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ZUSAMMENFASSUNG

Zusammenfassung

Xyloglucane sind Bestandteile der Zellwand HoOherer Pflanzen und gehdren 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 primarer Zellwande beteiligt sind und dabei eine
wichtige Rolle bei der kontrollierten Expansion von Zellen einnehmen. Denkbar sind auch
Funktionen bei der Bildung von sekundaren Zellwanden. Im Genom von Arabidopsis thaliana
sind 33 XTHs identifiziert worden, ihre genaue Funktion ist jedoch weitgehend ungeklart. Um
einen Einblick in die Rolle von XTHs bei der Etablierung der Wurzelarchitektur zu erlangen,
wurden finf Mitglieder der Untergruppe I, XTH15, XTH16, XTH17, XTH18 und XTH19, die
nach in silico-Analysen, in der Wurzel exprimiert werden, untersucht. Fir genetische
Analysen wurden Einfach- und Mehrfach-Knockout-Linien identifiziert oder erzeugt. Da fir
XTH16 und XTH18 keine T-DNA-Insertionslinien zur Verfligung standen, wurden mit Hilfe des
CRISPR/Cas9-Systems Knockout-Linien generiert. Es zeigte sich, dass der Funktionsverlust
von XTH16 oder XTH18 dazu fiihrt, dass Zellen der Lateralwurzeln weniger stark wachsen,
wodurch die Lateralwurzeln von xth16- und xth18-Keimlingen insgesamt kiirzer bleiben. Um
eine Beteiligung von XTH16 und XTH18 an der Zellstreckung zu untermauern, wurden
Hypokotyle etiolierter Keimlinge untersucht, da diese postembryonal ausschlieBlich durch
Zellstreckung wachsen. Promotor:GUS-Analysen zeigten, dass alle finf untersuchten XTH-
Gene auch im Hypokotyl exprimiert sind. Es wurde jedoch in den Knockout-Linien keine
Veranderung 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
wahrend der Blitenentwicklung eine starke Expression in den reproduktiven Organen
aufweisen. Beim Funktionsverlust einer oder beider Gene konnte eine verminderte Anzahl
von Samenanlagen festgestellt werden. Dies konnte auf eine Funktion von XTH15 und XTH16
an der Entwicklung des Gynoeceums hinweisen. Trotz der hohen Sequenzahnlichkeit
zueinander, scheinen die finf XTH-Gene differenzierte Funktionen in der Entwicklung der

Pflanze entwickelt zu haben.



ABSTRACT

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 Il 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.



EINLEITUNG

1 Einleitung

Zellwande sind ein charakteristisches Merkmal aller Pflanzen. Wachsende Zellen sind von
einer primaren Zellwand umgeben, die hauptsachlich aus komplexen Polysacchariden und
einer kleinen Menge an Strukturproteinen besteht (McNeil et al., 1984; Cosgrove, 2005).
Primare Zellwande werden wahrend des Wachstums und der Teilung von Zellen gebildet und
sind einerseits dinn und elastisch, wahrend die Polysaccharide gleichzeitig ein starkes
Netzwerk bilden, das wie ein Korsett den Protoplasten stiitzt und ihm seine Form verleiht

(Cosgrove, 2005).

1.1 Wachstum der priméren Zellwand

Am Aufbau der primaren Zellwand sind drei Arten von Polysacchariden beteiligt: Cellulose,
Hemicellulosen und Pektine (Carpita & Gibeaut, 1993; Fry, 2010). Cellulose-Mikrofibrillen
bilden das starre Grundgerist 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 B-1,4-verknipfter Glucanketten, die an der Plasmamembran synthetisiert werden
(McFarlane, Doring & Persson, 2014). Die Mikrofibrillen sind in eine Matrix aus Pektinen und
Hemicellulosen eingelagert. Hemicellulosen binden entweder iber Wasserstoffbriicken an
die Oberflache der Cellulose oder kénnen stellenweise in die Mikrofibrillen eingeschlossen
werden, sodass ein stabiles Netzwerk entsteht (Fry, 1989; Hayashi, 1989). SchliefRlich bilden
Pektine eine dichte, wassrige 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 wahrend sich Zellen im Wachstum befinden.
Wenn Pflanzenzellen wachsen, muss die Zellwand ebenfalls wachsen. Dies geschieht durch
eine kontrolliert Ausdehnung der Zellwand, was dadurch ermoglicht wird, dass parallel
angeordnete Cellulose-Mikrofibrillen auseinander riicken. Hierbei spielen Expansine eine

entscheidende Rolle. Bei diesen handelt es sich um eine Gruppe von Enzymen, die durch
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A B C

Cellulose-Mikrofibrille

Xyloglucan <

XTH XTH XTH

Abbildung 1-1: Die Aktivitdt von XTHs als Endotransglucosylasen.

Das Enzym flihrt zwei Reaktionen aus, zuerst eine Spaltung einer glykosidischen Bindung im
Xyloglucan-Riickgrat, 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-Rlickgrats
bleibt einer der Strdnge kovalent an die katalytische Stelle des Enzyms gebunden. (C) Durch die
Ligation mit einer anderen Xyloglucankette (blau) wird ein hybrides Xyloglucan gebildet (lila/blau).

einen niedrigen pH-Wert aktiviert werden und sie daher eine wichtige Funktion beim
Saurewachstum einnehmen (Rayle & Cleland 1970; McQueen-Mason & Cosgrove 1995).
Expansine I6sen die Wasserstoffbriicken zwischen den Polysacchariden der Zellwand, sodass
diese sich gegeneinander verschieben oder auseinander driften konnen und die Zellwand auf
diese Weise an Flache zunimmt (McQueen-Mason & Cosgrove, 1995). Wiirde die Zellwand
jedoch ausschliefllich auf diese Weise wachsen, wiirde sie nach und nach immer dinner
werden und dabei an Stabilitat verlieren, bis sie schlieRlich nicht mehr in der Lage ware, dem
Turgordruck des Protoplasten standzuhalten und ein Platzen der Zelle zu verhindern. Aus
diesem Grund werden wahrend des Wachstums von Zellen laufend neue
Zellwandpolysaccharide sekretiert und in die bestehende Zellwandmatrix integriert
(Yanagisawa et al., 2015). Charakteristisch fir Hemicellulosen ist ein Rilickgrat aus B-1,4-
verknipften Glucoseeinheiten (Scheller & Ulvskov, 2010). Daher wird angenommen, dass
Endotransglucosylasen, Enzyme die in der Lage sind, Glucane zu spalten und neu zu
verkniipfen, bei der Integration neuer Polysaccharide in die Zellwandmatrix beteiligt sind
(Valent & Albersheim, 1974). Da Xyloglucan die am haufigsten vorkommende Hemicellulose
in der primaren 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 Verstarkung der priméaren
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-Riickgrat gespalten.
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AnschlieBend 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 verlangert, konnen
diese durch den Turgordruck des Protoplastens auseinandergeschoben werden und so die

Zellwand an Flache 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
Aufschlisselung der genomischen Sequenzen mehrerer Modelorganismen ist bekannt, dass
diese Ublicherweise Ulber groRe XTH-Genfamilien mit zahlreichen Mitgliedern verfiigen
(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 fiinf 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 Verwandtschaftsverhadltnissen der Aminosdure-
sequenzen, sowie der Struktur und Organisation der Gene werden die XTHs in drei
Untergruppen eingeteilt (Abbildung 1-2). Die meisten Mitglieder der Gruppe | besitzen vier
Exons, der Gruppe Il zwei oder drei Exons, wahrend die Gene der Gruppe lll vier bis finf
Exons haben (Yokoyama & Nishitani 2001a; Rose et al., 2002). Zusatzlich kénnten die
phylogenetischen Unterschiede eine Unterscheidung der XTHs nach ihren hauptsachlichen
Enzymaktivitdten, also Xyloglucan Endotransglucosylase (XET) oder Xyloglucan Endo-
hydrolase (XEH) reflektieren. Tatsachlich konnte fiir einige Mitglieder der Untergruppen |
und Il gezeigt werden, dass diese in vitro ausschlieBlich XET-Aktivitdt besitzen (Okazawa
etal., 1993; Maris et al., 2009, 2011), wahrend XTHs, die in vitro XEH-Aktivitat aufwiesen, zur

Untergruppe lll gehorten (Zhu et al., 2012; Kaewthai et al., 2013). Typisch fiir XTHs ist ein N-
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XTH8 XTH10
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XTH4 x|
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Abbildung 1-2: Phylogenetischer Verwandtschaft der XTH-Genfamilie in Arabidopsis.

Basierend auf den vorhergesagten Aminosduresequenzen der 33 XTH-Gene aus Arabidopsis wurde
das Dendrogramm mit Hilfe von CLUSTALW und TreeView erstellt. Zur Visualisierung der Einteilung in
die drei Untergruppen |, Il & lll sind diese in blau, griin und lila unterlegt.

terminales Signalpeptid, das fiir die Sekretion der Proteine in den Apoplasten verantwortlich
ist (Yokoyama & Nishitani, 2001b). AuBerdem haben die XTHs das DEIDFEFLG-Motiv
gemeinsam, dass die katalytische Domadne sowohl fir die XET-, wie auch XEH-Aktivitat
darstellt (Okazawa et al., 1993; Campbell & Braam, 1998).

Durch Expressionsanalysen ist bekannt, dass die einzelnen XTHs in Arabidopsis
unterschiedliche Profile bezlglich 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 ubiquitdiren Vorkommen von Xyloglucan in den
unterschiedlichen Zelltypen weist dies darauf hin, dass XTHs an einer Vielzahl
physiologischer Prozesse beteiligt sind (Vissenberg et al., 2005). Tatsachlich konnten XTHs
schon mit einer Reihe unterschiedlicher Funktionen in Verbindung gebracht werden. Dazu
gehoren 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
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Frichten (Atkinson et al., 2009; Miedes & Lorences, 2009), sowie die Vermittlung von
Toleranzen gegeniber Trocken-, Aluminium- oder Salzstress durch die Anpassung der
Wourzelzellwand und/oder des Wurzelwachstum (Cho et al., 2006; Zhu et al., 2012; Han
etal., 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 radiar symmetrische
Zylinder um die Vaskulatur herum angeordnet. Die Vaskulatur wird von den Zellen des
Perizykels umschlossen, darauf folgen Endodermis und Cortex. Das duBere 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 fur 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 wahrend der Embryonal-
entwicklung angelegten Primarwurzel (Petricka, Winter & Benfey, 2012). Nachdem sich die
einzelnen Zelltypen der Primarwurzel differenziert haben, entsteht das dynamisch
wachsende Wurzelsystem ausschlieBlich durch die Verzweigung der bestehenden Wurzel. In
der Differenzierungszone der Primarwurzel entstehen Lateralwurzeln, die aus Uber den
Xylempolen gelegenen Perizykelzellen, genannt Griinderzellen, hervorgehen (Dolan et al.,
1993; Malamy, 2005). Die Bildung eines Lateralwurzelprimordiums beginnt mit einer ersten
antiklinalen Zellteilung einer Grinderzelle, was das erste von sieben Stadien der

Lateralwurzelentwicklung markiert (Malamy & Benfey, 1997; Casimiro et al., 2003). Wahrend
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| Ruhendes Zentrum
| Initialzellen der Vaskulatur
| Xylem
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Abbildung 1-3: Aufbau der Wurzel von Arabidopsis.

(A) Schematischer Langsschnitts 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, lyer-Pascuzzi & Benfey, (2012).

der letzten Entwicklungsstufen wird das Primordium zunehmend der Spitze der
Primarwurzel dhnlicher, bis schlieflich alle Zelltypen, die in der Primadrwurzel vorhanden
sind, inklusive des RAM, de novo entstanden sind (Benfey, Bennett & Schiefelbein, 2010).
Letztlich tritt des Primordium aus der Primdarwurzel hervor und die neuentstandene
Lateralwurzel beginnt zu wachsen. Wahrend des Wachstums der Primar- und Lateralwurzeln
werden sukzessive neue Primordien initiiert, so dass im Laufe der Zeit ein immer
komplexeres Wurzelsystem entsteht.

Wahrend des Wachstums der Wurzeln entstehen durch Teilung der Initialzellen neue
Zellen, die wahrend ihres Reifeprozesses drei verschiedene Entwicklungsphasen, die
namensgebend fiir 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 Vorlaufer der neuen Querwand. Diese dehnt sich seitlich
aus und fusioniert schlieBlich mit der Zellwand der Mutterzelle, wodurch die Tochterzellen
voneinander getrennt werden. AnschlieRend wird die Zellplatte zur Mittellamelle und von
den beiden Tochterzellen wird eine neue Primarwand aufgebaut. (Samuels, Giddings &
Staehelin, 1995). Beim Verlassen der meristematischen Zone gehen die Zellen in die

Elongationszone (ber, wo sie die Fahigkeit, sich zu Teilen, verlieren und ein
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Streckungswachstum einsetzt, wodurch sich die Zellen um ein vielfaches verlangern
(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 Aushildung der Wurzelhaare gehen mit einer starken
Volumenzunahme der Zellen einher, wobei die Zellwand der Zellen irreversibel ausgedehnt
wird. Um dabei ein Dinnerwerden der Wand, bis hin zur mechanischen Instabilitdt, 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 fir die

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

1.4 Gen-Knockout und Genomeditierung

Fir die Aufschlisselung von Genfunktionen in revers-genetischen Ansatzen sind Organismen
mit genetischen Veranderungen, die zu einem teilweisen oder vollstandigen
Funktionsverlust eines Gens filihren, besonders hilfreich. Fir 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 flhrt
zu stabilen, vererbbaren Mutationen, die, je nach Integrationsort, die Transkription eines
Gens verdandern oder ausschalten. Zwar konnte durch diese Projekte bereits eine hohe
Abdeckung des Arabidopsisgenoms erreicht werden, jedoch stehen fiir manche Gene, wie
beispielsweise XTH16 und XTH18, bisher keine T-DNA-Insertionslinien zur Verfiigung. Um
auch in einem solchen Fall eine revers-genetische Analyse durchfiihren zu kénnen, 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 komplementdre messenger RNAs (mRNAs), wodurch diese entweder direkt zum
Abbau markiert werden oder die Translation der entsprechenden mRNA unterdriickt wird.

Da es dabei in der Regel nur zu einem teilweisen Funktionsverlust des Gens kommt, spricht



EINLEITUNG

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 moglich, Veranderungen im Genom von Pflanzen
gezielt zu induzieren und dadurch einen spezifischen Knockout eines Gens herbeizufiihren

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

1.4.1 Posttranskriptionelle Regulation tiber amiRNA

Bei natiirlich vorkommenden microRNAs (miRNA) handelt es sich um kleine nicht-kodierende
RNAs, welche im Genom kodiert liegen (Bartel, 2004). miRNAs werden als lange
einzelstrangige Transkripte abgelesen, welche sich dann zu einer fehlerhaften
Haarnadelstruktur zusammenfalten. Diese Vorlaufer-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 schlieflich etwa 20 Nukleotid
groRe 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). Wahrend 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, komplementare
mRNA, welche dann von AGO1 degradiert wird (Baumberger & Baulcombe, 2005; Ossowski
et al.,, 2008). Bei der Anwendung von amiRNAs wird das System der natlirlichen miRNAs

genutzt, um einen Knockdown des entsprechenden Gens auszuldsen.

DCL1 HEN1 AGO1

illlllllllllll-eﬂﬂﬂﬂ-lllmRNA_> mRNA

Abbildung 1-4: Biogenese von miRNAs in Pflanzen.

Das zur Haarnadelstruktur gefaltete miRNA-Transkript wird von DCL1 prozessiert, anschlieRend
werden die entstandenen RNA-Fragmente von HEN1 methyliert. Durch die gebundene, einzel-
strangige 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 schiitzen (Jansen et al., 2002;
Horvath & Barrangou, 2010). Dafiir 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 komplementdren 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 tragt, 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 moglich, das Genom von Pflanzen mit hoher Effizienz gezielt zu verandern (Schiml
& Puchta, 2016). Die Methode beruht darauf, dass durch die Auswahl spezifisch gewahlter
Protospacer-Sequenzen, die als Fusionskonstrukt mit der tracrRNA als sogenannte single-
guide RNA (sgRNA) transkribiert werden, die Cas9-Nuklease zu dem gewiinschten Genlokus
gelenkt wird, sodass dort gezielt ein Doppelstrangbruch in der DNA induziert wird. Wird
dieser anschlieBend von der Pflanze mit dem fehleranfalligem non-homologous end joining
(NHEJ) repariert, werden mit groBer Wahrscheinlichkeit Punktmutationen eingefligt
(Salomon & Puchta, 1998; Weterings & Chen, 2008). Durch einen Basenaustausch im
kodierenden Bereich von Genen kénnen 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 groRer 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
nachtraglich, durch die darauf kodiert liegende Kombination von sgRNA und Cas9-Nuklease,
geschieht. Daher muss sichergestellt werden, dass Mutationen tatsachlich in die Keimbahn
eingetreten sind und an die folgende Generation vererbt werden. Dies ist am

wahrscheinlichsten, wenn die Mutation bereits friih in der Entwicklung aufgetreten ist und
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dabei bereits in Zellen des Apikalmeristems auftrat, bevor sich aus diesen die reproduktiven
Blitenorgane entwickeln (Fauser, Schiml & Puchta, 2014). Aber auch Mutationen die zu
einem spdteren Zeitpunkt der Entwicklung auftreten, kénnen in die nachste Generation
vererbt werden, sofern diese in Zellen auftreten, die in die Keimbahn eintreten. Daher ist es
moglich, in der T2 verschiedene Genotypen zu erhalten. Zum einen ist es moglich, dass
Pflanzen der T2-Generation die Mutation nicht geerbt haben und nur das Wildtyp-Allel
tragen. Auch ist es moglich, dass die Mutation weitergegeben wurde und die Nachkommen
fir diese homo- oder heterozygot sind. Darliber hinaus ist es ebenfalls moéglich, dass man
transheterozygote Nachkommen erhilt. Das bedeutet, dass die beiden Allele des Gens
verschiedene Mutationen, die unabhangig voneinander entstanden sind, tragen. Dariber
hinaus konnen, 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 primaren Zellwand von
Gefallpflanzen. XTHs sind Enzyme, die an der Modifizierung von Xyloglucan beteiligt sind. Sie
werden durch eine groRe 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 Riickschlisse auf die Funktion der Gene ziehen zu kdnnen,
sollte die gewebespezifische Expression sowohl in silico, als auch mit Hilfe von Promotor:GUS
Reporterlinien untersucht werden. Ein weiteres Ziel bestand in der Funktionsanalyse liber
revers-genetische Ansatze. Dabei sollte zum einen eine mogliche 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 Gber Reporterlinien und Realtime PCR verglichen werden. Zum anderen sollte die
Rolle der Gene bei der Etablierung der Wurzelmorphologie untersucht werden. Um dies zu
ermoglichen, sollten T-DNA-Insertionslinien identifiziert werden. Da jedoch fir XTH16 und
XTH18 keine Knockout-Linien zur Verfligung standen, sollten Knockdown-/Knockout-Linien
mit Hilfe von zunadchst amiRNAs und dann CRISPR/Cas9 erzeugt werden. Aufgrund der nahen
Verwandtschaft der Gene zueinander, sollten auBerdem Mehrfachmutanten erzeugt

werden.
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2 Material & Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien & Enzyme

Alle fiir 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 (Minchen, 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 Qualitat bezogen. Nach Herstellerangaben wurden 100 uM
Stamm- bzw. 10 pM Arbeitsldsungen hergestellt und bei -20°C gelagert. Eine Liste der

verwendeten Primer kann im Anhang Al eingesehen werden.

2.1.3 Medien & Losungen

Fir die Herstellung von Losungen und Medien wurde stets Wasser der Qualitat Aqua bidest
aus einer Reinstwasser System Anlage (SG-Wasseraufbereitung und Regeneration GmbH,
Hamburg, Deutschland) verwendet. Zur Sterilisation wurden die Loésungen und Medien
entweder fiir 20 Minuten auf 125°C und 2-10° Pa erhitzt oder durch einen Sterilfilter mit
einer von PorengréBen 0,2 um oder 0,45 um filtriert. Die Zusammensetzung der

verwendeten Losungen ist im entsprechenden Methodenteil beschrieben.

2.1.3.1 Medien zur Anzucht von Bakterien

LB-Medium 10 g/l Trypton
(Luria-Bertani, 5 g/l Hefeextrakt

autoklaviert)
10 g/I NacCl

pH 7,0

13
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YEP-Medium 10 g/l Pepton

(veast extract peptone, 41, g/| Hefeextrakt

autoklaviert)
5 g/l NaCl

pH 7,0

In Festmedien waren zusatzlich 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 Ubersicht iiber die eingesetzten
Antibiotika, sowie die jeweils verwendete Endkonzentration ist in Tabelle 2-1 aufgefiihrt.

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

Antibiotikum Endkonzentration
Ampicillin (amp™®) 100 pg/ml
Gentamicin (gent™®) 30 pg/ml
Kanamycin (kan™®) 50 ug/ml
Rifampicin (rif’®) 50 pg/ml
Spectinomycin  (spec’®) 100 pg/ml

2.1.3.2 Medien zur Anzucht von Pflanzen

1x MS-Medium 4,3 g Murashige & Skoog Medium,
(steriffiltriert) Basal Salt Mixture (Duchefa)

30 g Saccharose

ad 11 H,0
pH5,5-5,8
0,8% (w/v) Gelrite 3,2 g Gelrite (Duchefa)
(autoklaviert) ad 400 ml H,0

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 erwarmt und zu gleichen Teilen miteinander
gemischt. Anschlieffend wurden 50 ml des Standardmediums in eine 12 x 12 cm Petrischale

(Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Osterreich) gegeben.
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2.1.4 Pflanzen

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

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

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

Ebene auf die jeweilige Mutation untersucht, anschlieBend 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)
SAIL_693_B08 (xth16a)
SAIL_1216_B09 (xth16b)
SAIL_595F06 (xth17-2)

GK_369E06 (xth19-1)

xth16-5

xth15-2 xth16-9
xth18-22

xth17-2 xth18-23
xth18-23 xth19-1
xth17-2 xth18-23 xth19-1
miR xth16-A

miR xth16-B

miR xth16-C
xth15-2 miR xth16-A
xth15-2 miR xth16-B
XTH15:GUS
XTH16:GUS
XTH17:GUS
XTH18:GUS
XTH19:GUS

Insertion im 1. Exon
von At4g14130
Insertion im 5’UTR
von At3g23730
Keine Insertion
nachweisbar
Insertion im 1. Intron
von At1g65310
Insertion im 1. Exon
von At4g30290

Alonso et al., 2003

McElver et al., 2001
Sessions et al., 2002
McElver et al., 2001

Kleinboelting et al., 2012

diese Arbeit (CRISPR/Cas9 flr XTH16 in wt)
diese Arbeit (CRISPR/Cas9 fur XTH16 in xth15-2)
diese Arbeit (CRISPR/Cas9 flur XTH18 in wt)
diese Arbeit (xth17-2 x xth18-23 xth19-1)

diese Arbeit (CRISPR/Cas9 fiir XTH18 in xth19-1)
diese Arbeit (xth17-2 x xth18-23 xth19-1)

diese Arbeit (miR xth16-A in wt)

diese Arbeit (miR xth16-B in wt)

diese Arbeit (miR xth16-C in wt)

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

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

diese Arbeit (pXTH15:GUS in wt)

diese Arbeit (pXTH16:GUS in wt)

diese Arbeit (bXTH17:GUS in wt)

diese Arbeit (pXTH18:GUS in wt)

diese Arbeit (bXTH19: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 abhangig 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 zunachst fiir 2 bis 4 Tage bei 4°C im Dunkeln
stratifiziert und anschlieRend 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 oberflachensterilisierten Samen. Dazu wurde diese
zunachst fur 20 min in 2% (v/v) Natriumhypochlorid und 1.400 rpm (Thermomixer comfort,
Eppendorf) inkubiert und dann flinfmalig mit sterilem H,0 gewaschen. Anschliefend 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 H,0, behandelt werden, wurden diese zunachst 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 ausgesat. 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 Selbstbestduber handelt, wurde der weibliche
Kreuzungspartner vor dem Kreuzen emaskuliert. Dazu wurden unter dem Binokular noch
geschlossene Bliten (Stadium 12 und 13, Alvarez-Buylla et al., 2010) gedffnet und die
Antheren entfernt. AnschlieBend wurden vom mannlichem Kreuzungspartner bereits
geoffneter Bliten (Stadium 14 und 15, Alvarez-Buylla et al., 2010) mit einer Federstahl-
pinzette am BlUtenboden erfasst und die Antheren auf das Stigma des weiblichen

Kreuzungspartners getupft. Der erfolgreiche Transfer des Pollens konnte unter dem
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Binokular Uberprift werden. Alle nicht handbestdaubten Bliten wurden anschlieRend

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 durchgefihrt.
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 Lange von 2 bis 10 cm aufwiesen. Am Vortag der
Transformation wurden die Pflanzen gut gewassert. AuBerdem wurde, um die
Transformationsrate zu erhohen, vor der ersten Transformation alle Bliten im Stadium 13
und alter (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
Uber Nacht bei 28°C und 250 rpm (Incubator shaker G25, New Brunswick Scientific) inkubiert.
Am folgenden Tag wurden 100 ul der Vorkultur genutzt, um eine 4-ml-YEP-Kultur mit
entsprechendem Antibiotikazusatz zu inokulieren. Diese wurde fir 5 bis 6 h bei 28°C und 250
rom (Incubator shaker G25, New Brunswick Scientific) inkubiert. AnschlieRend 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 pl Silwett L-77 wurde die
Bakteriensuspension tropfchenweise auf den Blitenstanden verteilt. Die Pflanzen wurden
anschlielend fir 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

Fur 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 tber Nacht bei 28°C und
250 rpm (Incubator shaker G25, New Brunswick Scientific) inkubiert. Am Folgendem Tag

wurde zunédchts die ODggo bestimmt, bevor die Bakterien durch Zentrifugation (5 min, 4°C,
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2000 xg) pelletiert wurden. AnschlieBend wurden die Zellen in Infiltrationsmedium
resuspendiert und auf eine ODgypy von 1 eingestellt. Diese Infiltrationslosung wurde
mindestens 1 h auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurde die Infiltrationslosung in eine 5-ml-
Spritze (ohne Kaniile) aufgezogen und in die Blattunterseite von 4 bis 6 Wochen alte

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

Infiltrationsmedium 10 mM MgCl,
150 uM Acetosyringon

2.2.5 Anzucht von Escherichia coli

In dieser Arbeit wurden E. coli-Zellen der Stamme DH5a und DB3.1 verwendet. Die Anzucht
erfolgte in LB-Medium bei 37°C. Zur Praparation von Plasmid-DNA wurden 4 ml fllssiges
LB-Medium mit einer Einzelkolonie angeimpft und Uber 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

Fir die Herstellung chemisch kompetenter E. coli-Zellen wurden diese zunachst auf LB-
Festmedium Uber Nacht bei 37°C kultiviert. AnschlieBend wurde eine Einzelkolonie
verwendet, um 5 ml LB-FlUssigkultur zu inokulieren. Die Vorkultur wurde lber Nacht bei
37°C und 250 rpm (Incubator shaker G25, New Brunswick Scientific) inkubiert. Am folgenden
Tag wurden 300 pl 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 (ODgg) von 0,3 inkubiert. Alle folgenden Schritte wurden bei 4°C
durchgefihrt und die Bakterienzellen moglichst auf Eis gehalten. Zunachst 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 minitigen Inkubation auf Eis wurden
die Zellen wiederum pelletiert (5 min, 4°C, 1.000 x g) und anschlieBRend in 4 ml
Transformationspuffer 2 resuspendiert. Die Zellen wurden dann in 100-pl-Aliquots in

flissigen Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.
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Transformationspuffer 1 30 mM Kaliumacetat
(sterilfiltriert) 50 mM MnCl,
100 mM KCI
10 mM CacCl,

15% (v/v) Glyzerin

Transformationspuffer 2 10 mM MOPS, pH 7,0
(autoklaviert) 75 mM CaCl,
10 mM KCI
15% (v/v) Glyzerin

2.2.7 Transformation chemisch kompetenter Escherichia coli

Fiir die Transformation chemisch kompetenter E. coli-Zellen wurden diese zunachst auf Eis
aufgetaut, bevor der zu transformierende Ligationsansatz hinzugegeben wurde. Darauf
folgte eine Inkubation von 30 min auf Eis. Danach wurde ein Hitzeschock fiir 35 s bei 42°C
(Thermomixer comfort, Eppendorf) durchgefiihrt und die Zellen dann wieder fiir 2 bis 3 min
auf Eis gehalten. Zur Regeneration der Zellen wurde 250 ul LB-Medium hinzugegeben und
die Zellen fur 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 tiber Nacht bei 37°C inkubiert.

2.2.8 Praparation von Plasmid-DNA aus Escherichia coli

Zur Isolation von Plasmid-DNA aus E. coli-Zellen wurden zunachst 3 ml LB-Flissigkultur mit
entsprechendem Antibiotikazusatz mit einer Einzelkolonie inokuliert und Gber Nacht bei
37°C und 250 rpm (Incubator shaker G25, New Brunswick Scientific) inkubiert. Von der
Ubernachtkultur wurden 2 ml in ein 2-ml-ReaktionsgefiR iiberfiihrt und die Zellen pelletiert
(5min, RT, 18.320xg). Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen in 100 pl
Resuspensionslosung geldst. Nach Zugabe von 200 ul Lysislésung wurde die Probe durch
dreimaliges Invertieren gemischt und dann 5 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden
150 ul der Neutralisierungslosung hinzugefligt, 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 Uberstand in ein neues 1,5-ml-ReaktionsgefaRR tberfiihrt. Die Nukleinsduren wurden
durch Zugabe von 0,6 Volumen Isopropanol gefallt und anschlieRend durch Zentrifugation
(10 min, RT, 18.320x g) pelletiert. Zum Waschen des Pellets wurden 500 pl 70% (v/v)
Ethanol zugegeben und 10 min bei RT und 18.320 x g zentrifugiert. Daraufhin wurde das
Pellet bei RT getrocknet und abschlieRend in 50 ul H,O resuspendiert. Die Lagerung der
Plasmid-DNA erfolgte bei -20°C.

Resuspensionslosung 50 mM Glucose
25 mM Tris, pH 8,0
10 mM EDTA
300 pg/ml RNase A (Thermo Fisher Scientific)

Lysislésung 400 mM NaOH
2% (w/v) SDS

Neutralisierungslosung 3 M Natriumacetat, pH 4,8

Wurde besonders reine Plasmid-DNA, beispielsweise zur Sequenzierung bendtigt, wurde zur
Aufreinigung der Plasmid-DNA aus Ubernachtkulturen 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
zunachst auf YEP-Festmedium bei 28°C inkubiert, um anschliefend 2 ml YEP-Vorkultur mit

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

anzuimpfen, welche dann bei 28°C und 250 rpm (Incubator shaker G25, New Brunswick
Scientific) bis zu einer optischen Dichte (ODggo) von 0,5 inkubiert wurde. Die Zellen wurden
durch Zentrifugation (5 min, 4°C, 2.000 xg) pelletiert und in 10 ml 0,15 M NaCl
resuspendiert. AnschlieBend wurden die Zellen erneut pelletiert (5 min, 4°C, 1.000 x g) und
in 1 ml 20 mM CaCl, aufgenommen. Es wurde dann 15% (v/v) Glyzerin zugesetzt, die Zellen
in 200-pl-Aliquots in flissigem 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 pg
Plasmid-DNA hinzugefligt und der Ansatz fiir 30 min auf Eis inkubiert. Darauf wurden die
Zellen 1 min in flussigem Stickstoff schockgefroren und anschliefend fiir 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 (/ncubator shaker G25,
New Brunswick Scientific) inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen pelletiert (2 min, RT,
500 x g) und in 100 ul YEP-Medium resuspendiert. Im Anschluss wurden die Zellen auf YEP-
Festmedium mit entsprechendem Antibiotikazusatz ausgestrichen und fiir 2 bis 3 Tage bei

28°C inkubiert.

2.2.12 Allgemeine Klonierungstechniken

Zur Klonierung vorgesehene DNA-Fragmente wurden entweder (iber PCR synthetisiert oder
durch Restriktion aus Plasmid-DNA gewonnen. In beiden Fillen wurde zunachst die
gewlinschte GroRe der Fragmente mit Hilfe der horizontalen Agarosegelelektrophorese
(2.2.18) Uberprift 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) durchgefiihrt. Sollte eine Rezirkulation von restringierten Vektoren wahrend der

Ligation verhindert werden, wurden diese mit der FastAP Thermosensitive Alkaline
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Phosphatase (Thermo Fisher Scientific) behandelt. Fir die Ligation von DNA-Fragmenten
wurde die T4 DNA Ligase (Thermo Fisher Scientific) eingesetzt. Die Enzyme wurden nach

Herstellerangaben angewendet.

2.2.13 Gateway™- Rekombinationsreaktion

Wenn moglich, wurde fir Klonierungen die GatewayTM-TechnoIogie (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 ul H,0
1 ul Gateway™ LR Clonase™ Il Enzyme Mix
(Thermo Fisher Scientific)

2 h Inkubation bei RT

0,5 ul Proteinase K Losung
(Thermo Fisher Scientific)

10 min Inkubation bei 37°C

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

War es nicht moglich das Gateway™-System zu nutzen, wurden auf klassische
Klonierungstechniken zuriickgegriffen. Die Klonierungsstrategien sind detailliert im Abschnitt
Klonierungen (2.3) dargestellt. Samtliche Klonierungen wurden durch Sequenzierung auf die

Korrektheit der gewlinschten Sequenz lGberprift.

2.2.14 Isolierung von genomischer DNA

Fiir die Extraktion genomischer DNA aus Arabidopsis wurden ein bis zwei junge
Rosettenblatter mit 400 ul Extraktionspuffer in ein 1,5-ml-Reaktionsgefal gegeben und mit
einem Mikropistill sorgfaltig zerkleinert. Durch Zentrifugation (5 min, RT, 18.320 x g) wurden
die Gewebereste pelletiert und 300 pl des Uberstands in ein neues 1,5-ml-ReaktionsgefaR

Uberfihrt. Durch Zugabe von 300 ul Isopropanol und mehrmaliges Invertieren wurde die

22



MATERIAL & METHODEN

DNA gefallt und anschlieRen durch Zentrifugation (10 min, RT, 18.320 x g) pelletiert. Das
Pellet wurde mit 500 pl 70% Ethanol gewaschen (5 min, RT, 18320 x g). Nach dem Trocknen

wurde das Pellets in 100 ul H,0 geldst. 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

Fir die Isolierung von Gesamt-RNA wurden 500 ul TRI Reagent® (Sigma-Aldrich) in einem
1,5-ml-Reaktionsgefall 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.
AnschlieBend folgte eine flinfminltige Inkubation bei RT. AnschlieBend wurden 100 pl
Chloroform hinzugegeben, die Proben fiir 15 s kraftig geschittelt, gefolgt von 2 bis 3 min
Inkubation bei RT. Nach 15 min Zentrifugation (4°C, 12.500 x g) wurden bis zu 300 pl der
oberen, wassrigen Phase in ein neues 1,5-ml-Reaktiongefall Uberfiihrt und die RNA nach
Zugabe von 125 pul Isopropanol und 125 ul High Salt Solution fiir 10 min bei RT gefallt. Durch
eine weitere Zentrifugation (10 min, 4°C, 12.500 x g) wurde die RNA pelletiert. Das Pellet
wurde mit 500 pl 70% (v/v) Ethanol gewaschen (5 min, 4°C, 12.500 x g), anschlieRend fiir 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 pl H,0 geldst. Die Konzentration der RNA
wurde mit Hilfe des NanoDrop™2000 (Thermo Fisher Scientific) bestimmt und die Qualitat

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

High Salt Solution 0,8 M Natriumcitrat
1,2 M NacCl

2.2.16 Reverse Transkription von RNA

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

behandelt. Die Ansatze dafiir setzten sich wie folgt zusammen:

1 pg Gesamt-RNA

1 U DNase |, RNase-frei

2 ul 10x Reaktionspuffer (mit MgCl,)
ad 20 ul H,0

Dieser Ansatz wurde 60 min bei 37°C inkubiert. Die Hitzeinaktivierung erfolgte durch 15 min
Inkubation bei 75°C. Die anschlieBende Erststrangsynthese von cDNA wurde in folgenden

Ansatz durchgefihrt.

1 ug Gesamt-RNA (DNase | behandelt)
0,2 mM dNTPMix
0,2 uM Oligo-dT-Primer
100 U RevertAid Reverse Transcriptase (Thermo Fisher Scientific)
20 pl 5x Reaktionspuffer
ad 100 ul H,O

Die cDNA-Synthese wurde fir 75 min bei 42°C durchgefiihrt. Anschlieende 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 durchgefiihrt,
wurde die DreamTag™ 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) durchgefiihrt. Die
standardmaBig verwendeten Ansatze werden im Folgenden beschrieben. Bei der
Durchflihrung einer Kolonie-PCR, wurden Bakterien einer Einzelkolonie als Template zu dem

Ansatz gegeben.
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DreamTag™ DNA Polymerase

1ng-1pg Template-DNA
0,5 mM dNTP-Mix
0,5 uM 5‘-Primer
0,5 uM 3‘-Primer
0,25 U DreamTag™ Polymerase
2 ul 10x DreamTag™ Green Puffer
ad 20 ul H,O

Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase
50 ng - 250 ng Template-DNA

0,5 mM dNTP-Mix
0,5 uM 5‘-Primer
0,5 uM 3‘-Primer
1 U Phusion™ High-Fidelity Polymerase
10 pl 5X Phusion™ HF Puffer
ad 50 ul H,0

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

DreamTag™ DNA Polymerase

Denaturierung 5 min 94°C
Denaturierung 45 s 94°C
Primer-Anlagerung 45s 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 10s 98°C
Primer-Anlagerung 20s 50-65°C
Elongation 30 s/kb 72°C
finale Elongation 7 min 72°C

35x

35x
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Die Anlagerungstemperatur wurde abhdngig von den verwendeten Primern gewahlt. Eine
Auflistung dieser, sowie deren Verwendungszweck konnen dem Anhang Al entnommen
werden. StandardmafRig wurden 35 Zyklen gewahlt, sollte verhindert werden, dass die
Plateau-Phase der exponentiellen Amplifikation erreicht wird, wurde die Zyklenzahl

entsprechend verringert.

2.2.18 Agarosegelelektrophorese

Die groBenabhangige Auftrennung von DNA- und RNA-Fragmenten wurde durch horizontale
Agarosegelelektrophorese (Sambrook & Russell, 2001) erreicht. StandardmaRig wurden
1%ige (w/v) Agarose-TAE-Gele verwendet. Zur Detektion der Nukleinsduren unter UV-Licht
wurde den Gelen 1 pg/ml Ethidiumbromid zugesetzt. Als GroBenstandards wurden entweder
der SmartLadder (Eurogentec) oder der O'GeneRuler Ultra Low Range DNA Ladder (Thermo
Fisher Scientific) verwendet. Diese decken jeweils ein GroRenspektrum 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)

Flir quantitative Expressionsanalysen mittels Realtime PCR (qRT-PCR) wurde das Rotor-Gene
SYBR® Green PCR Kit (QIAGEN) verwendet. Die Reaktionsansatze wurden stets mit einem

technischen Replikat wie folgt angesetzt.

10 ng revers transkribierte RNA (2.2.16)

7,5 ul Rotor-Gene SYBR® Green PCR Master Mix (Quiagen)
0,5 uM 5‘-Primer
0,5 uM 3‘-Primer
ad 15 pl H,0

Fir 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 5s 95°C

45x
Elongation 10s 60°C

Die fur die Auswertung benétigten 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 AACt-Methode unter Verwendung des
geometrischen Mittels der beiden konstitutiv exprimierten Gene ACTIN 2 (ACT2, At3g18780)
und GLYCERALDEHYDE-3-PHOSPHATE DEHYDROGENASE C SUBUNIT (GAPC, At3g04120)
durchgefiihrt (Pfaffl, 2001; Vandesompele et al., 2002). Dazu wurde folgende Formel

verwendet:

_ ACt ACt ACt
R = Eigrget /\/EGAPC * Egcrs

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

2.2.20 Sequenzierung

Um sicher zu stellen, dass DNA-Fragmente die gewlinschte Sequenz aufwiesen, wurden
diese mittels Sequenzierung Uberprift. Dazu wurden die Dienste der GATC Biotech AG

(Konstanz, Deutschland) in Anspruch genommen.

2.2.21 Herstellung von Gewebe-Diinnschnitten

Um Dinnschnitte fiir die Mikroskopie zu erhalten, wurde das jeweilige Geweben zunachst in
Technovit® 7100 (Kulzer) eingebettet (2.2.21.1). Das Schneiden der Praparate wurde am

halb-motorischen Rotationsmikrotom RM2245 (Leica Biosystems) durchgefiihrt.

2.2.21.1 Einbettung von Pflanzenmaterial in Technovit® 7100

Zunachst 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 Basislésung Technovit® 7100 (Kulzer) fur 1 bis
2 h prainfiltriert wurde. Fir die folgende Infiltration wurde 1 g Hdrter | in 100 ml Basislésung

Technovit® 7100 gelost und das Gewebe mit dieser Vorbereitungslésung tberschichtet. Um
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das Infiltrationsergebnis zu verbessern wurden die Proben in der Vorbereitungslésung
zunachst 20 min vakuuminfiltriert und dann mindestens 12 h bei RT inkubiert. Fir die
Polymerisation wurden 600 ul Vorbereitungslésung mit 40 ul Hdérter Il griindlich gemischt.
Von dieser Infiltrationslésung wurden 600 pl in einem 0,5-ml-Reaktionsgefal} vorgelegt, die

prainfiltrierte Probe hineingegeben und in die gewiinschte Orientierung gebracht.

2.2.22 Histochemische GUS-Analyse

Fiir die Detektion von transgener PB-Glucoronidaseaktivitdt in stabil transformierten
Arabidopsispflanzen wurde das zu untersuchende Gewebe mit X-Gluc-Lésung Uberschichtet
und fur 1 bis 24 h bei 37°C inkubiert. Durch die B-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 anschlieBend in 70% (v/v)
Ethanol Uberfiihrt. In der Regel wurde das Gewebe anschlieBend zur besseren
Dokumentation mit Klarlésung Uberschichtet und anschlieBRend die Blaufarbung des

Gewebes am Binokular oder Mikroskop festgehalten.

X-Gluc-LOsung 50 mM Natriumphosphat, pH 7,2
0,2% (v/v) Triton X-100
2 mM Kaliumhexacyanoferrat(ll)
2 mM Kaliumhexacyanoferrat(lll)

2 mM 5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-B-D-Glucuronsaure
(gelost in DMF)

Klarlosung 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.

Gerat Kamera Software Hersteller
Lichtmikroskop . Olympus, Hamburg,
U-CMAD3 CellA Version 2.6
BX41 Deutschland
. INFINITY ANALYZE Lumenera Corporation,
Infinity 3S .
Version 6.5.4 Ottawa, ON Kanada
analySIS getIT Olympus, Hamburg,
Binokular SZ61 SC100 y : bl :
Version 5.1 Deutschland
. . NIS-Elements .
Binokular Nikon DIGITAL SIGHT- . Laboratory Imaging s.r.o.,
) Imaging Software , ) )
SMZ18 Ril i Prag, Tschechische Republik
Version 4.40
. . Leica Microsystems,
CLSM Leica SP5 Leica LAS AF

Wetzlar, Deutschland

2.2.24 Computergestiitzte Analysen

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

Name Verwendung Quelle
Clustal Omega Erstellung von Sequenzalignments McWilliam et al., 2013
DESKGEN™ Design der CRISPR/Cas9-Experimente deskgen.com

eFP-Browser

ExPASy Translate

tool
Fiji

GeneDoc

Genevestigator

Minitab®16
NCBI Blast

NCBI Primer Blast

NEBcutter V2.0

Datenbank fiir Arabidopsis-
Expressionsanalysen
Translation von DNA- in
Aminosduresequenzen
Bildauswertungen

Manuelle Erstellung und Bearbeitung

von Sequenzalignments

Datenbank fiir Arabidopsis-
Expressionsanalysen

Statistische Analyse von Daten
Sequenzsuche und -vergleiche
Primerdesign

Untersuchung von DNA-Sequenzen
beziglich Erkennungssequenzen fiir
Restriktionsenzyme

Ubersetzung von DNA-Sequenzen in

Winter et al., 2007

Gasteiger et al., 2003
Schindelin et al., 2012

Nicholas & Nicholas, 1997

Hruz et al., 2008

ADDITIVE GmbH
Boratyn et al., 2013
Yeetal., 2012

Vincze et al., 2003

Reverse Complement Stothard, 2000

den (revers-) komplementaren Strang
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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
RStudio

SnapGene Viewer

TAIR

Statistische Analyse von Daten

grafische Benutzeroberflache fiir R
Auswertungen von Chromatogrammen,
Uberpriifung von Plasmid-DNA-
Sequenzen

Kuratierte Arabidopsis Datenbank

Mendiburu, 2017

RStudio Team, 2016
SnapGene® software,
GSL Biotech,
snapgene.com
Berardini et al., 2015

T-DNA Express:
Arabidopsis Gene
Mapping Tool

Arabidopsis-Datenbank und
) Alonso et al., 2003
Genkartierung

Darstellung von phylogenetischen

TreeView . Page, 1996
Baumen
S. Ossowski, J. Fitz,
WMD3 Design der amiRNA-Experimente R. Schwab, M. Riester

& D. Weigel

2.3 Klonierungen

Wenn moglich, wurden die Kolonierungen mit Hilfe der Gateway™-Technologie (Thermo
Fisher Scientific) durchgefiihrt. Mit Ausnahme der Klonierungen der CRISPR/Cas9-Vektoren
wurden die von Thermo Fisher Scientific vertriebenen Eingangsvektoren pENTRIA™,
PENTR3C™ oder pENTR™/D-TOPO® genutzt (Abbildung 2-1). Als Zielvektoren wurden die
bindren Vektoren pB7WG2 oder pBGWFS7 verwendet (Karimi, Inze & Depicker, 2002). Der
Vektor pB7WG2 enthédlt eine Expressionskassette, die fir den 35S Promotor des
Blumenkohlmosaikvirus kodiert, der Vektor pBGWFS7 enthilt die kodierende Sequenz fiir
das B-Glucuronidase-Gen aus E. coli.

Das Plasmid pRS300 miR319a pBSK, welches als Template fiir die Erzeugung der
artificial microRNAs genutzt wurde, wurde freundlicherweise von Detlef Weigel (Max-
Planck-Institut fir Entwicklungsbiologie, Tibingen, Deutschland) zur Verfiigung gestellt.
Samtliche Vektoren, die fur die Erstellung der CRISPR/Cas9-Konstrukte verwendet wurden,

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

Deutschland) zur Verfiigung gestellt. War die Nutzung der Gateway™-Systems nicht méglich,
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Abbildung 2-1: Schematische darstellung der Eingangsvektoren fiir das Gateway™-System.

(A) pENTRIA™ bzw. pENTR3C™" (B) pENTR™/D TOPO®. attL1/2: Gateway™ Rekombinationssequenz,
cam®: Chloramphenicol-Resistenz, ccdB: zytotoxisches CcdB-Gen aus E. coli, kan®: Kanamycin-
Resistenz, MSC: Multiple Cloning Site. Die Darstellung ist nicht maf3stabsgetreu.

wurde auf herkdmmliche Klonierungstechniken (Sambrook & Russell, 2001) zurlickgegriffen.
Sollten PCR-Produkte zur in vivo-Amplifikation subkloniert werden, wurde das CloneJET PCR
Cloning Kit (Thermo Fisher Scientific) verwendet.

Eine Ubersicht 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 DH5a oder DB3.1

(2.2.7).

2.3.1 Klonierung von Promotor:GUS Konstrukten

Flr Expressionsanalysen wurden zunachst mit Hilfe der Datenbank TAIR (The Arabidopsis
Information Ressource, Berardini et al., 2015) etwa 1.000 bis 1.500 bp grofRe Promotor-
sequenzen stromaufwarts 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 pENTR1IA™

oder pENTR3C™ ligiert. AnschlieRend wurde eine Rekombinationsreaktion (2.2.13) zwischen

dem entsprechenden Eingangsvektor und dem Zielvektor pBGWFS7 durchgefihrt.

2.3.2 Klonierung von 35S5:XTH:GFP Konstrukten

Zur Untersuchung der subzellularen Lokalisation wurden GFP-Reportergenkonstrukte
hergestellt. Dazu wurde zunachst die flr das green fluorescent protein kodierende Sequenz
mNeonGreen (ber PCR von dem Plasmid p/CSL50015 (Addgene, MA, USA) amplifiziert
(Shaner et al., 2013). Das Fragment wurde restringiert und in den auf gleiche Weise
linearisierten pENTRIA™ ligiert. Das dadurch erhaltene Plasmid wurde pEN:GFP genannt.
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Abbildung 2-2: Schematische lllustatrion der Vektoren der 355:XTH:GFP-Klonierung.

(A) Modifizierter Eingangsvektor pENTRIA™ fiir die Erstellung C-terminaler GFP-Fusionstkonstrukte.
(B) Eingangsvektor mit Fusionsprodukt aus ORF- und GFP-Sequenz. (C) Binadrer Expressionsvektor mit
355-Promotor-Expressionskassette. attl1/2, attB1/2: Gateway™ Rekombinationssequenz, blp":
Phosphinothricin-Resistenz,  kan": Kanamycin-Resistenz, spec®: Spectinomycin-Resistenz. Die
Darstellung ist nicht maRstabsgetreu.

AnschlieBend wurden die ORFs der zu klonierenden Gene ohne Stoppcodon liber 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 ubiquitdren 35S5-Promotor gestellt (Karimi, Inze & Depicker, 2002). Die dabei

entstandenen Vektoren wurden 35S5:XTH:GFP genannt.

2.3.3 Klonierung von artificial microRNA Konstrukten

Fir die Erzeugung von Knockdown-Linien wurden artificial microRNA (amiRNA) Konstrukte
hergestellt und diese stabil in Arabidopsis transformiert. Fiir das Design der amiRNAs wurde
der WMD3 — Web MicroRNA Designer verwendet (Schwab et al., 2006; Ossowski, Schwab &
Weigel, 2008). AnschlieBend wurde mittels Overlap-Extension-PCR die amiRNA synthetisiert
(Abbildung 2-3). Durch drei PCR-Reaktionen (Primer A+1V, II + III und B+ 1) wurden
Teilfragmente der amiRNA hergestellt. Als Template fiir diese drei PCRs diente das Plasmid
PRS300 miR319a pBSK (zur Verfligung gestellt von Detlef Weigel, Max-Planck-Institut fir
Entwicklungsbiologie, Tubingen, Deutschland), auf welchen die Vorlaufer-miRNA kodiert
liegt. Durch die Primer I, II, III und IV wurde die Sequenz der Vorlaufer-miRNA gegen die
gewlinschte, kinstliche Sequenz ausgetauscht. Fiir die finale PCR-Reaktion wurden die
Primer A und B eingesetzt, wahrend die Amplifikate der vorhergehenden PCRs als Template

dienten (Abbildung 2-3). Das PCR-Produkt wurde dann mit Sall und Notl
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Abbildung 2-3: Konstruktion der artificial microRNAs.

Mittels Overlap-Extension-PCR werden mit den Oligonukleotiden I -1V die miRNA und miRNA*
Sequenzen (grin) zu den gewinschtem amiRNA und amiRNA* (blau) umgeschrieben. Abbildung
verandert nach (Schwab et al., 2006), Darstellung nicht mal3stabsgetreu.

restringiert und in den auf gleiche Weise linearisierten pENTRlATM ligiert. Anschliefend
wurde mittels Rekombinationsreaktion (2.2.13) die amiRNAs in den bindren Vektor pB7WG2
Uberfihrt (Karimi, Inze & Depicker, 2002), sodass die Expression der amiRNAs unter die
Kontrolle des 35S-Promotors gestellt wurde. Die binaren Vektoren wurden 35S5:XTH16amiR-

A, -B und —C genannt.

2.3.4 Klonierung von CRISPR/Cas9 Konstrukten

Das CRISPR/Cas9 System wurde genutzt, um knockout Linien fur die Gene XTH16 und XTH18
zu erzeugen. Die daflir verwendeten Eingangs- und Zielvektoren wurden freundlicherweise
von Prof. Dr. Holger Puchta (Karlsruher Institut fiir Technologie, Karlsruhe, Deutschland) zur
Verfiigung gestellt (Fauser et al., 2014, Schiml et al., 2014, Steinert et al., 2015). Fir das
Entwerfen der Protospacer wurde die von DESKGEN™ (deskgen.com) kostenlos nutzbare
Software verwendet. Fiir 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 herbeigefiihrt
werden. Bei der spateren Analyse der Tochtergenerationen der transformierten Pflanzen
war es so moglich auf die gewlinschte Mutation via PCR zu selektieren.

Je Protospacer wurden zwei Oligonukleotide von Eurofins Genomics (Ebersberg,
Deutschland) in entsalzter Qualitdt geordert. Ein Oligonukleotid enthielt die Protospacer-
Sequenz und einen 5-ATTG-Uberhang, das andere die revers-komplementire Protospacer-

Sequenz und einen 5-AAAC-Uberhang. Es wurden je 2 uM der beiden Oligonukleotide in
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Abbildung 2-4: Schematische Darstellung der Klonierung der CRISPR/Cas9-Zielvektoren.

(A) Die Eingangsvektoren pEnChimera und pEnC1.1 wurden mit Bbsl linearisiert und die
Protospacer-Oligonukleotide eingebracht. (B) AnschlieRend wurden die Expressionskassetten
mittels Rekombinationsreaktion und Mlul-Klonierung in den Zielvektor pDeCas9 transferiert.
amp®: Ampicilin-Resistenz, attL1/2: Gateway™ Rekombinationssequenz, blp": Phosphinothricin-
Resistenz, LB/RB: left/right border, spec”: Spectinomycin-Resistenz. Die Darstellung ist nicht
malstabsgetreu.

einem 50-pl-Ansatz zusammen gegeben. Durch 5 min Inkubation bei 95°C (Thermomixer
comfort, Eppendorf) und anschlieBender langsamer Abkihlung bei RT wurde ein
Aneinanderlagern der Oligonukleotide erreicht. Durch die 5-Uberhinge war es méglich, die
aneinandergelagerten Oligonukleotide, gerichtet in die mit Bbsl 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
gewlinschten Protospacer-Sequenz mit der single-guide RNA-Sequenz zusammensetzt. Die
Verwendung der beiden Eingangsvektoren ermdglicht es, zwei dieser Expressionskassetten

gleichzeitig auf einer Transfer-DNA des binaren Zielvektors pDeCAS9 in das Arabidopsis-
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genom zu integrieren. Dazu wurde zunachst die erste Expressionskassette aus dem pEn-
Chimera mittels Rekombinationsreaktion (2.2.13) in den pDeCAS9 eingebracht. AnschlieSend
wurde die zweite Expressionskassette mit Mlul aus dem pEn-C1.1 herausgeschnitten und in
den ebenfalls mit Milul linearisierten Zielvektor, welcher bereits die erste
Expressionskassette trug, ligiert. Da die Ligation der zweiten Expressionskassette ungerichtet

erfolgte, wurde anschlieend mittels Sequenzierung die Orientierung liberpriift.
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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 fir XTH15, XTH17 und XTH19 identifiziert (3.1.1). Da fur
XTH16 oder XTH18 keine Knockout-Linien zur Verfligung standen, wurde ein Knockdown von
XTH16 Uber amiRNAs induziert (3.1.2). AuBerdem wurde das CRISPR/Cas9-System genutzt
um Knockout-Linien fiir XTH16 und XTH18 zu erzeugen (3.1.3).

3.1.1 Identifizierung von T-DNA-Insertionslinien
fir XTH15, XTH16, XTH17 und XTH19

Zunachst 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 (xthl6a, SAIL_693_B08,

xth15-2
SALK099891
—_— Lz
At4g14130 — ] e I —
xthl6a
SAIL693B08
—_— P
At3g23730 — 