Wurzel eine stärkere 

Expression aufwiesen, als die anderen drei Gene, die Funktionsverluste von XTH16, XTH17 

und XTH18, durch ein eingeschränktes Streckungswachstum der Lateralwurzelzellen, einen 

Einfluss auf die Morphogenese der Wurzel nahmen.  

3.4.1 H2O2 hat einen inhibierenden Einfluss auf  

das Wachstum der Lateralwurzeln  

Beim Streckungswachstum von Zellen ist ein Gleichgewicht von Lockerung und Verknüpfung 

der Zellwandpolymere der primären Zellwand von großer Bedeutung. Die Spaltung der 

Verbindungen von Zellwandpolysacchariden kann zum einen enzymatisch, beispielsweise 

durch XTHs geschehen, andererseits wird Spaltung von Xyloglucan auch durch 

Wasserstoffperoxid (H2O2) gefördert (Fry, 1998). Zusätzlich wurde bereits ein Einfluss 

verschiedener ROS auf das Wachstum der Primärwurzel beschrieben. Von Dunand et al. 

(2006) wurde gezeigt, dass eine Abnahme von Superoxid-Anionen (O2
•–) oder Hydroxyl-

Radikalen (•OH) eine inhibierende Wirkung, hingegen die Verringerung von H2O2 eine 
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Abbildung 3-21: Einfluss des Knockouts von XTH15, XTH16, XTH17, XTH18 und XTH19 auf das 
Streckungswachstum von Lateralwurzeln. 
Dargestellt ist die aufsummierte Länge der Lateralwurzeln pro Keimling sowie die durchschnittliche 
Länge ausdifferenzierter Atrichoblasten der Lateralwurzeln von neun Tage alten Keimlingen. Der 
einfache Knockout von XTH15, XTH16, XTH17, XTH18 und XTH19 ist in hellblau, der zweifache in blau 
und der dreifache in dunkelblau angedeutet. * signalisieren signifikante Unterschiede zum Wildtyp, 
mit p < 0,05 (Student’s t-Test, n ≥30,  ±SE).  
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fördernde Wirkung auf das Wachstum der Primärwurzeln haben.  

 Da gezeigt wurde, dass in den Knockout-Linien von XTH16 und XTH18 ein geringeres 

Streckungswachstum der Epidermiszellen der Lateralwurzeln stattfindet, wurde untersucht, 

ob eine Wechselwirkung zwischen dem verringertem Lateralwurzelwachstum der XTH-

Knockout-Linien und der ROS-Konzentration innerhalb der primären Zellwand besteht. Daher 

wurden Keimlinge mit Antimycin A (AA) behandelt. Dieses bindet an den Komplex III der 

Elektronentransportkette in der inneren Membran der Mitochondrien, wodurch es zu einer 

Inhibierung des Elektronentransports kommt. Dies führt zum einen zu einer verminderten 

Produktion von ATP und zum anderen zu einem Anstieg der ROS-Produktion, im besonderem 

von O2
•– und H2O2 (Chandel et al., 1998; Quinlan et al., 2011). Nachdem 5 Tage alte 

Keimlinge für 4 Tage mit 5 µM AA behandelt wurden, wurde die Gesamtlänge der 

Lateralwurzeln pro Keimling bestimmt (Abbildung 3-22). Im Wildtyp sowie in der Linie 

xth15-2 hatte die Behandlung mit AA im Vergleich zu Kontrollbedingungen eine Zunahme 

der Gesamtlänge der Lateralwurzeln von etwa 10% zur Folge. Hingegen zeigten die Einfach- 

und Mehrfach-XTH-Knockout-Linien ein verringertes Wachstum der Lateralwurzeln von etwa 

20% bis 30%. Ein signifikanter Unterschied zum Wildtyp wurde lediglich in den Linien 

xth15-2 xth16-9 und xth18-23 xth19-1 beobachtet. Diese zeigten eine Verkürzung der 

Lateralwurzeln um etwa 45% im Vergleich zu Kontrollbedingungen. 
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Abbildung 3-22: Lateralwurzellänge der XTH-Knockout-Linien nach Behandlung mit Antimycin A. 
Keimlinge wurden auf MS-Medium mit oder ohne 5 µM Antimycin A umgesetzt. Dargestellt ist die 
prozentuale Veränderung der aufsummierten Länge der Lateralwurzeln im Vergleich zu 
Kontrollbedingungen. Unterschiedliche Buchstaben weisen auf statistisch signifikante Unterschiede 
zwischen den Gruppen hin, p ≤ 0,05 (Kruskal-Wallis-Test), n ≥18, ±SE. 
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Um zu untersuchen, ob die erhöhte ROS-Konzentration für die Inhibierung des 

Lateralwurzelwachstums verantwortlich war, wurden Keimlinge mit H2O2, Diphenyliodonium 

(DPI) und 3-Amino-1,2,4-triazol (3-AT) behandelt (Abbildung 3-24). DPI hemmt die NADPH-

Oxidase in der Plasmamembran, wodurch es zu einer verringerten ROS-Produktion im 

Apoplasten kommt (Bolwell & Wojtaszek, 1997), während 3-AT die Katalasen hemmt, 

wodurch die Umwandlung von H2O2 zu Wasser und Sauerstoff verringert ist (Prasad, 1997). 

Der stärkste Effekt auf das Wachstum der Lateralwurzeln wurde durch die Behandlung mit 

3-AT beobachtet. Dies hemmte das Lateralwurzelwachstums am stärksten in den Linien 

xth19-1 und xth15-2 xth16-5. Die Lateralwurzellängen waren hier im Vergleich zur Kontrolle 

um etwa 90% kürzer. Die beiden Genotypen unterschieden sich damit signifikant zu den 

Linien xth17-2, xth18-22 und der entsprechenden Doppelmutante xth17-2 xth18-23, jedoch 

nicht zu der entsprechenden Dreifach-Mutante xth17-2 xth18-23 xth19-1. In den Linien 

xth18-22 und xth17-2 xth18-23 fand eine Inhibierung des Lateralwurzelwachstums von etwa 

80% statt. Die anderen Einfach- und Mehrfach-Knockout-Linien, sowie der Wildtyp, zeigten 

einen intermediären Phänotyp und es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen diesen 

festgestellt werden. Die exogene Zugabe von H2O2 hatte ebenfalls eine inhibierende Wirkung 

auf das Lateralwurzelwachstum. Die stärkste Inhibierung war in der Linie xth15-2 xth16-5 zu 

beobachten. Die Lateralwurzeln waren im Vergleich zur Kontrolle um etwa 60% verkürzt, 
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Abbildung 3-23: Lateralwurzellänge der XTH-Knockout-Linien nach DPI, H2O2 und 3-AT-Behandlung. 
Keimlinge wurden auf MS-Medium mit oder ohne 2 µM DPI, 0,5 mM H2O2 oder 0,1 mM 3-AT 
umgesetzt. Dargestellt ist die prozentuale Veränderung der aufsummierten Länge der Lateralwurzeln 
im Vergleich zu Kontrollbedingungen. Unterschiedliche Buchstaben weisen auf statistisch signifikante 
Unterschiede zwischen den Gruppen hin, p ≤ 0,05 (Kruskal-Wallis-Test), n ≥20, ±SE. 
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wodurch sich diese Linie signifikant von der Linie xth17-2 xth18-23 unterschied. Hier betrug 

die Verkürzung der Lateralwurzeln etwa 20% im Vergleich zur Kontrolle. Interessanterweise 

hatte DPI einen ähnlichen Effekt auf das Lateralwurzelwachstum wie die exogene Zugabe 

von H2O2. Wiederum war die stärkste Inhibierung, von etwa 60% im Vergleich zur Kontrolle, 

in der Linie xth15-2 xth16-5 zu beobachten. Diese unterschied sich dadurch signifikant von 

der Doppel- sowie der Dreifach-Mutante xth17-2 xth18-23 und xth17-2 xth18-23 xth19-1, in 

denen die Lateralwurzeln um etwa 20% und 30% verkürzt waren. In den anderen XTH-

Knockout-Linien, sowie im Wildtyp, wurden auch hier intermediäre Phänotypen beobachtet, 

die jedoch keine signifikanten Unterschiede zwischen den Genotypen aufzeigten. Da  H2O2, 

DPI oder 3-AT die durch AA induzierte Hemmung des Lateralwurzelwachstums in den XTH-

Knockout-Linien nicht phänokopieren konnten, wurde untersucht, ob das geringere 

Lateralwurzelwachstum nicht durch die erhöhte Produktion von ROS, sondern durch die 

verminderte ATP-Synthese verursacht worden sein könnte. Dazu wurden 6 Tage alte 

Keimlinge für 4 Tage im Dunkeln hypoxischen Bedingungen (2% O2) ausgesetzt. Als Kontrolle 

wurden Keimlinge für den gleichen Zeitraum unter normoxischen Bedingungen (21% O2) im 

Dunkeln gehalten. Anschließend wurden die Keimlinge zur Regeneration für 48 h zurück in 

Normoxie unter Langtagbedingungen transferiert, bevor die Länge der Lateralwurzeln 
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Abbildung 3-24: Veränderung der Lateralwurzellänge in den XTH-Knockout-Linien nach Hypoxie. 
Sechs Tage alte Keimlinge wurden für 4 Tage entweder im Dunkeln (Kontrolle) oder im Dunkeln mit 
2% O2 (Hypoxie) inkubiert. Nach 2 Tagen Regeneration in Normoxie (21% O2) unter 
Langtagbedingungen wurde die Gesamtlateralwurzellänge pro Keimling bestimmt Dargestellt ist die 
prozentuale Veränderung der aufsummierten Länge der Lateralwurzeln im Vergleich zu 
Kontrollbedingungen. Es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den verschiedenen 
Genotypen festgestellt werden, p ≤ 0,05 (Kruskal-Wallis-Test), n ≥20, ±SE 
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bestimmt wurde (Abbildung 3-24). Durch die verminderte O2 Versorgung der Keimlinge 

wurde die Länge der Lateralwurzeln im Wildtyp um 45% vermindert. In den Knockout-Linien 

wurde eine Verringerung des Lateralwurzel-wachstums von 30% bis 60% dokumentiert. Da 

die die erhobenen Daten jedoch eine starke Streuung aufwiesen, konnte insgesamt weder 

ein signifikanter Unterschied zum Wildtyp, noch zwischen den unterschiedlichen XTH-

Knockout-Linien festgestellt werden.  

 Insgesamt führten die Untersuchungen zu dem Ergebnis, dass ROS nicht nur, wie von 

Dunand et al. (2006) gezeigt, einen Einfluss auf das Wachstum der Primärwurzel, sondern 

auch auf das Wachstum der Lateralwurzeln haben. Wobei durch die Erhöhung der ROS-

Konzentration das Lateralwurzelwachstum in der Linie xth15-2 xth16-2 signifikant stärker 

inhibiert wurde, als in der Doppelmutante xth17-2 xth18-23. Beide Linien unterschieden sich 

jedoch nicht statistisch signifikant vom Wildtyp. 
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4 Diskussion 

Die Mitglieder der Arabidopsis XTH-Genfamilie XTH15, XTH16, XTH17, XTH18 und XTH19 sind 

phylogenetisch nah miteinander verwandt und gehören der Untergruppe II an. Durch die 

Untersuchungen von Maris et al. (2009, 2011) ist bekannt, dass XTH17, XTH18 und XTH19 

sowie weitere Vertreter der Untergruppe II in vitro ausschließlich XET- und keine 

nachweisbare XEH-Aktivität aufweisen. In der vorliegenden Arbeit wurde außerdem gezeigt, 

dass sich die fünf Gene bei ihrer Expression in der Vaskulatur der Wurzel überschneiden. Um 

zu untersuchen, ob den Genen eine bestimme physiologische Funktion zukommt, oder ob sie 

funktionell redundant sind, wurden Einfach- und Mehrfach-Knockout-Linien identifiziert oder 

erzeugt und untersucht. Da für XTH16 und XTH18 keine T-DNA-Insertionslinien zur 

Verfügung standen, wurden im Rahmen dieser Arbeit zunächst Knockdown-Linien mit Hilfe 

von amiRNA-Konstrukten hergestellt. Als im Verlauf dieser Arbeit das CRISPR/Cas9-System 

als molekulargenetisches Werkzeug verfügbar wurde, wurden anschließend gezielt 

Knockout-Linien erzeugt.  

4.1 Mit CRISPR/Cas9 können mit hoher Effizienz und Spezifität 

größere Deletionen induziert werden  

Für die Konzeption der amiRNA-Konstrukte zum Knockdown von XTH16 wurde der WMD3 – 

Web MicroRNA Designer (Schwab et al., 2006; Ossowski, Schwab & Weigel, 2008) 

verwendet. Basierend auf verschiedenen Kriterien, wie beispielsweise die Position der 

Fehlpaarungen mit der Ziel-mRNA oder die Differenz zwischen der Hybridisierungsenergie zu 

der Ziel-mRNA und eventuellen ungewünschten Nebenzielen (Schwab et al., 2006), wird von 

diesem eine Rangfolge möglicher amiRNA-Sequenzen erstellt. Die vorgeschlagenen amiRNA-

Sequenzen zum Knockdown von XTH16, die weit oben in der Rangfolge des WMD3 gelistet 

waren, befanden sich alle innerhalb der kodierenden Sequenz. Um die Wahrscheinlichkeit zu 

erhöhen, einen Knockdown zu induzieren, wurden drei Sequenzen (amiR-A, -B und -C) 

ausgewählt, die an möglichst verschiedenen Positionen auf der mRNA von XTH16 binden 

sollten. amiR-A war so gewählt, dass diese kurz hinter dem Start-ATG, also nah am 5’-UTR 

bindet, während amiR-B mitten in der kodierenden Sequenz mit der mRNA hybridisierte. Die 

Position von amiR-C befand sich hingegen kurz vor dem Stopp-Codon, also nahe des 3’UTRs 
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(Abbildung 3-3). Obwohl es gut erforscht ist, dass natürlich vorkommende miRNAs im 3’UTR 

der entsprechenden mRNA binden und dadurch der Abbau dieser mRNAs induziert wird 

(Wightman, Ha & Ruvkun, 1993; Lai, 2002; Reinhart, 2002), konnte in den Linien, die das 

amiR-C-Konstrukt trugen, unabhängig ob im Wildtyp- oder xth15-2-Hintergrund, über RT-

PCR keine Reduktion der Transkriptmenge festgestellt werden. Neuere Untersuchungen 

haben gezeigt, dass auch miRNAs, die im 5’-UTR oder der kodierenden Sequenz binden, 

effektiv die Expression von Genen posttranskriptionell regulieren können (Kloosterman 

et al., 2004; Lytle, Yario & Steitz, 2007). Tatsächlich konnte auch hier die stärkste Reduktion 

der Transkriptmenge mit dem amiR-B-Konstrukt, welches mittig in der mRNA hybridisierte, 

herbeigeführt werden. Über qRT-PCR konnte gezeigt werden, dass in der Linie xth15-2 amiR 

xth16-B4 die Transkriptmenge um etwa 78% im Vergleich zum Wildtyp oder der xth15-2 

Knockout-Linie reduziert wurde. In anderen unabhängigen xth15-2 amiR xth16-B-Linien 

wurde eine Reduktion der Transkripte von ungefähr 60% beobachtet. Obwohl damit gezeigt 

wurde, dass mit dem amiR-B-Konstrukt eine deutliche posttranskriptionelle Regulation der 

XTH16-mRNA möglich ist, konnte in den Knockdown-Linien optisch kein Phänotyp fest-

gestellt werden. Dies könnte sowohl auf die mögliche Redundanz der XTH-Genfamilie, als 

auch auf die vorhandene, restliche Funktion von XTH16 zurückzuführen sein. Generell ist die 

Analyse von RNAi-Linien mit verschiedenen Schwierigkeiten verbunden. Eine Schwierigkeit 

stellt die Spezifität der amiRNA-Sequenz dar, da lediglich eine etwa 20 Nukleotide 

umfassende Erkennungssequenz ausgewählt wird. Daher besteht die Möglichkeit, dass 

unerwünschte Nebenziele ebenfalls erkannt und degradiert werden (Small, 2007). Dies ist im 

Besonderem ein Problem, wenn Gene, wie beispielsweise die XTHs, von einer großen 

Genfamilien kodiert werden, die vermutlich durch Genduplikation und -translokation 

entstanden ist (Blanc et al., 2000; Rose et al., 2002). Dementsprechend weisen dann die 

kodierenden Sequenzen eine starke Sequenzähnlichkeit zueinander, insbesondere innerhalb 

der funktionellen Domänen, auf. Aus diesem Grund wäre es unbedingt notwendig, zu 

verifizieren, dass die Expression anderer XTHs in den amiR-Linien nicht ebenfalls reguliert ist. 

Ein weiterer Nachteil bei der Nutzung von amiRNA-Linien besteht darin, dass der Effekt der 

Transkriptreduktion nicht verlässlich in die folgenden Generationen weitergegeben wird 

(Wang et al., 2005). Das bedeutet, dass für Experimente entweder nur das Saatgut, das von 

einer einzigen Pflanze geerntet wurde, verwendet werden kann, da nur in diesem Fall davon 

ausgegangen werden sollte, dass diese Nachkommen etwa das gleiche Transkriptlevel 
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aufweisen und daher die Auswirkung auf den Phänotyp vergleichbar ist. Verwendet man 

Saatgut verschiedener Pflanzen oder aus verschiedenen Generationen, kann es zu einer 

Abschwächung des Phänotyps kommen (Wang et al., 2005). Dies kann besonders im Fall 

eines nicht sehr stark ausgeprägten Phänotyps die Analysen erheblich erschweren. 

 Mit der Etablierung des CRISPR/Cas9-Systems als molekulargenetisches Werkzeug ist 

es möglich geworden, in die Genexpression nicht nur auf posttranskriptioneller Ebene 

einzugreifen, sondern mit hoher Effizienz gezielte Veränderung in die genomische Sequenz 

einzuführen und dadurch bereits die Transkription zu beeinflussen oder diese gänzlich zu 

verhindern. Wie bei dem Entwerfen der amiRNA, werden bei der Konzeption von 

CRISPR/Cas9-Experimenten etwa 20 Nukleotid lange Erkennungssequenzen, die Protospacer, 

im entsprechenden Bereich der DNA ausgewählt. Einzige Voraussetzung dieser Sequenz ist, 

dass sie direkt neben einem bestimmten DNA-Motiv, dem sogenanntem protospacer-

adjacent motif (PAM) liegt. Daher stellen auch hier große Genfamilien, mit konservierten 

Sequenzen ein Problem für die Spezifität dar. In dieser Arbeit wurde zur Induktion des 

Knockout von XTH16 und XTH18 ein Ansatz gewählt, bei welchem jeweils zwei Protospacer 

im Abstand von mehreren Hundert Basenpaaren zueinander gewählt wurden. Ziel dieses 

Ansatzes war, dass an jeweils zwei Stellen im entsprechendem Genlokus ein DNA-

Doppelstrangbruch induziert werden sollte, sodass bei der anschließenden Reparatur der 

DNA durch die Pflanze, der dazwischenliegende Teil der genomischen Sequenz deletiert 

werden würde. Obwohl zwei Protospacer je Genlokus verwendet wurden, wurde dadurch 

keine höhere Spezifität des Systems erreicht. Es ist zwar unwahrscheinlich, dass beide 

Protospacer in einem anderen Genlokus binden und dort ebenfalls eine Deletion von 

mehreren Hundert Basenpaaren induzieren, jedoch genügt es bereits, dass einer der beiden 

Protospacer an einer anderen Stelle im Genom einen Doppelstrangbruch induziert. Wird 

dieser Doppelstrangbruch mit dem fehleranfälligen non-homologous end joining repariert, 

wird dort mit großer Wahrscheinlichkeit eine Punktmutation entstehen (Salomon & Puchta, 

1998; Weterings & Chen, 2008). Daher stellt die Mutation ungewollter Nebenziele ein 

Problem bei der Verwendung des CRISPR/Cas9-Systems dar (Cho et al., 2014), insbesondere 

da bereits gezeigt wurde, dass von der Cas9-Nuklease auch dann ein Doppelstrangbrüche 

induziert werden kann, wenn die Protospacer-Sequenz nicht vollständig mit der Ziel-DNA 

übereinstimmt (Endo, Mikami & Toki, 2015; Sun et al., 2015). Doch obwohl einer der beiden 

für den XTH18-Genlokus entworfenen Protospacer mit nur einer oder zwei Fehlpaarungen 
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ebenfalls in den Sequenzen von XTH7, XTH17, XTH20 und XTH23 hätte binden können, 

waren in den entsprechenden Genabschnitte bei der Sequenzierung keine Mutationen 

vorhanden. Dies deutet darauf hin, dass das verwendete System in Arabidopsis besonders 

spezifisch zu funktionieren scheint.  

 Ein besonders wichtiger, wenn nicht sogar der wichtigste Aspekt bei der Nutzung von 

CRISPR/Cas9 liegt darin, sicher zu stellen, dass die induzierten Veränderung der 

Erbinformation auch tatsächlich in die folgenden Generationen weitergegeben werden (Feng 

et al., 2014; Schiml & Puchta, 2016). Damit eine Mutation in die nächste Generation 

gelangen kann, muss nicht nur das entsprechende Mutationsereignis stattfinden, sondern 

darüber hinaus muss dies in einer Zelle geschehen, die in die Keimbahn eintritt. Da nach der 

Untersuchung der Primärtransformanden nur die Linien weitergehend analysiert wurden, in 

denen bereit in der T1 die vorgesehene Deletion detektiert werden konnte, kann die 

Frequenz, mit welcher die Mutation in die T2 weitergegeben wurde, nur annäherungsweise 

ermittelt werden. Bei der Identifizierung des XTH16-Knockouts, konnte in 30,8% der 

Primärtransformanden eine Deletion in dem Genlokus detektiert werden. Bei der 

anschließenden Genotypisierung der T2- und T3-Generation zeigte sich, dass die Hälfte der 

beobachteten Mutationen tatsächlich in die Keimbahn eingetreten und vererbt worden 

waren, wodurch sich eine theoretische Effizienz von 15,4% ergibt. Bei der Analyse der 

Primärtransformanden zum Knockout von XTH18 wurde in 19,6% der T1-Pflanzen eine 

Mutation nachgewiesen. Jedoch wurden diese sogar zu 80% in die nächste Generation 

weitergegeben, was zu einer theoretische Vererbungsrate von 15,7% führt. Bei den 

Experimenten von Fauser, Schiml & Puchta (2014) wurde gezeigt, dass mit dem hier 

verwendetem CRISPR/Cas9-System mit einer Rate von 15% bis 28% vererbbare 

Punktmutationen eingeführt werden konnten. Obwohl in dem hier gewähltem Ansatz, der, 

im Gegensatz zur Induktion einer Punktmutation, zwei Mutationsereignisse innerhalb einer 

Zelle benötigt, wurde die Frequenz, mit welcher die Mutation in die folgenden Generation 

vererbt wurde, nicht nennenswert beeinträchtigt. Da auf diese Weise jedoch die 

Genotypisierung der Transformanden über einfache PCR möglich ist, stellt dieser Ansatz eine 

gute und einfache Methode dar, Knockout-Linien gezielt und mit guter Effizienz herzustellen. 

 Allerdings zeigt sich hier auch, dass die Veränderung des Genoms mittels des 

CRISPR/Cas9-Systems ein fehleranfälliges System darstellt. Bei der Genotypisierung der 

xth16-Knockout-Linien, wurden bei den Linien xth16-1 und xth16-5 deutlich kleinere PCR-
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Fragmente amplifiziert, als erwartet wurde. Die Sequenzierung ergab, dass in diesen Fällen 

tatsächlich größere Teile aus der genomischen DNA deletiert worden waren, als vorgesehen 

war (Abbildung 3-6). Das Herbeiführen von DNA-Doppelstrangbrüchen kann enorme 

Auswirkung auf ein Genom haben. Neben der bereits erwähnten Möglichkeit, dass durch das 

non-homologous end joining Punktmutationen in unbeabsichtigten Nebenzielen eingeführt 

werden können (Weterings & Chen, 2008), besteht ebenfalls die Möglichkeit, dass es zur 

Translokation ganzer chromosomaler Abschnitte kommt (Richardson & Jasin, 2000). Die hier 

vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass sich mit der Etablierung des CRISPR/Cas9-Systems als 

Instrument der Molekularbiologie zwar viele Möglichkeiten ergeben haben, wie 

beispielsweise gezielt bestimmte Gene auszuschalten. Gleichzeitig zeigt sich jedoch auch, 

dass das Resultat des Eingriffs in die Genomstruktur nicht mit Sicherheit vorhergesagt 

werden kann und daher unbedingt tiefergehende Forschungen durchgeführt werden sollten. 

4.2 Der Knockout von XTH15 und XTH16 führt zu in  

einer geringeren Anzahl von Samenanlagen 

Durch die Microarraydaten des eFP-Browsers (Winter et al., 2007) war bekannt, dass XTH15 

und XTH16 während der Entwicklung junger Infloreszenzen exprimiert werden und die 

Expression in älteren Blüten abnimmt. Durch die Analyse von Promotor:GUS-Reporterlinien 

konnten diese Daten bestätigt werden. Gleichzeitig wurde beobachtet, dass die Expression 

nicht in allen Teilen der jungen Blüte stattfindet, sondern spezifisch auf Androeceum und 

Gynoeceum begrenzt ist.  

 Obwohl die Promotoren beider XTHs während der Entwicklung der Stamina in allen 

Gewebeschichten aktiv sind, waren die Staubblätter in den Knockout-Linien xth15-2, xth16-5 

sowie der Doppelmutante xth15-2 xth16-9 äußerlich in Größe und Form nicht vom Wildtyp 

zu unterscheiden. Da im Gegensatz zur widerstandfähigen äußeren Zellwand des 

Pollenkorns, der Exine, die innere Zellwand, die Intine, ähnlich der primären Zellwand 

aufgebaut ist (Lou, Zhu & Yang, 2014), war auch eine Rolle der XTHs bei der Bildung fertiler 

Pollenkörner denkbar. Jedoch zeigte sich, dass in den Knockout-Linien, genauso wie im 

Wildtyp, 85% der Samenanlagen befruchtet wurden. Daher scheint eine essentielle Funktion 

von XTH15 oder XTH16 bei der Vermittlung der männlichen Fertilität unwahrscheinlich. 

Allerdings besaßen die Knockout-Linien im Schnitt zwei bis drei Samenanlagen pro Schote 
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weniger als der Wildtyp. Samenanlagen entwickeln sich aus Primordien, die durch eine Reihe 

periklinaler Zellteilungen als Seitenorgane aus dem meristematischen Plazentagewebe des 

Gynoeceums hervorgehen (Schneitz, Hulskamp & Pruitt, 1995). Es ist bekannt, dass dieser 

Prozess durch ein koordiniertes Zusammenspiel verschiedener Phytohormone und 

Transkriptionsfaktoren kontrolliert wird (Cucinotta, Colombo & Roig-Villanova, 2014; Chávez 

Montes et al., 2015), aber inwiefern XTHs an diesem Vorgang beteiligt sind, wurde bisher 

nicht untersucht. Tatsächlich konnte in den Reporterlinien beobachtet werden, dass die 

Promotoren von XTH15 und XTH16 während der jungen Entwicklungsstadien der Blüten, in 

denen die Primordien der Samenanlagen sich aus dem Plazentagewebe herausbilden 

(Alvarez-Buylla et al., 2010; Cucinotta, Colombo & Roig-Villanova, 2014), im Gynoeceum 

aktiv waren (Abbildung 3-12). Es wäre daher möglich, dass diese XTHs in den Prozess der 

Initiierung der Samenanlagenprimordien involviert sind.  

 In späteren Entwicklungsstadien war der Promotor von XTH15 verstärkt in der 

Vaskulatur des Fruchtknotens, der XTH16-Promotor verstärkt im Bereich der Klappen der 

Kapelle aktiv. Da Pflanzenzellen durch ihre Zellwände fest miteinander verbunden sind, und 

daher die Morphogenese der Organe von lokalisierten Zellteilungen und gerichtetem 

Zellwachstum der beteiligten Gewebeschichten bestimmt wird (Cosgrove, 2005), ist es 

ebenfalls möglich, dass ein vermindertes Wachstum der Vaskulatur oder der Klappen dazu 

führt, dass das gesamte Gynoeceum in seiner Entwicklung beeinträchtigt ist. Da für XTHs 

bereits gezeigt wurde, dass diese an Prozessen der Zellteilung und Zellwachstum involviert 

sein können (Yokoyama & Nishitani, 2001b; Shin et al., 2006), wäre beispielsweise denkbar, 

dass eine bestimmte räumlich Distanz zwischen den einzelnen Primordien der Samenanlagen 

eingehalten wird, sodass später gewährleistet ist, dass ausreichend Raum für die 

Entwicklung der Samen vorhanden ist. Auch wenn der Prozess, der die Anzahl der 

Samenanlagen kontrolliert, Gegenstand der laufenden Forschung ist, ist dieser noch nicht 

vollständig verstanden (Cucinotta, Colombo & Roig-Villanova, 2014; Cucinotta et al., 2018). 

Durch die verminderte Anzahl an Samenanlagen in den Knockout-Linien, zusammen mit der 

starken Expression der beiden XTH-Gene in den jungen Entwicklungsstadien des 

Fruchtblatts, in denen die Samenanlagen angelegt werden, ist eine Beteiligung von XTH15 

und XTH16 an diesem Prozess denkbar. 



D I S K U S S I O N  
 

   74  

4.3 XTH15, XTH16, XTH17, XTH18 und XTH19  

und ihre Rolle beim Streckungswachstum 

Ein gutes System zur Untersuchung des Streckungswachstums von Zellen stellt das 

Hypokotyl etiolierter Keimlinge dar, da dieses eine feste Anzahl Zellen besitzt und die 

Streckung des Hypokotyls ausschließlich auf der Streckung dieser Zellen beruht (Gendreau 

et al., 1997). In der vorliegenden Arbeit konnte anhand der histochemischen Untersuchung 

von Reporterlinien gezeigt werden, dass bei der Etiolierung von Keimlingen einer Zunahme 

der Promotoraktivität von XTH15, XTH17, XTH18 und XTH19 stattfindet. Die verstärkte 

Transkription wurde anschließend über qRT-PCR bestätigt.  

 Bei dem Streckungswachstums des Hypokotyls strecken sich die Zellen nicht 

gleichmäßig (Gendreau et al., 1997). Vom vierten auf den fünften Tag längen sich besonders 

die Zellen in der oberen Hälfte des Hypokotyls, während sich dann vom fünften auf den 

sechsten Tag hauptsächlich die Zellen im oberen Drittel verlängern (Abbildung 3-14). 

Betrachtet man die GUS-Analyse der untersuchten XTHs in fünf Tage alten Keimlingen, so 

kann eine deutliche Korrelation zwischen den Streckungszonen und den Bereichen mit 

verstärkter Promotoraktivität festgestellt werden. Diese Ergebnisse stehen damit im 

Einklang, dass XTHs, basierend auf ihrer Fähigkeit, Xyloglucan spezifisch entweder zu 

transglycosylieren oder zu hydrolysieren, eine bedeutende Rolle bei der kontrollierten, 

turgorgesteuerten Expansion der primären Zellwand zugeschrieben wird (Rose et al., 2002; 

Eklöf & Brumer, 2010). Zusätzlich wurde bereits mehrfach eine Beteiligung von XTHs an der 

Elongation von Zellen bestätigt, beispielsweise von Shin et al. (2006), Michailidis et al. 

(2009), Sasidharan et al. (2010) oder Harada et al. (2011). Darüber hinaus ist durch die 

Experimente von Miedes et al. (2013) bekannt, dass eine Überexpression von XTH18, XTH19 

und XTH20 in Arabidopsis das Hypokotylwachstum in etiolierten Keimlingen stimuliert. 

Interessanterweise konnte jedoch in den Knockout-Linien, einschließlich der Doppel- und 

Dreifach-Mutanten, keine signifikante Veränderung in der Länge des Hypokotyls beobachtet 

werden. Obwohl das Fehlen eines Phänotyps beim Knockout eines Gens andeutet, dass dies 

für den betrachteten Prozess nicht essentiell zu sein scheint, besteht die Möglichkeit, dass 

der Verlust der Genfunktion teilweise oder vollständig durch die Aktivität anderer Gene mit 

gleicher oder ähnlicher Funktion kompensiert werden kann (Pickett & Meeks-Wagner, 1995; 

Zhang, 2012). Durch die Daten von Becnel et al. (2006) ist bekannt, dass mindestens noch 
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zwei weitere, hier nicht betrachtete XTHs (XTH9 und XTH28), ebenfalls in etiolierten 

Hypokotylen exprimiert werden. Es ist also denkbar, dass es mehr als den Knockout dreier 

XTHs benötigt, um das Hypokotylwachstum zu inhibieren. Da einerseits in den Knockout-

Linien keine Veränderung im Wachstum festgestellt werden konnte, andererseits eine gute 

Korrelation zwischen Promotoraktivität und Streckungszonen beobachtet werden konnte, 

konnte basierend auf diesen Ergebnissen eine Beteiligung der untersuchten XTHs an der 

Zellelongation zwar nicht bestätigt, aber auch nicht ausgeschlossen werden. 

4.4 XTH15, XTH16, XTH17, XTH18 und XTH19 sind auf 

unterschiedliche Weise am Wurzelwachstum beteiligt 

Weitere Hinweise zur Beteiligung der untersuchten XTHs an der Zellstreckung konnte bei der 

Untersuchung des Wurzelwachstums erlangt werden. Aufgrund von Expressionsanalysen, 

war bekannt, dass XTH17, XTH18 und XTH19 vorrangig eine Expression in der Wurzel 

aufweisen  (Yokoyama & Nishitani, 2001a; Vissenberg et al., 2005). In dieser Arbeit wurde 

gezeigt, dass XTH15 und XTH16 ebenfalls stark in der Wurzel exprimiert werden. Die 

Promotoren aller fünf Gene sind sowohl in der Primärwurzel, als auch in den Lateralwurzeln 

aktiv. Weiterhin konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass der Knockout von 

XTH16 oder XTH18 dazu führt, dass Keimlinge kürzere Lateralwurzeln mit kürzeren 

Epidermiszellen entwickeln. Dies steht im Einklang damit, dass der Knockout von XTH21 

einen negativen Einfluss auf das Wachstum der Wurzelepidermis und der Wurzel selbst hat 

(Liu et al., 2007). XTH21 gehört, wie die in dieser Arbeit untersuchten XTHs, der 

Untergruppe II an, für die in vitro ausschließlich XET-Aktivität nachgewiesen wurde (Maris 

et al., 2009, 2011). Diese Ergebnisse deuten zum einen wiederum an, dass diese XTHs an der 

Zellexpansion beteiligt sind, gleichzeitig zeigen die Ergebnisse auch, dass sich diese fünf in 

der Wurzel exprimierten XTHs nicht vollständig in ihrer Funktion überschneiden, da sich die 

Knockout-Linien xth15-2 und xth19-1 in ihrem Lateralwurzelwachstum nicht signifikant vom 

Wildtyp unterscheiden.  

 Interessant ist, dass sich der Knockout von XTH16 und XTH18 negativ auf das 

Wachstum der Lateralwurzeln, nicht aber auf das Wachstum der Primärwurzel auswirkt, 

obwohl sich die beiden Wurzeltypen in ihrem Aufbau sehr ähnlich sind. Ein ähnlicher Effekt 

kann beobachtet werden, wenn man Arabidopsiskeimlinge einer erhöhten H2O2-
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Konzentration aussetzt. Während H2O2 das Wachstum der Primärwurzel inhibiert, wird das 

Wachstum der Lateralwurzel gefördert (Orman-Ligeza et al., 2016). Da bereits beschrieben 

wurde, dass verschieden ROS Einfluss auf die Zellwand und dadurch auf das Wachstum der 

Wurzel nehmen (Liszkay, Zalm & Schopfer, 2004; Dunand, Crèvecoeur & Penel, 2006), sollte 

untersucht werden, ob ein Zusammenhang zwischen der ROS-vermittelten Zellwand-

lockerung und der XTH-Aktivität besteht. Dazu wurden Keimlinge mit Antimycin A (AA), 

Diphenyliodonium (DPI), 3-Amino-1,2,4-triazol (3-AT) und H2O2 behandelt und das 

Wachstum der Lateralwurzeln analysiert. AA bindet an den Komplex III der 

Elektronentransportkette in der inneren Membran der Mitochondrien, wodurch der 

Elektronentransport inhibiert wird. Dies hat zur Folge, dass vermehrt ROS, im besonderem 

O2
•– und H2O2, gebildet werden (Chandel et al., 1998; Quinlan et al., 2011). Durch die 

Behandlung mit DPI wird die NADPH-Oxidase in der Plasmamembran gehemmt, sodass 

weniger O2
•– im Apoplast entsteht (Bolwell & Wojtaszek, 1997). Hingegen hemmt 3-AT die 

Katalase, sodass die Umsetzung von H2O2 zu Wasser und Sauerstoff verringert wird (Prasad, 

1997). 

 Interessanterweise konnte dabei beobachtet werden, dass, auch wenn beide Linien 

sich nicht signifikant vom Wildtyp unterschieden, die Doppel-Knockout-Linie xth15-2 xth16-9 

durch die erhöhte ROS-Konzentration deutlich stärker in ihrem Lateralwurzelwachstum 

inhibiert wurde, als die Doppel-Knockout-Linie xth17-2 xth18-23. Abgesehen von dieser 

Beobachtung, besteht der prominenteste, in dieser Arbeit beobachtete Unterschied 

zwischen XTH15 und XTH16 zu XTH17 und XTH18, in ihren Expressionsprofilen. Während die 

Promotoren von XTH17 und XTH18, wie auch noch weiter XTH-Gene (Becnel et al., 2006), in 

allen Gewebeschichten der Wurzel aktiv waren, wurden XTH15 und XTH16 spezifisch in der 

Vaskulatur der Wurzel exprimiert. Auch für andere XTHs aus Arabidopsis wurde bereits eine 

spezifische Expression im Leitgewebe von Blütenorganen beschrieben (Becnel et al., 2006). 

Darüber hinaus wurde eine Co-Lokalisierung von XET-Aktivität und der Entwicklung der 

sekundären Zellwand beobachtet (Bourquin, 2002). Daher wäre es möglich, dass XTH15 und 

XTH16 eine Funktion bei der Bildung der sekundären Zellwand zukommen könnte. Zum 

einen stimmt dies mit der Beobachtung überein, dass XTH27 aus Arabidopsis eine essentielle 

Rolle bei der Bildung des Leitgewebes in der Rosette zukommt (Matsui et al., 2005), zum 

anderen deckt sich dies mit der Beobachtung, dass XTHs ebenfalls in Geweben exprimiert 

werden, in denen kein Wachstum mehr stattfindet (Yokoyama & Nishitani, 2001a). Da H2O2 
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eine notwendige Komponente zur Lignifizierung der sekundären Zellwand darstellt, könnte 

dies den nur in dieser Linie beobachteten additiven Effekt durch die H2O2-Behandlung und 

den Knockout von XTH15 und XTH16 erklären.  

 Da XTHs in Höheren Pflanzen durch große Genfamilien kodiert werden, wird 

vermutet, dass ihnen eine wichtige physiologische Bedeutung zukommt (Eklöf & Brumer, 

2010). Bisher wurde davon ausgegangen, dass XTHs am Aufbau und der Modifizierung der 

primären Zellwand beteiligt sind, da Xyloglucan in großer Menge Bestandteil dieser ist 

(Cosgrove, 2005). Im Gegensatz dazu stellt Xyloglucan nur eine geringe Komponente der 

primären Zellwände von Poaceaen, wie Reis und Mais dar, und trotzdem werden XTHs auch 

in diesen Pflanzen von großen Genfamilien kodiert (Genovesi et al., 2008). Zusammen mit 

den zuvor beschriebenen Beobachtungen, dass hohe XET-Aktivität mit der Bildung der 

sekundären Zellwand zusammenfällt und XTH27 an der Bildung des Leitgewebes beteiligt ist 

(Bourquin, 2002; Matsui et al., 2005), scheint eine Funktion von XTHs bei der Entwicklung 

von sekundären Zellwänden plausibel. 

4.5 Ausblick 

Obwohl es gelungen ist, einzelnen Genen der 33 XTHs aus Arabidopsis eine spezifische 

Funktion zuzuschreiben (zum Beispiel Matsui et al., 2005; Kurasawa et al., 2008), stellt die 

Redundanz der XTH Gene eines der großen Probleme bei der molekulargenetischen Analyse 

durch Knockout-Linien dar (Pickett & Meeks-Wagner, 1995; Zhang, 2012). Daher sind 

Mehrfach-Knockout-Linien ein gutes Werkzeug zur Analyse der Genfunktionen. Im Verlauf 

dieser Arbeit wurden mehrere Doppel- und eine Dreifach-Knockout-Linien erzeugt, welche 

für Analysen, insbesondere der Wurzelstruktur, genutzt wurden. Diese Linien könnten 

genutzt werden, um die biologische Bedeutung der XTHs für das Wurzelwachstum, zum 

Beispiel unter biotischen oder abiotischen Stressen zu verstehen. Darüber könnte die 

mögliche Beteiligung der XTHs an der Bildung der sekundären Zellwand experimentell 

untersucht werden. Durch die Verwendung von Sulforhodamin-fluoreszenzmarkierten 

Xyloglucan könnet analysiert werden, ob durch den Funktionsverlust von einem oder 

mehrerer XTH-Gene eine geringere Menge an Xyloglucan in die Zellwände eingebaut wird, 

bei entsprechend hoher Auflösung des verwendeten Mikroskops, könnte die Lokalisation der 

markierten Oligosaccharide innerhalb der Zellwand beobachtet werden. Außerdem könnten 
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massenspektrometrische Analysen, beispielsweise MALDI-TOF, darüber Aufschluss geben, 

ob sich der Knockout der XTH-Gene auf die Zusammensetzung der primären oder 

sekundären Zellwand auswirkt. Darüberhinaus könnten, um weitere Redundanzen der 

Genfunktionen auszuschließen, die vorhandenen Doppel- und Dreifach-Knockout-Linien 

genutzt werden, um höhere Mehrfach-Knockout-Linien zu erzeugten. Dies könnte entweder 

über die Kreuzung mit T-DNA-Insertionslinien, oder durch die Nutzung des CRISPR/Cas9-

Systems erreicht werden. 
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Anhang 

A1 Primer 

Tabelle A1-1: Für die Amplifizierung der Promotoren, ORFs sowie zur Genotypisierung verwendete 
Primer. Überhänge und Erkennungssequenzen für Restriktionsenzyme sind unterstrichen. 

Name Sequenz Verwendung 

XTH15ProF1 CACCACGGATAACTGATCCACAGAGG Promotor At4g14130 

XTH15ProR1 GGGTTTGGTTGATAGAAATGAAAG Promotor At4g14130 

XTH16ProF1 CACCCGTGTTTTCGAAGAGTTGCG Promotor At3g23730 

XTH16ProR1 GGGGTTGGATGATGTGAATGAAAG Promotor At3g23730 

pXTH17 BamHI F2 ATGGATCCAGTGAACTGATGCCACATAAACT Promotor At1g65310 

pXTH17 XhoI R1 ATCTCGAGGTTCTCACAGGAGTATTGATATCTC Promotor At1g65310 

pXTH18 BamHI F3 ATGGATCCAGTTACTGGTTGGATGACGC Promotor At4g30280 

pXTH18 XhoI R1 ATCTCGAGGGAGGTGTATTGATATCTCAAATG Promotor At4g30280 

pXTH19 BamHI F1 ATGGATCCGTGTATGAAGGAGAACCTTC Promotor At4g30290 

pXTH19 XhoI R1 ATCTCGAGTATTAGATCTCTCTAGGAGTTTTG Promotor At4g30290 

XTH15-SalI-F2 atGTCGACATGGGTCCAAGTTCGAGCC ORF At4g14130 

XTH15-NotI-R2 atGCGGCCGCGACTCTGGACTTCTTGCATTC ORF At4g14130 

XTH16-SalI-F2 atGTCGACATGGGTCGAATCTTGAACCG ORF At3g23730 

XTH16-NotI-R2 atGCGGCCGCGACTCTAGACTTCCTACACTC ORF At3g23730 

XTH17ORF SalI F1 atGTCGACATGAAGCTTTCTTGTGGTACAAGC ORF At1g65310 

XTH17ORF NotI R1 atGCGGCCGCAGTGCACTCGGCAGGAACT ORF At1g65310 

XTH18ORF SalI F1 atGTCGACATGAAGCTTTCTTGTGGTACAAGT ORF At4g30280 

XTH18ORF NotI R1 atGCGGCCGCACTGCACTCTACAGGAACA ORF At4g30280 

XTH19ORF SalI F1 atGTCGACATGAAGTCTTTTACGTTCTTGATTC ORF At4g30290 

XTH19ORF NotI R1 atGCGGCCGCGCTGCACTCTGGAGGAAC ORF At4g30290 

mNEON NotI F1 atGCGGCCGCGATGGTGAGCAAGGGAGAGGAG CDS mNEON GFP 

mNEON XbaI R1 atTCTAGATTACTTGTAAAGCTCGTCCATTC CDS mNEON GFP 

SAIL LB1 GCCTTTTCAGAAATGGATAAATAGCCTTGCTTCC Genotypisierung 

SAIL LB1.3 ATTTTGCCGATTTCGGAAC Genotypisierung 

SAIL LB3 TAGCATCTGAATTTCATAACCAATCTCGATACAC Genotypisierung 

SAIL QRB1 CAAACTAGGATAAATTATCGCGCGCGGTGTCA Genotypisierung 

SALK LBb1 GCGTGGACCGCTTGCTGCAACT Genotypisierung 
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Fortsetzung Tabelle A1-1. 

Name Sequenz Verwendung 

GK LB 8409 ATATTGACCATCATACTCATTGC Genotypisierung 

xth15-2 LP CCAAACTCACCCCCACAAC Genotypisierung 

xth15-2 RP GGGGTCTCCAGACAATGGAG Genotypisierung 

xth15-1 RP GCATCAAACAAGCAGAGAAATATG Genotypisierung 

xth16-b LP TCATTCACATCATCCAACCCC Genotypisierung 

xth16-b RP TGAAGAACATAAGGCTTCCCTG Genotypisierung 

xth16-a RP TGCACTAAACAACAACAAAGAGAG Genotypisierung 

xth17 F2 GAGATATCAATACTCCTGTGAGAAC Genotypisierung 

xth17 R2 GAAGAGAACGTAAGTTCATGAGCG Genotypisierung 

XTH16 CC F1 ACTGTAGTTGGCTTCCCAAGG Genotypisierung 

XTH16 CC R1   ACTTCCTACACTCTGGTGGGA Genotypisierung 

XTH18 CC F1 GGGAGGGTTTACGCTCATGT   Genotypisierung 

XTH18 CC R1   CCTCCCCTTGTAGCCCAATG Genotypisierung 

xth19 F1 TGCAGCACAATCTATCAGCG Genotypisierung 

xth19 R1 TTAACCCATACACATCCCTCG Genotypisierung 

Actin2 F1 CAAAGACCAGCTCTTCCATCG Genotypisierung 

Actin2 R1 CTGTGAACGATTCCTGGACCT Genotypisierung 

 

 

Tabelle A1-2: Für die Erstellung und Analyse der amiR-Linien verwendete Primer. 

Name Sequenz Verwendung 

miR-A CTGCAAGGCGATTAAGTTGGGTAAC  

miR-B GCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAG  

A-I miR-s gaTATTAACACGGTACGGTTCCAtctctcttttgtattcc 

Konstrukt amiR-A 
A-II miR-a gaTGGAACCGTACCGTGTTAATAtcaaagagaatcaatga 

A-III miR*s gaTGAAACCGTACCGAGTTAATTtcacaggtcgtgatatg 

A-IV miR*a gaAATTAACTCGGTACGGTTTCAtctacatatatattcct 

B-I miR-s gaTCGATGACAAGTAATAGGCAGtctctcttttgtattcc 

Konstrukt amiR-B 
B-II miR-a gaCTGCCTATTACTTGTCATCGAtcaaagagaatcaatga 

B-III miR*s gaCTACCTATTACTTCTCATCGTtcacaggtcgtgatatg 

B-IV miR*a gaACGATGAGAAGTAATAGGTAGtctacatatatattcct 
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Fortsetzung Tabelle A1-2. 

Name Sequenz Verwendung 

C-I miR-s gaTAGACTCTAGACTACCTACGCtctctcttttgtattcc 

Konstrukt amiR-C 
C-II miR-a gaGCGTAGGTAGTCTAGAGTCTAtcaaagagaatcaatga 

C-III miR*s gaGCATAGGTAGTCTTGAGTCTTtcacaggtcgtgatatg 

C-IV miR*a gaAAGACTCAAGACTACCTATGCtctacatatatattcct 

qPCR XTH16 F1 TCCAACCAAGAACTTCCACACT qRT-PCR, XTH16 

qPCR XTH16 R1 GGTTCTTGGGAAATGGAACACC qRT-PCR, XTH16 

CB24-for GATTCTACAATGGCTGACAAGAAGA qRT-PCR, GAPC11 

CB24-rev ATGAAGGGGTCGTTGACAGC qRT-PCR, GAPC11 

CB25-for ACATTCCAGCAGATGTGGATCTC qRT-PCR, ACTIN21 

CB26-rev GATCCCATTCATAAAACCCCAGC qRT-PCR, ACTIN21 

 

 

Tabelle A1-3: Für die Erstellung und Analyse der CRISPR/Cas9-Linien verwendete Primer. Überhänge 
und Erkennungssequenzen für Restriktionsenzyme sind unterstrichen. 

Name Sequenz Verwendung 

CCPS XTH18 F2 ATTGCTGTTCCAGCTGAGTTACCA Protospacer 

CCPS XTH18 R2 AAACTGGTAACTCAGCTGGAACAG Protospacer 

CCPS XTH18 F3 ATTGGAGTTCTTAGGAAACCTAAG Protospacer 

CCPS XTH18 R3 AAACCTTAGGTTTCCTAAGAACTC Protospacer 

CCPS XTH16 F1 ATTGCACATCATCCAACCCCCAAT Protospacer 

CCPS XTH16 R1 AAACATTGGGGGTTGGATGATGTG Protospacer 

CCPS XTH16 F2 ATTGAGTTTCTTGGTAATGAAACA Protospacer 

CCPS XTH16 R2 AAACTGTTTCATTACCAAGAAACT Protospacer 

XTH18 CC F1 GGGAGGGTTTACGCTCATGT Genotypisierung 

XTH18 CC R1 CCTCCCCTTGTAGCCCAATG Genotypisierung 

XTH16 CC F1 ACTGTAGTTGGCTTCCCAAGG Genotypisierung 

XTH16 CC R1 ACTTCCTACACTCTGGTGGGA Genotypisierung 

SS42 TCCCAGGATTAGAATGATTAGG 
Kolonie-PCR/ 
Sequenzierung 

SS43 CGACTAAGGGTTTCTTATATGC Kolonie-PCR 

SS61 GAGCTCCAGGCCTCCCAGCTTTCG Sequenzierung 

                                                           
1
 zur Verfügung gestellt von C. Kaufmann, AG Sauter, CAU Kiel 
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Fortsetzung Tabelle A1-3. 

Name Sequenz Verwendung 

SS129 CACAGGAAACAGCTATGAC Kolonie-PCR 

KoloniePS F1 ACAGCTAGAGTCGAAGTAGTGA Kolonie-PCR 

KoloniePS R1 GACTCGGTGCCACTTTTTCA Kolonie-PCR 

CR XTH7 F1 CCGGTTATGAGTAGACCGGC off target Analyse 

CR XTH7 R1 GGCCCATGGGTCGACAAAAT off target Analyse 

xth17 F2 GAGATATCAATACTCCTGTGAGAAC off target Analyse 

xth17 R2 GAAGAGAACGTAAGTTCATGAGCG off target Analyse 

CR XTH20 F1 ATATGAGCGTGTCTACGCTGG off target Analyse 

CR XTH20 R1 TTGGGAAGGGAACTCCAAGG off target Analyse 

xth22 F1 AACTCCGCAGGAACAGTCAC off target Analyse 

xth22 R1 CAAGAAGACTTGCCGTTTGAC off target Analyse 

CR XTH23 F2 CACCATTGTGGTTGCTCTGC off target Analyse 

xth23 R1 TTACGCAGCTAAGCACTCGC off target Analyse 

A2 Vektoren 

Tabelle A2-1: Im Rahmen der Promotor:GUS-Klonierung hergestellte Vektoren. 

Name Eingangsvektor Restriktion Zielvektor 

pEN:proXTH15 pENTR™/D-TOPO®   

pEN:proXTH16 pENTR™/D-TOPO®   

pEN:proXTH17 pENTR3CTM BamHI/XhoI  

pEN:proXTH18 pENTR3CTM BamHI/XhoI  

pEN:proXTH19 pENTR1ATM BamHI/XhoI  

proXTH15:GUS pEN:proXTH15 LR-Reaktion pBGWFS7 

proXTH16:GUS pENpro:XTH16 LR-Reaktion pBGWFS7 

proXTH17:GUS pEN:proXTH17 LR-Reaktion pBGWFS7 

proXTH18:GUS pEN:proXTH18 LR-Reaktion pBGWFS7 

proXTH19:GUS pEN:proXTH19 LR-Reaktion pBGWFS7 

 

 

Tabelle A2-2: Im Rahmen der 35S:XTH:GFP-Klonierung hergestellte Vektoren. 

Name Eingangsvektor Restriktion Zielvektor 

pEN:GFP pENTR1ATM NotI/XbaI  

pEN:XTH15:GFP pEN:GFP SalI/NotI  

pEN:XTH16:GFP pEN:GFP SalI/NotI  
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Fortsetzung Tabelle A2-2. 

Name Eingangsvektor Restriktion Zielvektor 

pEN:XTH17:GFP pEN:GFP SalI/NotI  

pEN:XTH18:GFP pEN:GFP SalI/NotI  

pEN:XTH19:GFP pEN:GFP SalI/NotI  

35S:XTH15:GFP pEN:XTH15 LR-Reaktion pB7WG2 

35S:XTH16:GFP pEN:XTH16 LR-Reaktion pB7WG2 

35S:XTH17:GFP pEN:XTH17 LR-Reaktion pB7WG2 

35S:XTH18:GFP pEN:XTH18 LR-Reaktion pB7WG2 

35S:XTH19:GFP pEN:XTH19 LR-Reaktion pB7WG2 

 

 

Tabelle A2-3: Im Rahmen der amiR-Klonierung hergestellte Vektoren. 

Name Eingangsvektor Restriktion Zielvektor 

pEN:XTH16amiR-A pENTR1ATM SalI/NotI  

pEN:XTH16amiR-B pENTR1ATM SalI/NotI  

pEN:XTH16amiR-C pENTR1ATM SalI/NotI  

35S:XTH16amiR-A pEN:XTH16amiR-A LR-Reaktion pB7WG2 

35S:XTH16amiR-B pEN:XTH16amiR-B LR-Reaktion pB7WG2 

35S:XTH16amiR-C pEN:XTH16amiR-C LR-Reaktion pB7WG2 

 

 

Tabelle A2-4: Im Rahmen der CRISPR/Cas9-Klonierung hergestellte Vektoren. 

Name Eingangsvektor Restriktion Zielvektor 

pEnChi:PS16-1 pEn-Chimera BbsI  

pENChi:PS18-2 pEn-Chimera BbsI  

pEnC1.1:PS16-2 pEn-C1.1 BbsI  

pEnC1.1:PS18-3 pEn-C1.1 BbsI  

pDeCAS9:PS16-1 pEnChi:PS16-1 LR-Reaktion pDe-CAS9 

pDeCAS9:PS18-2 pENChi:PS18-2 LR-Reaktion pDe-CAS9 

pDeCAS9:PS16-1:PS16-2 pEnC1.1:PS16-2 MluI pDeCAS9:PS16-1 

pDeCAS9:PS18-2:PS18-3 pEnC1.1:PS18-3 MluI pDeCAS9:PS18-2 
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