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Zusammenfassung

Zusammenfassung

In natlrlicher Umgebung des Bodens finden zahlreiche Interaktionen zwischen dem Wur-
zelsystem einer Pflanze und dem vorliegenden Mikrobiom statt. Eine weit verbreitete und
mit 450 Millionen Jahren sehr alte Interaktion stellt die mutualistische Arbuskulare Mykor-
rhiza (AM)-Symbiose dar. Von dieser evolutionar erfolgreichen Symbiose profitieren beide
Partner dank des reziproken Austauschs von mineralischen Nahrstoffen gegen Kohlen-
hydrate. Eine fein abgestimmte Kommunikation ist fir die Etablierung und Erhal-tung
dieser intimen Assoziation notwendig. Die Akkomodation des AM-Pilzes fiihrt dabei zu
einer enormen Umprogrammierung der pflanzlichen Transkription, welche in einer um-
fangreichen Umstrukturierung pflanzlicher Entwicklungsprogramme resultiert. Diese
transkriptionelle Anpassung wird durch die Aktivierung spezifischer Transkriptions-
faktoren (TFs) realisiert. Etliche GRAS-Proteine konnten bereits mit der AM-Symbiose in
Verbindung gebracht werden. Mafigeblich sind DELLA-Proteine, Repressoren der Gib-
berellin (GA)-Antwort, welche eine tragende Rolle in der Arbuskelentwicklung spielen,

wodurch eine Verknipfung der AM-Symbiose und dem GA-Signalweg deutlich wird.

In dieser Arbeit wurden durch Trankriptionsanalysen drei AM-assoziierte GRAS-Proteine
in Medicago truncatula identifiziert, welche einer neuen Klade der GRAS-Proteine zuge-
ordnet wurden. Im Mittelpunkt dieser Arbeit stand die funktionelle Charakterisierung von
MIG1, das eine hohe Promotoraktivitat in Arbuskel-enthaltenden Zellen aufwies. Eine
Herunterregulation des MIG1-Transkriptes durch RNA Interferenz (RNAI) flhrte zu einer
erhdhten Zahl deformierter unreifer Arbuskeln. Uberdies resultierte eine Uberexpression
von MIG1 in einer Verdickung der Wurzeln, welche auf eine vermehrte Anzahl an Kor-
texschichten und radial vergrofierten Kortexzellen zurlickgefiihrt wurde. Dieser Phanotyp
wurde durch Blockierung des GA-Signalweges mimikriert. Eine direkte Verbindung der
MIG1- und DELLA1-Funktion wahrend der AM-Symbiose wurde durch Protein-Protein
Interaktionsanalysen und die Komplementierung des missgebildet Arbuskelphanotyps in
MIG1-RNAi Wurzeln durch simultane Expression des GA-insensitiven AT8DELLAT unter-
stitzt. Zusammenfassend wurde ein funktionelles Modell entwickelt, in dem MIG1
DELLA1 als Koaktivator zu bisher unbekannten Zielgenen rekrutiert, um radiales Zell-

wachstum wahrend der AM-Symbiose zu férdern.

In dieser Arbeit konnte das GRAS-Protein MIG1, als neue Komponente der pflanzlichen
Transkriptionsmaschinerie identifiziert werden und ihm gemeinsam mit DELLA1 eine
Funktion im radialen Wachstum kolonisierter Kortexzellen wahrend der AM-Symbiose
zugewiesen werden. Die Wechselwirkung mit dem GA-Signalweg zeigt dabei auf, dass
AM-Pilze fur eine erfolgreiche Akkomodation im Wurzelgewebe die pflanzliche Entwick-

lungsmaschinerie modifizieren.






Abstract

Abstract

There are numerous interactions between the plant root system and the microbiome in the
natural habitat of the soil. A widespread and with 450 million years ancient interaction is
the mutualistic arbuscular mycorrhiza (AM)-symbiosis. The evolutionarily successful sym-
biosis represents a tremendous advantage for both partners thanks to the reciprocal
exchange of mineral nutrients versus carbohydrates. A well-orchestrated communication
is necessary for the establishment and maintenance of this intimate association. The ac-
commodation of the AM-fungus imposes an enormous reprogramming of the plant
transcription, resulting in a major reorganization of the plant developmental program. This
transcriptional adaptation is accomplished with the activation of specific transcription fac-
tors. Several GRAS proteins have been connected with AM-symbiosis, most significantly
the DELLA proteins, repressors of the gibberllin (GA) response, that are key players in

arbuscule formation, thus connecting AM-symbiosis with GA signaling.

In this study transcriptional analyses led to the identification of three AM-associated
GRAS proteins from Medicago truncatula, belonging to a novel clade of GRAS proteins.
The investigations focused on the functional characterization of MIG1, showing high pro-
moter activity in arbuscule-containing cells. Downregulation of the MIG1-transcript via
RNA interference (RNAI) revealed a higher number of deformed, immature arbuscules.
Furthermore, overexpression of MIG1 resulted in a thickening of the roots, ascribed to a
higher number of cortical cell layers as well as thicker cortex cells, a phenotype that could
be mimicked by blocking the GA-pathway. A direct link between the functions of MIG1 and
DELLA1 during AM-symbiosis was supported by protein-protein interaction analyses and
the complementation of the malformed arbuscule phenyotype in MIG1-RNAi roots by sim-
ultaneous expression of the GA-insensitive A18DELLA gene. In summary it is proposed
that MIG1 recruits DELLA1 as a coactivator to yet unknown target genes, to promote radi-

al cell growth during AM-symbiosis.

In this study the GRAS protein MIG1 could be identified as a new component of the plant
transcriptional machinery and together with DELLA1 both could be assigned a function in
radial growth of colonized cortical cells during mycorrhiza symbiosis. The interdependency
with the GA pathway highlights how AM-fungi modify the plant developmental program for

their successful accommodation in the root tissue.
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1 Einleitung - 1.1 Die Arbuskulare Mykorrhiza-Symbiose

1 Einleitung

Eine sessile Lebensweise stellt Pflanzen vor besondere Herausforderungen. So mussen
sie einen Weg finden ihre Entwicklung sowohl auf abiotische Umwelteinfliisse wie Tro-
ckenheit, Nahrstoffknappheit im Boden oder unterschiedliche Lichtverhaltnisse, als auch
auf biotische Interaktoren, wie Insekten oder Mikroben abstimmen. Pflanzen ist es dem-
nach moglich auBere Einflisse in ihr Entwicklungsprogramm zu integrieren und darauf
umgehend adaquat zu reagieren. Jedoch sind sie damit nicht vollkommen auf sich selbst
gestellt: Die Ausbildung enger Lebensgemeinschaften zwischen Pflanzen und Mikroorga-
nismen kdnnen ihnen helfen sich gesund und widerstandsfahig zu entwickeln sowie ihren
Versorgungsstatus aufrechtzuerhalten. Vor allem im Boden kommen Pflanzen Gber ihr
Wurzelsystem in Kontakt mit zahlreichen Mikroben, welche das Wachstum und die Ent-
wicklung der Pflanze beeinflussen kénnen. Dementsprechend erscheint die Erforschung
des Wurzelmikrobioms vor allem durch neue globale Techniken von grof’em Interesse
(Bai et al., 2015; Tkacz & Poole, 2015).

Eine sehr weit verbreitete Interaktion zwischen Pflanzenwurzeln und Pilzen stellt die My-
korrhiza-Symbiose (griech. mycos — Pilz; rhiza — Wurzel) dar. Eine solche mutualistische
Interaktion, das heif3t sowohl fiir die Pflanze, als auch fiir den Pilz von Vorteil, wird mit
90 % von der Mehrheit aller Landpflanzen eingegangen (Smith & Read, 2008). Ein grol3er
Vorteil der Mykorrhiza-Symbiose besteht im bidirektionalen Nahrstoffaustausch zwischen
den Partnern. So vergroRert der Pilz durch sein Hyphengeflecht die Flache der Nahrstoff-
aufnahme im Boden und liefert vor allem Phosphat und Stickstoff an die Pflanze (Jin et
al., 2005; Finlay, 2008; Richardson et al., 2009). Aufgrund dieser Eigenschaft werden My-
korrhizapilze bereits heute als Biodinger eingesetzt (Miransari, 2011). Im Gegenzug
erhalt der Pilz Photoassimilate in Form von Zucker von der Pflanze (Bago et al., 2000;
Nehls et al., 2007).

Aufgrund der unterschiedlichen Anatomie der Mykorrhiza-Interaktion wird zwischen Ekto-
und Endomykorrhiza unterschieden. Bei der Ektomykorrhiza handelt es sich um eine
Symbiose zwischen Pilzen aus den Basidiomyceten oder Ascomyceten und héheren
Pflanzen, wobei die Pilzhyphen die Wurzelspitzen umhillen und ein sogenanntes Har-
tigsches Netz zwischen den epidermalen Zellen ausbilden. Eine wesentlich intimere
Interaktion stellt dagegen die Endomykorrhiza dar, bei der die pilzlichen Hyphen Wurzel-
zellen penetrieren und sich in den lebenden Pflanzenzellen weiter entwickeln. Dabei wird
zwischen Orchide, Ericoide und Arbuskulare Endomykorrhiza unterschieden (Bonfante &
Genre, 2010).
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1.1 Die Arbuskulare Mykorrhiza-Symbiose

Die am weitesten verbreitete Symbiose zwischen Pilz und Pflanze stellt mit 80 % der
Landpflanzen die Arbuskulare Mykorrhiza- (AM-) Symbiose dar (Fitter, 2005; Smith &
Read, 2008). Diese Interaktion wird zwischen Pilzen des Phylums Glomeromycota
(SchuBler et al., 2001) und einem extrem breiten Spektrum an Wirtspflanzen gebildet,
darunter auch zahlreiche Nutzpflanzen, wie Reis, Mais oder Kartoffel (Read et al., 2000;
Bouwmeester et al., 2007; Zuccaro et al., 2014). Fossile Funde konnten belegen, dass
diese Form der Lebensgemeinschaft bereits vor 450 Millionen Jahren auftrat (Remy et al.,
1994; Redecker et al., 2000; Brundrett, 2002). Sowohl die weite Verbreitung, als auch das
hohe Alter dieser Assoziation lassen die Vermutung aufkommen, dass eine Koevolution
von Pflanze und Pilz die Eroberung des Landes als Lebensraum flr Pflanzen beglnstigt
hat (Pirozynski & Malloch, 1975; Simon et al., 1993; Wang & Qiu, 2006; Bonfante &
Genre, 2008; Delaux et al., 2015; Field et al., 2015). Neben der bereits erwahnten gestei-
gerten Nahrstoffzufuhr mit den anorganischen Substanzen Phosphat und Stickstoff, wird
auch Schwefel, Kupfer, Eisen oder Zink durch das extraradikale Myzel des Pilzes zur
Pflanze mobilisiert (Jin et al., 2005; Finlay, 2008; Gahan & Schmalenberger, 2014;
Tamayo et al., 2014). Weitere Vorteile einer AM-Symbiose flir die Pflanze zeigen sich in
einer verbesserten Wasserversorgung, einer erhdhten Resistenz gegenlber Salz- und
Schwermetallstress sowie Pathogenen (priming), einer gesteigerten Fitness und letztend-
lich eine erhdhte Produktivitat der Pflanze (Augé, 2001; Jacquot-Plumey et al., 2003;
Colditz et al., 2005; Gohre & Paszkowski, 2006; Liu et al., 2007a; Smith & Read, 2008;
Jung et al., 2012; Schouteden et al., 2015). AM-Pilze stellen obligat biotrophe Lebewesen
dar, da sie auf die Versorgung mit Kohlenhydraten von ihrer Wirtspflanze angewiesen
sind um ihren Lebenszyklus zu vervollstandigen. Sie kénnen dabei bis zu 20 % der ge-
samten photosynthetischen Produkte der Pflanze aufnehmen (Jakobsen & Rosendahl,
1990). Werner & Kiers (2015) postulieren eine aktive Selektion beider Mykorrhiza-Partner
unter anderem aufgrund Vorkommen und Fluktuation der Resourcen und Effizienz des
Nahrstoffaustausches. Letztendlich wird so eine mutualistische Lebensgemeinschaft auf-

rechterhalten, welche beiden AM-Partnern Vorteile bringt.

1.1.1 Die Kolonisierung der Pflanzenwurzel in der AM-Symbiose

Die AM-Symbiose beginnt mit der sogenannten prasymbiotischen Phase in welcher ein
Signalaustausch zwischen Pilz und Pflanze stattfindet (Parniske, 2008). Diese Erkennung
stimuliert das Wachstum beider Symbiosepartner und fihrt folglich zu einem Zusammen-
treffen dieser an der Wurzeloberflache (Raudaskoski & Kothe, 2015). Bei physischem
Kontakt zwischen Pilzhyphe und Wirtspflanze, formt der Pilz eine geschwollene, verzweig-

te Struktur an der Wurzeloberflache, das Hyphopodium. Dieser Kontakt I0st eine Reaktion
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der Pflanze aus, welche eine subzellulare Struktur, den sogenannten Prapenetrations
Apparat (PPA), in Epidermiszellen bildet (Genre et al., 2005). Dieser wird als Kanal be-
schrieben, welcher die intrazellularen Hyphen durch die Wurzelzellen geleitet. Die
Pilzhyphe penetriert nun die Epidermiszelle und wachst durch diese Zelle hindurch (Genre
et al., 2005). Die Integritat der Pflanzenzelle wird dabei nicht gestért, da zum einen die
pflanzliche Plasmamembran invaginiert wird und zudem die perifungale Membran als Bar-
riere fungiert (Bonfante, 2001). Letztendlich gelangt der Pilz durch intraradikales
Wachstum bis in den inneren Kortex der Wurzel, wo er stark verzweigte Strukturen in den
Kortexzellen bildet, die namensgebenden Arbuskeln (lat. arbusculum — Baumchen). Auch
diese werden durch PPA-ahnliche Strukturen begleitet, zudem konnte eine VergréRRerung
des Nukleus beobachtet werden, was auf eine verstarkte Transkription hinweisen konnte

(Genre et al., 2008). Je nach Kombination von AM-Pilz und Wirtspflanze kann das

Prasymbiotischer
Signalaustausch

Epidermis Hyphopodium \
-
PPA
Kortex d
“ 1
Innerer ©
Kortex Zﬁ,

Endodermis

Zentral-
zylinder

Abbildung 1.1 Kolonisierungsverlauf der Arbsukuldaren Mykorrhiza-Symbiose (Arum-Typ). Im Boden
keimt eine Spore des AM-Pilzes aus. In der prasymbiotischen Phase kommt es zu einem Signalaustausch
zwischen AM-Pilz und Wirtspflanze. Bei physischem Kontakt bildet der Pilz ein Hyphopodium aus, welches
eine Migration des pflanzlichen Nukleus (blau) in Gang setzt. Die Bildung des Prapenetrations Apparats (PPA)
(gruin) zeichnet sich durch eine tubulare Struktur aus Cytoplasma und Komponenten der Sekretionsmaschine-
rie aus. Dieser geleitet den Pilz durch die Zelle. Das intrazellulare Wachstum findet durch Invagination der
Plasmamembran und der Bildung einer perifungalen Membran statt. Charakteristisch fiir den Arum-Typ ist ein
intrazellulares Wachstum bis in den inneren Kortex. In Zellen des inneren Kortex werden Arbuskeln gebildet,
stark verzweigte Hyphen mit einer extrem vergrof3erten Oberflache zum Nahrstoffaustausch. Arbuskeln wer-
den durch eine PPA-ahnliche Struktur begleitet und sind durch die periarbuskuldre Membran (PAM) vom
pflanzlichen Cytoplasma getrennt.
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intraradikale Wachstum morphologisch als Arum- oder Paris-Typ beschrieben werden
(Bonfante & Genre, 2008). Der Arum-Typ zeichnet sich durch ein interzellulares Wachs-
tum der Hyphen aus, welches in der Bildung eines Arbuskels endet (z. B. Medicago
truncatula mit Rhizophagus irregularis). Fur den Paris-Typ ist ein intrazellulares Wachs-
tum von Zelle zu Zelle sowie interkalare spiralférmige Hyphen (coils) und Arbuskeln
charakteristisch (z. B. Daucus carrota mit R. irregqularis) (Genre et al., 2008). Arbuskeln
werden von der pflanzlichen periarbuskularen Membran (PAM) umgeben. Aufgrund ihrer
extrem vergroRerten Oberflache werden sie als Hauptort des Nahrstoffaustausches be-
schrieben. Extraradikales Myzel, welches sich weit im Boden auferhalb der Wurzel
verbreitet, dient zur Nahrstoffaufnahme. Abbildung 1.1 zeigt den Verlauf einer Kolonisie-

rung des Arum-Typs.

1.1.2 Molekulare Kommunikation in der AM-Symbiose

Auf molekularer Ebene lauft ein fein abgestimmter Dialog der Symbiosepartner ab, wel-
cher die Aufgabe Ubernimmt diese auf den engen Kontakt wahrend der AM-Symbiose
vorzubereiten. In der Prasymbiotischen Phase sind pflanzliche Wurzelexsudate von Be-
deutung, welche die Genexpression, die Keimung, die physiologische und mitochondriale
Aktivitat und die Verzweigung von AM-Pilzen stimulieren (Buee et al., 2000; Tamasloukht
et al., 2003; Breuninger & Requena, 2004; Besserer et al., 2006; Requena et al., 2007,
Besserer et al., 2008; Besserer et al., 2009). Die hierflr verantwortlichen diffusiblen Sig-
nale wurden als Strigolaktone (SLs) identifiziert (Akiyama et al., 2005). SLs sind aus dem
Carotenoid-Stoffwechsel abgeleitete Phytohormone mit zahlreichen Funktionen wahrend
der Sprossentwicklung (Al-Babili & Bouwmeester, 2015). Durch eine gesteigerte pilzliche
Aktivitat wird die Wahrscheinlichkeit eines Zusammentreffens der Symbiosepartner er-
héht. So konnte eine reduzierte Infektion in Pisum sativum ccd8-Mutanten (carotenoid
cleavage dioxygenase 8) festgestellt werden, welche in der SL-Biosynthese beeintrachtigt
sind (Gomez-Roldan et al., 2008). Ein ahnlicher Phanotyp betreffend der AM-Kolonisation
konnte in Petunia hybrida Mutanten festgestellt werden, welche eine Mutation des SL-
Exporters PDR1 (Pleiotropic Drug Resistance 1) tragen und somit eine abnormale Vertei-
lung der SLs aufweisen (Kretzschmar et al., 2012). Weitere pflanzliche Signale stellen
Cutin und aliphatische Monomere dar, welche positiv auf eine Infektion durch den AM-Pilz
wirken. Eine Mutation in RAM2 (Reduced Arbuscular Mycorrhiza 2), codierend fir eine
Glycerol-3-Phosphat-Acyl-Transferase, welche in der Cutin-Biosynthese fungiert, fuhrt zu
einer verminderte Hyphopodienbildung des AM-Pilzes (Gobbato et al., 2012). ram2-
Mutanten zeigen allerdings auch eine verminderte Kolonisierung durch die Pathogene
Phytophtora palmivora und Aphanomyces euteiches, Cutinmonomere scheinen demnach
ein generelles Signal in der Pflanzen-Mikroben Interaktion darzustellen und sind nicht
spezifisch fir die Ausbildung der AM-Symbiose (Wang et al., 2012; Gobbato et al., 2013).
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Hinweise auf die Existenz diffusibler Signale von Seiten des Pilzes wurden bereits friih
durch anatomische und transkriptionelle Anderungen in der Pflanze nach Behandlung mit
pilzlichen Exsudaten bzw. rdumlich getrennter Kultivierung der Symbiosepartner mit Hilfe
einer durchlassigen Membran gesammelt. So konnten Kosuta et al. (2003) sowie Kuhn et
al. (2010) differentielle Genexpression durch unbekannte pilzliche Signale beobachten.
Zudem wurde mit einer verstarkten Bildung von Seitenwurzeln eine Veranderungen der
pflanzlichen Entwicklung durch diffusible pilzliche Signale beschrieben (Olah et al., 2005).
In Leguminosen kann man viele Parallelen zwischen dem genetischen Programm der AM-
Symbiose und der Kndlichensymbiose mit stickstoffreduzierenden Bakterien, den Rhizo-
bien, finden (Oldroyd, 2013). Die mit etwa 65 Millionen Jahren wesentlich jlingere
Kndllchensymbiose, hat Komponenten des symbiotischen Programms der Arbuskuldren
Mykorrhiza rekrutiert, um eine erfolgreiche Symbiose mit ihren Wirtspflanzen eingehen zu
kénnen (Lum & Hirsch, 2003; Manchanda & Garg, 2007). Aufgrund der einfachen geneti-
schen Manupulation von Rhizobien, konnten bereits vor langer Zeit sogenannte Nod-
Faktoren als Schlisselkomponenten des Signalaustausches identifiziert werden, welche
den Infektionsverlauf und die Wurzelknéllchen-Organogenese in der Wirtswurzel steuern
(Lerouge et al., 1990; Lopez-Lara et al., 1995; Denarie et al., 1996; D'Haeze & Holsters,
2002). Aufgrund der Annahme, dass putative Myk-Faktoren strukturelle Ahnlichkeit zu
Nod-Faktoren aufweisen kdonnten, identifizierten Maillet et al. (2011) Lipochitooligosaccha-
ride (LCOs), sogenannte Myc-LCOs, welche vom AM-Pilz R. irregularis sezerniert werden
und auf die AM-Symbiose stimulierend wirken. Myc-LCOs bestehen aus einem Mix aus
tetra- und pentamerischen LCOs, welche sulfatiert vorliegen kénnen und eine N-
acetylierte Fettsdure als Seitenkette aufweisen. Neben der Stimulierung des Wurzel-
wachstums und -verzweigung, flihrte eine Behandlung mit Myc-LCOs zu einer
gesteigerten Infektionsrate und Wurzelkolonisierung in der AM-Symbiose (Maillet et al.,
2011). Zusatzlich konnten von Genre et al. (2013) kurzkettige Chitin Oligomere in pilzli-
chen Exsudaten identifiziert werden. Die Konzentration dieser wesentlich simpleren
Molekile (CO4 und COS5) wird durch Strigolaktone induziert, welche letztendlich AM-
assoziierte Ca*-Oszillationen in pflanzlichen Zellen auslésen (Genre et al., 2013). Diese
Chitin-basierten Molekule scheinen jedoch nicht die einzigen Signale zu sein, die von der
Wirtspflanze erkannt werden. Gutjahr et al. (2015) berichten von einem bisher nicht identi-
fizierten Signalmolekdl, welches Uber den Karrikin-Rezeptor Komplex mit DWARF14like
und DWAREF3 erkannt wird. Mutanten in diesem Signalweg besitzen einen sehr pragnan-
ten AM-Phanotyp bei dem keine Hyphopodien ausgebildet werden (Gutjahr et al., 2015).
Ob das Signal pilzlichen Ursprungs ist oder eventuell durch den AM-Pilz induziert wird
und einen pflanzlichen Ursprung besitzt, konnte anhand der bisherigen Ergebnisse nicht

beantwortet werden.
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1.1.3 Der gemeinsame SYM-Signalweg

Leguminosen, wie M. truncatula und Lotus japonicus, haben die Mdglichkeit eine mutua-
listische Symbiose sowohl mit AM-Pilzen, als auch mit Rhizobien in Wurzelknélichen
einzugehen. Diese beiden Mikroben-Interaktionen weisen Parallelen in Morphologie, Sig-
nalaustausch und Signaltransduktion auf. So besitzen beide Symbiosen &hnlich
aufgebaute Signalmolekile, die Nod- bzw. Myk-LCOs (Maillet et al., 2011). Des Weiteren
erinnert der PPA in der AM-Symbiose anhand seines Aufbaus und seiner Funktion an den
Infektionsschlauch der Wurzelknélichensymbiose, welcher Rhizobien in das Wurzelinnere
fuhrt (van Brussel et al., 1992; Genre et al., 2005; Fournier et al., 2008). Auf molekularer
Ebene konnte mittlerweile eine groRe Zahl an pflanzlichen Genen identifiziert werden, die
in beiden Interaktionen eine Rolle spielen. Eine Hypothese besagt, dass diese zentralen
Proteine in einem linear angeordneten Signalweg fungieren, der letztendlich zur Ausbil-
dung der jeweiligen Symbiose fuhrt. Dieser Signalweg wird als Gemeinsamer Symbiose
Signalweg (common symbiosis signaling pathway — CSSP) bezeichnet. Der CSSP bein-
haltet die Signaltransduktion Uber Rezeptoren in das Zellinnere mit Hilfe gemeinsamer
Proteine bis hin in den Nukleus. Im Zellkern spaltet sich der CSSP in charakteristische
Ca?*-Oszillationsmuster auf, welche letztendlich zur spezifischen Genexpression der
Pflanzenzelle fuhrt und somit die Akkomodation des jeweiligen Interaktionspartners ge-
wahrleistet. Einige dieser Proteine wurden durch Mutantenanalysen entdeckt und als
essentiell fur die Ausbildung beider Symbiosen beschrieben (Catoira et al., 2000; Kistner
et al., 2005).

Signalmolekile der Mikroben werden durch membranstandige Rezeptoren, sogenannten
LysM-Rezeptor-ahnlichen Kinasen, perzepiert und in das Zellinnere weitergeleitet. Bei der
Rhizobien-Symbiose konnten in M. ftruncatula MINFP (Nod-Factor Perception) und
MtLYK3 (LysM domain Receptor-like Kinase 3) bzw. in L. japonicus LiNFR5 (Nod-Factor
Receptor 5) und LjNFR1 als funktionelle dimere Rezeptorkomplexe zur Nod-Faktor Er-
kennung identifiziert werden (Amor et al., 2003; Limpens et al., 2003; Madsen et al., 2003;
Radutoiu et al., 2003; Arrighi et al., 2006). Interessanterweise werden auch die strukturell
ahnlichen Myc-LCOs der AM-Pilze durch MtNFP perzepiert und eine grofe Zahl an tran-
skriptionellen Anderungen in der friihen Phase der Symbiose wird durch diese Erkennung
vermittelt (Maillet et al., 2011; Czaja et al., 2012; Hohnjec et al., 2015). Allerdings weil3en
nfp-Mutanten keinen AM-Phanotyp wahrend der Kolonisierung auf (Amor et al., 2003;
Radutoiu et al., 2003). Im Gegensatz dazu zeigen Mutanten der Rezeptoren MtLYK3 und
LiNFR1 sowie dem Chitin-bindenden CERK1 (Chitin Elicitor Receptor Kinase 1), welches
aus der Pathogenitatsabwehr bekannt ist, eine verminderte Kolonisierung, womit ihnen
eine Rolle in der AM-Symbiose zugesprochen wurde (Miyata et al., 2014; Zhang et al.,

2015a). Da bisher noch keine LCO-Rezeptormutante zu einer Blockierung der AM-
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Symbiose flihrte, lasst sich spekulieren ob es entweder eine Redundanz zwischen den
Rezeptormolekiilen gibt oder aber die Myc-LCO-Signaltransduktion eine prasymbiotische
Kommunikation darstellt, die nicht essentiell flir die Ausbildung der AM-Symbiose ist
(Hohnjec et al., 2015). In der Wurzelknéllchensymbiose bildet MtNFP mit MtLYK3 Dimere,
bei der Pathogenitatserkennung bildet CERK1 mit CeBIP funktionelle Dimere, dement-
sprechend lasst sich vermuten, dass auch in der AM-Symbiose eine Dimerisierung mit
einem bisher unbekannten Rezeptormolekil zur Signalweiterleitung fihrt (Oldroyd, 2013).
Durch direkte Affinitatsstudien konnte beispielsweise einem weiteren Rezeptor, MtLYR3
(LYK-related 3), eine Affinitdt zu Nod- und Myk-LCOs nachgewiesen werden (Fliegmann
et al., 2013). MtLYRS interagiert mit MtLYK3 und diese Dimerisierung wird negativ durch
LCOs beeinflusst, wodurch ein Mechansimus postuliert wurde, welcher eine Dimerisie-
rung zwischen LYK3 und NFP unter nicht-symbiotischen Bedingungen verhindert
(Fliegmann et al., 2016).

Intrazellular besitzen LysM-Rezeptor-dhnliche Kinasen gewdhnlich eine Kinasedomane,
welche fur die Signalweiterleitung via Phosphorylierung verantwortlich ist. Das Signal wird
sowohl bei der Knoélichen- als auch bei der AM-Symbiose auf das Membranprotein
MtDMI2 (Does Not Make Infection 2) / LiISYMRK (Symbiosis Receptor-like Kinase) tber-
tragen, welches eine funktionelle Rezeptor-ahnliche Kinase darstellt (Endre et al., 2002;
Stracke et al., 2002; Yoshida & Parniske, 2005). Im Modell der linearen Signaltransduk-
tion des CSSPs wird das Signal durch einen bisher unbekannten Botenstoff von DMI2
zum Nukleus geleitet. Fur drei putative Kernporen-Komponenten (LiNENA, LiNUP185 und
LiNUP133) konnte in L. japonicus eine essentielle Funktion flr nachfolgende Signalweiter-
leitung gezeigt werden (Kanamori et al., 2006; Saito et al., 2007; Groth et al., 2010).
Durch Ausstrom von Ca®* aus dem Endoplasmatischen Retikulum {iber die drei Zyklische-
Nukleotid gesteuerten lonenkandle CNGC15a, b und ¢ kommt es folglich im Nukleoplas-
ma zu einer charakteristischen Ca®*-Oszillation, die sich zwischen AM- und
Wourzelknéllchensymbiose unterscheidet (Capoen et al., 2011; Charpentier et al., 2016).
Dieses Ca**-Signal kommt durch das Zusammenspiel verschiedener Kanéle, welche in
der Kernmembran lokalisieren zustande. MtDMI1 bzw. LjCastor und LjPollux dienen als
K*-Kanal, welche die Ladungsverhaltnisse durch den raschen Ca**-Strom ausgleichen
indem sie K*-lonen in die Kernhiille pumpen (Ane et al., 2004). Als Pendant fiir die Ca*'-
Oszillation im Nukleus wurde der ATP-abhangige SERCA-Typ lonen-Kanal MCAS8 identifi-
ziert, welcher am Ende jeden Ausschlags fiir die Wiederaufnahme der Ca*-lonen in die
Kernhille verantwortlich ist (Capoen et al., 2011). Das Oszillationsmuster besitzt bei Rhi-
zobien und AM-Pilzen unterschiedliche Amplitudenhdéhen und Frequenzen, sodass davon
ausgegangen wird, dass anhand dieses Unterschieds eine Spezifitat fir die weitere Sig-

naltransduktion vermittelt werden konnte.
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Im Nukleus wird das Ca?-Signal durch die Calcium- und Calmodulin-abhéngige Se-
rin/Threonin Proteinkinase MtDMI3 / LjCCaMK decodiert (Levy et al., 2004; Mitra et al.,
2004; Miller et al., 2013). Eine Gain of Function (GoF) Mutation konnte zeigen, dass eine
Aktivierung der CCaMK hinreichend ist um symbiotische Prozesse, wie die Bildung des
PPAs oder die spontane Organogenese von Wurzelkndllchen auszuldésen (Gleason et al.,
2006; Tirichine et al., 2006; Takeda et al., 2012). Diese Ergebnisse implizieren die Idee,
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Abbildung 1.2 Der Gemeinsame Symbiose Signalweg der AM- und Wurzelkndlichensymbiose in
M. truncatula. Signalmolekiile der mikrobiellen Symbiosepartner werden durch membransténdige Rezeptoren
erkannt und I6sen eine Signaltransduktion aus, welche letztendlich zur spezifischen Genexpression fiir die
jeweilige Symbiose fiihrt. Spezifische Wege der AM-Symbiose sind in griin, Wege der Kndllchensymbiose
(Nod) in blau dargestellt. Bei der Knélichensymbiose werden Nod-Faktoren durch die LysM-RLKs NFP und
LYK3 perzepiert. Bei der AM-Symbiose spielen NFP, LYK3 und CERK1 eine Rolle bei der Signalerkennung.
AM-spezifische Rezeptoren fiir Myk-Faktoren und Chitinoligomere (CO4/5) konnten bisher nicht identifiziert
werden. Das Signal beider Symbiosen wird Gber DMI2 weiterverarbeitet. Bisher unbekannte Botenstoffe leiten
das Symbiosesignal weiter in die Zelle bis hin zur Kernhille. Auch den Kernporenproteinen NUP85, NUP133
und NENA konnte eine Rolle in beiden Symbiosen zugeordent werden. AnschlieBend kommt es Uber die
zyklische-Nukleotid gesteuerten lonenkandle CNGC15a-c zu einem Ausstrom an Ca**-lonen in das Nukleo-
plasma. Dieser lonenstrom wird durch die Kanalproteine DMI1 und MCA8 kompensiert. Je nach
Symbiosepartner kommt es zu einer charakteristischem Ca?*-Oszillation im Nukleus. Dieses Signal wird durch
die Calcium- und Calmodulin-abhangigen Proteinkinase DMI3 entschliisselt, wodurch es zu einer Phosphory-
lierung des Interaktionspartners IPD3 kommt. IPD3 wiederum vermittelt eine spezifische Genexpression,
welche zu der Etablierung der jeweiligen Symbiose fuhrt. Diese fein abgestimmte Antwort wird durch die Bil-
dung spezifischer Transkriptionsfaktor-Komplexe induziert.
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dass die einzige Funktion der Ca?*-Oszillation-auslésenden Signaltransduktion, die Akti-
vierung der CCaMK darstellt. Die Funktionsweise von MtDMI3 / LjCCaMK liegt
wahrscheinlich in der Phosphorylierung seines Interaktionspartners MtIPD3 (Interaction
Protein of DMI3) / LjCyclops (Messinese et al., 2007; Yano et al., 2008; Horvath et al.,
2011; Ovchinnikova et al., 2011). Die Phosphorylierung dieses Kernproteins gipfelt letzt-
endlich in der Regulation einer spezifischen Genexpression, die zur Etablierung der
jeweiligen Symbiose flihrt (Oldroyd, 2013; Singh et al., 2014). Eine schematische Darstel-
lung des Signaltransduktionsweg in der Etablierung der AM- und Wurzel-
kndlichensymbiose ist in Abbildung 1.2 zu finden.

Der CSSP stellt eine vereinfachte Signaltransduktion dar, in dessen Verlauf bis dato eini-
ge Lucken vorhanden sind. In der Tat konnte bisher noch keine direkte Verbindung
zwischen dem membranstiandigen Rezeptorkomplex und der Ca®*-Oszillation im Kern
identifiziert werden. Dementsprechend waren neben einer linearen Signaltransduktion,
wie es der CSSP postuliert, auch komplexere Signalwege denkbar, welche zu einer Etab-
lierung der jeweiligen Symbiose fuhren. Eine Spezifitdt fur den jeweiligen Symbionten
kénnte neben der Decodierung des charakteristischen Ca?*-Signals auch durch multiple
parallele Signaltransduktionswege vermittelt werden, die unabhangig des CSSPs vorlie-
gen und durch bisher unbekannte AM-Signale aktiviert werden (Bonfante & Requena,
2011). Hinweise darauf konnten durch Mutanten gesammelt werden, welche trotz fehlen-
der CSSP-Komponenten eine Reaktion auf AM-Signale zeigen (Kosuta et al., 2003; Olah
et al., 2005; Gutjahr et al., 2009; Kuhn et al., 2010). Da Rhizobien praferentiell durch eine
Kolonisierung von Wurzelhaaren infizieren, AM-Pilze dagegen von Atrichoblasten, ware
auch eine zellspezifische Expression von Proteinen denkbar. Letztendlich wiirden spezifi-
sche Proteinkomplexe ausgebildet werden, je nach infizierter Zelle des Symbiosepartners
(Charpentier & Oldroyd, 2013; Genre & Russo, 2016).

Die bisherigen Forschungsergebnisse weisen darauf hin, dass der CSSP zu einer Ak-
komodation des Symbiosepartners in den Epidermis- und Kortexzellen fihrt. So konnte in
L. japonicus die Initiation des PPAs durch eine gain of function (GoF) Mutante der CCaMK
beobachtet werden, wodurch die Signalweiterleitung des CSSP mit der Bildung des PPAs
verknupft werden konnte (Takeda et al, 2012). Fir die Arbuskelentwicklung scheinen
allerdings weitere Signalwege von Bedeutung zu sein, da einige Mutanten im CSSP zwar
einen Defekt in der Kolonisation, aber dennoch vereinzelt reife Arbuskeln in Kortexzellen
aufweisen (Wegel et al., 1998; Demchenko et al., 2004; Kistner et al., 2005; Groth et al.,
2010).

1.1.4 Die Arbuskelentwicklung
Die Intention der AM-Symbiose ist der mutualistische Nahrstoffaustausch der Symbiose-

partner. Dieser Aufgabe widmen sich die Arbuskeln, welche durch eine starke dichotome
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Verzweigung der Hyphen in Zellen des inneren Wurzelkortex und der Invagination der
pflanzlichen Plasmamembran hervorgehen (Parniske, 2004). Eine interessante Beson-
derheit ist, dass es sich bei Arbuskeln um transiente Strukturen handelt und diese
innerhalb einer Zelle nicht wahrend der kompletten Interaktion erhalten bleiben. Je nach
Wirtspflanze besitzen Arbuskeln eine unterschiedliche Lebensspanne von wenigen Ta-
gen, welche sich durch die Entwicklung der reifen Arbuskel und ihrer anschlieenden
Degeneration auszeichnet (Alexander et al., 1989). In der Modellpflanze M. truncatula
handelt es sich um eine Zeitspanne von etwa acht Tagen (Javot et al., 2007). Dement-
sprechend beherbergt eine Wurzel immer unterschiedliche Stadien von Arbuskeln
nebeneinander und ist kontinuierlich damit beschaftigt die Formation neuer Arbuskeln zu
ermaoglichen.

Die symbiotische Grenzflache, welche fir den Austausch von Nahrstoffen und Signalen
Uberwunden werden muss, besteht aus den beiden Plasmamembranen sowie den Zell-
wanden beider Symbiosepartner. Fur eine erfolgreiche Kolonisierung des AM-Pilzes ist
eine lokale Auflockerung der pflanzlichen Zellwand erforderlich (Rich et al., 2014). Mit
Hilfe der Elektronenmikroskopie und der in situ Immunofarbung konnte die Existenz Zell-
wand-ahnlicher Substanzen im Zwischenkompartiment nachgewiesen werden (Scannerini
& Bonfante-Fasolo, 1983; Balestrini et al., 2005). Der periarbuskulare Raum, enthalt mo-
lekular gesehen hauptsachlich Zellwandbestandteile pflanzlichen Ursprungs. Diese liegen
nicht assembliert vor, es handelt sich um lose Polymere, wie Cellulose, Hemicellulose und
Pectin, wodurch eine armorphe Struktur entsteht, welche dem Pilz eine intrazellulare
Proliferation ermdoglicht (Gianinazzi-Pearson, 1996; Balestrini et al., 2005; Balestrini &
Bonfante, 2014). Da im Genom des AM-Pilzes R. irregularis ein stark vermindertes Reper-
toire an Zellwand-lytischer und -modifizierender Enzyme zu finden ist, scheint die
Wirtspflanze selbst bei der Disassemblierung ihrer Zellwand zu partizipieren (Tisserant et
al., 2013).

Die biotrophe Lebensweise in der AM-Symbiose wird Uber die gesamte Kolonisation
durch die PAM des Wirtes, welche die pilzlichen Arbuskeln umschlie3t, bewahrt (Balestrini
& Bonfante, 2014). Neben einer enormen OberflachenvergréRerung, ermdglicht diese
spezialisierte symbiotische Grenzflache, einen effizienten Nahrstoffaustausch aufgrund
ihrer besonderen Zusammensetzung (Cox & Sanders, 1974; Parniske, 2008). Die Bildung
der symbiotischen Grenzflache bei der Arbuskelentwicklung bedeutet fir die Pflanzenzelle
eine enorm gesteigerte de novo Synthese an Membranmaterial sowie von speziellen
Membranproteinen, welche dem Signal- und Nahrstoffaustausch in der AM-Symbiose
dienen. Man unterscheidet hierbei zwischen dem Stamm (engl. trunk) und den feinen
Verzweigungen der Arbuskeln. Zu den spezifischen AM-Proteinen zahlt beispielsweise

der Phosphattransporter MtPT4, welcher ausschliel3lich in der PAM der feinen Arbuskel-
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verzweigungen lokalisiert und seiner Funktion, der symbiotischen Phosphataufnahme,
ausschlief3lich in der AM-Symbiose nachgeht (Harrison et al., 2002; Javot et al., 2007).
Ein weiteres Beispiel ist BCP1 (blue copper binding-like protein 1), welches ausschlieflich
am Arbuskelstamm lokalisiert, dessen Funktion aber bisher noch nicht aufgeschlisselt
werden konnte (Hohnjec et al., 2005; Pumplin & Harrison, 2009).

Der Einbau von neuem Membranmaterial sowie die spezifische Proteinzusammensetzung
der PAM wird Uber die Fusion von Vesikeln aus dem sekretorischen Weg reguliert
(Bapaume & Reinhardt, 2012). Mittlerweile konnte spezifischen Komponenten des Exozy-
toseweges, welche eine AM-typische Expression und/oder Lokalisation aufweisen, eine
Funktion in der AM-Symbiose zugeschrieben werden. So scheinen die SNARE-Proteine
MtSYP132a, MtVAMP721d/e sowie LjVTI12, welche Vesikelfusionen mit einer Zielmemb-
ran vermitteln, essentiell fur die Arbuskelentwicklung zu sein (Ivanov et al., 2012; Lota et
al., 2013; Huisman et al., 2016). EXO70I, ein Bestandteil des Exozystkomplexes, lokali-
siert an den feinen Arbuskelzweigen und scheint ebenfalls eine Funktion in der
Arbuskelentwicklung einzunehmen (Zhang et al., 2015b). Die Petunia hybrida Mutante
pam1 (penetration and arbuscule morphogenesis 1) sowie die Herunterregulation der Ex-
pression von MtVapyrin, einem EXO70l-interagierenden Protein, weisen ebenso Defekte
in der Arbuskelentwicklung auf (Reddy et al., 2007; Pumplin et al., 2010). Aufgrund ihrer
Proteinstruktur und Lokalisation wird beiden Proteinen innerhalb der AM-Symbiose eine
Funktion im Vesikeltransport zugeschrieben. Pumplin et al. (2012) konnte durch Promotor
swapping zeigen, dass wahrend der Arbuskelbildung eine transiente Umorientierung des
Vesikeltransports in Richtung der PAM stattfindet. So bestimmt die zeitliche Koordinierung
der Proteinexpression von beispielsweise MtPT4, dass dieses in der PAM lokalisiert und
nicht in der pflanzlichen Plasmamembran. Neuere Ergebnisse im Zusammenhang mit den
vSNAREs MtSYP132a und b zeigen allerdings, dass es neben der Determination durch
die zeitliche Regulation der Expression auch eine posttranskriptionelle Regulation der
subzellularen Lokalisation geben muss (Huisman et al., 2016). Letztendlich bestimmt ein
Zusammenspiel verschiedener Regulationsebenen die komplexe Zusammensetzung der

symbiotischen Grenzflache.

1.1.5 Transkriptionelle Anderungen in der Arbuskelentwicklung

Eine der Regulationsebenen, welche die Bildung von Arbuskeln initiieren, stellt mit Si-
cherheit die Transkription dar. Vergleichende Transkriptomanalysen zwischen nicht-
mykorrhizierten und mykorrhizierten Wurzeln zeigen eine enorme Umprogrammierung der
pflanzlichen Transkriptionsmaschinerie im Laufe der AM-Symbiose (Liu et al., 2003;
Hohnjec et al., 2005). Aufgrund der nicht-synchronisierten Natur der Arbuskelentwicklung,
zeigen solche Studien die Gesamtheit aller veranderter Genexpressionen der Wurzelzel-

len, die sich in unterschiedlichen Stadien der Mykorrhizierung befinden. Dabei kénnen
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teilweise transkriptionelle Anderungen, die nur in bestimmten Zellen zu finden sind, Uber-
sehen werden. Inzwischen wurde die sogenannte Laser Capture Microdissection (LCM)
zur ldentifizierung von transkriptionellen Anderungen in bestimmten Zelltypen in der AM-
Symbiose angewandt (Gomez et al., 2009; Hogekamp et al., 2011; Gaude et al., 2012a;
Hogekamp & Kister, 2013). Hierbei wird die Transkription spezifisch in Arbuskel-
enthaltenden Kortexzellen analysiert und mit anderen Stadien der AM-Symbiose, wie in-
traradikale Hyphen, und Kortexzellen ohne Kolonisierung verglichen. Mit dieser raumlich
aufgegliederten Analyse der Genexpression ist es mdglich, Expressionsmuster von AM-
Genen zu erstellen und jene zu identifizieren, welche moglicherweise in der Arbuskelent-
wicklung oder -erhaltung eine Funktion einnehmen. Eine funktionelle Klassifizierung der
induzierten Gene in Arbuskel-enthaltenden Zellen zeigte vor allem Anderungen in Genen,
welche Transportprozesse und den Lipidmetabolismus vermitteln (Gomez et al., 2009;
Gaude et al., 2012a; Gaude et al., 2012b; Gaude et al., 2015). Eine weitere grolte Gruppe
stellen Transkriptionsregulatoren dar, welche fur die Umstrukturierung der pflanzlichen
Zelle wahrend der Akkommodation des AM-Pilzes und letztendlich fur die Arbuskelent-
wicklung verantwortlich sind (Gomez et al., 2009; Gaude et al., 2012a; Hogekamp &
Kister, 2013). Mittlerweile konnte durch zellspezifische globale Transkriptomanalysen
eine beachtliche Zahl sogenannter GRAS-Transkriptionsregulatoren identifiziert werden,
welche eine Induktion ihrer Genexpression in arbuskulierten Zellen aufweisen (Gomez et
al., 2009; Hogekamp et al., 2011; Gaude et al., 2012a; Xue et al., 2015). Somit scheinen
GRAS-Proteine nicht nur eine wichtige Rolle in der allgemeinen Entwicklung der Pflanze

einzunehmen, sie spielen auch eine essentielle Rolle in der AM-Symbiose.

1.2 Die GRAS-Proteinfamilie — Regulatoren pflanzlicher Entwicklung

GRAS-Proteine stellen eine weit verbreitete Familie an Transkriptionsregulatoren im
Pflanzenreich dar und sind aufgrund ihrer vielfaltigen Funktionen als Integratoren unter-
schiedlichster Entwicklungs- und Umwelteinflisse fir die Adaption pflanzlichen
Wachstums verantwortlich (Tian et al., 2004; Hirsch & Oldroyd, 2009). Namensgebend
sind die ersten drei identifizierten Familienmitglieder GAI (Gibberellin A Insensitive), RGA
(Repressor of GA1) und SCR (SCARECROW) (Di Laurenzio et al., 1996; Peng et al.,
1997; Silverstone et al., 1998).

1.2.1 Phylogenie und Struktur der GRAS-Proteinfamilie

GRAS-Proteine weisen zueinander eine hohe Sequenzhomologie in ihrem C-terminalen
Bereich auf, welcher als GRAS-Domane bezeichnet wird. (Bolle, 2004). Diese Domane
besitzt charakteristische Motive, welche mehr oder weniger konservierte Aminosaurebrei-

che in einer bestimmten Reihenfolge aufweisen (Abb. 1.3). Zu Beginn der GRAS-Domane
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findet man haufig eine konservierte LxxLL Sequenz, an diese sich ein VHIID-Motiv an-
schlielt, welches von zwei Leucin-reichen Bereichen umschlossen wird (Pysh et al.,
1999). Fir diese Sequenzbereiche wurde bereits mehrfach gezeigt, dass sie eine Rolle
bei Protein-Protein- oder Protein-DNA-Interaktionen spielen (Gao et al., 2004; Cui et al.,
2007; de Lucas et al., 2008; Hirsch et al., 2009; Hou et al., 2010). Des Weiteren sind das
PFYRE-Motiv, der Sequenzbereich W-W sowie am Ende der GRAS-Domane das SAW-
Motiv nennenswert (Pysh et al., 1999; Bolle, 2015). Die hohe Konservierung der GRAS-
Domane deutet darauf hin, dass tber den C-terminalen Bereich der Wirkungsmechanis-
mus der Transkriptionsregulation von GRAS-Proteinen gesteuert wird. Der N-Terminus
von GRAS-Proteinen kann dagegen sehr variabel sein und definiert meist die verschiede-
nen Unterfamilien (Bolle, 2004). Diese Variabilitdt spiegelt sich in den unterschiedlichen
Funktionen von GRAS-Proteinen wider und legt nahe, dass der N-Terminus fur die Spezi-
fitdt der Regulation verantwortlich sein kénnte (Tian et al., 2004). Sun et al. (2012)
postuliert einen intrinsisch ungeordneten Charakter der N-Termini. IDRs (/ntrinsically Dis-
ordered Regions) ermoglichen es einem Protein viele verschiedene Interaktionspartner zu
binden und ihre Faltung an diese spezifisch anzupassen (Uversky, 2010). Diese Eigen-
schaft wirde GRAS-Proteine als Knotenpunkte (hub proteins) von Signalweiterleitungen
qualifizieren, wodurch ihr funktioneller Polymorphismus erklart werden kdnnte (Sun et al.,
2011).

GRAS-Doméne
T NTerminusT 1 LRI TWAIDT LRI FPFYREF ww BAW

LxxLL

Abbildung 1.3 Typischer Doménenaufbau von GRAS-Proteinen. Der N-terminus von GRAS-Proteinen ist
variabel und definiert die Unterfamilien. Konservierte Motive und Aminosaureabfolgen in der C-terminalen
GRAS-Domane sind u. a. LxxLL, LRI (Leucin-reich), VHIID, LRIl, PFYRE, W-W und SAW. Diese Motive kdn-
nen, missen aber nicht immer vorliegen (nach Bolle, 2015).

GRAS-Proteine kommen in allen héheren Pflanzen sowie auch in niederen, wie Sellagi-
nella moellendorffii und Physcomitrella patens, vor (Yasumura et al., 2007; Engstrom,
2011), nicht jedoch im Reich der Pilze oder Tiere. Urspriinglich wurde eine putative SH2
(SCR-homology 2)-dhnliche Domane in GRAS-Proteinen entdeckt und eine Ahnlichkeit zu
STAT Proteinen (Signal Transducer and Activators of Transcription) aus Metazoen postu-
liert (Peng et al., 1999; Richards et al, 2000). STATs werden durch extrazellulare
Faktoren, wie Cytokine, Uber die Phosphorylierung von Tyrosinresten aktiviert, wodurch
eine Dimerisierung Uber die SH2-Domane zustande kommt. Letztendlich werden so Um-
welteinflisse in die Signaltransduktion integriert und Zellwachstum sowie Proliferation

reguliert (O'Shea et al., 2015). Ein Jahrzehnt spater gelang es Zhang et al. (2012) jedoch
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durch verbesserte bioinformatische Sequenz- und Phylogenieanalysen GRAS-Proteine
den Rossmann-gefalteten Methyltransferasen zuzuordnen. Diese Superfamile stammt
urspriinglich aus Bakterien, wo sie als S-Adenosylmethionin- (SAM-) abhangige Methyl-
transferasen fungieren, indem sie niedermolekulare Verbindungen methylieren. GRAS-
Proteine in Pflanzen haben ihre SAM-Bindestelle und damit auch ihre Methyltransferase-
aktivitat verloren, weisen aber konservierte Aminosaurereste flr die Substratbindung auf.
Dies deutet darauf hin, dass pflanzliche GRAS-Proteine vermutlich niedermolekulare
Substanzen binden kdnnten, wodurch ihr komplexer Regulationsmechanismus mit einer
zusatzlichen Ebene erweitert werden wirde (Zhang et al., 2012). Diese in silico Struktur-
analyse inklusive der Rossmann-Faltung konnte kurzlich durch die Kristallisation des
GRAS-Proteins OsSCL7 (Scarecrow-like 7) aus Oryzae sativa bestatigt werden. Dartber
hinaus konnte durch eine Dimerisierung von OsSCL7 eine Furchenbildung beobachtet
werden, welche wahrscheinlich die Bindung an doppelstrangige DNA ermdglicht und so-
mit eine transkriptionelle Regulation durch GRAS-Proteine wahrscheinlich macht (Li et al.,
2016).

Wie bereits erwahnt sind GRAS-Proteine in zahlreiche Entwicklungsprozesse involviert.
Da Uberrascht es nicht, dass oft funktionale Verbindungen mit der Homdostase von Phy-
tohormonen identifiziert werden konnten. Funktionell charakterisierte Proteine stammen
aus den 10 Kladen LISCL, SILS, PhHAM, AtSCR, AtSHR, AtSCL3, DELLA, SCL4/7,
OsDLT und MtRAM1, welche jeweils nach ihrem ersten Vertreter benannt sind. Strukturel-
le Homologe innerhalb einer Klade koénnen auch, missen aber nicht unbedingt,

funktionelle Homologe sein.

1.2.2 GRAS-Proteine — Regulatoren der AM-Symbiose

In der AM-Symbiose konnten einigen Vertretern der GRAS-Familie eine Rolle in der Sig-
naltransduktion nachgewiesen werden. GRAS-Proteine scheinen demnach eine wichtige
Familie an Transkriptionsregulatoren darzustellen, welche fir die enorme Umprogrammie-
rung der Pflanzenzelle wahrend der Etablierung und der Aufrechterhaltung der AM-
Symbiose mitverantwortlich sind (Oldroyd, 2013). Im Folgenden werden alle aktuell identi-

fizierten symbiotischen GRAS-Proteine und ihre Funktionen erlautert:

NSP1 und NSP2 (Nodulation Signaling Pathway)

NSP1 und NSP2 galten lange Zeit als spezifische GRAS-TFs in der Wurzelkndlichensym-
biose. Bereits im Jahr 2000 wurde beschrieben, dass Mutationen von NSP1, welches in
die PhHAM-Klade clustert, zu Defekten in der Wurzelknéllchensymbiose flihrt (Catoira et
al., 2000). Kurz darauf wurden Mutanten mit einem vergleichbaren Phanotyp charakteri-
siert und die Effekte auf Mutationen in NSP2 zurtickgefiihrt (Oldroyd & Long, 2003; Kald

et al., 2005). Zu den pleiotropischen Effekten der Mutationen beider Gene zahlt eine ver-
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ringerte Reaktion auf Nod-Faktoren, welche sich in einer verringerten Expression von
MtENOD11 (Early Nodulin 11) und einer ausbleibenden Zellteilung der Kortexzellen zeig-
te. NSP1 und NSP2 sind demnach notwendige Komponenten der Knoéllchen-
Morphogenese. Ein Phanotyp in der AM-Symbiose wurde damals nicht berichtet, folglich
wurden NSP1 und NSP2 spezifisch der Signaltransduktion in der Wurzelknélichensymbi-
ose zugordnet (Catoira et al., 2000; Oldroyd & Long, 2003; Kalé et al., 2005). Weitere
Analysen zeigten eine funktionelle Konservierung beider GRAS-Proteine in L. japonicus
und O. sativa (Heckmann et al., 2006; Yokota et al., 2010). Beide Proteine sind essentiell
fur Nod-Faktor induzierte transkriptionelle Anderungen (Kal6 et al., 2005; Smit et al.,
2005). NSP1 und NSP2 kénnen sowohl Homo- als auch Heterodimere miteinander bilden,
dartber hinaus wurde gezeigt, dass NSP1 in Anwesenheit von NSP2 direkt an DNA, ge-
nauer an ENOD-Promotoren bindet (Hirsch et al., 2009). Die Funktion des GRAS-
Proteinpaares konnte durch Transkriptomanalysen auf die Regulation der SL-Biosynthese
erweitert werden, welche auch in Nichtleguminosen wie Reis konserviert vorliegt und so-
mit eine Wurzelkndllchensymbiose-unabhangige Funktion darstellt (Liu et al., 2011).

Reevaluationen der nsp-Mutanten im Hinblick auf ihren Phanotyp in der AM-Symbiose
deckten schlief3lich auf, dass beide Proteine eine quantitative Rolle in der pilzlichen Kolo-
nisierung einnehmen, aber keinen direkten Effekt auf die Arbuskelentwicklung haben (Liu
et al., 2011; Maillet et al., 2011; Delaux et al., 2013; Takeda et al., 2013). Dieses Ergebnis
kann mdglicherweise auf die defiziente SL-Biosynthese in den nsp-Mutanten zurlickge-
fuhrt werden (Liu et al., 2011), da die typische Wachstumsstimulierung von AM-Pilzen
durch sekretierte SLs ausbleibt (Akiyama et al., 2005). Zudem wurde durch vergleichende
Transkriptomanalysen und Wurzelverzweigungsassays behandelter WT- und Mutanten-
Pflanzen gezeigt, dass neben der Nod- auch die Myk-LCO-Signaltransduktion teilweise
von NSP1 und NSP2 abhangig ist (Maillet et al., 2011; Camps et al., 2015; Hohnjec et al.,
2015). Die GRAS-Proteine NSP1 und NSP2 wurden in den letzten Jahren intensiv studiert
und konnten als essentiell in der Wurzelkndlichensymbiose und als Positivregulatoren der

AM-Symbiose eingestuft werden.

RAM1 (Reduced Arbuscular Mycorrhiza 1)

Auch auf RAM1 wurde man durch seinen symbiotischen Mutantenphanotyp in M. trunca-
tula aufmerksam. So zeigten ram7-Mutanten laut Gobbato et al. (2012) keine
Auffalligkeiten in der Kndlichensymbiose, aber bei einer Kolonisierung mit Glomus hoi
oder R. irregularis Defekte in der Hyphopodienbildung. Dies wurde durch die direkte tran-
skriptionelle Regulation von RAM2 erklart, welches, wie in Abschnitt 1.1.2 beschrieben, in
der Cutin-Biosynthese involviert ist (Gobbato et al., 2012; Wang et al., 2012). Untersu-
chungen eines weiteren ram1-Allels ram1-2 deckte einen Phanotyp in der Arbuskel-

entwicklung auf (Gobbato et al., 2013). Zudem konnte eine Interaktion zwischen RAM1
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und NSP2 beobachtet werden (Gobbato et al., 2012). Folglich wurde RAM1 im AM-
Signalweg parallel zu NSP1 eingeordnet und eine duale Rolle in der AM-Symbiose postu-
liert: frih, in der Hyphopodienbildung, und spat in der Arbuskelentwicklung (Gobbato et
al., 2012; Gobbato et al., 2013). Die Untersuchung eines weiteren Mutantenallels in
M. truncatula, ram1-3, parallel zu ram1-1, legt fur RAM1 spezifisch eine Funktion in der
Arbuskelverzweigung nahe, eine Auswirkung auf die Hyphopodienbildung konnte in dieser
Studie hingegen nicht festgestellt werden (Park et al., 2015). Eine konservierte Rolle von
RAM1 in der Arbuskelentwicklung konnte durch Mutantenanalysen auch in L. japonicus
und P. hybrida bestatigt werden (Rich et al., 2015; Xue et al., 2015; Pimprikar et al.,
2016).

Eine ausbleibende Induktion zahlreicher AM-Markergene in ram1-Mutanten lassen die
Vermutung aufkommen, dass RAM1 ein zentraler Transkriptionsregulator der AM-
Symbiose darstellt und direkt an der Expression dieser Gene beteiligt ist (Park et al.,
2015; Rich et al., 2015; Pimprikar et al., 2016). Darliber hinaus wurde durch eine Uberex-
pression von RAM1 in M. truncatula eine direkte Regulation von RAM2 (Gobbato et al.,
2012), dem ABC-Transporter STR (Stunted Arbuscule) (Zhang et al., 2010) und EXO70/
(Zhang et al., 2015b) gezeigt (Park et al., 2015). Diese Ergebnisse und die direkte Bin-
dung von CYCLOPS an den RAM7-Promotor positionieren RAM1 unter dem Dimer
CCaMK-CYCLOPS im CSSP (Pimprikar et al., 2016). Die Tatsache, dass RAM1 den Ar-
buskelphanotyp von cyclops retten kann, nicht jedoch ccamk, deutet auf die komplexe
Transkriptionsregulation wahrend der AM-Symbiose hin und legt nahe, dass RAM1 ein
wichtiger Knotenpunkt in der AM-Symbiose darstellt, es jedoch weitere RAM1-
unabhangige Signalwege gibt (Pimprikar et al., 2016). Dies wird zusatzlich deutlich, da
RAM1 mit zwei weiteren GRAS-Proteinen interagieren kann, von denen TF80, nicht je-
doch TF124, eine RAM1-abhangige Induktion wahrend der AM-Symbiose erfahrt (Park et
al., 2015)

RAD1 (Required for Arbuscule Development 1)

LjRAD1 konnte von Xue et al. (2015) in einem Screening flr AM-induzierte Transkriptions-
faktoren in L. japonicus identifiziert werden. Der Mutantenphanotyp von rad1-1, rad1-2
und rad1-3 deckte einen Defekt in der Arbuskelentwicklung auf, der sich in einer reduzier-
ten Zahl und GréRe dieser widerspiegelte. Ahnlich wie bei ram1, konnte auch in
mykorrhizierten rad7-Mutanten eine reduzierte Expression von STR, RAM2 und PT4 ge-
messen werden. RAD1 formt Heterodimere mit den symbiotischen GRAS-TFs NSP2 und
RAM1. Letztendlich wurde ein Modell vorgeschlagen, indem spezifische AM-induzierbare
Gene durch die Bildung spezifischer Heterokomplexe, wie RAD1-RAM1 und RAD1-NSP2
reguliert werden (Xue et al., 2015). Untersuchungen des RAD1-Homologs in M. truncatula

von Park et al. (2015) bestatigten die Interaktion mit RAM1 und einen AM-Phanotyp, wenn
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auch lediglich von einer verringerten Kolonisierung, die mit einer verringerten Markerex-
pression einhergeht, nicht aber von einem Defekt in der Arbuskelentwicklung berichtet
wurde. Die Expression von RAD1 kann durch RAM1 induziert werden, wobei auch in my-
korrhizierten ram1-Mutanten eine geringe Induktion von RAD1 beobachtet werden konnte,
was auf einen parallelen RAM1-unabhangigen Regulationsweg hindeuten konnte (Park et
al., 2015).

DELLA

Erst seit 2013 wurde naher erortert welche Rolle DELLA-Proteine in der AM-Symbiose
spielen. So wurde von einer reduzierten Kolonisierung und einer verringerten Zahl an Ar-
buskeln in der Pisum sativum Doppelmutante la/cry berichtet (Foo et al., 2013). In
M. truncatula konnten von Floss et al. (2013) ahnliche Effekte beobachtet werden, wo-
raufhin die Untersuchungen der DELLA-Proteine als Positivregulatoren der AM-Symbiose
ausgeweitet wurden. M. fruncatula besitzt wie P. sativum zwei kanonische DELLA-
Proteine MtDELLA1 und MtDELLA2. In einem Screening mit einer RNA-Interferenz
(RNAI)-Bibliothek konnten bei Herunterregulation der DELLA-Gene Defekte in der AM-
Symbiose beobachtet werden. Die Doppelmutante della1/della2 zeigt zwar eine normale
Kolonisierung mit intraradikalen Hyphen, die Entwicklung von Arbuskeln ist jedoch je nach
Nahrstoff Konditionen drastisch reduziert oder komplett blockiert. Durch Uberexpression
eines dominanten DELLA-Proteins konnten die Kolonisierungsphanotypen von Mtipd3
und Ljcyclops gerettet werden, wodurch DELLA im CSSP unter diesen Komponenten
platziert werden konnte. Die Autoren postulieren fiir DELLA-Proteine eine koordinierende
Rolle zwischen Nahrstoffstatus, pflanzlichem Wachstum und AM-Symbiose, um die Ar-
buskelentwicklung zu steuern (Floss et al., 2013). Eine ektopische Uberexpression des
dominanten DELLA-Proteins A18DELLA1 in M. truncatula fuhrt zu einer Induktion der
Genexpression der GRAS-Proteine RAM1, RAD1, NSP1 und NSP2 und der AM-
assoziierten Gene RAM2, EXO70I, STR, BCP1, SCP1, KPI106, SbtM1b und Vapyrin
(Park et al., 2015; Floss et al., 2016). Bei RAD1, RAM2, STR und EXO70I konnte diese
Expression auf die DELLA-abhangige Induktion von RAM1 zurickgefihrt werden (Park et
al., 2015). Auf Proteinebene konnte eine Interaktion zwischen MtDELLA1/2 und MtRAD1
nachgewiesen werden (Floss et al., 2016). Auch in L. japonicus wurden DELLA-Proteine
im Hinblick auf ihre Rolle in der AM-Symbiose untersucht. Wie in M. truncatula induziert
LjDELLA1 die Expression von LjRAM1 und folglich weitere AM-Gene (Takeda et al., 2015;
Pimprikar et al., 2016). Zudem konnte durch Pimprikar et al. (2016) die Bildung des Kom-
plexes CCamK-CYCLOPS-DELLA1 gezeigt werden, welcher Gber CYCLOPS an den
RAM1-Promotor bindet und direkt dessen Expression aktiviert. Die Autoren postulieren,
dass DELLA wahrend der AM-Symbiose durch CYCLOPS stabilisiert wird und daraufhin

spezifisch AM-Gene aktiviert werden. In Reis findet man nur ein einziges DELLA-Protein,
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SLENDER1 (SLR1), eine Uberexpression von SLR1 fiihrte zu einer verstarkten Kolonisie-
rung und folgerichtig findet man eine stark reduzierte Kolonisierung und Arbuskelbildung
in der sir1-Mutante (Yu et al., 2014).

DIP1 (DELLA Interaction Protein 1)

Yu et al. (2014) identifizierten DIP1 in Oryzae sativa als Interaktionspartner des DELLA-
Proteins SLR1 in einem Hefe Zwei-Hybrid (yeast two-hybrid — Y2H) Screening. Die Ex-
pression von DIP1 wird wahrend der AM-Symbiose induziert und eine
Herunterregulierung seiner Expression resultierte in einer verringerten Mykorrhizierung.
Zudem konnte eine Interaktion zwischen OsDIP1 und OsRAM1 beobachtet werden. Diese
Ergebnisse legen nahe, dass DIP1 ein weiteres GRAS-Protein mit einer Rolle in der AM-
Symbiose darstellt und dass diese unweigerlich mit der Regulierung des GA-Signalweges
verbunden ist (Yu et al., 2014).

M. truncatula

o/\ N
T

L. japonicus O. sativa

/

Abbildung 1.4 Interaktionen zwischen GRAS-Proteinen in der AM-Symbiose. Dargestellt sind bisher
identifizierte Hetero- und Homodimerbildungen in M. truncatula, L. japonicus und O. sativa zwischen symbioti-
schen GRAS-Proteinen. MtNSP1-MtNSP1, MINSP2-MtNSP2, M{NSP1-MtNSP2 (Hirsch et al., 2009),
MtRAM1-MtNSP2 (Gobbato et al., 2012), MtRAM1-MtRAD1, MtRAM1-MtTF80, MtTF80-MtNSP2 (Park et al.,
2015), MtRAD1-MtDELLA1, MtRAD1-MtDELLA2 (Floss et al., 2016), LjiRAM1-LjRAM1, LjNSP2-LjRAM1,
LjRAD1-LjNSP2, LjRAD1-LjRAM1 (Xue et al., 2015), OsRAM1-OsDIP1, OsDIP1-OsSLR1 (Yu et al., 2014).

1.3 Gibberelline — Phytohormone involviert in Wachstumsprozesse

Die massive Ertragssteigerung von Nutzpflanzen wie Weizen, Reis und Mais in der ,gri-

nen Revolution* der 50er und 60er Jahre konnte durch die Einkreuzung ertragreicher
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Sorten sowie hoher Mengen an Diinger und Pestiziden erreicht werden. Die Sprossach-
sen waren haufig zu schwach um die schweren Koérner der ertragreichen Sorten zu
stitzen, wodurch zusatzlich Zwerg- bzw. Halbzwergsorten eingekreuzt wurden, welche
eine kurze starke Sprossachse besitzen und unter der Last der Rispen und Ahren nicht
mehr umknickten (Hedden, 2003). Spater konnten die flir den Zwergenwuchs verantwort-
lichen Allele Rht-B1b und Rht-D1b im Weizenkultivar Norin 10, d8 in Mais sowie sd7 in
Reis, Komponenten des Gibberellinhaushaltes bzw. -signalweges zugeordnet werden
(Robertson et al., 1998; Peng et al., 1999; Monna et al., 2002; Sasaki et al., 2002;
Spielmeyer et al., 2002).

Die Gibberellinforschung begann bereits im 19. Jahrhundert in Japan wo die bakanae-
Krankheit (jap. verriickte Keimlinge), durch exzessiv verlangerte Sprossachsen und Un-
fruchtbarkeit von Reispflanzen zu groRen Ernteverlusten flihrte (Hori, 1898). Fir diese
Krankheitssymptome konnte eine Infektion mit dem Pilz Fusarium fujikuroi (Teleomorphe:
Gibberella fujikuroi) verantwortlich gemacht werden (Sawada, 1912) und spater konnte
die aktive Verbindung Gibberelinsdure GA; aus dem Pilz isoliert werden (Yabuta, 1935;
Curtis & Cross, 1954). 1958 wurde GA; aus der Feuerbohne Phaseolus coccineus extra-
hiert, wodurch bewiesen werden konnte, dass Gibberelline auch pflanzliche endogene
Wachstumsfaktoren darstellen (MacMillan & Suter, 1958).

1.3.1 Gibberellin-Synthese und ihre Riickkopplungsmechansimen

Gibberelline sind tetrazyklische Diterpenoide und werden aus der Terpenoidbiosynthese
abgeleitet. Die Synthese findet in hdheren Pflanzen hauptsachlich in aktiv wachsenden
Organen (Smith et al., 1992) Uber den Methylerythritol-Phosphat-Weg (MEP-Weg) statt,
aus welchem auch andere Isoprenoide wie Strigolaktone und Carotenoide stammen
(Kasahara et al.,, 2002). In Proplastiden wird aus trans-Geranylgeranyl-Diphosphat
(GGDP) in einer zweistufigen Zyklisierung tber ent-Copalyl-Diphosphat (CDP) ein C20-
Grundgertst, das fliichtige ent-Kauren (Otsuka et al., 2004; Sakamoto et al., 2004). Ver-
antwortlich hierfur in héheren Pflanzen sind die Enzyme ent-Copalyl-Diphosphat Synthase
und ent-Kauren Synthase (Koornneef & van der Veen, 1980; Sun & Kamiya, 1994;
Yamaguchi et al., 1996; Sakamoto et al., 2004). Die Konversion zu Gibberellinen findet
durch mehrere Oxidationsschritte am Endoplasmatischen Retikulum mit Hilfe membran-
assoziierten Cytochrom P450 Mono-Oxygenasen und l6slichen 2-Oxoglutarat-abhangigen
Dioxygenasen (ODDs) statt (Hedden, 1997; Helliwell et al., 2001a; Helliwell et al., 2001b;
Morrone et al., 2010). GA, wird als Vorlaufer aller pflanzlichen GAs angesehen und
letztendlich im Cytosol durch verschiedene ODDs, GA20- und GA3-Oxidasen (GA200x
und GA3ox), in sukzessiven Oxidationsschritten zu den bioaktiven GA; und GA4; modifi-
ziert (Lange, 1994; Phillips et al., 1995; Xu et al., 1995; Hedden, 1997; Williams et al.,
1998; Hedden & Thomas, 2012). Durch eine mdgliche Hydroxylierung von GA4, zu GAs3,
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katalysiert durch eine GA13-Oxidase, spaltet sich die GA-Biosynthese in den 13-
Hydroxylierungs- und den Nicht-13-Hydroxylierungs-Weg auf (Magome et al., 2013). Fur
die fein abgestimmte Regulation des GA-Gehalts in der Pflanze zahlt neben der Aktivie-
rung ebenso die Deaktivierung von Gibberellinen. Eine moégliche Inaktivierung wird durch
die Epoxidierung der Vorlaufer oder aktiven GAs vermittelt (Zhu et al., 2006). Zudem flhrt
eine B-Hydroxylierung durch GA2-Oxidasen zur Konvertierung aktiver GAs in biologisch
inaktive Verbindungen (Thomas et al., 1999).

Zur Homoostase der Gibberelline zahlen zudem Ruckkopplungsmechanismen. Der Ge-
halt an physiologisch aktivem Gibberellin kontrolliert so die Transkription von Oxidasen.
Anabole Oxidasen (GA20ox und GA3ox) unterliegen dabei haufig einer negativen, kata-
bole (GA20x) einer positiven Riickkopplung (Phillips et al., 1995; Xu et al., 1995; Cowling
et al., 1998; Thomas et al., 1999). Eine Zusammenfassung der GA-Biosynthese und ihrer

Rickkopplungsmechanismen in der GA-Homdoostase ist in Abb. 1.5 dargestellt.
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Abbildung 1.5 GA-Biosynthese und ihre Riickkopplungsmechanismen. Ausgangsstoff der GA-Synthese
stellt das Terpen Geranyl-Geranyl-Diphosphat (GGDP) dar, welches mit Hilfe der ent-Coplyl-
Diphosphatsynthase (CPS) und der Kaurensynthase zu ent-Kauren umgeandert wird. Die ent-Kauren-Oxidase
(KO) und ent-Kaurensaure-Oxidase sind verantwortlich fur die Konversion zu GA1,, dem Vorlaufer aller Gib-
berelline. Eine Hydroxylierung am C13 durch eine GA13-Oxidase (GA130x) kann GA12 zu GAsz umwandeln.
In beiden Fallen sind anabole GA20- und GA3-Oxidasen in sukzessiven Oxidationsschritten verantwortlich fir
die Synthese bioaktiver GAs (GA: und GA4). Anabole Oxidasen unterliegen oft negativen Ruckkopplungsme-
chanismen. Katabole Oxidasen (GA20x) werden transkriptionell oft durch positive Ruckkopplungs-
mechanismen reguliert und sind fiir die Inaktivierung von GA-Vorlaufern und bioaktiven GAs zustandig. Biolo-
gisch inaktive GAs sind in grau, aktive in griin dargestellt.

20



1 Einleitung - 1.3 Gibberelline — Phytohormone involviert in Wachstumsprozesse

1.3.2 DELLA-Proteine — Inhibitoren der GA-Antwort

Bereits 1957 wurde fiir Gibberelline als Wirkmechanismus die Inhibierung eines endoge-
nen Wachstumrepressors vorgeschlagen, wobei Harberd et al. (1998) diese urspriingliche
Idee von Brian (1957) aufgriffen und anhand der Analyse bereits verdffentlichter Mutan-
tenstudien festigten. In der Tat konnte diese reprimierende Funktion durch Identifizierung
der Mutationen in Zwergpflanzen den DELLA-Proteinen zugewiesen werden. So besitzt
die gai Mutante in A. thaliana eine Deletion von 17 Aminosauren im N-terminus, und stellt
hierdurch ein DELLA-Protein mit GoF Mutation dar, welche eine Resistenz gegentiber der
GA-vermittelten Degradierung aufweist, wodurch eine kontinuierliche Wachstumsrepres-
sion stattfindet (Peng et al., 1997). Die GA-abhangige Degradierung von RGA, aus der
gleichen Proteinfamilie, und dessen Stabilisierung durch eine ahnliche Deletion wie in gai-
GoF bestatigte die Vermutung, dass die GA-Antwort durch Inhibierung dieser endogenen
Repressoren zustande kommt (Dill et al., 2001; Silverstone et al., 2001). DELLA-Proteine
stellen eine Unterfamilie der GRAS-Proteine dar und zeichnen sich durch die konservier-
ten Motive DELLA und VHYNP im N-Terminus aus (Wen & Chang, 2002). Diese Motive
sind essentiell flr ihre GA-abhangige Degradierung, die Funktion als Wachstumsrepres-
sor liegt dagegen im C-terminalen Bereich (Dill et al., 2001). Hierdurch wird auch erklart,
dass GoF Mutationen von DELLA-Proteinen zu einer Repression der GA-Antwort und
demnach zu Zwergenwuchs flhren, dagegen eine Loss of Function (LoF) Mutation in ei-
ner konstitutiven GA-Signaltransduktion und damit in einem induziertem Wachstums-
Phanotyp (slender) resultiert (lkeda et al., 2002).

SLY1 (SLEEPY1) aus A. thaliana und GID2 (GA-Insensitive Dwarf 2) aus O. sativa sind
Positivregulatoren der GA-Antwort und stellen beide F-Box Untereinheiten einer SCF E3
Ubiquitin Ligase dar, wodurch der Mechanismus der Ubiquitinierung fir die GA-abhangige
Degradierung der DELLA-Proteine in Frage kam (McGinnis et al., 2003; Sasaki et al.,
2003). Die Entdeckung des GA-Rezeptors OsGID1 (GA-Insensitive Dwarf 1) und seine
Affinitdt zu ausschlieBlich biologisch aktiven GAs sowie seine GA-abhangige Interaktion
mit dem DELLA-Protein OsSLR1 bestatigten diese Vermutung (Ueguchi-Tanaka et al.,
2005). Die strukturelle Ahnlichkeit zu Hormon-sensitiven Lipasen wurde durch die Kristall-
struktur des GA-GID1-Komplexes in O. sativa aufgeldst (Shimada et al., 2008). Murase et
al. (2008) konnten zudem durch die Kristallisation des ternaren Komplexes eines bioakti-
ven GAs, dem GA-Rezeptor GID1a und der N-terminalen Domane des DELLA-Proteins
GAl aus A. thaliana ein strukturelles Modell fir die hormonelle Signaltransduktion etablie-
ren. Die Bindung des GAs flihrt zu einer Konformationsanderung des GA-Rezeptors,
wodurch eine Interaktion mit dem DELLA-Protein Uber dessen DELLA- und VHYNP-
Motive ermoglicht wird (Murase et al., 2008). Diese Interaktion fuhrt zur Bindung zwischen

dem DELLA-Protein und dem F-Box-Protein SLY1, wodurch die Polyubiquitinierung und
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anschlieende Degradierung durch das 26S Proteasom vermittelt wird (Fu et al., 2002;
Griffiths et al., 2006; Wang et al., 2009). Letztendlich wird durch die Degradierung der
DELLA-Proteine die GA-Antwort dereprimiert und folglich angeschalten (Abb. 1.6).
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Ubiquitinierung
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Abbildung 1.6 Modell der GA-GID1-vermittelten DELLA-Degradierung im GA-Signalweg. (A) Ohne GA
reprimieren stabile DELLA-Proteine die GA-Antwort auf Transkriptionsebene. (B) Bioaktives GA wird durch
den GA-Rezeptor GID1 gebunden, wodurch eine Bindung der DELLA-Doméane ermdglicht wird. Der ternére
GA-GID1-DELLA-Komplex wird durch den SCF-Komplex erkannt und fiihrt zur Polyubiquitinierung des DEL-
LA-Proteins. Markierte DELLA-Proteine werden durch das 26S Proteasom degradiert. Die GA-regulierten
Gene werden exprimiert und vermitteln die GA-Antwort. (nach Hauvermale et al., 2012)

1.3.3 Die physiologische Wirkung von Gibberellinen

Mit Hilfe der DELLA-Proteine, seinen zahlreichen Interaktoren und dementsprechend
auch zahlreichen Zielgenen wird die Entwicklung und das Wachstum der Pflanze durch
die Prasenz endogener Gibberelline reguliert (Schwechheimer, 2012). Dabei werden so-
wohl externe Umwelteinflisse, wie Licht, Temperatur, Salzstress oder biotischer Stress
(Achard et al., 2006; Achard et al., 2007; de Lucas et al., 2008; Navarro et al., 2008;
Stavang et al., 2009) als auch endogene Signale in Form von Phytohormonen wie Jas-
monat, Ethylen, Auxin, Brassinosteroide, Strigolaktone, Cytokinine und ABA integriert
(Daviere & Achard, 2016). Die physiologische Auswirkung von Gibberellinen auf die Ent-
wicklung von Pflanzen konnte anhand exogener Behandlung mit biologisch aktiven GA-
Verbindungen und GA-Inhibitoren, teilweise in Kombination mit Mutanten, welche GA-
insensitiv (GoF) oder GA-defizient sind (LoF), untersucht werden.

Gibberelline sind verantwortlich fir diverse Effekte in der pflanzlichen Entwicklung, so
konnte ein fordernder Einfluss von GAs auf die Hypokotyl-, Internodienelongation, Sa-
menkeimung, Blitenentwicklung, Blattexpansion und Fruchtreifung beobachtet werden
(Brian, 1959; Harberd et al., 1998). Die prominenteste Wirkung in Pflanzen stellt die

Elongation des Sprosses dar. Diese wird durch Internodienwachstum in Form von Zell-
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elongation in Folge einer Relaxierung der Zellwand aber auch durch Zellproliferation ver-
mittelt (Taylor & Cosgrove, 1989; Gupta & Chakrabarty, 2013). Auch die Expansion von
Blattern ist sowohl auf eine Elongation, als auch auf eine Proliferation der Zellen zurtck-
zufihren (Brian, 1954; Nelissen et al., 2012). Zudem sind GAs notwendig flir die Keimung
von Samen in Abhangigkeit der herrschenden Licht-, Temperatur- und Feuchtigkeitsver-
haltnisse (Koornneef & van der Veen, 1980; Ogawa et al, 2003). Auf das
Wourzelwachstum wirkt GA auf den ersten Blick inhibierend, wodurch dem Phytohormon
GA die Regulation des Spross-zu-Wurzel-Verhaltnisses zugeordnet wurde (Stowe &
Yamaki, 1957).

1.3.4 Gibberelline in der Wurzelentwicklung und die verantwortlichen Mechanismen
Tanimoto verfasste zum Thema Gibberelline in der Wurzelentwicklung umfassende Stu-
dien, in denen er zeigen konnte, dass GAs auch fur das Wurzelwachstum unverzichtbar
sind (Tanimoto, 1988). Als Unterschied zur GA-Perzeption im Spross wird in der Wurzel
allerdings eine wesentlich geringere Menge an aktiven GAs benétigt, um eine Elongation
beobachten zu kénnen (Tanimoto, 1994). Mdéglicherweise wird das Spross-zu-Wurzel-
Verhaltnis in Pflanzen lber das endogene Niveau an GAs und/oder die unterschiedliche
Sensitivitdt von Spross und Wurzel gegenulber der herrschenden GA-Konzentration de-
terminiert (Tanimoto, 2012).

Auch auf molekularer Ebene wurde die Verbindung der Gibberelline zur Wurzelentwick-
lung untersucht. Durch Gewebe-spezifische Expression von gai-GoF konnten Ubeda-
Tomas et al. (2008) der Endodermis eine kritische Rolle bei dem GA-abhangigen Wurzel-
wachstum zuordnen. In diesem Sinne wird die GA-abhangige Elongation der gesamten
Wurzel als Organ in der Endodermis gesteuert, aber nur eine synchrone GA-
Signaltransduktion in allen Gewebeschichten flhrt zu einem koordinierten Wurzelwachs-
tum mit normaler Morphologie (Ubeda-Tomas et al., 2008). Desweiteren konnte die
beiden GRAS-Proteinen SHR und SCR fir die radiale Strukturierung des Wurzelgewebes
in A. thaliana verantwortlich gemacht werden (Cui & Benfey, 2009). Beide sind essentiell
fur die asymmetrische Zellteilung, aus der Endodermis und Kortex hervorgehen (Benfey
et al., 1993; Di Laurenzio et al., 1996; Helariutta et al., 2000). SCR Ubernimmt mit der
Negativregulation der Mittelkortex-Bildung eine weitere Rolle in der Wurzelreifung. Auch
GA gilt als Negativregulator dieses Vorgangs, da beispielsweise GA-defiziente Bedingun-
gen zu einer verfrihten Mittelkortexbildung flihren (Paquette & Benfey, 2005). Der GA-
Signalweg wird dabei durch ein weiteres GRAS-Protein, SCL3, spezifisch in der En-
dodermis integriert, dies gewabhrleistet eine Koordination von longitudinaler Zellelongation
und —teilung (Heo et al., 2011). SCL3 wirkt als Postivregulator der GA-Antwort, indem es
die DELLA-Funktion abschwacht und bei der Mittelkortexbildung kooperativ mit SCR-SHR
fungiert (Heo et al., 2011). Letztendlich zeigt die gegensatzliche Funktion von SCL3 und
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DELLA-Proteinen in der GA-Signaltransduktion, obwohl SCL3 ein direktes Zielgen von
DELLA ist und eine Interaktion beider Proteine gezeigt werden konnte, die komplexe Re-
gulation der GA-Antwort auf Transkript- und Proteinebene (Zhang et al., 2011). Neben der
Zellelongation und zeitlichen Regulierung der Mittelkortexbildung nimmt das Phytohormon
Gibberellin auch eine férdernde Rolle bei der Zellproliferation in der Wurzel ein, konsistent
hiermit reduzieren DELLA-Proteine die Grolie des Wurzelmeristems (Achard et al., 2009;
Ubeda-Tomas et al., 2009).

1.3.5 Gibberelline als Negativregulatoren der Arbuskelentwicklung

In der Arbuskularen Mykorrhiza-Symbiose spielt Gibberellin eher eine negative Rolle. So
fuhrt eine exogene Behandlung mit GA zu einer verminderten bzw. véllig ausbleibenden
Arbuskelentwicklung. Dieses Phanomen konnte in unterschiedlichen Pflanzen beobachtet
werden: In P. sativum (El Ghachtouli et al., 1996), den Leguminosen M. truncatula (Floss
et al., 2013) und L. japonicus (Takeda et al., 2015) sowie in Solanum lycopersicum
(Martin-Rodriguez et al., 2015). Je nach verwendeter Konzentration an GA; findet man
eine spezifische Unterdriickung der Arbuskelentwicklung, bei hdheren Konzentrationen
zusatzlich eine verringerte Kolonisierungsrate des AM-Pilzes (El Ghachtouli et al., 1996).
Eine Unterdrickung des GA-Signalweges durch Behandlung mit GA-Biosynthese-
Inhibitoren wirkten sich in Tomate positiv auf die Mykorrhizierung und Arbuskelentwick-
lung aus (Martin-Rodriguez et al., 2015).

Kontroverserweise konnte in einer Transkriptomanalyse mit angereichertem Material in-
okulierter M. truncatula Wurzeln, welche sich im frithen AM-Stadium der Hyphopodien-
und PPA-Bildung befanden, eine Induktion von Genen festgestellt werden, welche in der
GA-Biosynthese fungieren (Ortu et al., 2012). Auch in reiferen AM-Stadien zeigten Tran-
skriptomanalysen in S. lycopersicum, M. truncatula und L. japonicus eine klare Induktion
des GA-Metabolismus durch vermehrte Expression von anabolen GA-Biosynthesegenen,
wobei auch immer eine Induktion von katabolen GA2-Oxidasen festgestellt werden konnte
(Garcia-Garrido et al., 2010; Floss et al., 2013; Martin-Rodriguez et al., 2015; Takeda et
al., 2015). Die veranderte Genexpression mykorrhizierter Wurzeln deutete auf eine ver-
starkte GA-Synthese hin, welche durch Messung des endogenen GA-Levels bestatigt
werden konnte, allerdings wurde auch ein vermehrtes Vorkommen von GA-
Abbauprodukten quantifiziert (Shaul-Keinan et al., 2002; Martin-Rodriguez et al., 2015;
Takeda et al., 2015).

Gibberelline scheinen in der AM-Symbiose durch ihre Biosynthese und Rickkopplungs-
mechansimen fein reguliert zu sein. Auf die Morphogenese von Arbuskeln haben
Gibberelline einen negativen Einfluss, was auch durch die Schlisselrolle der DELLA-
Proteine in der Arbuskelentwicklung deutlich wird. Diese Antagonisten der GA-Antwort

gelten als Positivregulatoren der AM-Symbiose (vgl. Abschnitt 1.2.2 GRAS-Proteine —
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Regulatoren der AM-Symbiose: DELLA). Da Gibberelline zudem grundlegende Entwick-
lungsprozesse in der Pflanze steuern, ist vermutlich besonders wahrend der AM-

Symbiose eine strenge Regulation der GA-Homdostase erforderlich.

1.4 Zielsetzung

Bei der Kolonisierung im Zuge der AM-Symbiose kommt es zu einer Akkomodation des
AM-Pilzes, welche durch eine massive Umstrukturierung der Wirtspflanze realisiert wird.
Diese Aufgabe wird durch die transkriptionelle Umprogrammierung der Wirtspflanze mit
Hilfe spezifischer Aktivierung pflanzlicher Transkriptionsfaktoren ermdéglicht. Besonders
markant ist die grof3e Zahl an GRAS-Proteinen, welche zur Etablierung der AM-Symbiose
beitragen.

Ziel dieser Arbeit ist es neue GRAS-Proteine in M. truncatula zu identifizieren und poten-
zielle AM-assoziierte Proteine hinsichtlich ihrer biologischen Rolle in der Symbiose zu
charakterisieren. Neben Trankriptionsstudien via qPCR-Analyse und Promotorreporter,
sollen Anderungen der Transkriptmenge Aufschluss (iber eine Funktion wahrend der AM-
Symbiose liefern. Hierzu wird die Transkriptmenge des ausgesuchten GRAS-TFs durch
Herunterregulierung per RNAi bzw. Uberexpression abgeéndert und die resultierenden
Wurzeln hinsichtlich ihrer Kolonisierung bzw. Morphologie untersucht. Um den Wirkme-
chanismus des GRAS-Proteins zu adressieren, sind zum einen in silico Analysen
bezlglich der phylogenetischen Beziehung und konservierten Proteinstrukturen geplant
und zum anderen Methoden, die eine Funktionsweise als TF stutzen konnen. Da bereits
zahlreiche Interaktionen innerhalb der Familie der GRAS-Proteine gezeigt werden konn-
ten, sind Interaktionsstudien mit anderen AM-assoziierten Familienmitgliedern geplant.
Neben der transkriptionellen Umprogrammierung konnten auch Anderungen des GA-
Metabolismus wahrend der AM-Symbiose beobachtet werden. In dieser Arbeit soll zusatz-
lich die Rolle des Phytohormons Gibberellin in der Entwicklung der Modellpflanze M.
truncatula und der Symbiose mit dem AM-Pilz R. irregularis thematisiert werden. Hierzu
werden exogene Behandlungen mit GA; oder PAC durchgefiihrt. Uberdies werden Mutan-
ten im GA-Signalweg hinsichtlich ihrer Morphologie und Wurzelentwicklung analysiert.
Untersuchungen im Zuge dieser Arbeit sollen dazu beitragen die biologische Rolle der
GRAS-Proteine in der AM-Symbiose und die Verbindung zum GA-Signalweg weiter auf-

zuschlusseln.
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2 Ergebnisse

2.1 ldentifizierung neuer GRAS-Proteine in der AM-Symbiose

Wahrend der Etablierung der Arbuskularen Mykorrhiza-Symbiose kommt es zu einem
Signalaustausch zwischen den Symbiosepartnern, welcher unter anderem der Umpro-
grammierung und Reorganisierung der Pflanze dient, um diese auf die Kolonisierung
vorzubereiten. Dies zeigt sich in der massiv veranderten Regulation der Transkription in
der gesamten Wurzel und letztendlich in den arbuskulierten Zellen (Liu et al., 2003;
Hohnjec et al., 2005; Gomez et al., 2009; Kuhn et al., 2010; Hogekamp et al., 2011;
Gaude et al,, 2012a; Hogekamp & Kuster, 2013). Obwohl in der Vergangenheit viele
Transkriptionsfaktoren in der AM-Symbiose identifiziert werden konnten, ist noch nicht
vollkommen aufgeklart wie letztendlich diese Anderungen hervorgerufen werden. Eine
grole Familie an Transkriptionsregulatoren, die eine Rolle in der AM-Symbiose spielen,
ist die GRAS-Proteinfamilie. Sieben GRAS-TFs konnten bisher eine explizite Rolle in der
AM-Symbiose mit M. truncatula als Wirtspflanze zugeschrieben werden: RAM1 (Gobbato
et al.,, 2012), NSP1 (Delaux et al., 2013), NSP2 (Maillet et al., 2011), den DELLA-
Proteinen DELLA1 und DELLA2 (Floss et al., 2013), DIP1 (Yu et al., 2014) und RAD1
(Park et al., 2015). Aufgrund der grof3en Zahl an annotierten GRAS-TFs in M. truncatula
von 75 putativen Proteinen (Song et al., 2014), kann man vermuten, dass noch weitere
GRAS-Proteine eine Funktion in der AM-Symbiose lGibernehmen kénnten.

Zur ldentifikation neuer GRAS-Proteine in M. truncatula wurde eine in silico BLASTp-
Suche mit den Suchsequenzen RAM1, NSP1 und NSP2 durchgeflihrt. Identische Se-
quenzen wurden manuell herausgefiltert. Mit RAM1 als Suchsequenz konnten 78 GRAS-
Sequenzen identifiziert werden, mit NSP1 48 und mit NSP2 77 Proteinsequenzen (An-
hang 1). Da diese Zahlen die Zahl von 75 Proteinen in M. truncatula teilweise Ubersteigen,
kann davon ausgegangen werden, dass einige Eintrage auf dasselbe Gen zurickzuflhren
sind. Tabelle 2.1 zeigt eine Auswahl der gefundenen GRAS-Proteine und ihre jeweilige
Identitdt zu RAM1, NSP1 und NSP2. Diese Auswahl beinhaltet publizierte AM-assoziierte
GRAS-TFs sowie Gene, welche laut ihres Expressionsmusters im M. truncatula Expres-
sionsatlas (MtGEA) wahrend der AM-Symbiose verstarkt exprimiert werden.

Eine Regulationsebene fiir die Aktivierung von Proteinen in einem speziellen Entwick-
lungsstadium stellt die Transkriptionsebene dar. Um festzustellen ob die identifizierten
GRAS-Gene eine Rolle in der Etablierung der AM-Symbiose einnehmen kénnten, wurde
getestet ob diese Gene durch Inkubation mit Sporenextrakt (SE) des AM-Pilzes R. irregu-

laris eine verstarkte Transkription erfahren. Hierzu wurden Sporen aus Halbplatten mit
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Tabelle 2.1 Ausgewdhlte Proteine des BLASTp mit RAM1, NSP1 und NSP2 als Suchsequenz. In der
Tabelle sind v. I. n. r. die Gennummer bzw. der Name, die Identitat zur jeweiligen Suchsequenz (RAM1, NSP1
und NSP2) in %, eine Angabe, ob dieses Gen in den SE-Assay inkludiert wurde und falls vorhanden eine
Referenz angegeben.

SE-

Identitét [%] zu Assay Referenz

# RAM1 NSP1 NSP2

1 DELLA1 40,594 24,121 32,048 nein  Floss et al. (2013)

2 Medtr1g069725.1 35,128 24,324 30,858 nein

3 Medtr1g086970.1 28,535 ja

4 Medtr2g082090.1 34,592 25,313 32,071 ja

5 Medtr2g089100.1 28,261 25,728 28,571 nein

6 Medtr59009080.1 43,624 252269 28,992 ja

7 Medtr5g097480.1 35,798 25373 29,177 ja

8 Medtr7g109580.1 29,723 26,341 ja

9 Medtr2g034280.1 29,703 26,768 ja Diese Arbeit
10 Medtr2g034260.1 30,296 20,631 27,250 ja Diese Arbeit
11 Medtr2g034250.1 31,514 26,700 ja Diese Arbeit
12 NSP1 23,399 100 nein  Smit et al. (2005)
13 NSP2 37,101 100 nein  Catoira et al. (2000); Kal6 et al. (2005)
14 RAD1 41,604 30,958  ja  Park etal. (2015)
15 RAM1 100 23,301 35,731 ja Gobbato et al. (2012)
16 TF124 40,863 22,169 31685 ja  Park etal. (2015)
17 TF80 30,140 22,727 24,374 ja Park et al. (2015)

R. irregularis kolonisierten Daucus carota-Wurzeln isoliert, gemdrsert und in dH,O geldst.
M. truncatula Pflanzchen wurden anschlieRend mit diesem SE inkubiert und nach zwei
verschiedenen Inkubationszeiten geerntet (6 h und 24 h). Die Expression spezifischer
Gene wurde per qPCR in den Wurzeln ermittelt. Eine Induktion wurde bei einer mindes-
tens 2-fachen Transkriptmenge gegeniber der Mock-Behandlung angenommen.

Vier der getesteten Gene zeigten eine spezifische Induktion ihrer Transkriptmenge inner-
halb des SE-Assays (Medtr2g034280.1, Medtr39022830.1, Medtr5g009080.1 und
Metr2g082090.1; Abb. 2.1). Die Analyse von 6 h inkubierten Pflanzchen zeigte eine
sechsfache Induktion der Genexpression von Medtr2g034280.1. Eine zweifache Induktion
wurde von Medtr5g009080.1 und eine vierfache von Medir2g082090.1 beobachtet.

Expression rel. zu Mock
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Abbildung 2.1 Expressionsanaly-
se verschiedener GRAS-Gene
nach Behandlung mit Sporenex-
trakt. Wurzeln von vier 10 d alten
Wildtyp M. truncatula Pflanzchen
wurden 6 h bzw. 24 h mit Mock-
oder SE-LOsung inkubiert. Die Ex-
pression ausgewahlter GRAS-Gene
wurde durch qPCR analysiert und
auf das Haushaltsgen MtTEF1a
normalisiert. Dargestellt ist die Ex-
pression rel. zur Mock-Behandlung.
(Fehlerbalken entsprechen SD).
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Eine 24-stindige Behandlung mit SE bewirkte eine abgeschwachte Induktion von
Medtr2g034280.1 und Medtr2g082090.1 auf etwa 2,5-fach verglichen zur Mock-Kontrolle.
Medtr009080.1 zeigte keine Induktion nach 24 h. Das Gen TF80 zeigte ausschliellich
nach 24 h eine erhdhte Transkriptmenge. Medtr2g034280.1 zeigte die starkste Induktion
bei beiden getesteten Zeitpunkten, weshalb dieses Gen flr detailliertere Untersuchungen

ausgewahlt wurde.

2.2 Die duplizierten MIGs — Mykorrhiza Induzierte GRAS-Proteine

Eine genauere Untersuchung der genomischen Umgebung von Medir2g034280 deckte
zwei Genduplikation auf, welche in Tandemorientierung auf Chromosom 2 lokalisieren
(Abb. 2.2 A). Eine Expressionsanalyse dieser Gene mit Hilfe des M. truncatula Gene Ex-
pression Atlas (MtGEA) zeigte flr alle drei Gene in silico eine Induktion wahrend der AM-
Symbiose. Dementsprechend wurden diese Gene Mykorrhiza Induzierte GRAS (Mycor-
rhiza Induced GRAS; MIG1, MIG2 und MIG3) genannt. Die MIGs weisen eine sehr hohe
Homologie sowohl auf Nukleotidebene im ORF, als auch auf Aminosaureebene (AS-
Ebene) in der Proteinsequenz untereinander auf (Abb. 2.2 B und C). Auf Nukleotidebene
liegt ihre Identitat bei durchschnittlich 85,51 %, auf Proteinebene bei 81,2 %. Das in der
Mitte gelegene Gen MIG2 weist dabei die starkste Homologie zu den beiden anderen auf.
Die aulien lokalisierten Gene MIG1 und MIG3 besitzen im Vergleich dazu eine leicht ab-

geschwachte Homologie zueinander.
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Aufgrund der hohen Homologie der MIG-Gene untereinander wurden mit den verwende-
ten qPCR-Primern bei der Expressionsanalyse des SE-Assays wahrscheinlich alle drei
Genduplikationen amplifiziert (Abb. 2.1). Fir eine Wiederholung der Transkriptquantifizie-
rung wurden neue Primer entworfen, welche im weniger homologen Bereich des 3'-UTRs
binden und dadurch eine héhere Spezifitat bei der gPCR aufweisen. Es wurden zusatzlich
zwei frihere Zeitpunkte der SE-Behandlung bei der Transkriptquantifizierung einge-
schlossen (15 min und 30 min). Alle drei MIG-Gene zeigten eine Induktion ihrer

Expression durch SE-Behandlung (Abb. 2.3 A). Dabei waren allerdings Unterschiede in
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Auspragung und Zeitpunkt festzustellen. Wahrend MIG1 eine 5-fache Induktion spezifisch
nach 24 h aufwies, zeigte MI/G2 bereits einen Anstieg nach 30 min Behandlung, welche
sich nach 6 h etwa halbierte. M/IG3 lag dagegen bei allen getesteten Zeitpunkten induziert
vor, mit einem Maximum von zehnfach nach 6 h SE-Behandlung.

Eine Fraktionierung des SEs durch Zentrifugation teilte diesen in lipidische Phase (LP),
wassriger Uberstand (US) und unliésliches Pellet (P) auf (Abb. 2.3 B). Eine Behandlung
von M. truncatula Pflanzchen mit den Fraktionen sowie dem urspriinglichen SE und einer
Kontrolle (Mock) mit den zwei Zeitpunkten 6 h und 24 h resultierte darin, dass alle drei
MIG-Gene am starksten durch die Pellet-Fraktion induziert wurden (Abb. 2.3 C).
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Abbildung 2.3 Expression von MIG1, MIG2 und MIG3 nach Behandlung mit SE. Die Wurzeln von vier 10
d alten M. truncatula Pflanzen wurden 15 min, 30 min, 6 h und 24 h mit SE oder Mock bzw. 6 h und 24 h mit
SE-Fraktionen behandelt. Expression der Gene MIG1, MIG2 und MIG3 wurden per gPCR ermittelt und zum
Haushaltsgen MtTEF1a normalisiert. (A) Expression in SE-behandelten Proben. Alle drei MIG-Gene zeigten
eine Induktion. n = 3. (B) Schematische Darstellung der Fraktionierung des SEs (Uberstand = US, Pellet = P,
Lipidphase = LP). (C) Expression in Proben inkubiert mit den SE-Fraktionen. Alle MIG-Gene hatten die starks-
te Resonanz bei Behandlung mit der Pellet-Fraktion. n = 2. (Fehlerbalken entsprechen SD; Zweistichproben-t-
Test wurde zur Kalkulation der Signifikanz verwendet, *p-Wert < 0,05; **p-Wert < 0,01; ***p-Wert < 0,001).

Nachdem eine Induktion der MIG-Gene durch SE-Behandlung festgestellt werden konnte,
stellte sich die Frage, ob diese Gene auch in der naturlichen Umgebung einer etablierten
AM-Symbiose eine Induktion erfahren. Hierflir wurde die Expression in mykorrhizierten
Wourzelproben von Wildtyp M. truncatula Pflanzen gemessen. Diese stammten aus einer
Mykorrhizierung im Halbplattensystem mit dem AM-Pilz R. irregularis und wurden 1, 12
und 25 d nach Inokulation (days post inoculation — dpi) geerntet (Kuhn, 2011; S. 41/57).
Um die Basisexpression der Gene feststellen zu kdnnen wurden zudem nicht mykorrhi-
zierte Kontrollwurzeln analysiert. In der Tat konnte eine starke Induktion von MIG1, MIG2

und MIG3 nach 25 d Mykorrhizierung festgestellt werden (Abb. 2.4). Interessanterweise
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zeigte sich dartiber hinaus, dass MIG1 im Gegensatz zu MIG2 und MIG3 unter Bedingun-
gen ohne Mykorrhizierung eine sehr schwache Basisexpression besitzt, welche im
Bereich des 1/100.000-fachen des Haushaltsgens MtTEF1a lag. Der Mykorrhizierungs-
grad der verwendeten Wurzeln wurde durch Quantifizierung des symbiotischen
Phosphattransporters Mt{PT4, welches ausschlie3lich in Arbuskel-enthaltenden Zellen
exprimiert wird (Harrison et al., 2002) und dem pilzlichen Haushaltsgen RiTEF analysiert.
Die Expression beider Markergene sowie der MI/G-Gene stieg parallel zur fortschreitenden

Mykorrhizierung an.
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Abbildung 2.4 Expression in mykorrhizierten WT M. truncatula. Dargestellt ist die Expression von MIG1,
MIG2 und MIG3 sowie dem Mykorrhiza-Markergen PT4 und dem pilzlichen Markergen RITEF in M. truncatula
Wildtyp Pflanzen. Die Pflanzen wurden 1, 12 oder 25 d mit (myc = mykorrhiziert) oder ohne R. irregularis (nm
= nicht mykorrhiziert) in Flissigmedium im Halbplattensystem inokuliert (Kuhn, 2011; S. 41/57). Sowohl PT4
und RITEF, als auch die MIG-Gene zeigten einen Anstieg der Expression parallel zur Mykorrhizierung. (n = 3,
Fehlerbalken entsprechen SD; Zweistichproben-t-Test wurde zur Kalkulation der Signifikanz verwendet; **p-
Wert < 0,01; ***p-Wert < 0,001).

Das Modellsystem der AM-Symbiose ermdglicht es auch Wurzelkulturen ohne Spross zu
mykorrhizieren. Deshalb wurde zusatzlich dieses System verwendet, um eine weitere
Quantifizierung der MIG-Gene wahrend der Mykorrhizierung zu erhalten (Abb. 2.5). Wur-
zelkulturen von M. truncatula wurden hierzu im Halbplattensystem mit R. irregularis
mykorrhiziert und nach 5, 12 und 17 dpi geerntet (Hirsch, 2013; S. 29). Anhand der Ex-
pression der Markergene PT4 (Harrison et al., 2002) und RITEF wird deutlich, dass die
Mykorrhizierung von Wourzelkulturen im Halbplattensystem effektiver und wesentlich
schneller erfolgte, als die Kolonisierung von ganzen Pflanzen (Abb. 2.4). Auch in diesem
System lasst sich ein Anstieg der Transkriptmenge von MIG1, MIG2 und MIG3 parallel

zum Verlauf der Mykorrhizierung feststellen. Auffallig ist auch der signifikante Anstieg von
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MIG1-Transkript in den unmykorrhizierten Proben zwischen 5 und 17 dpi. Das verwendete
M-Medium zur Mykorrhizierung enthielt eine verringerte Konzentration an Phosphat
(17,5 pM KH,PO,) gegeniber dem Kultivierungsmedium (35 yM KH,PQO,), um die Interak-
tion zwischen Pilz und Pflanze zu stimulieren. Dementsprechend kénnte es sich bei dieser
Induktion um eine Antwort auf den Phosphatmangel handeln. In Ubereinstimmung hiermit
konnte in silico eine Induktion von MIG1 durch Phosphatmangel (Vergleich 2 mM Phos-
phat mit 20 uM Phosphat) festgestellt werden (MtGEA).
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Abbildung 2.5 Expression in mykorrhizierten M. truncatula Wurzelkulturen. Dargestellt ist die Expression
von MIG1, MIG2 und MIG3 sowie dem Mykorrhiza-Markergen PT4 und dem pilzlichen Markergen RITEF in
M. truncatula Wurzelkulturen. Die Wurzeln wurden 5, 12 oder 17 d mit (myc = mykorrhiziert) oder ohne
R. irregularis (nm = nicht mykorrhiziert) im Halbplattensystem inokuliert (Hirsch, 2013; S. 29). Sowohl PT4 und
RITEF, als auch die MIG-Gene zeigten einen Anstieg der Expression im Laufe der Mykorrhizierung. (n = 3,
Fehlerbalken entsprechen SD; Zweistichproben-t-Test wurde zur Kalkulation der Signifikanz zwischen nm und
myc bzw. zwischen Zeitpunkten verwendet; *p-Wert < 0,05; **p-Wert < 0,01; ***p-Wert < 0,001).

Um die Hypothese zu testen, dass MIG1 durch Phosphatmangel induziert wird, wurde ein
Experiment mit unterschiedlichen Phosphatkonzentrationen durchgefiihrt. Hierflir wurden
Wourzelkulturen, die urspringlich auf Festmedium mit 35 uM KH,PO, als Phosphatquelle
angewachsen waren, flr 48 h in Flissigmedium ohne Phosphatquelle (0 yM P), mit
35 uM KH,PO, oder 1 mM KH,PO, inkubiert. Die Quantifizierung der MIG-Expressionen
bestatigte, dass MIG1 durch Phosphatmangel induziert wird (Abb. 2.6). Dies wird vor al-
lem dadurch deutlich, dass sein Expressionsmuster mit dem des Markergens PT3 (Liu et
al., 2008) Ubereinstimmte. PT3 ist ein low-affinity Phosphattransporter, dessen Expression
bei hoher Phosphatverfiigbarkeit reduziert vorliegt (Liu et al., 2008). Im Gegensatz zu
MIG2 und MIG3 lag bei MIG1 sowie bei PT3 eine signifikante Induktion zwischen 35 uM
und 0 uM P vor. Bei MIG2 und MIG3 konnte nur bei dem grofiten Unterschied von 1 mM

zu 0 uM P eine signifikante Anderung festgestellt werden.
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Eine Expressionsanalyse mykorrhizierter Wurzeln, spiegelt immer die Gesamtheit aller
Zellen der Wurzel und lasst keine Aussage uber die raumliche Aufteilung der Expression
zu. Um einen Hinweis zu erlangen, ob die MIGs wahrend der AM-Symbiose vermehrt in
Arbuskel-enthaltenden Zellen exprimiert werden, wurde ihre Expression aus verschiede-
nen mykorrhizierten Wurzelproben gegen die jeweilige PT4-Expression aufgetragen und
die Korrelation anhand des Pearson-Korrelationskoeffizienten r ausgewertet (Abb. 2.7).
MIG1 zeigte eine klare positive Korrelation zu PT4. Auch die Expression von MIG2 korre-
lierte positiv mit der von PT4, wobei r hier einen geringeren Wert aufwies als bei der
Kombination MIG1-PT4. Fir MIG3 konnte dagegen keine Korrelation mit PT4 festgestellt
werden.

Die erhdhte Expression der MIG-Gene wahrend der AM-Symbiose weist auf eine generel-
le Funktion der MIGs wahrend der Kolonisierung des AM-Pilzes hin. Durch die
Phosphatmangel-assoziierte Induktion der MIG1-Expression, ist es moglich, dass MIG1
sogar bereits vor dem eigentlichen Kontakt fir eine Vorbereitung der Pflanze auf potenzi-
elle Interaktionspartner verantwortlich ist, um eine effiziente Ausbildung der AM-Symbiose
zu gewabhrleisten. Die positive Korrelation der Expression von MIG7 und MIG2 mit dem
Arbuskel-assoziierten PT4, deutet darauf hin, dass beide Gene im Gegensatz zu MIG3
wahrend der AM-Symbiose vor allem in Arbuskel-enthaltenden Zellen transkribiert wer-

den.
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2.3 Bioinformatische Analyse — eine neue Gruppe der GRAS-Proteine

Der Domanenaufbau und die Proteinstruktur geben oftmals einen Hinweis auf die biologi-
sche Funktion eines Proteins. GRAS-Proteine besitzen eine konservierte GRAS-Domane
im C-Terminus, welche eine bestimmte Anordnung verschiedener Motive aufweist (Abb.
1.3). Diese typischen GRAS-Motive und konservierte AS nach Pysh et al. (1999) und
Bolle (2015) finden sich auch in MIG1, MIG2 und MIG3 (Abb. 2.8).

MIG1 1 MMENLWEFGEFSFD-----------cceennnnn TTKNYKFSVAEDLGDCNG IESLCSNFGFFEDDPSQEEELLLS TNQQKYHHQPY 67
MIG2 1 -MENLCNFGDLSFNIVEDKLSSSNDI|FWETNKLSEMKNVKFSYEEDLGDYNGIESLCSNFGFFQDDPSQEDELLLSTDQAQKYHQQPY 86
MIG3 1 -MENLYNLGDFSFNIVEDKLSSSNDTFWE TKGHNEMKNVQFSVAEDLGDYNGIESLCSNFGFFQDDPSYQENEFLKFHH- - QQQESY 84

MIG1 68 LDYEAFDNFNIDMYHFDEQQCPTR | LPFCDRKKDNQYYQPSPLTPVE | LKNYGKGFKRLSPD- EGK | LHPYNDFDLYTDNGNE - SKL 152
MIG2 87 QGDYESFDNLHFDMVQFDEQQCP TKNPPLCDTKKDQQFYQ-TP--PIEILKNYGKGFKRLSPD-EGKIHHPENE- - - - ------- SKL 158
MIG3 85 QDYETFDNLHFDMVHFGD- - - --------- TKKDQPFYQ- TPLAPVD I LKNYGKGFKRLLPDDEGN | LHPYNDFGLYTNNENEKKLL 158

LRI
MIG1 153 STGD IMK | AGTRF IQSSSSSES ISGL | LNHPFGFSFSGLSDEEKEDVS LAESLLACAEKVGYQQFQRARNFLPHISSLSSKTGNPVK 239
MIG2 159 STED IMKIAGTRF IQSSSLSESASGL | LDHPFGFSFSGLSDEEKEDVS LAESLLACAEKVGYQQAYERARKLLLQIESLSSKTGNPVK 245
MIG3 159 ST IE IMKMAGTRF | QSSSSSKSASGL | LNHPFGFSFSGLSDEEKENYS EAESLLACAEKVGYQQYERARKLLSQIESLSSKTGNPVK 245

MIG2 246 RYYHYFAEALRGQR | DKE TGRYSVS TNNMKKMGP LFDPQEYTKDLNPALVAFFQDLEIFCK ISMFTCVQTL I ENVTNAKK
MIG3 246 RVVHYFAEALCQR | DKE TGRFSVSSNNMQKMESLFDPQEVSKDLNPAM I ALYEDLEFSQVS | FTCYQAL LENVNDAKK
LRIl

MIG1 325 KG IMMQALQSRTECPLEL
MIG2 333 KG IBMQALQSRNKCPVEL
MIG3 333 KG IBMQALQSRNECPLEL

MIG1 412 SQFALRSN | QQSDQLETVYMKYVRT I NI VMVVABTEANHNSKS FSALFDCLEDCMKGDEKN LYFSYGIRN 498
MIG2 420 SQFALQSK | QQSDQLET IMRYVRT INPKVMVVAEBH EANHNSKS FSAFFDCFEDCMKDD-ENI KYFGHG IRN 505
MIG3 420 SQFALRSK | QQPDKLET IMRV IRT I NIl VMV VA FSAYFDCFETCMKGDEKNRF | MYFSHG IRN 506

MIG1 499 | LA-EGVERKSTDVKID AFFAR VETKLSMKSLYQAE LVAKRFPCGNSCTFDMNGHCLLYV GTP INS 578
MIG2 506 MVAEEGAERKSRNVYK ID AFFAR VETELSMMS LYQAE LMAKRFPCG I SCTFDMNGHCLLVY GTP INS 586

MIG3 507 | VAEEGAERKSRNVYKID AFFTR VETELSMKS LYQAELVAKRFACGYACTFDMNGHCLLVY GTP INS

MIG1 240 RYVHYFAEALFQR | DKETGRY- - SSNNTQK IETLFDPEEVSKDLNPTL | AF FEELEVKVSMF TCVQAL IENLKDAKK

IATGNTYTSKL | VEDTGKKLEDFAQSLNIPFLFDT I I VSNLSHLREDLFKKDSEETVAVY 411
IVTGNIETLKN I VEDTGKRLKDFARYLNIPFLFDT! I VSDLLHLREDLFKIDSEETVAVY 419
IESGNSDTSKH I VEDTGKRLKDFAQSLNIPFSFDIVVVSDLLHIREELFKIDSEETVYAVY 419

Abbildung 2.8 Motive in den GRAS-Doménen der MIG-Proteine. Die Proteinsequenzen von MIG1, MIG2
und MIG3 wurden mit Clustal Omega aligniert. Bekannte Motive und konservierte AS der GRAS-Domaéane
wurden nach Pysh et al. (1999) und Bolle (2015) markiert. LR (Leucin-reich) | und II: orange, VHIID: lila, PFY-
RE: griin, W-W: blau und SAW: rot.
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Zu Beginn der GRAS-Domane befinden sich die Leucin-reichen Bereiche | und Il, welche
durch die VHIID-Domane unterbrochen werden. Neben dem PFYRE- ist aulRerdem das
am Ende der Sequenz lokalisierte W-W- und SAW-Motiv zu erwahnen. Folglich besitzen
die Proteine MIG1, MIG2 und MIG3 den typischen Aufbau einer GRAS-Domane.

Anhand des kurzlich kristallisierten GRAS-Proteins OsSCL7 (Li et al., 2016) wurde in Zu-
sammenarbeit mit Sven Heidt jeweils eine dreidimensionale Struktur aus der GRAS-
Domaéne der MIGs modelliert. Ein direkter Vergleich der MIGs untereinander und mit
OsSCL7 zeigte, dass die bekannten Motive innerhalb der GRAS-Domane die gleiche
dreidimensionale Anordnung aufweisen, die GRAS-Domane demnach in den MIGs hoch
konserviert vorliegt (Abb 2.9 A). Des Weiteren konnte die ausgedehnte Rossmann-
Faltung aBa-Sandwich-Konformation identifiziert werden (Abb. 2.9 B), eine strukturelle
Supersekundarstruktur welche auch in bakteriellen Methyltransferasen vorkommt (Zhang
et al., 2012).

A MtMIG1 MtMIG2 MtMIG3 OsSCL7
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Abbildung 2.9 Dreidimensionale Struktur der GRAS-Domaine
der MIGs. Die 3D-Modellierung wurde anhand des Strukturmodells
OsSCL7 (Li et al., 2016) durchgefuhrt. Die Sequenzmotive wurden
wie folgt eingefarbt: LR | und II: orange, VHIID: lila, PFYRE: griin
und SAW: rot. (A) Darstellung der Struktur der GRAS-Doméanen von
MtMIG1, MtMIG2, MtMIG3 und der Referenzstruktur OsSCL7. So-
wohl die Sekundar-, als auch die Tertiarstruktur der GRAS-
Domaéanen unterscheiden sich kaum untereinander. (B) Markierung
der a-Helices (gelb) und B-Faltblatter (blau) in der GRAS-Doméane
von MIG1, die zur ausgedehnten Rossmann-Faltung afa-
Sandwich-Konformation beitragen.

Neben funktionellen Domanen kénnen auch orthologe oder verwandte Proteine Auf-
schluss Uber die Proteinfunktion geben. Daher wurde die phylogenetische
Verwandtschaftsbeziehung der MIG-Proteine zu anderen GRAS-Proteinen untersucht. Zu
diesem Zweck wurde ein Alignment mit allen Proteinsequenzen der GRAS-Familien aus
Arabidopsis thaliana, M. truncatula, O. sativa und S. lycopersicum generiert und anschlie-

Rend die Verwandtschaftsbeziehungen in einem phylogenetischen Baum dargestellt (Abb.
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2.10). Die GRAS-Proteine wurden in die 13 bereits bekannten Unterfamilien HAM, Os19,
LS, SCL4/7, PAT1, SHR, SCL9, SCL3, SCR, Os4, RAM1, DELLA und DLT eingeteilt
(Bolle, 2015). MIG1 clustert in eine neue Gruppe von GRAS-Proteinen, welche bisher
noch nicht funktionell charakterisiert wurden. Lediglich die Existenz dieses Clusters wurde
bei den genomweiten Analysen der GRAS-Familien in Populus trichocarpa und S. lyco-
persicum erwahnt (Liu & Widmer, 2014; Huang et al., 2015). Folglich wurde dieses
Cluster nach dem ersten charakterisierten Protein ,MIG1“ benannt.

05056313801
M3g027430.1
M390228301|MTF 80)
Os12904380.1

@2

S1089014,
S1075052960

® symbiotische GRAS
® myc-induziert
verwendet in SE-Assay

Abbildung 2.10 Phylogenetische Analyse der GRAS-Proteinfamilie. Der phylogenetische Baum wurde mit
einem AS-Alignment von allen GRAS-Proteinen aus den Pflanzenarten A. thaliana, M. truncatula, S. lyco-
persicum und O. sativa generiert. Symbiotische GRAS-Proteine wurden durch einen griinen Punkt markiert.
Mykorrhiza induzierte Gene wurden mit einem pinken Punkt, Gene, die in dieser Arbeit in den SE-Assay ein-
geschlossen wurden mit einem blauen Punkt markiert. Das Alignment der Proteinsequenzen wurde mit Clustal
W durchgefiihrt. Der phylogenetische Baum wurde mit der Neighbour-Joining Methode mit der Software ME-
GA7, einem Bootstrap von 1000 (jeweiliger Wert wird an jedem Knoten angezeigt) und einer paarweisen
Luckendeletion generiert. MIG1 gruppiert in einen neuen Ast, welcher keine Orthologe aus A. thaliana oder O.
sativa beinhaltet. (Diese Abbildung wurde in besserer Auflésung als Anhang 2 digital angefugt.)
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Um einen detaillierteren Uberblick der MIG1-Klade zu erlangen, wurde die phylogeneti-
sche Analyse erweitert, indem zusatzliche Sequenzen aus weiteren Pflanzenarten
hinzugefigt wurden. Gegenlber dem konservierten C-Terminus besitzen GRAS-Proteine
einen variablen N-Terminus, welcher die jeweiligen Unterfamilien definiert (Bolle, 2004).
Dementsprechend wurden weitere Sequenzen anhand von BLASTp-Analysen mit der N-

terminalen MIG1-Sequenz als Suchsequenz identifiziert. Die Evaluation der Daten zeigte,

Tabelle 2.2 Zusammenfassung der BLASTp Analyse mit dem MIG1-N-Terminus als Suchsequenz. Per
BLASTp wurden mit dem N-terminus von MIG1 als Suchsequenz Proteinsequenzen in anderen Pflanzenarten
identifiziert. Redundante Sequenzen wurden manuell herausgefiltert. V. I. n. r.. Abkirzung und Name der
Pflanzenart, Anzahl an identifizierten Proteinen zugehdrig zur MIG1-Klade (Absenz durch - gekennzeichnet),
Anzahl an Sequenzen inkludiert in der phylogenetischen Analyse der MIG1-Klade (Abb. 2.11) und der Sekun-
darstrukturvorhersage (oranger Punkt), AM-Wirtspflanze (+) bzw. Nichtwirtspflanze (-) und falls vorhanden
eine Referenz.

Anzahl Sekundar-
Pflanzenart Sequenzen struktur- AM-Wirt Referenz
NCBI Abb. 2.11 vorhersage

Al Arabidopsis lyrata - - -
At Arabidopsis thaliana - - -
Br Brassica rapa - - -
Ca Cicer arietinum 2 1 +
Cc Citrus clementina 2 2 +
Cc Coffea canephora 4 4 +
Cr Capsella rubella - - -
Cs Citrus sinensis 2 2 +
Eg Eucalyptus grandis 5 5 +
Fv Fragaria vesca 2 2 +
Gm Glycine max 4 4 +
Gr Gossypium raimondii 2 2 +
Gs Glycine soja 4 3 +
Jc Jatropha curcas 4 3 +
La Lupinus angustifolius - - -
Lj Lotus japonicus 3 3 ° + Xue et al. (2015)
Mn Morus notabilis 4 4 ° +
Md Malus domestica 7 4 ° +
Mt Medicago truncatula 5 5 ° +
Ns Nicotiana sylvestris 3 3 +
Nt Nicotiana tomentosiformis 2 2 +
Os Oryzae sativa - - +
Pb Pyrus x bretschneideri 3 3 +
Pd Phoenix dactylifera 5 4 +
Pe Populus euphratica 4 4 +
Pm Prunus mume 3 2 +
Pp Prunus persica 3 2 ° +
Pt Populus trichocarpa 8 7 ° + Liu & Widmer (2014)
Pv Phaseolus vulgaris 3 2 ° +
Rc Ricinus communis 4 4 ° +
Si Sesamum indicum 1 1 +
Si Solanum lycopersicum 6 6 ° + Huang et al. (2015)
St Solanum tuberosum 4 4 +
Tc Theobroma cacao 2 2 ° +
Th Thellungiella halophila - - -
Va Vigna angularis 3 3 +
Vv Vitis vinifera 1 1 +
Zm Zea mays - - +
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dass Proteine des MIG1-Clusters in weiten Teilen des Pflanzenreichs verbreitet sind und
in vielen Pflanzen sogar mehrfach auftreten (Tabelle 2.2 und Abb. 2.11). Hierbei wird
deutlich, dass die meisten Pflanzen, wie auch M. truncatula mehrere Proteinsequenzen in
diesem Cluster besitzen, was mdglicherweise auf Genduplikationen zurlickzuflihren ist.
Erwahnenswert ist, dass sowohl alle finf Gene aus M. truncatula (Medtr7g109580,
Medtr1g086970 (Hogekamp et al., 2011), MtMIG1, MtMIG2, MtMIG3 (Abb. 2.4 und 2.5)),

* M. truncatula

© Sekundarstrukturvorhersage

GmXP 0035248171

GsKHN 12878 1

MaXP 008351161 1
@ MaxP 008390567.1

PEXP 009370004.1

L PI25E2800 axwyg

L'PLE661L00 dXdd

1'91298€800 &XPHN

Abbildung 2.11 Phylogenetische Analyse des MIG1-Astes. Der phylogenetische Baum wurde mit Hilfe
eines Aminoséaure-Alignments von GRAS-Proteinen aus unterschiedlichen Pflanzenarten generiert. Die Se-
quenzen wurden durch eine Datenbanksuche mit BLASTp und dem N-terminus von MIG1 als
Eingabesequenz erhalten. Redundante Sequenzen wurden manuell herausgefiltert. Zudem wurden publizierte
Sequenzen von L. japonicus (Xue et al., 2015), P. trichorcarpa (Liu & Widmer, 2014) und S. lysopersicum
(Huang et al., 2015), welche zu diesen Ast zugeordnet werden konnten, inkludiert. Das Alignment der Pro-
teinsequenzen wurde mit Clustal W durchgefiihrt. Der phylogenetische Baum wurde mit der Neighbour-
Joining Methode mit der Software MEGA7, einem Bootstrap von 1000 (jeweiliger Wert wird an jedem Knoten
angezeigt) und einer paarweisen Liickendeletion generiert. Sequenzen von M. truncatula sind mit einem pin-
ken Stern markiert. Proteinsequenzen, welche fiir die Sekundarstrukturvorhersage verwendet wurden, sind

mit einem orangenen Punkt markiert.
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als auch alle Gene aus L. japonicus (Xue et al., 2015) wahrend der AM-Symbiose ver-
starkt exprimiert werden. Interessanterweise konnten in der NCBI-Datenbank keine
Orthologe in der Familie der Nichtwirtspflanzen Brassicaceae gefunden werden. Auch in
Lupinus angustifolius, eine der wenigen Leguminoseae, welche nicht in der Lage ist eine
AM-Symbiose einzugehen, wurde keine Proteinsequenz innerhalb des MIG1-Astes identi-
fiziert. Diese Analyse liefert Hinweise darauf, dass Proteine des MIG1-Astes generell eine
Rolle in der AM-Symbiose einnehmen kdnnten. In monokotyledonen Pflanzen konnte
ausschlieBlich in der Palme Phoenix dactylifera MIG1-verwandte Proteine identifiziert
werden.

Die Proteinsequenzen der MIG1-Klade besitzen alle einen charakteristischen N-Terminus,
welcher keine bekannten Domanen aufweist. Eine genauere Betrachtung des Alignments
der MIG1-verwandten Sequenzen deckte allerdings die Existenz dreier hochkonservierter
AS-Bereiche am Ende des N-Terminus auf (Abb. 2.12 A). Fir eine bioinformatische Se-
kundarstrukturvorhersage wurden N-Termini von 18 verschiedenen Proteinen aus
unterschiedlichen Pflanzen ausgewahlt (markiert in Tab 2.2 und Abb. 2.11). Die in silico
Analyse zeigte, dass jede der hochkonservierten Sequenzbereiche einer putativen a-Helix
zugeordnet werden konnte (Abb. 2.12 B; in Zusammenarbeit mit Sven Heidt). Des Weite-
ren konnte in jeder untersuchten Sequenz eine vierte a-Helix vor den drei anderen
vorhergesagt werden, jedoch lag die Lokalisation dieser weniger konserviert vor. Auffallig
war zudem, dass in 17 der 18 analysierten Sequenzen putative DNA-Bindestellen im ers-
ten hochkonservierten AS-Bereich vorhergesagt werden konnten. Die konservierte
Sequenz, putative Sekundarstruktur und Existenz von DNA-Bindestellen deuten auf eine
gemeinsame Funktionsweise der Proteine der MIG1-Klade als Transkriptionsregulatoren
hin (Abb. 2.12 C). Die Tatsache, dass orthologe Proteine der MIG1-Klade in Pflanzenar-
ten, welche keine AM-Symbiose ausbilden, fehlen, kdnnte daflir sprechen, dass es sich
nicht nur um strukturelle, sondern auch funktionelle Orthologe handelt, welche eine spezi-
fische Funktion in der AM-Symbiose ausuben.

GRAS-Proteine weisen N-terminal haufig intrinsisch ungeordnete Sequenzbereiche auf,
wodurch ihr funktioneller Polymorphismus erklart werden kann (Sun et al., 2011; Sun et
al., 2012). Auch die MIGs weisen diese typische Charakteristik in ihrem N-Terminus auf,
der C-Terminus liegt dagegen Uberwiegend geordnet vor (Abb. 2.13). Interessanterweise
liegen die vorhergesagten a-Helices (Abb. 2.12) am Ende des N-Terminus jeweils zwi-
schen vorhergesagten intrinsisch ungeordneten Bereichen, wodurch beide in silico
Struktur-Analysen miteinander vereinbar sind. Diese intrinsische Unordnung des N-
Terminus weist darauf hin, dass MIG-Proteine ihre Faltung an unterschiedliche Interakti-
onspartner, durch molekulare Erkennung dieser, anpassen konnen und somit

wahrscheinlich mehrere Bindungspartner besitzen.
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Abbildung 2.12 In silico Analyse der Proteinsequenzen des MIG1-Astes. (A) AS-Alignment der 100 engs-
ten Verwandten des MIG1 N-Terminus. Das Alignment wurde mit Clustal Omega konstruiert und in Jalview
bearbeitet. Der Farbcode entspricht den Voreinstellungen von ClustalX. Drei hoch konservierte AS-Bereiche
wurden am Ende des N-Terminus hervorgehoben (pink, I, I, Ill). (B, C) In silico Vorhersage der N-terminalen
Sekundarstruktur des MIG1-Astes. Die Analyse wurde in Zusammenarbeit mit Sven Heidt durchgefihrt und
enthielt 18 zuféllig gewahlte Proteinsequenzen aus unterschiedlichen Pflanzenarten (MIG1, MIG2 und MIG3:
pinke Punkte). Alle Proteine weisen vier putative a-Helices (blau) auf, drei davon innerhalb der hoch konser-
vierten Region (I, Il, 1ll). Die vierte (hellblau) ist schwacher konserviert und lokalisiert vor den drei anderen
(Sequenz nicht angezeigt). Fur alle Proteine wurden innerhalb des ersten konservierten AS-Bereiches (I)
zwischen zwei und vier DNA-Bindestellen (gelb oder griin, falls innerhalb der a-Helix) vorhergesagt. Eine
Ausnahme stellt RcXP_002519213.1 dar. Schematische Darstellung der vorhergesagten Sekundarstruktur
des N-Terminus der MIG1-gruppierenden Proteine (C).
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Abbildung 2.13 Vorhersage der intrinsischen Unordnung der MIGs. Aminosaure-Alignment der drei MIGs
wurde mit Clustal Omega konstruiert und in Jalview bearbeitet. Die intrinsische Unordnung wurde fir alle drei
Proteine unabhangig voneinander vorhergesagt (PrDOS) und gegen die jeweilige Aminosaure geblottet. Li-
cken in der Darstellung entsprechen den Licken des Alignments. Der Schwellenwert fur einen ungeordneten
Aminosaurebereich liegt bei 0,5. Vor allem der N-Terminus der MIGs besitzt intrinsisch ungeordnete Bereiche.
Die vorhergesagten a-Helices (blau) liegen zwischen diesen, in geordneten Sequenzbereichen.

2.4 MIG1 besitzt Transaktivierungsaktivitat in seinem N-Terminus

Die Vorhersage der DNA-Bindestellen im N-Terminus von MIG1 (Abb. 2.12) unterstitzt
die Hypothese, dass GRAS-Proteine als transkriptionelle Regulatoren agieren. In der Tat
konnte flr viele GRAS-Proteine, wie OsSLR1, LISCL und den symbiotischen GRAS-
Proteinen NSP1 und NSP2, eine Transaktivierungs- (TA-) Aktivitdt nachgewiesen werden
(Ogawa et al., 2000; Morohashi et al., 2003; Hirsch et al., 2009). Systematische Untersu-
chungen in Pflanzen verschiedener Phyla zeigten, dass selbst das urspriingliche DELLA-
Ortholog PpDELLAa aus dem Bryophyten Physcomitrella patens eine N-Terminale TA-
Aktivitat besitzt und als Wachstumsrepressor in hoéheren Pflanzen agieren kann
(Yasumura et al., 2007; Hirano et al., 2012). Demnach erlangte zumindest die Unterfami-
lie der DELLA-Proteine bereits vor Speziation der vaskularen Pflanzen ihre TA-Aktivitat.

Um zu untersuchen, ob auch MIG1 die Fahigkeit besitzt generell Gentranskription zu akti-
vieren, wurden Fusionskonstrukte mit der GAL4-DNA-Bindedomane konstruiert und in
den S. cerevisiae Stamm AH109 transformiert (in Zusammenarbeit mit Nina Rieger). Eine
vorhandene TA-Aktivitdt ermoglicht eine Expression der Reportergene und somit ein
Wachstum der Hefe auf Selektionsmedium. Als Positivkontrollen wurden die DELLA-
Proteine AtRGA und das urspringliche PpDELLAa verwendet, fir die bereits eine TA-
Aktivitat nachgewiesen werden konnte (Yasumura et al., 2007). Zudem wurde MtDELLA2
in diesem Experiment inkludiert. Alle getesteten GRAS-Proteine hatten die Fahigkeit eine

Transkription in Hefe zu aktivieren (Abb. 2.14). Auch eine Transformation mit der verkiirz-
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ten Version von MtMIG1, welche nur dessen N-Terminus beinhaltete, resultierte in einem
Wachstum der Hefe auf Selektionsmedium. Nach diesem Ergebnis besitzt MIG1 TA-
Aktivitdt, welche im N-terminalen Bereich lokalisiert zu sein scheint. Zusammen mit den
vorhergesagten DNA-Bindestellen ware es MIG1 demnach prinzipiell méglich an Promo-
torsequenzen von spezifischen Genen zu binden und deren Transkription wahrend der

AM-Symbiose zu regulieren.

DBD -W - WHA
Abbildung 2.14 Transaktivie-
rungstest in S. cerevisiae. TRP1
MtMIG1 wurde als Transformationsmarker,
HIS3 und ADE2 als Reportergene

<

MtMIG1-N verwendet. MtMIG1, MtDELLA2,
AtRGA1 und PpDELLAa wurden

MtDELLAZ2 | an die GAL4-DNA-Bindedomine
% | (DBD) fusioniert. Zusatzlich wurde

AtRGA1 eine verkiirzte N-terminale Versi-

on von MtMIG1 getestet (108 AS;

MtMIG1-N). Alle getesteten
PpDELLAa GRAS-Proteine zeigten eine TA-

Aktivitat in Hefe. (Nina Rieger)

2.5 Der MIG1-Promotor ist in R. irregularis-kolonisierten Zellen aktiv

Fir die spezifische Expression von Genen wahrend einem bestimmten Entwicklungssta-
dium wie beispielsweise der Wurzelkolonisierung durch AM-Pilze, sind cis-regulatorisches
Elemente in den Promotoren von Bedeutung an welche Transkriptionsfaktoren binden
kénnen. Das CTTC-Motiv wurde bereits 2004 als putatives cis-regulatorisches Element in
der AM-Symbiose identifiziert und als hinreichend fiir eine Arbuskel-assoziierte Expressi-
on erklart (Karandashov et al., 2004; Lota et al., 2013). Das Motiv besitzt die Kernsequenz
TCTTGTTC, wird jedoch auch leicht abgewandelt in einer grolen Zahl AM-induzierter
Gene gefunden. Eine weitere Eigenschaft des CTTC-Motivs ist die haufige Lokalisierung
in Nahe des Startcodons und die mogliche kooperierende Funktionsweise mit dem Phos-
phatmangel-assoziierten Motiv P1BS (PHR1 Bindestelle) (Lota et al., 2013). Das P1BS-
Motiv mit der palindromischen Sequenz GnATATNnC konnte bereits in den Promotoren
vieler AM-assoziierter Gene identifiziert werden, findet sich aber generell in assoziiert mit
Genen der allgemeine Phosphathomdostase der Pflanze (Rubio et al., 2001; Chen et al.,
2011; Sobkowiak et al., 2012).

Um einen genaueren Einblick Uber die Genregulation von MIG1, MIG2 und MIG3 zu er-
langen wurde nach der Prasenz der AM-assoziierten Motive CTTC und P1BS in den
Promotoren gesucht. Als Promotorsequenz wurden 2 kb vor dem Startcodon ATG defi-
niert. Auch in ihrer Promotorsequenz besitzen die duplizierten Sequenzen MIG1, MIG2

und MIG3 mit etwa 50 % eine sehr hohe ldentitdt untereinander. Dennoch findet man
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deutliche Unterschiede in der Anordnung und Anzahl der cis-regulatorischen Elemente in
den Promotoren der MIG-Gene (Abb. 2.15 und Tab. 2.3). Wahrend MIG1 vier CTTC-
ahnliche Motive besitzt, von denen zwei nahe am ATG lokalisieren, besitzen MIG2 und
MIG3 jeweils nur zwei CTTC-ahnliche Sequenzbereiche. Nur bei MIG2 findet sich eines
davon auch in der Nahe des ATGs. MIG1 besitzt zudem ein P1BS-Element an Position
-326 bp. Von MIG2 und MIG3 besitzt lediglich MIG3 eine P1BS-Sequenz, jedoch befindet

sich diese nicht in der Nahe des Startcodons.

Identitat [%]

O S O £ MtMIG1 }53 s
o O MtMIG2 }46'90 44,61
<O (@) <O MtMIG3 ’
2000 -1500 -1000 -500 +1 bp (ATG)

CTTC P1BS

Abbildung 2.15 In silico Promotoranalyse von MIG1, MIG2 und MIG3. Die 2 kb-Region vor dem jeweiligen
ATG von MIG1, MIG2 und MIG3 wurde auf AM-assoziierte Motive untersucht. Das AM-induzierbare cis-
regulatorische Element CTTC mit einem Basenaustausch verglichen zum Konsensus ist durch eine Raute
reprasentiert (Lota et al.,, 2013). Zudem ist das Phosphatmangel-induzierte Element P1BS gezeigt (Kreis)
(Rubio et al.,, 2001). Motive, welche auf dem + Strang vorkommen, sind blau, Motive auf dem — Strang
schwarz dargestellt. Die prozentuale Identitat auf Nukleotidebene der Promotorbereiche untereinander ist links
angegeben.

Tabelle 2.3 Sequenz und Lokalisation der Promotormotive von MIG1, MIG2 und MIG3. Die Tabelle stellt
die exakten Sequenzen und Lokalisierung der identifizierten Motive in den jeweiligen Promotorbereichen dar.
Motive, welche auf dem + Strang vorkommen, sind blau, Motive auf dem — Strang schwarz dargestellt.

Motiv CTTC P1BS

Konsensus TCTTGTTC GnATATNnC

-80 TCTTGTTa

-89 TCTTGTTa

et -632 TCTTcTTC
-1674 TCTTGgTC

-362 GaATATaC

92 TCTTGTTa
L2 -467 TCTTGTTt
-871 TCTgGTTC

MIG3 Pt e -1222 GgATATgC

Die bioinformatische Untersuchung der MIG-Promotorsequenzen bestatigte die bisherigen
Expressionsstudien, in denen gezeigt wurde, dass MIG1 eine spezifische AM-Expression
besitzt, welche positiv mit PT4 korrelierte, wohingegen MIG2 und MIG3 eine hbhere Ba-
sisexpression besitzen (Abb. 2.4, 2.5 und 2.7). Uberdies bekraftigt das Vorkommen einer
P1BS-Sequenz im Promotor von MIG1 dessen Phosphat-regulierte Expression (Abb. 2.6).
Die bisherigen Ergebnisse deuten darauf hin, dass MIG1 von den drei Duplikationen am
ehesten eine spezifische Funktion in der AM-Symbiose ausiiben kénnte. Folglich haben

sich die weiteren Untersuchungen vor allem auf MIG1 fokusiert.
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In Abschnitt 2.1 konnte mit Hilfe der qPCR-Methode eine spezifische Expression von
MIG1 wahrend der Mykorrhizierung festgestellt werden. Hierbei wurde allerdings das
Wurzelgewebe als Ganzes analysiert, wodurch keine Riickschlisse auf das raumliche
Expressionsmuster von MIG1 méglich sind. Aus diesem Grund wurden Promotorreporter-
Assays durchgefiihrt, welche einen Einblick erlauben, in welchem Gewebe und welchen
Zellen eine Expression von MIG1 stattfindet. Der Promotor von MIG1 (PMIG1,,) wurde
dem Reportergen B-Glucuronidase (GUS) vorangestellt. Als Kontrolle wurde der Leervek-
tor (empty vector - EV), ohne Promotor, verwendet. In diesem Versuch wurden
M. truncatula composite Pflanzen, welche mit dem jeweiligen Konstrukt transformiert wa-
ren, verwendet. Composite Pflanzen bestehen aus Wurzeln, welche mittels
Agrobacterium rhizogenes transformiert wurden und einem untransformierten Spross.
Diese wurden mykorrhiziert und 5 wpi geerntet. Anschliefend wurde die Expression von
GUS durch Farbung der Wurzeln visualisiert. Eine Gegenfarbung mit WGA-FITC diente
zum Anfarben pilzlicher Strukturen. Mykorrhizierte Kontrollwurzeln weisen deutlich intra-
radikale Hyphen und Arbuskeln im FITC-Kanal auf (Abb. 2.16 A). Im Hellfeld erkannte
man lediglich eine schwache Blaufarbung, welche ausschliellich im Zentralzylinder zu
finden war. PMIG14,-GUS Wurzeln, welche keinen pilzlichen Kontakt hatten (nicht mykor-
rhiziert - nm), besallen eine vergleichbare GUS-Farbung wie mykorrhizierte und nicht
mykorrhizierte EV-Wurzeln, beschrankt auf den Zentralzylinder (Abb. 2.16 B). Eine Mykor-
rhizierung der Wurzeln zeigte dagegen eine spezifische Aktivierung des M/G7-Promotors
in arbuskulierten Zellen (Abb. 2.16 C). Deutlich wurde dies daran, dass die Signale des
WGA-FITC und der GUS-Farbung kolokalisierten. Im untersten Bild ist eine kolonisierte
Wourzel gezeigt in der keine Arbuskeln, sondern nur intraradikale Hyphen vorhanden wa-
ren. Hier konnte eine blaue Farbung des Zentralzylinders sowie, zwar eine schwache,
aber dennoch erkennbare GUS-Farbung in Assoziation mit den pilzlichen Hyphen beo-
bachtet werden.

Da eine Farbung des Zentralzylinders sowohl in Wurzeln mit dem Konstrukt PMIGy,-
GUS, als auch in EV-Wurzeln zu finden war, handelte es sich hierbei wahrscheinlich um
eine unspezifische Hintergrundfarbung. Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass
der Promotor von MIG1 in kortikalen Zellen aktiviert wird, welche in nahem Kontakt zu
dem AM-Pilz stehen. Die starkste Aktivierung lieR sich in Zellen finden, welche Arbuskeln

enthielten.
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2 Ergebnisse - 2.5 Der MIG1-Promotor ist in R. irregularis-kolonisierten Zellen aktiv

A

PMIG1,, nm EV myc

PMIG1,,, myc

Abbildung 2.16 Expressionsanalyse von MIG1 mit Hilfe eines Promotorreporters. Composite Pflanzen
wurden ohne (nm = nicht mykorrhiziert) oder mit R. irregularis (myc = mykorrhiziert) inkubiert und 5 wpi geern-
tet. Die Promotor-Aktivitdt wurde durch eine GUS-Farbung sichtbar gemacht. Eine Gegenfarbung mit WGA-
FITC diente zum Anfarben pilzlicher Strukturen. (A) In mykorrhizierten EV-Wurzeln lassen sich deutlich durch
WGA-FITC gefarbte intraradikale Hyphen sowie Arbuskeln erkennen (Mitte). Eine schwache GUS-Farbung
zeigt sich ausschlieRlich im Zentralzylinder (links; Uberlagerung: rechts). (B) PM1G1a (2 kb vor dem ATG)
wurden vor das GUS-Reportergen kloniert. Ohne Mykorrhizierung (nm) zeigt PMIG1.4 eine schwache Far-
bung im Zentralzylinder. (C) Eine Mykorrhizierung der PMIG12, Pflanzen resultiert in einer starken Aktivierung
des Promotors in arbuskulierten Zellen sowie einer schwachen Aktivitat in Assoziation mit intraradikalen Hy-
phen. Links: Hellfeld; Mitte: WGA-FITC; rechts: Uberlagerung. (MaRstabsbalken entsprechen 100 ym).
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2 Ergebnisse - 2.6 MIG1 spielt eine Rolle in der Arbuskelentwicklung

Um den regulatorischen Promotorbereich, verantwortlich fir diese AM-spezifische Ex-
pression, einzuengen, wurden sukzessiv verkiirzte Promotorversionen von MIG1 vor das
GUS-Reportergen fusioniert (Abb. 2.17 A). Mykorrhizierungen von composite Pflanzen,
welche mit den Konstrukten 1 kb, 550 bp oder 230 bp transformiert waren, zeigten eine
spezifische Aktivierung des Promotors in arbuskulierten Zellen (Abb. 2.17 B; exemplarisch
ist PMIG1,300p dargestellt). Dementsprechend ist der 230 bp-Bereich vor dem ATG ausrei-
chend flr eine spezifische Aktivitat in Arbuskel-enthaltenden Zellen, das P1BS-Element

ist dagegen nicht notwendig fir eine AM-assoziierte Expression von MIG1.

A | | I Il 2000bp v
I M) 1000bp v
= CTTC T s50b0p v
= P1BS ) 230bp v
B

PMIG1 5305, Myc

Abbildung 2.17 Expressionsanalyse von verkiirzten MIG71-Promotorsequenzen. (A) Schematische Dar-
stellung der sukzessiven Verkurzung des MIG1-Promotors. Der Promotor wurde von 2000 bp auf 1000 bp,
550 bp und 230 bp vor dem ATG verkurzt. Detektierte GUS-Aktivitat in Arbuskel-enthalenden Zellen ist rechts
mit einem Haken angezeigt (CTTC = blau, P1BS = orange). (B) Composite Pflanzen wurden mit PMIG1230bp
transformiert und mykorrhiziert. Die Promotor-Aktivitdt wurde durch eine GUS-Farbung sichtbar gemacht
(links, Hellfeld). Eine Gegenfarbung mit WGA-FITC diente zum Anférben pilzlicher Strukturen (Mitte; Uberla-
gerung: rechts). Eine verkilrzte Version des Promotors von 230 bp ist ausreichend um eine spezifische
Expression in arbuskulierten Zellen hervorzurufen. (Malstabsbalken entsprechen 100 pm).

2.6 MIG1 spielt eine Rolle in der Arbuskelentwicklung

Die bisherigen Ergebnisse betreffend der MIG 1-Expression deuten auf eine Funktion des
Proteins in der AM-Symbiose hin. Fir die GRAS-Proteine DELLA1, DELLA2, RAM1 und
RAD1 wurde bereits gezeigt, dass sie in der Entwicklung von Arbuskeln involviert sind
(Gobbato et al., 2012; Floss et al., 2013; Park et al., 2015; Rich et al., 2015; Xue et al.,
2015).

In der Datenbank fir M. truncatula Insertionsmutanten konnte keine Linie mit einer Tnt1-

Insertion in MIG1 identifiziert werden (http://medicago-mutant.noble.org/mutant/). Dem-
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2 Ergebnisse - 2.6 MIG1 spielt eine Rolle in der Arbuskelentwicklung

nach wurde in unterschiedlichen Anséatzen versucht eine Herunterregulation des MIG1-
Transkripts via RNA Interferenz (RNAI) zu erreichen. Im ersten Konstrukt wurde eine Se-
quenz von 207 bp verwendet, welche sich im vorderen Bereich des ORFs von MIG1
befand. Als Promotor wurde der konstitutiv exprimierende 35S-Promotor verwendet. Das
resultierende Konstrukt P35S-MIG1-RNAi.1 wurde in M. truncatula Wurzeln transformiert.
Da MIG1 eine sehr schwache Basisexpression besitzt, wurden die Wurzelkulturen mykor-
rhiziert (8 dpi) und anschliellend die Expression von MIG1 quantifiziert (Abb. 2.18). Das
MIG1-Transkript lag in den mykorrhizierten EV-Linien wie erwartet induziert vor, zeigte
allerdings weder in den mykorrhizierten, noch in den unmykorrhizierten Proben eine signi-
fikante Anderung seiner Expression durch das RNAi-Konstrukt P35S-MIG1-RNAi.1.
Aufgrund der hohen Homologie zwischen MIG1, MIG2 und MIG3 ist es mdglich, dass das
RNAi-Konstrukt zu einer Herrunterregulierung der Duplikationen flihrte. Die Quantifizie-
rung zeigte, dass MIG2 und MIG3 wie MIG1 eine erhohte Expression durch die
Mykorrhizierung, aber keine Anderung ihrer Expression in MIG1-RNAi.1 zeigten. Als Mar-
ker fir die Mykorrhizierungseffizienz wurden PT4 (Harrison et al., 2002) und RITEF
quantifiziert. Durch das Konstrukt P35S-MIG1-RNAi.1 konnte demnach keine Herunterre-

gulation von MIG1 erreicht werden.
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Abbildung 2.18 Expressionsanalyse in Wurzelkulturen mit dem Konstrukt P35S-MIG1-RNAi.1. Wurzel-
kulturen transformiert mit EV oder MIG1-RNAi.1 wurden mit (myc) oder ohne (nm = nicht mykorrhiziert)
R. irregularis inkubiert und 8 dpi geerntet. Die Expressionslevel von MIG1, MIG2, MIG3, dem Mykorrhizamar-
ker PT4 und dem pilzlichen Markergen RIiTEF wurden per qPCR ermittelt. Die Expression wurde auf das
Haushaltsgen MtTEF1a normalisiert. Es konnte keine Herunterregulation von MIG1 festgestellt werden. Auch
MIG2 und MIG3 zeigten keine veradnderte Expression im Vergleich zu den EV Linien. (n = 3, Fehlerbalken
entsprechen SD. Zweistichproben-t-Test wurde zur Kalkulation der Signifikanz verwendet, unterschiedliche
Buchstaben zeigen einen signifikanten Unterschied mit einem p-Wert < 0,05).
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2 Ergebnisse - 2.6 MIG1 spielt eine Rolle in der Arbuskelentwicklung

Aufgrund dessen wurden nacheinander RNAi-Konstrukte kloniert, die komplementar zu
unterschiedlichen Sequenzbereichen waren (Abb. 2.19). Dabei wurde die Sequenz ver-

langert und auf den 5-UTR von MIG1 ausgeweitet.

MIG1 TTAATTTCACATTAA-ACTAAGCACAAACTATACCTTAATTC--TTAATCAACAAAGG-~ 55

MIG2 ====GTTTGTATAGATATTAAAAAGAAAAAACAAAGTATGACAACTAATTAATAA ===~ S1
MIG3 ======= CACATTAA-ACTAAGCATAAACTATACCTTAATTCACTTAATCAACAAAGGAA 52
- .- » LR L L LR . LA

MIG1 ==TTCATTAATATTAA-AATAAAGCAAAGTATGATAATGACT-~-TA-TAACAATAATCAT 109
MIG2 ===TAATA-ATAATAATAATAATAATAATAATAATAAT-AGTAGTAGTAGTAGTAATAAT 106
MIG3 GGTTCATATATATTAA-AATAAAACAAAGAATGACAGTGACTACTACTAATAAGAATAAT 111

. e R AR AR .. L . v . e

MIG1 AATCTTGTTAATCTTGTTAAATAGAAAATGAAGTGCATAA-~~AGAAAATA-CTAGTT-G 164

MIG2 AATCTTCTTA-====w= TATATAGAGAATGTGGTTCATAATTAAGAACATAATTAGTTTG 159
MIG3 AATCTTATTAAT--TGTTATATATAGAATGAAGTACATAA~~~~GAACATAATTAGTTTT 165
LR LA L LA - LA AR - LA R R LA Al LA Al LA A A Al

MIG1 AAACTCATAATACTAAAG--AAAAATTTGTTTGAATCTATGATGGAAAACTTGTGGGAAT 222
MIG2 AAACTAATTACACTGAAAGAAAAAATTAGTTTCAATTGGTGATGGAAAACTTGTGCAATT 219

MIG3 AAACCAATAATACTAAAA-AAAAAATTGTTTTT----- GTTATGGAAAACTTATACAATT 219
LR R - L - LB R R RN LR R - LA R R R - -
MIG1 TTGGTGAGTTCAGTIT--=rrcmccccccccncceceeceaannen=- TGATAC-==== 244

MIG2 TTGGTGACTTGAGTTTCAATATAGTTGAGGATAAACTTAGTTCATCCAATGATATTTTTT 279
MIG3 TGGGTGACTTCAGTTTCAATATAGTTGAGGATAAACTTAGTTCATCCAATGATACATTTT 279

L L ) LA A

MIG] ===eccccccccccccccc== AACGAAAAATGTTAAATTTTCTGTAGCAGAAGATCTAG 282
MIG2 GGGAAACCAACAAACTTAGTGAAATGAAAAATGTTAAATTTTCTGTAGAAGAAGATCTAG 339
MIG3 GGGAAACCAAAGGGCATAATGAAATGAARAATGTACAATTTTCTGTAGCAGAAGATCTAG 339

MIG1 GAGACTGTAATGGAATTGAGTCTCTTTGCTCTAATTTTGGTTTCTTTGAAGATGATCCAT 342
MIG2 GAGACTACAATGGAATTGAGTCTCTTTGCTCTAATTTTGGTTTCTTTCAAGATGATCCAT 399
MIG3 GAGACTATAATGGAATTGAGTCTCTTTGCTCTAATTTTGGTTTCTTTCAAGATGATCCAT 399

LR DR

MIG1 CA---CAAGAAGAAGAGCTTCTTCT-TTCCACTAATCAACAAAAGTATCACCACCAACCA 398
MIG2 CA-=--CAAGAAGATGAGCTTCTTCT-TTCCACTGATCAACAAAAGTATCATCAACAACCA 455
MIG3 CATATCAAGAAAATGAGTTCCTAAAGTTTCATC-ACCAACAA== === === CAAGAATCA 449

- R D  Arreen .. e ae

MIG1 TATCTAGATTATGAAGCTTTTGATAACTTCAACATTGACATGGTTCACTTTGATGA-ACA 457
MIG2 TATCAAGATTACGAATCTTTTGATAATCTACACTTTGACATGGTTCAATTTGATGA-ACA 514
MIG3 TATCAAGATTATGAAACTTTTGATAACCTACACTTTGACATGGTTCACTTTGGTGACACA 509

R . L Y

MIG1 ACAATGTCCTAC-AAGAATTCTTCCATTTTGTGACAGAAAAAAGGACAATCAATATTACC 516

MIG2 ACAATGTCCAACAAAAAACCCICC=snnnnnnnnnnansssssssnnnnnneneeeee = 538
MIG3 AAAAAG---GACCAACCATTCTACCA=====mmmmmmmcccccccceeemaeaeee-—- 532
- - - - - - LR -

MIG1 AACCATCACCTTTAACACCAGTGGAGATATTGAAGAATTACGGCARAGGATTCAAGAGGT 576
MIG2 -ACT-==~T-TGTGACACAAA-~-AAAAGATC -AACAATTCTACCAAA---CTCCACCAAT 586
MIG3 AACT--=--CCTTTAGCACCAGTTGACATATTGAAGAATTATGGCAAAGGATTCAAGAGGC 588

.- . EE R . r e A AR LR . »

MIG1 TATCAC-CTGATGAAGGAARAATCC 600 |T?NAi.1| |T?NAi.3|

MIG2 TGAGATATTGAAGA======m==m= 600
MIG3 TATTAC-CTGATG-=====mmmnn= 600 RNAI 2 RNAI 4

Abbildung 2.19 Verwendete RNAi-Konstrukte zur Herunterregulation des MIG71-Transkripts. Abgebildet
ist ein Alignment, welches mit Hilfe von Clustal Omega erstellt wurde und 600 bp der Nukleotidsequenz von
MIG1, MIG2 und MIG3 darstellt. Die ausgewéhlte Sequenz umschliet das Startcodon ATG (gelb). Uberein-
stimmende Basen in allen drei Sequenzen wurden durch einen Stern unterhalb der Sequenz markiert. Die
Sequenzabschnitte, welche zur Herstellung von Haarnadel-Strukturen verwendet wurden, sind mit farbigen
Linien jeweils Uber der Sequenz gekennzeichnet. RNAi.1 207 bp (lila), RNAi.2 213 bp (orange), RNAi.3 315
bp (blau) und RNAi.4 422 bp (griin).
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2 Ergebnisse - 2.6 MIG1 spielt eine Rolle in der Arbuskelentwicklung

In Kombination mit dem 35S-Promotor konnte jedoch in keinem der Versuche eine effizi-
ente Herunterregulation von MIG1 erreicht werden, auch nicht bei der Verwendung von
composite Pflanzen anstatt Wurzelkulturen (Tab. 2.4). Pumplin et al. (2012) berichten von
einer Reduktion der 35S-Promotoraktivitat in Arbuskel-enthaltenden Zellen. Da MIG1 aus-
schlieBlich in eben solchen Zellen exprimiert wird, kénnten RNAi-Konstrukte in
Kombination mit dem 35S-Promotor ungeeignet sein, um die Expression von MIG1 gezielt
herunterzuregulieren. Folglich wurden alternative Promotoren fur die Expression der
RNAIi-Konstrukte verwendet. Zum einen wurde die Expression durch den konstitutiven
Promotor von AtUBI3 (Ubiquitin3) verwendet und zum anderen der Promotor des AM-
Markergens MtPT4, welches in Arbuskel-enthaltenden Zellen aktiviert wird (Devers et al.,
2013). In der Tat konnte mit Hilfe dieser Promotoren eine Reduktion des MIG1-

Transkriptes erreicht werden.

Tabelle 2.4 Ubersicht der durchgefiihrten MIG1-RNAi Versuche. Aufgefiihrt sind die verwendeten Kon-
strukte (Promotor und RNAI-Sequenz, vgl. Abb. 2.20), das Mykorrhizierungssystem, die Inokulationszeit, ein
Verweis auf eine zugehdrige Abbildung und ob eine Herrunterregulierung von MIG1 erreicht wurde.

Promotor RNAI- Mykorrhizie- Inokula_tions- Abbildung Herunterregulation
Konstrukt rungs-system zeit von MIG1
P35S RNA..1 Wurzelkultur 8 dpi 2.19 nein
P35S RNAi.2 Wurzelkultur 11 dpi nein
P35S RNAI.3 composites 5 wpi nein
P35S RNAi.4 composites 5 wpi nein
PAtUBI3 RNAI.3 composites 5 wpi 2.20 ja
PMtPT4 RNAI.3 composites 5 wpi 2.22 ja
PMtPT4 RNAIi.4 composites 5 wpi ja

In Wurzeln, welche mit dem Konstrukt PAtUBI3-MIG1-RNAI.3 transformiert und mykorri-
ziert waren, konnte eine Herunterregulation der MIG1-Expression von 70 % erreicht
werden (Abb. 2.20). Die Transkriptmenge ist dabei so niedrig, dass kein signifikanter Un-
terschied zu EV-Proben, welche nicht mykorrhiziert wurden, vorlag. Auch die
Duplikationen MIG2 und MIG3 erfuhren eine signifikante Reduktion ihrer Expressionen
(MIG2: 76 %; MIG3: 54 %). Das Arbuskelmarkergen PT4 zeigte eine leicht verminderte
Expression in den RNAI-Linien, welche allerdings nicht signifikant war. Im Gegensatz da-
zu konnte eine schwache Induktion der RITEF-Expression gemessen werden, dieser

Unterschied war aber ebenfalls nicht statistisch signifikant.
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Abbildung 2.20 Herunterregulation von MIG1 in composite Pflanzen durch das Konstrukt PAtUBI3-
MIG1-RNAi.3. Composite Pflanzen transformiert mit EV oder MIG1-RNAi.3 wurden mit (myc) oder ohne (nm =
nicht mykorrhiziert) R. irregularis inkubiert und 5 wpi geerntet. Die Expressionslevel von MIG1, MIG2, MIG3,
dem Mykorrhizamarker PT4 und dem pilzlichen Markergen RiTEF wurden per gPCR ermittelt. Die Expression
wurde auf das Haushaltsgen MtTEF1a normalisiert. Die Herunterregulation von MIG1 konnte verifiziert wer-
den. Auch MIG2 und MIG3 haben ein vermindertes Expressionsniveau in den MIG1-RNAi Linien. PT4 zeigt
eine schwache Reduktion, RITEF dagegen eine leicht hdhere Expression in den MIG1-RNAi Linien. (n 2 3,
Fehlerbalken entsprechen SD. Zweistichproben-t-Test wurde zur Kalkulation der Signifikanz verwendet,
unterschiedliche Buchstaben zeigen einen signifikanten Unterschied mit p-Wert < 0,05).

Eine phanotypische Evaluation der kolonisierten PAtUBI3-MIG1-RNAi.3 Wurzeln wurde
mit Hilfe einer WGA-FITC-Farbung pilzlicher Strukturen durchgefiihrt. In den RNAi-Linien
konnte ein Defekt in der Arbuskelreifung festgestellt werden (Abb. 2.21). So wurde in die-
sen Linien verglichen mit EV-Wurzeln eine verringerte Zahl reifer Arbuskeln (ma % -
mature arbuscules) festgestellt, im Vergleich dazu konnte eine signifikant erhéhte Zahl
deformierter und weniger stark ausgebildeter Arbuskeln (da %) ermittelt werden (Abb.
2.21 B). Eine Quantifizierung der Mykorrhizierungsfrequenz (F %) und damit die Koloni-
sierung durch den AM-Pilz wiesen dagegen keinen Unterschied zwischen Kontroll- und
RNAIi-Wurzeln auf.
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Abbildung 2.21 Phanotypische Evaluation und Quantifizierung der Mykorrhizierung in PAtUBI3-MIG1-
RNAIi.3 composite Pflanzen. Composite Pflanzen transformiert mit EV oder MIG1-RNAi.3 wurden mit (myc)
oder ohne (nm = nicht mykorrhiziert) R. irregularis inkubiert und 5 wpi geerntet. (A) Visualisierung reprasenta-
tiver pilzlicher Strukturen in EV (links) und PAtUBI3-MIG1-RNAi Wurzeln (rechts) nach Farbung mit WGA-
FITC. Malistabsbalken entsprechen 100 pym. (B) Quantifizierung der Mykorrhizierung nach Trouvelot et al.
(1986). Die Frequenz der Kolonisierung (F%) ist in beiden Linien vergleichbar. Die Anzahl an reifen Arbuskeln
(ma % = mature arbuscules) ist in den RNAi-Linien vermindert, wohingegen die Anzahl an unreifen, deformier-
ten Arbuskeln (da %) erhoht ist. Analysierte Wurzelfragmente: 224 (EV); 284 (MIG1-RNAi). (n = 3,
Fehlerbalken entsprechen SD. Zweistichproben-t-Test wurde zur Kalkulation der Signifikanz verwendet; *p-
Wert < 0,05).

Um diesen Phanotyp zu verifizieren wurde ein zweites Konstrukt, PMtPT4-RNAi.3-MIG1,
auf seine Auswirkung in der Mykorrhizierung untersucht. Mit Hilfe des Arbuskel-
spezifischen Promotors von PT4 wurde eine signifikante Herrunterregulierung des MIG1-
Transkriptes von 62 % erreicht (Abb. 2.22 A). Auch durch dieses Konstrukt wurde die Ex-
pression der Duplikationen MIG2 und MIG3 beeinflusst. Im Vergleich zum vorherigen
Ergebnis wurde hierbei allerdings eine wesentlich schwachere Reduktion von 29 %
(MIG2) bzw. 47 % (MIG3) quantifiziert, wobei in beiden Fallen keine Signifikanz festge-
stellt werden konnte. Eine visuelle Quantifizierung der Mykorrhizierung konnte die
vorherigen Ergebnisse bestatigen (Abb. 2.22 B und C). Obwohl die Frequenz der Mykor-
rhizierung vergleichbar war, konnte in PMtPT4-MIG1-RNAi Wurzeln eine signifikant
verringerte Anzahl reifer Arbuskeln und Uberdies eine signifikante Zunahme an kleinen

deformierten Arbuskeln gemessen werden. Entsprechend dieser Ergebnisse konnte der
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Reduktion des MIG1-Transkriptes in zwei unabhangigen Untersuchungen ein Phanotyp in

der Arbuskelentwicklung zugeschrieben werden.
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Abbildung 2.22 Herunterregulation von MIG1 in composite Pflanzen durch das Konstrukt PMtPT4-
MIG1-RNAi.3. Composite Pflanzen transformiert mit EV oder MIG1-RNAi.3 wurden mit (myc) oder ohne (nm =
nicht mykorrhiziert) R. irregularis inkubiert und 5 wpi geerntet. (A) Die Expressionslevel von MIG1, MIG2 und
MIG3 wurden per gPCR ermittelt. Die Expression wurde auf das Haushaltsgen M{TEF1a normalisiert. Die
Herunterregulation von MIG1 konnte verifiziert werden. MIG2 und MIG3 haben ein nur leicht vermindertes
Expressionsniveau in den MIG1-RNAi Linien. (B) Visualisierung reprasentativer pilzlicher Strukturen in EV
(links) und PMtPT4-MIG1-RNAi Wurzeln (rechts) nach Farbung mit WGA-FITC. Malstabsbalken entsprechen
wenn nicht anders angegeben 100 ym. (C) Quantifizierung der Mykorrhizierung nach Trouvelot et al. (1986).
Die Frequenz der Kolonisierung (F%) ist in beiden Linien vergleichbar. Die Anzahl an reifen Arbuskeln (ma %
= mature arbuscules) ist in den RNAi-Linien signifikant vermindert, wohingegen die Anzahl an unreifen, de-
formierten Arbuskeln (da %) signifikant erhoht ist. Analysierte Wurzelfragmente: 349 (EV); 178 (MIG1-RNAi).
(n = 3, Fehlerbalken entsprechen SD. Zweistichproben-t-Test wurde zur Kalkulation der Signifikanz
verwendet; unterschiedliche Buchstaben zeigen einen signifikanten Unterschied mit einem p-Wert < 0,05; *p-
Wert < 0,05; ***p-Wert < 0,001).
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Ein Phanotyp in der Arbuskelentwicklung geht oft mit einer veranderten Expression von
AM-Genen einher. So konnte in ram7-Mutanten neben einer gestdrten Arbuskel-
verzweigung auch eine Reduktion von AM-asoziierten Genen, wie RAD1 (Park et al.,
2015; Xue et al., 2015), STR (Zhang et al., 2010), EXO70! (Zhang et al., 2015b), Vapyrin
(Pumplin et al., 2010), PT4 (Harrison et al., 2002), AMT2;4 und AMT2;5 (Breuillin-
Sessoms et al., 2015) beobachtet werden (Park et al., 2015). Um zu testen, ob auch eine
MIG 1-Herunterregulation zur Reduktion von Genexpressionen wahrend der AM-Symbiose
fuhrt, wurden bekannte Markergene in mykorrhizierten Kontroll- und RNAi-Wurzeln
quantifiziert. Interessanterweise konnte keine Expressionsanderung von Arbuskel-
assoziierten Genen, wie den GRAS-Proteinen RAM1, RAD1, DELLA1 oder DELLA2
festgestellt werden. Auch Gene, die eine Funktion im PAM-Aufbau inne haben, wie
EXO70Il, STR oder Vapyrin sowie Gene die den Nahrstoff-Transport wahrend der AM-
Symbiose vermitteln, wie AMT2;4, AMT2;5 und PT4 zeigten keine signifikanten
Expressionsanderungen in MIG1-RNAi-Wurzeln. Uberraschenderweise konnte aber eine
starke Induktion des GRAS-Gens NSP2, nicht aber seines funktionellen Pendants NSP1
beobachtet werden (Abb. 2.23 A und B). Die Verfligbarkeit des NSP2-Transkripts wird
durch die Mikro-RNA miR171h reguliert (Devers et al., 2011). Um zu Uberprifen, ob die
Induktion von NSP2 durch eine Reduktion von miR171h hervorgerufen wird, wurde
dessen Vorstufe (precursor), die pre-miR171h gemessen. Diese zeigt jedoch keine
Veranderung ihrer Abundanz in MIG1-RNAiI-Linien (Abb. 2.23 C). MIG1 kann demnach als
Negativregulator von NSP2 bezeichnet werden, wobei diese Transkriptionsregulation

unabhangig von miR171h zu sein scheint.
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Abbildung 2.23 MIG1-RNAi Wurzeln zeigen eine spezifische Induktion der Expression des GRAS-Gens
NSP2. Composite Pflanzen transformiert mit EV oder MIG1-RNAi.3 wurden mit R. irregularis inkubiert und 5
wpi geerntet. Das Expressionslevel von NSP1 (A), NSP2 (B) und der Vorstufe der NSP2-regulierenden Mikro-
RNA miR171h (pre-miR171h) (C) wurden per gPCR ermittelt. Die Expression wurde auf das Haushaltsgen
MtTEF1a normalisiert. Die Herunterregulierung von MIG1 fiihrt zu einer Induktion der NSP2-Expression, die
nicht durch Regulation der Mikro-RNA miR171h hervorgerufen wird. (Fehlerbalken entsprechen SD. n = 3.
Zweistichproben-t-Test wurde zur Kalkulation der Signifikanz verwendet, *p-Wert < 0,05; **p-Wert < 0,01).
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2 Ergebnisse - 2.7 Die AM-Symbiose interferiert mit der GA-Homdostase

2.7 Die AM-Symbiose interferiert mit der GA-Homoostase

Die bisherigen Parallelen zu DELLA-Proteinen, wie die nahe Verwandtschaftsbeziehung
(2.3), die vorhandene TA-AKktivitat (2.4) und Ahnlichkeit des Arbuskelphanotyps von MIG1-
RNAI (2.6) und der DELLA-Doppelmutanten dellat/della2 (Floss et al., 2013) lassen die
Vermutung aufkommen, dass MIG1 eine ahnliche Funktion wie DELLAs ausuben kdnnte.
DELLA-Proteine sind in der Regulation der GA-Antwort involviert. In der AM-Symbiose
wurde Gibberellin eine negative Rolle in der Arbuskelentwicklung zugeschrieben (El
Ghachtouli et al., 1996; Floss et al., 2013; Foo et al., 2013; Yu et al., 2014; Martin-
Rodriguez et al., 2015; Takeda et al., 2015). Allerdings konnte ein Anstieg der GA-
Synthese im Laufe der Mykorrhizierung festgestellt werden (Garcia-Garrido et al., 2010;
Ortu et al., 2012; Floss et al., 2013; Martin-Rodriguez et al., 2015; Takeda et al., 2015),
welcher mit einer Zunahme des GA-Gehaltes korrelierte (Shaul-Keinan et al.,, 2002;
Martin-Rodriguez et al., 2015; Takeda et al., 2015). Diese kontroversen Ergebnisse las-
sen die Hypothese aufkommen, dass fir eine erfolgreiche Ausbildung der AM-Symbiose
eine fein-regulierte GA-Homoostase notwendig zu sein scheint.

Um einen Einblick in diese Regulation zu erhalten, wurden die Transkripte verschiedener
GA-Oxidasen wahrend der Mykorrhizierung quantifiziert. Diese qPCR-Analyse wurde so-
wohl in mykorrhizierten WT M. ftruncatula Pflanzen, als auch in mykorrhizierten

Wourzelkulturen durchgefiihrt (Abb. 2.24). In Wurzeln von mykorrhizierten Wildtyp Pflanzen
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Abbildung 2.24 Expression von GA-Oxidasen in mykorrhizierten M. truncatula Wurzeln. Dargestellt ist
die Expression von GA2box, GA3ox und GA200x2 in mykorrhizierten Wildtyp Pflanzen (A) und Wurzelkulturen
(B). Die Wurzeln wurden mit (= myc) oder ohne R. irregularis (nm = nicht mykorrhiziert) inokuliert und zu un-
terschiedlichen Zeitpunkten geerntet. (n = 3, Fehlerbalken entsprechen SD; Zweistichproben-t-Test wurde zur
Kalkulation der Signifikanz zwischen nm und myc verwendet. *p-Wert < 0,05; **p-Wert < 0,01).
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2 Ergebnisse - 2.7 Die AM-Symbiose interferiert mit der GA-Homdostase

konnte eine signifikante Induktion der GA2box-Transkriptmenge, einer katabolen Oxidase,
nachgewiesen werden, die anabolen Oxidasen GA3ox und GA20ox2 zeigten nur einen
leichten Anstieg im Vergleich zu den unmykorrhizierten Proben, welcher aber nicht signifi-
kant vorlag (Abb. 2.24 A). In mykorrhizierten Wurzelkulturen zeigte sich ein anderes Bild:
die Expression der katabolen Oxidase GA2box war im Gegensatz zu den ganzen Pflan-
zen signifikant reduziert, die anabolen Oxidasen erfuhren eine signifikante Induktion ihrer
Expression (Abb. 2.24 B).

Zur Homoostase der Gibberelline zahlen zahlreiche Rickkopplungsmechanismen. Der
Gehalt an physiologisch aktivem Gibberellin kontrolliert so die eigene Synthese. Anabole
Oxidasen (GA200x2 und GA3ox) unterliegen dabei meist einer negativen, katabole Oxi-
dasen (GA20x) einer positiven Rickkopplung (Abb. 1.5) (Phillips et al., 1995; Xu et al.,
1995).

Um zu prifen, ob auch die untersuchten Oxidasen, die in dieser Arbeit untersucht wurden,
einem Ruckkopplungsmechanismus unterliegen, wurde die Transkriptmenge von
GA2box, GA3ox und GA200x2 in Wurzeln behandelter M. truncatula Pflanzen quantifi-
ziert. Abbildung 2.25 =zeigt die Transkriptmengen der Oxidasen nach exogener
Behandlung mit dem aktiven Gibberellin GA; oder dem GA-Synthese Inhibitor Paclobutra-
zol (PAC). Die katabole Oxidase GA2box wurde im Vergleich zur Mock-Behandlung in
diesem Versuch nicht differentiell transkribiert. Die Expression von GA3ox wurde durch
GA; reduziert. Auch die Expression der Oxidase GA20ox2 wurde durch GA; gehemmt.
Eine Verminderung der endogenen GA-Konzentration durch PAC hatte dagegen einen
Anstieg des GA20ox2-Transkriptes zur Folge.

Die anabolen Oxidasen GA3ox und GA20ox2 unterlagen unter diesen Versuchs-

bedingungen einer negativen Rickkopplung durch aktives GA.
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Abbildung 2.25 Expression von GA-Oxidasen nach Behandlung mit GA; oder PAC. Wildtyp M. truncatu-
la Pflanzen wurden 15 d auf modifiziertem Fahraeus-Medium supplementiert mit 1 yM PAC, 1 uM GA3 oder
Mock-Lésung (0,001 % EtOH) inkubiert. Die Expression der GA-Oxidasen GA2box, GA30ox und GA200x2
wurde in den Wurzeln per qPCR analysiert und mit dem Haushaltsgen M{TEF1a normalisiert. GA3ox und
GA200x2 zeigten eine Reduktion ihrer Expression durch GAs-Behandlung. (n = 3, Fehlerbalken entsprechen
SD; Zweistichproben-t-Test wurde zur Kalkulation der Signifikanz zur Mock-Kontrolle verwendet. *p-Wert <
0,05; **p-Wert < 0,01; ***p-Wert < 0,001).
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Die aufgezeigten Rickkopplungsmechansimen der anabolen Oxidasen weisen auf eine
komplexe Regulation der GA-Homdostase hin. Martin-Rodriquez et al. (2015) konnten in
Tomate zeigen, dass ein Anstieg anaboler Oxidasen wahrend der AM-Symbiose, welcher
auch in mykorrhizierten M. truncatula zu sehen ist (Abb. 2.24), direkt mit einem Anstieg

des GA-Gehaltes korrelierte.

2.8 GA beeinflusst nicht direkt die Abundanz von MIG1

Im vorherigen Abschnitt wurde gezeigt, dass es wahrend der AM-Symbiose zu einer fein
abgestimmten Restrukturierung des GA-Haushaltes kommt. Im Folgenden wurde der Fra-
gestellung nachgegangen, ob MIG1 wie auch seine verwandten DELLA-Proteine durch
das Hormon Gibberellin reguliert sein kdnnte.

Die charakteristische und namensgebende DELLA-Doméane im N-terminus der DELLA-
Proteine ist flr eine GA-vermittelte Interaktion mit dem GA-Rezeptor GID1 verantwortlich
(Murase et al., 2008). Daraufhin werden DELLA-Proteine ubiquitiniert und schlie3lich de-
gradiert (Abb. 1.6) (Hauvermale et al., 2012). DELLA-Proteine der Lycophyten Selaginella
kraussiana und S. moellendorffii stellen Zwischenschritte der Evolution dar und sind in der
Lage eine Interaktion mit GA-Rezeptoren einzugehen, obwohl sie modifizierte DELLA
Doménen besitzen (Sk: DEHLA; Sm: DSMLA) (Hirano et al., 2007; Yasumura et al.,
2007).

Ein Alignment der Proteinsequenz von MtMIG1 und MtDELLA2 deckte auch in MIG1 ein
DELLA-ahnliches Motiv auf (EELLL; Abb. 2.26 A). Um zu testen, ob es MtMIG1 mdglich
ist durch dieses DELLA-ahnliche Motiv mit GID1-Rezeptoren zu interagieren, wurde eine
Y2H Analyse durchgefuhrt. Wahrend MtDELLA2 und AtRGA innerhalb und zwischen den
Arten eine Interaktion mit den Rezeptoren MtGID1c und AtGID1c eingingen, konnte
MtMIG1 mit keinem der getesteten GID1-Proteine interagieren (Abb. 2.26 B). Dieses Er-
gebnis deutet darauf hin, dass MtMIG1, im Gegensatz zu DELLA-Proteinen, auf

Proteinebene wahrscheinlich nicht durch GA-induzierte Proteolyse reguliert wird.
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Abbildung 2.26 Interaktionsanalyse von MIG1 und dem GA-Rezeptor GID1c im Y2H System. (A) Align-
ment der Proteinsequenzen von MtMIG1 und MtDELLA2 mit Clustal Omega. Die AS sind entsprechend dem
Farbcode Blosum62 in Jalview eingefarbt. Das Alignment zeigt ein DELLA-ahnliches Motiv (griin) und ein
verandertes TVHYNP-Motiv (orange) in MIG1 auf. (B) Interaktionsanalyse von MIG1 und GID1c in S. cerevi-
siae. TRP1 und LEU2 wurden als Transformationsmarker, HIS3 und ADE2 als Reportergene verwendet.
MtMIG1, MtDELLA2 und AtRGA1 wurden in den pGADT7-Vektor (AD) integriert. Die GA-Rezeptoren MtGID1c
und AtGID1c wurden als Kdéder innerhalb und zwischen den Arten verwendet und in den pGBKT7-Vektor
(DBD) integriert. Als Kontrolle wurde der Leervektor (EV) verwendet. Das Selektionsmedium wurde mit GAs
supplementiert, um eine Interaktion zwischen Rezeptor und GRAS-Protein zu stimulieren. MtDELLA2 und
AtRGAT1 interagieren mit beiden getesteten Rezeptoren. MtMIG1 zeigt dagegen keine Interaktion mit den GA-
Rezeptoren in Hefe.

Im weiteren Verlauf wurde getestet, ob MIG1, wie beispielsweise OsSLR1, eine Regulati-
on auf Transkriptionsebene durch den GA-Haushalt erfahrt (Ogawa et al., 2000; OsGAl =
OsSLR1). Um einen Einfluss des GA-Haushaltes auf die Transkriptmenge von MIG1 zu
untersuchen, wurden M. truncatula Pflanzen exogen mit GA; oder dem GA-Synthese In-
hibitor PAC behandelt und die Expression per qPCR in den Wurzeln quantifiziert. Unter
diesen Versuchsbedingungen konnte keine Regulation von MIG1 durch Applikation von
GA; oder PAC beobachtet werden (Abb. 2.27).
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0.00003 Abbildung 2.27 Expression von MIG1 nach Behandlung
’ mit GA; oder PAC. Wildtyp M. truncatula Pflanzen wurden
15 d auf modifiziertem Fahraeus-Medium supplementiert

0,00002 mit 1 yM PAC, 1 uyM GAs3 oder Mock-Lésung (0,001 %
EtOH) inkubiert. Die Expression von MIG1 wurde in den
Wurzeln per qPCR analysiert und mit dem Haushaltsgen
0,00001

Expression rel. zu
MITEF1a

MtTEF1a normalisiert. MIG1 zeigt keine Regulation seiner
Transkriptmenge durch den GA-Haushalt. (n = 3,
Fehlerbalken entsprechen SD; Zweistichproben-t-Test
wurde zur Kalkulation der Signifikanz verwendet).

0
Mock PAC GA3

Weder durch eine Bindung an den GA-Rezeptor auf Proteinebene, noch auf Transkript-

ebene konnte eine Regulation von MIG1 durch den GA-Haushalt nachgewiesen werden.

2.9 Eine Uberexpression von MIG1 interferiert mit der GA-Homéostase

Es konnte im vorherigen Abschnitt keine Regulation von MIG1 durch den GA-Haushalt
nachgewiesen werden. Umgekehrt kénnte aber MIG1 eine Funktion bei der Regulation
der GA-Homoostase inne haben, so wie es flr die DELLA-ahnlichen Proteine OsSLRL1
und OsSLRL2 nachgewiesen werden konnte (Itoh et al., 2005; Liu et al., 2007b). Um
diese Hypothese zu testen, wurde MIG1 in M. truncatula Wurzeln mit Hilfe des CaMV
35S-Promotors konstitutiv Gberexprimiert (over expression — OE). Im ersten Schritt sollte
diese Uberexpression von MIG1 verifiziert werden. Da das verwendete Konstrukt lediglich
den ORF von MIG1 beinhaltete, konnten die spezifischen qPCR-Primer, welche im
3-UTR binden, nicht verwendet werden. Diese erfassen nur das endogene MIG1-
Transkript. Deshalb wurden fir die Validierung der Uberexpression qPCR-Primer
verwendet, welche im ORF binden (MIG1ORF-gPCR F und R). Aufgrund der hohen
Identitat zu MIG2 und MIG3 amplifizieren diese Primer wahrscheinlich eine Transkript-
Mischung der drei Duplikationen. Eine Quantifizierung zeigte einen deutlichen Anstieg der
Transkriptmenge von Uber 2000 % im Vergleich zu Kontroll-Wurzeln (Abb. 2.28 A).
Zusatzlich wurden die endogenen Transkripte der MIG-Gene durch spezifische Primer im
3-UTR gemessen (Abb. 2.28 B). Wahrend MIG7 und MIG3 keine signifikanten
Anderungen ihrer Expression zeigten, war die Transkriptmenge von MIG2 in den MIG1
OE Wurzeln leicht reduziert. Die Ergebnisse verifizieren eine Uberexpression des MIG1-

Transkriptes in den transfromierten MIG1 OE Wurzeln.
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Abbildung 2.28 Expression der MIG-Gene in MIG1 OE Wurzelkulturen. Wurzelkulturen wurden mit EV
oder MIG1 OE transformiert und (iber mehrere Generationen kultiviert. (A) Die Uberexpression von MIG1
wurde durch Primer nachgewiesen welche im ORF binden. Aufgrund der hohen Homologie zu MIG2 und
MIG3 entsprach die gemessene Expression (MIG) einer Mischung aus MIG1, MIG2 und MIG3. (B) Die Ex-
pression der endogenen Transkripte wurde mit spezifischen Primern, im jeweiligen 3'-UTR, gemessen. MIG1
und MIG3 zeigten keine signifikanten Anderungen. MIG2 zeigte eine leichte Herunterregulation durch MIG1
OE. (n = 4, Fehlerbalken entsprechen SD; Zweistichproben-t-Test wurde zur Kalkulation der Signifikanz
verwendet; **p-Wert < 0,01).

Um eine mdgliche Rolle von MIG1 bei der Regulation des GA-Haushaltes aufzudecken,
wurde die Expression von GA-Oxidasen in MIG1 OE Wurzeln quantifiziert. Eine Uberex-
pression von MIG1 konnte sowohl in Wurzelkulturen (Abb. 2.29 A), als auch in composite
Pflanzen (Abb. 2.29 C) erreicht werden. Interessanterweise fiihrt eine Uberexpression von

MIG1 tatsachlich zZu einer Deregulation der Transkriptmenge der
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getesteten GA-Oxidasen GA2box, GA3ox und GA200x2 (Abb. 2.29). In Wurzelkulturen
wurde eine erhéhte Expression der katabolen Oxidase GA2box, und eine verringerte Ex-
pression der anabolen GA-Oxidasen GA3ox und GA200x2 gemessen. Im Gegensatz
dazu konnte in composite Pflanzen lediglich eine verringerte Expression von GAZ2box
festgestellt werden. Nach diesem Ergebnis scheint eine Uberexpression von MIG1 mit

dem GA-Haushalt zu interferieren.

2.10 GA-Verfugbarkeit wirkt sich auf den Phanotyp von M. truncatula

aus

Das Phytohormon GA ist unter anderem mitverantwortlich fir Wachstumsprozesse in
Pflanzenzellen, wie beispielsweise die Elongation des Sprosses (Brian, 1959; Gupta &
Chakrabarty, 2013). Die meisten Veroéffentlichungen konzentrieren sich allerdings auf die
Untersuchungen der GA-Effekte in Bezug auf oberirdische Pflanzenteile, da vor allem
diese von o6konomischer Bedeutung sind. Zudem wurden viele Untersuchungen in der
GA-Forschung in der Nichtwirtspflanze A. thaliana und den Monokotyledonen Reis und
Mais durchgefuhrt, unter anderem da von diesen Pflanzen gro3e Mutantenkollektionen
verflgbar sind.

In M. truncatula wurden bisher noch keine Versuche in dieser Richtung verdffentlicht.
Folglich wurden die Auswirkungen eines veranderten GA-Gehaltes auf die makroskopi-
sche Morphologie von M. fruncatula analysiert. Hierfur wurden zwei verschiedene
Versuchsansatze durchgefuhrt. Zum einen wurden M. truncatula-Keimlinge auf Platten mit
den Additiven Mock, GA; oder PAC direkt nach ihrer Keimung kultiviert und nach 15 d
evaluiert (Abb. 2.30 A). Die Zugabe von exogenem GA; erzielte eine deutliche Verlange-
rung des Sprosses, wohingegen die Inhibition der GA-Synthese durch PAC gedrungene
Sprosse zur Folge hatte (Abb. 2.30 B). Auffallig war, dass in Wurzeln ein gegenteiliger
Effekt beobachtet werden konnte (Abb. 2.30 C). GA; fuhrte zu einer signifikanten Redukti-
on der Wurzellange. Der GA-Inhibitor PAC hatte unter diesen Bedingungen keinen
signifikanten Einfluss auf die Lange der Wurzeln. Auch bei der Anzahl der gebildeten Sei-
tenwurzeln zeigte sich eine Auswirkung der verfligbaren GA-Konzentration (Abb. 2.30 D).
Wahrend Mock-behandelte Pflanzen nach 15 d zwischen 0 und 4 Seitenwurzeln ausge-
bildet hatten, konnte man unter den GAs-behandelten Pflanzen mehr Wurzeln ohne
Seitenwurzeln beobachten. In PAC-behandelten Pflanzen verschob sich die Zahl der Sei-
tenwurzeln zu einer hoheren Anzahl. Generell konnte man bei genauer Betrachtung der
Wourzeln mit bloBem Auge feststellen, dass eine erhdhte GA-Verfugbarkeit zu dunneren

Wourzeln flhrte, wohingegen GA-Verarmung dickere Wurzeln zufolge hatte.
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Abbildung 2.30 Makroskopische Morphologie von 15 d GAsz- bzw. PAC-behandelten M. truncatula. (A)
M. truncatula Keimlinge wurden auf FM-Schragagar, supplementiert mit 1 yM GAs, 1 yM PAC oder Mock
(0,001 % EtOH), inkubiert. Nach 15 d wurde die makroskopische Morphologie der Pflanzen hinsichtlich der
Sprosslange (B), der Wurzellange (C) und der Anzahl der Seitenwurzeln (D) statistisch ausgewertet. (n = 24,
Experiment wurde zweimal wiederholt. Welch-Test wurde zur Berechnung der Signifikanz angewandt. Fehler-
balken entsprechen SD. *p-Wert < 0,05; ***p-Wert < 0,001).

Eine Behandlung mit GA; zeigt sich molekular in der Degradation von DELLA-Proteinen,
was zu einer Derepression der GA-Antwort fluhrt (Hauvermale et al., 2012). Um zu Uber-
prifen ob die beobachteten Effekte in den GA-behandelten M. truncatula Pflanzen auf
diese Derepression zurickzufihren sind, wurde die Morphologie der Doppelmutante
AAdella1/2, welche eine konstitutiv aktive GA-Antwort aufweist (Floss et al., 2013), mak-
roskopisch untersucht. AAdella1/2-Pflanzen und segregierte WT-Pflanzen wurden
15 d auf Medium ohne Additive angezogen und anschlielfend geerntet. Neben einem ver-
langerten Spross konnte eine verklrzte Wurzel und eine reduzierte Zahl an Seitenwurzeln
in AAdella1/2-Pflanzen beobachtet werden (Abb. 2.31). Die Doppelmutante besal} dem-
nach eine vergleichbare Morphologie wie Pflanzen welche mit GA; behandelt wurden
(Abb. 2.30).
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Abbildung 2.31 Makroskopische Morphologie von 15 d alten WT M. truncatula und della1/2-
Doppelmutanten. M. truncatula Keimlinge wurden auf FM-Schragagar inkubiert. Nach 15 d wurde die makro-
skopische Morphologie der Pflanzen hinsichtlich der Sprosslange (A), der Wurzellange (B) und der Anzahl der
Seitenwurzeln (C) statistisch ausgewertet. n = 11. (Fehlerbalken entsprechen SD. Welch-Test wurde zur Be-
rechnung der Signifikanz angewandt. *p-Wert < 0,05; ***p-Wert < 0,001).

Bei einem zweiten Versuchsansatz wurden die Pflanzen erst zu einem spateren Zeitpunkt
den Supplementen GA; bzw. PAC ausgesetzt. Die WT-Pflanzen wurden nach 4 w Kulti-
vierung auf Platten ohne Additive eingetopft und anschlielend 5 w mit Nahrlésung und
entsprechender Supplementierung (Mock, GA; oder PAC) gegossen. Der Phanotyp der 9
w alten Pflanzen liel3 nach der Ernte einen ahnlichen GA-Effekt erkennen, wie unter den
ersten Versuchsbedingungen (Abb. 2.32).

Phanotypisch zeigte sich bei einer GA;-Behandlung ein verlangerter Spross, was auf die
erhdéhte Anzahl verlangerter Internodien zurlickgefiihrt werden konnte (Abb. 2.33 A, C).
Eine Inhibition der GA-Synthese wirkte sich negativ auf die Lange des Sprosses aus, wel-
cher nur selten verlangerte Internodien aufwies. Aufgrund des vorangeschrittenen Alters
hatten die Pflanzen generell ein wesentlich starker ausgebildetes Wurzelsystem mit vielen
Verzweigungen unterschiedlicher Ordnungen. Erhéhte GA-Verflgbarkeit flihrte zu einer
signifikanten Wachstumsreduktion der Hauptwurzeln wohingegen durch PAC-Behandlung
eine signifikante Verlangerung der Hauptwurzel festzuhalten war. Eine GA;-Behandlung
hatte aulerdem diinnere Wurzeln zur Folge, welche heller erschienen (Abb. 2.32). PAC-
behandelte Pflanzen besitzen dagegen dickere Wurzeln, welche im Durchlicht dunkler
erschienen. Aufgrund der hohen Anzahl an Wurzelverzweigungen wurde die Anzahl aller
Wurzelverzweigungen pro cm Hauptwurzellange evaluiert (Abb. 2.33 F). Hierbei konnte
man einen Anstieg der Verzweigungen durch erhdhte GA-Verfugbarkeit und folglich eine
verringerte Zahl an Verzweigungen durch GA-Inhibition beobachten. Beachtenswert ist
aullerdem, dass eine Elongation des Sprosses nicht mit einem Anstieg des Sprossge-
wichtes einherging, da es sich bei verlangerten immer auch um dinnere Sprosse
handelte (Abb. 2.33 B). Das Wurzelgewicht der GA;-behandelten Pflanzen war nicht ver-

ringert, die verklrzte Hauptwurzel konnte im Hinblick auf das Gewicht
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Abbildung 2.32 Makroskopische Morphologie von 5 w GA3- bzw. PAC-behandelten M. truncatula. (A) 4
w alte M. fruncatula Pflanzen wurden in Topfe eingepflanzt und 5 w mit Nahrlésung, supplementiert mit 1 yM
GAs, 1 uM PAC oder Mock (0,001 % EtOH), gegossen. Nach 5 w wurden die Pflanzen im Topf fotografiert
(links) und geerntet. Jeweils drei Pflanzen pro Behandlung sind exemplarisch abgebildet (rechts). n = 20.
MafRstabsbalken entsprechen 50 mm.

wahrscheinlich durch die héhere Zahl an Seitenwurzeln ausgeglichen werden (Abb. 2.32
E). Eine PAC-Behandlung zeigte sich dagegen sowohl in verlangerten, als auch in dicke-

ren Wurzeln, wodurch der Anstieg des Frischgewichtes erklart werden kann.
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Abbildung 2.33 Statistische Auswertung der makroskopischen Morphologie von 5 w GA3- bzw. PAC-
behandelten M. truncatula. 4 w alte M. truncatula Pflanzen wurden in Tépfe eingepflanzt und 5 w mit Nahr-
I6sung, supplementiert mit 1 yM GAs, 1 uM PAC oder Mock (0,001 % EtOH), gegossen. Nach 5 w wurden die
Pflanzen geerntet und die makroskopische Morphologie der Pflanzen statistisch ausgewertet. Dargestellt sind
die Sprosslange (A), das Frischgewicht der Sprosse (B), die Anzahl der verlangerten Internodien pro Pflanze
(C), die Lange der Hauptwurzel (D), das Frischgewicht der Wurzeln (E) und die Anzahl aller Wurzelverzwei-
gungen pro cm Hauptwurzelldange (F). (n = 20. Fehlerbalken entsprechen SD. Welch-Test wurde zur
Berechnung der Signifikanz angewandt. *p-Wert < 0,05; **p-Wert < 0,01).

Unter beiden Versuchsbedingungen konnte GA; ein positiver Effekt auf die Elongation des
M. truncatula Sprosses zugeschrieben werden. Im Hinblick auf das Wurzelwachstum
konnte ein vermindertes Langenwachstum durch GA;-Applikation beobachtet werden.
Zudem aulerste sich eine erhdhte GA-Verfligbarkeit in dinneren Organen, dies war so-

wohl bei Sprossen, als auch bei Wurzeln der Fall.

2.11 MIG1 moduliert die Entwicklung des Wurzelkortex

Um eine funktionelle Charakterisierung von MIG1 zu adressieren, wurden MIG1 OE Wur-
zeln mikroskopisch untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass eine Uberexpression von
MIG1 einen Phanotyp in der Wurzelmorphologie zur Folge hat. Sowohl in longitudinalen
Aufnahmen der Wurzeln, als auch im Querschnitt ist deutlich zu erkennen, dass MIG1 OE

Wurzeln dicker sind als vergleichbare Kontroll-Wurzeln (Abb. 2.34).
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Durch den vergréRerten Wurzeldurchmesser erinnern MIG1 OE Wurzeln an GA-verarmte
Wourzeln, welche mit PAC behandelt wurden (Vergleich Abschnitt 2.10; Tanimoto et al.,
2012). Um zu analysieren, ob der Phanotyp von MIG1 OE Wurzeln mit dem GA-Haushalt
in Zusammenhang steht, wurden EV- und MIG1 OE-Wurzelkulturen mit den Additiven
Mock, GA; oder PAC kultiviert und nach 15 d geerntet (Abb. 2.35).

MIG1 OE

Abbildung 2.35 Inkubation von EV und MIG1 OE Wurzelkulturen auf Mock-, GA; oder PAC-
supplementiertem Medium. Wurzelkulturen transformiert mit EV (oben) oder MIG1 OE (unten) wurden je-
weils 15 d auf M Medium mit den Additiven Mock (0,001 % EtOH; links), GAs (1 uM; Mitte) oder PAC (1 pM;
rechts) inkubiert. In grau eingefarbt ist der Wurzelbereich, welcher zum Umsetzen verwendet wurde. Wurzeln
auRerhalb des grauen Bereichs entsprechen demnach frisch angewachsenen Wurzeln innerhalb der 15 d
Inkubation.
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2 Ergebnisse - 2.11 MIG1 moduliert die Entwicklung des Wurzelkortex

Unter Mock-Bedingungen konnte ein normales Wachstum beobachtet werden, das sich
zwischen EV und MIG1 OE makroskopisch nicht unterscheiden lie. Eine GA;-
Behandlung fihrte in beiden Wurzelkulturen gleichermalRen zur Bildung wesentlich din-
nerer Wurzeln, eine GA-Verarmung durch PAC-Zugabe resultierte dagegen in sehr
langsam wachsenden, dickeren Wurzeln. Hervorzuheben ist die unterschiedliche Wirkung
von exogener GAs;-Behandlung auf das Wurzelwachstum von ganzen Pflanzen mit Spross
(Abschnitt 2.10) und Wurzelkulturen. Wahrend 1 uM GA; bei den Wurzeln ganzer Pflan-
zen zu einer Reduktion des Langenwachstums fihrte, forderte diese Konzentration das
Wachstum von hairy roots.

Da unter makroskopischer Beobachtung keine Unterschiede zwischen EV und MIG1 OE
Wurzeln festzustellen waren, wurde die Wurzelmorphologie in einer mikroskopischen
Analyse untersucht (Abb. 2.36 A). Eine Quantifizierung bestatigte den Eindruck, der
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Abbildung 2.36 Wurzeldurchmesser von EV und MIG1 OE Wurzelkulturen inkubiert auf Mock-, GA3;
oder PAC-supplementiertem Medium. Wurzelkulturen transformiert mit EV oder MIG1 OE wurden nach 15
d Inkubation auf Medium mit den Additiven Mock, (0,001 % EtOH), GAs (1 uM) oder PAC (1 yM) mikrosko-
pisch analysiert. (A) Mikroskopische Aufnahme von EV (oben) und MIG1 OE (unten) inkubiert auf Mock
(links), GAs (Mitte) oder PAC (rechts) supplementiertem Medium. MaRstabsbalken entsprechen 200 ym. (B)
Statistische Auswertung des Wurzeldurchmessers der verschieden behandelten Wurzelkulturen in Darstellung
eines Histogramms. Ausgewertet wurden drei biologische Replikate (Transformationslinien) mit n (Wurzeln) =
90.
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2 Ergebnisse - 2.11 MIG1 moduliert die Entwicklung des Wurzelkortex

bereits ohne optische Hilfsmittel entstanden war, dass GA-Applikation dinnere Wurzeln
verursacht und im Gegensatz dazu dickere Wurzeln durch PAC-Behandlung gebildet
werden (Abb. 2.36 B und Abb. 2.37 A). Zudem konnte der férdernde Effekt auf den Wur-
zeldurchmesser durch MIG1 OE statistisch belegt werden (Abb. 2.36 B, 2.37 A, B).
Auffallig war, dass wahrend in Mock- oder PAC-behandelten Proben in MIG1 OE im Ver-
gleich zu Kontrollwurzeln jeweils eine Steigerung des Wurzeldurchmessers gemessen
wurde, konnte eine GA;-Behandlung den Effekt von MIG1 OE vollkommen aufheben und
resultierte in dinneren Wurzeln (Abb. 2.36 B und Abb. 2.37A).

Der zuvor beobachtete additive Effekt von MIG1 OE und dem GA-Biosynthese Inhibitor
PAC auf den Wurzeldurchmesser kann durch zwei unterschiedliche Uberlegungen erklart
werden: zum einen konnte ein additiver Effekt darauf zurtickzufiihren sein, dass MIG1 und
PAC in zwei parallelen Signalwegen fungieren, MIG1 seine fordernde Wirkung auf den
Wurzeldurchmesser also unabhangig des GA-Signalweges ausubt. Eine andere Erklarung
ware, dass die verwendete PAC-Konzentration, die von den Wurzeln aufgenommen wur-
de, nicht ausreichend war um die GA-Synthese komplett zu blockieren. Demnach ware es
mdglich, dass MIG1 und PAC in einem gemeinsamen Signalweg fungieren, um das Di-
ckenwachstum der Wurzeln zu férdern. Um unterscheiden zu kénnen welcher diese
beiden Hypothesen zutrifft, wurde eine genetische Blockierung der GA-Antwort gewahlt.
Hierfir wurden die 18 AS der DELLA-Domane von MtDELLA1 deletiert, wodurch das ent-
standene A18DELLA1 insensitiv gegeniber der GA-abhangigen Degradierung wird (Floss
et al., 2013). Eine ektopische Expression von A18DELLA1 unter dem 35S-Promotor flihrt
demnach zu einer Blockierung der GA-Antwort, trotz funktioneller GA-Biosynthese inner-
halb der Pflanze. Der Durchmesser von A18DELLA17-exprimierenden Wurzeln war im
Vergleich zu EV-Linien gréfer und phanokopierte demnach PAC-behandelte Wurzeln
(Abb 2.37 B). Eine simultane Expression von A18DELLA1 und MIG1 (A18DELLA1 +
MIG1 OE) flhrte zu keinem additiven Effekt, sondern zu einem vergleichbaren Durch-
messer wie A18DELLA1 alleine. Anhand dieses Ergebnisses lasst sich die zweite
Hypothese favorisieren und MIG1 kann mit DELLA1 in einem gemeinsamen Signalweg
positioniert werden.

Diese Versuche wurden in composite Pflanzen durchgefihrt, wodurch die Effekte von
MIG1 OE in Wurzelkulturen in einem zweiten Expressionssystem bestatigt wurden. Als
Kontrolle wurden zusatzlich WT Pflanzen analysiert, welche unter vergleichbaren Bedin-
gungen wie die Wurzelkulturen kultiviert wurden (15 d auf Mock-, GA;- oder PAC-
supplementiertem Medium; Abschnitt 2.10). Diese Wurzeln zeigten den gleichen Phano-
typ durch exogene Behandlung mit GA; bzw. PAC auf den Wurzeldurchmesser wie die
untersuchten Wurzelkulturen (Abb. 2.37 D).
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Abbildung 2.37 Analyse des Wurzeldurchmessers von MIG1 OE und Kontroll-Wurzeln. (A) Wurzel-
durchmesser von EV und MIG1 OE transformierten Wurzelkulturen nach 15 d Inkubation auf Mock-, GAs-
oder PAC-supplementiertem Medium. Ausgewertet wurden drei biologische Replikate (Transformationslinien)
mit n (Wurzeln) = 90. (B) Wurzeldurchmesser von EV, MIG1 OE, dem nicht-degradierbaren DELLA1
(A18DELLA1) und A18DELLA1 in Kombination mit MIG1 OE (A18DELLA1 + MIG1 OE) transformierten com-
posite Pflanzen ohne Behandlung (Mock). n (Wurzeln) = 58. (C) Wurzeldurchmesser von WT M. truncatula
Pflanzen nach 15 d Inkubation auf Mock-, GAs- oder PAC-supplementiertem Medium. n (Wurzeln) = 20
(Fehlerbalken entsprechen SD. Mann-Whitney U Test wurde zur Berechnung der Signifikanz angewandt,
unterschiedliche Buchstaben zeigen einen signifikanten Unterschied mit einem p-Wert < 0,05 an. *p-Wert <
0,05; ***p-Wert < 0,001).

Hinsichtlich des Wurzeldurchmessers erscheinen die Ergebnisse in den unterschiedlichen
Systemen WT-Pflanzen, composite Pflanzen mit Spross bzw. Wurzelkulturen ohne
Spross konsistent zu sein, hdhere GA-Verfligbarkeit resultierte in diinneren Wurzeln, eine
GA-Verarmung bzw. —Blockierung dagegen in dickeren Wurzeln.

Ein vergroRerter Wurzeldurchmesser kdnnte durch eine erhdhte Anzahl an kortikalen
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Zellschichten zustande kommen. Demnach wurde die Anzahl der Kortexschichten in den
unterschiedlichen Wurzelproben evaluiert (Abb. 2.38). Die Anzahl der Kortexschichten
spiegelte die Breite der jeweiligen Wurzeln wider. In MIG1 OE Wurzeln konnte eine leichte
Zunahme der kortikalen Zellschichten festgestellt werden (Abb. 2.38 A, B). Auch eine Blo-
ckierung der GA-Antwort durch PAC oder A18DELLA1 hatte in allen Wurzelsystemen eine
Proliferation der Kortexzellen in radialer Richtung zur Folge (Abb. 2.38). Eine Proliferation
der Kortexschichten durch den GA-Syntheseinhibitor PAC wurde bereits in feinen Seiten-
wurzeln von Reis berichtet (Fiorilli et al., 2015). Die kombinatorische Behandlung PAC
und MIG1 OE sowie die simultane Expression von A18DELLA1 und MIG1 OE zeigten das
gleiche Ergebnis wie bei der Evaluierung des Wurzeldurchmessers: MIG1 OE hatte einen
additiven Effekt zur PAC-Behandlung, bei einer kompletten Blockierung der GA-Antwort
durch eine Expression von A18DELLA1 konnte jedoch kein additiver Effekt beobachtet
werden (Abb. 2.38 A, B). Durch eine GAs;-Behandlung wurde dagegen in Wurzelkulturen
und WT Wourzeln eine verringerte Zahl an Kortexzellen in radialer Ausrichtung beobachtet.
GA; supprimierte den Phanotyp von MIG1 OE, sodass kein Unterschied der Kortexschich-
ten zwischen GAs-behandelten EV und MIG1 OE Wurzeln festzustellen war. Solch eine
Wirkung von Gibberellin wurde bereits in A. thaliana bei der Wurzelreifung beschrieben.
GA verzogerte hierbei die Bildung des Mittelkortex, einer zusatzlichen Zellschicht zwi-
schen Kortex und Endodermis, wohingegen PAC eine verfrihte Proliferation ausloste
(Paquette & Benfey, 2005).

Als zusatzliche Kontrolle wurden diese Parameter auch in der Doppelmutante AAdella1/2
quantifiziert. Diese Mutante besitzt eine konstitutive GA-Antwort und wies konsistent
hiermit im Vergleich zu Kontrollwurzeln diinnere Wurzeln mit einer geringeren Anzahl an
Kortexschichten auf (Abb. 2.39).
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Abbildung 2.38 Analyse der Anzahl der Kortexschichten von MIG1 OE und Kontroll-Wurzeln. (A) Kor-
texschichten von EV und MIG1 OE transformierten Wurzelkulturen nach 15 d Inkubation auf Mock-, GAs- oder
PAC-supplementiertem Medium. Ausgewertet wurden drei biologische Replikate (Transformationslinien) mit n
(Wurzeln) 2 90. (B) Kortexschichten von EV, MIG1 OE, dem nicht-degradierbaren DELLA1 (A18DELLA1) und
A18DELLA1 in Kombination mit MIG1 OE (A18DELLA1 + MIG1 OE) transformierten composite Pflanzen ohne
Behandlung (Mock). n (Wurzeln) = 58. (C) Kortexschichten von WT M. truncatula Pflanzen nach 15 d Inkuba-
tion auf Mock-, GAs- oder PAC-supplementiertem Medium. n (Wurzeln) = 20. (Fehlerbalken entsprechen SD.
Mann-Whitney U Test wurde zur Berechnung der Signifikanz angewandt, unterschiedliche Buchstaben zeigen
einen signifikanten Unterschied mit einem p-Wert < 0,05 an. *p-Wert < 0,05; **p-Wert < 0,01; ***p-Wert <
0,001).
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Eine Uberexpression von MIG1 hatte interessanterweise nicht nur eine Auswirkung auf
die Anzahl, sondern auch auf die Grofle der Kortexzellen. Die Breite der Kortexzellen
zeigte das gleiche Muster wie bereits die gemessenen Wurzeldurchmesser und die An-
zahl der Kortexzellen. So konnte durch GA; eine verringerte kortikale Zellbreite und durch
Blockierung der GA-Antwort eine Zunahme der Breite festgestellt werden (Abb. 2.40).
Auch eine Uberexpression von MIG1 und / oder A18DELLA1 fiihrte zu breiteren Zellen in
radialer Ausrichtung (Abb. 2.40 A, B). Eine GA;-Behandlung fiihrte zu schmaleren Kortex-
zellen und reversierte den MIG1 OE Phéanotyp in Bezug auf die Zellbreite komplett.
Interessanterweise wurde im Hinblick auf die Zelllange eine Elongation durch MIG1 OE
beobachtet und nicht etwa verkirzte Zellen wie es bei PAC-behandelten oder
A18DELLA1-exprimierenden Wurzeln der Fall war (Abb. 2.40). Eine GAs;-Behandlung
fuhrte zu keiner signifikanten Auswirkung auf die Zelllange in Wurzelkulturen (Abb. 2.40
A). In WT Pflanzen konnte eine leichte Verlangerung der Zellen durch GA; festgestellt
werden (Abb. 2.40 C). GA-Verarmung durch PAC fiihrte im Gegensatz zu MIG1 OE so-
wohl in Wurzelkultur, als auch in WT Pflanzen zu kiirzeren Zellen in longitudinaler
Richtung. Bei der Zelllange wurde der fordernde Effekt von MIG1 OE sowohl durch GA;,
als auch durch eine PAC-Behandlung maskiert (Abb. 2.40).
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Abbildung 2.40 Analyse der kortikalen Zellbreite und -lange von MIG1 OE und Kontroll-Wurzeln. (A)
Kortikale Zellbreite und -lange von EV und MIG1 OE transformierten Wurzelkulturen nach 15 d Inkubation auf
Mock-, GAs- oder PAC-supplementiertem Medium. Ausgewertet wurden drei biologische Replikate (Transfor-
mationslinien) mit n (Wurzeln) 2 90 und n (Zellen) = 560. (B) Kortikale Zellbreite und -lange von EV, MIG1 OE,
dem nicht-degradierbaren DELLA1 (A18DELLA1) und A18DELLA1 in Kombination mit MIG1 OE (A18DELLA1
+ MIG1 OE) transformierten composite Pflanzen ohne Behandlung (Mock). n (Wurzel) = 58 und n (Zellen) =
268. (C) Kortikale Zellbreite und -lange von WT M. truncatula Pflanzen nach 15 d Inkubation auf Mock-, GAs-
oder PAC-supplementiertem Medium. n (Wurzeln) = 20 und n (Zellen) = 360. (Box-Whisker Plot zeigt erstes,
zweites und drittes Quartil, Maximal- und Minimalwert innerhalb des 1,5-fachen Interquartilsabstand und Aus-
reiBer auRerhalb des 1,5-fachen Interquartilsabstand (Quadrate). Mann-Whitney U Test wurde zur
Berechnung der Signifikanz angewandt, unterschiedliche Buchstaben zeigen einen signifikanten Unterschied
mit einem p-Wert < 0,05 an. *p-Wert < 0,05; **p-Wert < 0,01; ***p-Wert < 0,001).

Insgesamt traten durch eine mikroskopische Untersuchung der Wurzeln zwei Beobach-
tungen besonders hervor: Zum einen fiihrte eine Uberexpression von MIG1 zu breiteren
Wourzeln, welche sich auf eine gesteigerte Proliferation und Expansion von Kortexzellen in
radialer Richtung zurtckfuhren lie3. Dieser Phanotyp konnte ganzlich durch eine GA;-

Behandlung aufgehoben werden. Die simultane Expression von MIG1 OE und dem nicht-
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2 Ergebnisse - 2.12 MIG1 lokalisiert im Zellkern und im Cytoplasma

degradierbaren A18DELLA1 deckte auf, dass beide Proteine in einem Signalweg fungie-
ren. MIG1 scheint demnach in der Kortexentwicklung wahrend der AM-Symbiose
involviert zu sein, wobei es wie DELLA-Proteine im GA-Signalweg einzuordnen ist. Zum
anderen konnte den DELLA-Proteinen eine duale Rolle zugewiesen werden. Bisher kon-
zentrierten sich Untersuchungen der DELLA-Proteine auf das longitudinale Wachstum der
Zellen und der Wurzel als Organ, wobei sie eine negative Rolle einnehmen (Ubeda-
Tomas et al., 2008). Interessanterweise wurde bisher in der Literatur lediglich von DELLA-
Proteinen als Positivregulatoren der radialen Proliferation in der Wurzel bei der Bildung
neuer Kortexschichten berichtet (Paquette & Benfey, 2005). Die offensichtlich positive
Wirkung von DELLA-Proteinen auf die radiale Expansion von Kortexzellen, wie sie hier
durch die ektopische Expression von AT8DELLA1 beobachtet wurde (Abb. 2.40 B), wurde

bisher noch nicht adressiert.

2.12 MIG1 lokalisiert im Zellkern und im Cytoplasma

Um die Funktionweise von MIG1 weiter aufzuklaren, wurde eine subzellulare Lokalisation
durchgefiuhrt. Hierfir wurde MIG1 mit GFP fusioniert und heterolog in Nicotiana bentha-
miana Blattern exprimiert. Das Konstrukt besitzt zudem konstitutiv exprimiertes freies
DsRED, welches aufgrund seiner kleinen Grofie in Cytoplasma und Zellkern lokalisiert.
Eine C-terminale Fusion von GFP an MIG1 (MIG1-GFP) resultierte 3 d nach Infiltration in
nur sehr seltenen schwachen Signalen in einzelnen Zellen (Abb. 2.46 A). Hierbei war ein
schwaches GFP-Signal im Cytoplasma und im Nukleus zu beobachten. Anhand der zahl-
reichen DsRED Signale konnte von einer guten Transformationsrate ausgegangen
werden. Moglicherweise verhindert eine C-terminale GFP-Fusion die richtige Faltung von
MIG1. Um diese Hypothese zu testen wurde eine N-terminale Fusion von GFP an MIG1
(GFP-MIG1) konstruiert und infiltrierte Blatter mikroskopiert. GFP-MIG1 zeigte bereits
nach 2 d intensive Signale in allen transformierten Zellen (Abb. 2.46 B). Subzellular war
auch hier eine Lokalisation in Cytoplasma und Zellkern zu beobachten. Dies wurde auch
anhand der vollstandigen Uberlagerung mit dem DsRED-Signal deutlich.

Zusatzlich wurde die Lokalisation der DELLA-Proteine DELLA1 und DELLAZ2 aus M. trun-
catula mit einer N-terminalen GFP-Fusion durchgefiihrt. Beide DELLA-Proteine zeigten
ausschlief3lich im Zellkern GFP-Signale (Abb. 2.46 C, E). Auch das stabile DELLA-Protein
A18DELLA1, welches nicht durch GA degradiert wird, konnte ausschliellich im Zellkern
beobachtet werden (Abb. 2.46 D).
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GFP-D18DELLA1 GFP-DELLA1 GFP-MIG1 MIG1-GFP

GFP-DELLA2

Abbildung 2.41 Subzelluldare Lokalisation von MIG1 in N. benthamiana. Fusionskonstrukte von MIG1,
DELLA1, A18DELLA1 bzw. DELLA2 und GFP wurden mit A. tumefaciens einzeln in N. benthamiana Blatter
infiltriert. Nach 2 und 3 d wurden die Signale mit dem Konfokalmikroskop ausgewertet. Das Konstrukt enthalt
ein konstitutiv exprimiertes DsRED1, welches frei vorliegt und somit in Cytoplasma und Zellkern lokalisiert. (A)
Eine C-terminale Fusion von GFP an MIG1 (MIG1-GFP) zeigte erst nach 3 d vereinzelte, schwache Signale
im Cytoplasma und Zellkern. (B) Eine N-terminale Fusion von GFP an MIG1 (GFP-MIG1) resultiert bereits
nach 2 d in starke und frequente Signale in Cytoplasma und Zellkern. Bei den Fusionskonstrukten aus einem
N-terminalen GFP und DELLA1 (C), dem stabilen A18DELLA1 (D) oder DELLA2 (E) konnte man jeweils nach
2 d starke Signale im Zellkern beobachten. (v.l.n.r.: DsRED, GFP; Uberlagerung mit Hellfeld; MaRstabsbalken
entsprechen 50 ym.)
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2 Ergebnisse - 2.13 MIG1 bildet Dimere mit AM-assoziierten GRAS-Proteinen

Freies GFP wirde wie freies DsRED in Cytoplasma und Zellkern lokalisieren. Die Signale
von MIG1 kénnten demnach auch auf eine Abspaltung des GFPs zurlickzuflihren sein.
Um zu Uberprifen ob die MIG1-Fusion mit GFP in den Blattern intakt vorlag, wurde ein
Western Blot mit dem Proteinextrakt aus infiltrierten Blattern durchgefiihrt. Dabei konnte
durch Detektion von GFP eine eindeutige GFP-MIG1 Bande bei etwa 100 kDa detektiert
werden. Als Kontrolle wurden zuséatzlich die Fusionskonstrukte GFP-DELLA1 und GFP-
A18DELLA1 analysiert. In allen drei Proben konnten Banden in Hohe des jeweiligen Fusi-
onsproteins detektiert werden. Kleinere Abbauprodukte oder freies GFP (26 kDa) konnten
nur sehr schwach beobachtet werden. Dementsprechend ist davon auszugehen, dass die
beobachtete Lokalisierung von MIG1 in Cytoplasma und Zellkern tatsachlichen auf GFP-
MIG1 zurickzuflhren ist. Eine Lokalisation von MIG1 im Zellkern unterstiitzt erneut die

Hypothese, dass MIG1 als Transkriptionsregulator fungiert.

kDa 1 2 3
1: GFP-DELLA1 (94 kDa)

2: GFP-A18DELLA1 (92 kDa)
3: GFP-MIG1 (95 kDa)
100

80

Abbildung 2.42 Detektion der heterolog exprimierten GFP-
Fusionen aus N. benthamiana Blattern. Die Expressionskon-
strukte codierend fiir die N-terminal GFP-fusionierten Konstrukte
GFP-DELLA1 (94 kDa), GFP-A18DELLA1 (92 kDa) und GFP-
MIG1 (95 kDa) wurden mit A. tumefaciens in N. benthamiana Blat-
ter infiltriert. Nach 3 d wurden die Blatter geerntet und die Proteine
extrahiert. Zur Auftrennung der Proteine wurde eine SDS-PAGE
durchgefiihrt, anschlieRend wurden die Proteine geblottet. Zur
Detektion wurden a-GFP (Kaninchen) als Primarantikorper und
Meerrettich-Peroxidase-gekoppelte a-Kaninchen (Ziege) als Se-
kundarantikorper verwendet. Alle drei Fusionskonstrukte konnten
knapp unter der 100 kDa Marke detektiert werden.
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2.13 MIG1 bildet Dimere mit AM-assoziierten GRAS-Proteinen

Um Herauszufinden welcher Mechanismus dem GA-regulierten Phanotyp von MIG1 zu-
grunde liegt, wurden direkte Interaktionstests durchgefiihrt. GRAS-Proteine sind bekannt
dafir Komplexe zu bilden, welche ihre Funktionalitat determinieren (Bolle, 2015). Bei der
Strukturaufklarung von OsSCL7 durch Kristallisation konnte eine Homodimerisierung be-
obachtet werden, die hdchstwahrscheinlich durch die Bildung einer spezifischen Furche
zur Bindung an doppelstrangige DNA befahigt (Li et al., 2016). Fur verschiedene GRAS-
Proteine der AM-Symbiose konnte bereits gezeigt werden, dass sie Dimere innerhalb ih-
rer Proteinfamilie formen. So konnte beispielsweise eine Interaktion zwischen NSP1 und
NSP2 validiert werden (Hirsch et al., 2009). Uberdies wurde gezeigt, dass die Heterodi-
merisierung NSP1-NSP2 notwendig ist, um eine transkriptionelle Aktivierung des Zielgens
MtENOD11 zu erlangen. Auch die GRAS-Proteine RAM1 und RAD1 interagieren unterei-
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2 Ergebnisse - 2.13 MIG1 bildet Dimere mit AM-assoziierten GRAS-Proteinen

nander sowie jeweils mit NSP2 (Gobbato et al., 2012; Park et al., 2015; Xue et al., 2015).
Um zu untersuchen, ob auch MIG1 mit einem der AM-assoziierten GRAS-Proteine aus M.
truncatula, wie beispielsweise den DELLA-Proteinen, interagieren kann, wurden Interakti-
onsstudien in N. benthamiana mit der Methode der Bimolekularen Fluoreszenz-
komplementation (BiFC) durchgefiihrt. Die zu testenden Proteine wurden jeweils N-
terminal an eine Halfte des YFPs fusioniert. Ein gelbes Fluoreszenzsignal zeigte nach
Koinfiltration zweier zu testender Proteinfusionen demnach eine positive Interaktion an.
Die Kombinationen wurden immer in beide Richtungen getestet.

Zur Kontrolle wurden bereits publizierte Interaktionen untersucht, hierdurch konnte auch
die Expression der klonierten Konstrukte bestatigt werden. Positive Interaktionen konnten
unter anderem zwischen NSP1 und NSP2 (Hirsch et al., 2009) bzw. RAM1 und RAD1
(Park et al., 2015) im Zellkern von N. benthamiana Epidermiszellen beobachtet werden
(Abb. 2.41).

Abbildung 2.43 Verwendete Positivkontrollen in der BiFC-Analyse. Der C-terminale bzw. N-terminale Teil
des Split-YFPs wurde N-terminal an die GRAS-Proteine fusioniert. Die mikroskopische Analyse wurde 2 d
nach der Co-Infiltration mit dem A. tumefaciens Stamm GV3101 in N. benthamiana Blatter durchgefiihrt. (A)
NSP1 und NSP2 interagieren miteinander im Zellkern in beide Richtungen. (B) RAM1 und RAD1 interagieren
miteinander im Zellkern in beide Richtungen. Links: YFP-Kanal, rechts: Uberlagerung mit Hellfeld. MaRstabs-
balken entsprechen 50 um.

NSP2-YFPC >
NSP1-YFPN
RAM1-YFPC m
RAD1-YFPN

NSP1-YFPC
NSP2-YFPN
RAD1-YFPC
RAM1-YFPN

Nach der Validierung der Methode wurde MIG1 in Kombination mit unterschiedlichen
GRAS-Proteinen getestet. Die Ergebnisse zeigten, dass MIG1 mit DELLA1 (Abb. 2.42 A)
und mit NSP1 (Abb. 2.42 C) in beide getesteten Richtungen eine Interaktion im Zellkern
eingehen kann. Bei der Koinfiltration der Proteine mit dem korrespondierenden EV konnte

keine spezifische Fluoreszenz aufgenommen werden (Abb. 2.42 B, D, E).
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Abbildung 2.44 MIG1 interagiert mit DELLA1
und NSP1 in der BiFC-Analyse in beide Rich-
tungen. Der C- bzw. N-terminale Teil des Split-
YFPs wurde N-terminal an die GRAS-Proteine
fusioniert. Die mikroskopische Analyse wurde 2 d
nach der Co-Infiltration mit dem A. tumefaciens
Stamm GV3101 in N. benthamiana Blatter durch-
geflhrt. MIG1 interagiert mit DELLA1 (A) und
NSP1 (C) jeweils in beide getesteten Richtungen
im Zellkern. DELLA1 (B), NSP1 (D) und MIG1 (E)
zeigten keine spezifischen Signale in Kombination
mit der jeweiligen EV Kontrolle. Links: YFP-Kanal,
rechts: Uberlagerung mit Hellfeld. MaRstabsbal-
ken entsprechen 50 um.
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Auch flr die Proteine RAD1 und DELLA2 wurde eine Interaktion mit MIG1 beobachtet,
allerdings nur falls MIG1 an den C-terminalen Teil von YFP fusioniert vorlag (Abb. 2.43).

Diese Interaktionen konnten durch Versuche in die andere Richtung nicht bestatigt wer-
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A Abbildung 2.45 MIG1 interagiert mit RAD1 und
8 E DELLA2 in der BiFC-Analyse in nur eine Rich-
T tung. Der C-terminale bzw. N-terminale Teil des
i i Split-YFPs wurde N-terminal an die GRAS-Proteine
QYR fusioniert. Die mikroskopische Analyse wurde 2 d
= é nach der Co-Infiltration mit dem A. tumefaciens
Stamm GV3101 in N. benthamiana Blatter durch-
B geflhrt. MIG1 interagiert mit RAD1 (A) und
DELLAZ2 (B) jeweils in eine der getesteten Richtun-
1) 5 g_en im Zellkern. Links: YFP-Kanal, rechts:
& & Uberlagerung mit Hellfeld. Mafistabsbalken ent-
> sprechen 50 ym.
o35
=7
=
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Keine Interaktion wurde dagegen zwischen MIG1 und den GRAS-Proteinen RAM1,
DELLA3 und dem wahrend der AM-symbiose induzierten GRAS-Protein Medtr1g086970
festgestellt (Abb. 2.44). Es wurden jeweils beide Richtungen auf eine Interaktion unter-

sucht, dargestellt ist reprasentativ nur eine Richtung.

A B
=z
0Z O
a o auw
w [TH >|-
> >
-— — <
0= 0 -
= =uw
o 0
Cc Abbildung 2.46 MIG1 interagiert nicht mit RAM1,
O DELLA3 oder Medtr1g086970 in der BiFC-Analyse.
Q- Der C- bzw. N-terminale Teil des Split-YFPs wurde N-
I;'I- & terminal fusioniert. Die mikroskopische Analyse wurde
,Q > 2 d nach Co-Infiltration mit A. tumefaciens in N. bent-
% 6 hamiana durchgefihrt. MIG1 interagiert nicht mit
& = RAM1 (A), DELLA3 (B) oder Medtr1g086970 (C).
> Links: YFP-Kanal, rechts: Uberlagerung mit Hellfeld.

Malfstabsbalken entsprechen 50 pm.

Als nachstes wurden Interaktionstests innerhalb der MIG1-Unterfamilie durchgefihrt.
MIG1 ging dabei keine Interaktion mit seinen Duplikationen MIG2 und MIG3 ein und bilde-
te auch keine Homodimere im BiFC-Assay (Abb. 2.45).
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(v1)

MIG1-YFPC >
MIG1-YFPN
MIG2-YFPC
MIG1-YFPN

Abbildung 2.47 MIG1 formt keine Homodimere
oder Heterodimere mit MIG2 oder MIG3 in der
BiFC-Analyse. Der C- bzw. N-terminale Teil des
Split-YFPs wurde N-terminal fusioniert. Die mikro-
skopische Analyse wurde 2 d nach Co-Infiltration
mit A. tumefaciens in N. benthamiana durchgefihrt.
MIG1 bildet keine Homodimere (A), interagiert nicht
mit MIG2 (B) oder MIG3 (C). Links: YFP-Kanal,
rechts: Uberlagerung mit Hellfeld. MaRstabsbalken
entsprechen 50 pm.

MIG3-YFPC O
MIG1-YFPN

Tabelle 2.5 fasst alle durchgeflihrten BiFC-Experimente zusammen. Als zusatzliche Posi-
tivkontrolle zu NSP1-NSP2 und RAD1-RAM1 (Abb. 2.39) wurde die Interaktion RAD1-
NSP2 sowie NSP1-NSP1 evaluiert (Hirsch et al., 2009; Park et al., 2015; Xue et al.,
2015). Fir RAM1 aus M. truncatula konnte im Gegensatz zum Ortholog aus L. japonicus
(Xue et al., 2015) keine Bildung von Homodimeren nachgewiesen werden.

YFPC

Tabelle 2.5 Zusammenfassung der Interakti-

o
onsanalyse via BiFC in N. benthamiana. Der § - ey
C-terminale (YFPC) bzw. N-terminale Teil des % é § g
Split-YFPs (YFPN) wurde N-terminal an die R =
GRAS-Proteine fusioniert. Die mikroskopische S

Analyse wurde 2 d nach der Co-Infiltration mit
dem A. tumefaciens Stamm GV3101 in N. bent-

hamiana Blattern durchgefiihrt. Die Ergebnisse 2

ren Richtung keine Bestatigung dieser
Interaktion (-); rot: in beide Richtungen keine
Interaktion.

aller getesteten Kombinationen sind aufgefiihrt. Mic3
Grin: Interaktion in beide getesteten Richtun- RAD1
gen; gelb: Interaktion nur in eine der getesteten > Medtr1g086970
Richtungen (+), mit der Kombination der ande- 2 DELLA1

L ||

Zusammenfassend konnte fur MIG1 eine Interaktion mit DELLA1 und NSP1 in beide Rich-
tungen beobachtet werden. Mit den GRAS-Proteinen RAD1 und DELLA2 konnte nur fir
eine Richtung eine Interaktion mit MIG1 gezeigt werden. Fur die Duplikation MIG2 konnte
eine Interaktion mit DELLA1 und DELLAZ2 festgestellt werden. MIG3 interagierte in den
BiFC-Versuchen dagegen nur mit DELLA2 in beide Richtungen. In ausschlief3lich eine
Richtung interagierte MIG3 mit RAD1, DELLA1 und NSP1.
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Diese Ergebnisse zeigen, dass MIG1 unterschiedliche Interaktionen mit GRAS-Proteinen
eingehen kann. Die unterschiedlichen Dimere konnten schlie3lich zur zeitlich und raum-
lich getakteten Regulation spezifischer Gene wahrend der AM-Symbiose, beispielsweise
bei der Arbuskelentwicklung, dienen. Uberdies wurde durch die Interaktion zwischen

MIG1 und DELLA1 eine erneute Verbindung zu dem GA-Signalweg aufgedeckt.

2.14 MIG1 OE hat keine Auswirkung auf die Mykorrhizierungseffizienz

Unter natirlichen Bedingungen wird MIG1 in M. truncatula nur sehr schwach exprimiert.
Eine starke Expression von MIG1 konnte ausschlieRlich wahrend der Mykorrhizierung
nachgewiesen werden (Abschnitt 2.2). Eine Uberexpression immitiert demnach im Bezug
auf die MIG1-Transkriptmenge eine Mykorrhizierung, ohne tatsachliche Kolonisierung
eines AM-Pilzes.

Um zu analysieren, ob sich eine Uberexpression von MIG1 auf die
Mykorrhizierungseffizienz auswirkt, wurden EV bzw. MIG1 OE composite Pflanzen
mykorrhiziert. Eine Uberexpression von MIG1 konnte per qPCR bestétigt werden (Abb.
2.48 A). Bei einer Quantifizierung der Mykorrhizierung konnte in keinem der adressierten
Parameter ein Unterschied zwischen EV und MIG1 OE festgestellt werden (Abb. 2.48 B).
Die Abundanz an Arbuskeln und intrazellularen Hyphen ist in beiden Linien (EV und MIG1
OE) demnach vergleichbar ausgepragt.

Eine Uberexpression von A18DELLA1 in M. truncatula bzw. seinem Pendant A17DELLA1
in L. japonicus induzierte die Expression spezifischer AM-Markergene ohne Inokulation
mit einem AM-Pilz, sodass DELLA1 fiir die Expression dieser Gene wahrend der AM-
Symbiose verantwortlich gemacht werden konnte (Park et al., 2015; Floss et al., 2016;
Pimprikar et al., 2016). Beispielsweise induziert DELLA1 die Expression von RAM1, wel-
ches wiederum fir die Expression weiterer AM-Gene verantwortlich ist (Park et al., 2015).
Um zu testen ob auch MIG1 in dieser Transkriptionskaskade eine Rolle spielt, wurde die
Expression von AM-Markergenen in MIG1 OE Wurzeln gemessen. Hierbei konnte keine
differenzielle Expression beobachtet werden, was darauf schlieRen lasst, dass MIG1 und
RAM1 in unterschiedlichen Signalwegen fungieren. Darlber hinaus wurde die Expression
zudem in mykorrhizierten EV und MIG1 OE Wurzeln quantifiziert. Hierbei konnte Uberra-
schenderweise eine leichte Reduktion von RAM7 sowie von den DELLA1/RAM1-
Zielgenen RAD1, SCP1, Vapyrin und EXO70! beobachtet werden (Abb. 2.49). Bei
EXQO70I, welches eine signifikante Reduktion seiner Genexpression erfuhr, handelt es
sich um eine Komponente des AM-zugehdrigen Exozyst-Komplexes, welcher fir die Bil-
dung der PAM verantwortlich ist (Zhang et al., 2015b).

MIG1 kénnte diesen Ergebnissen zufolge mdglicherweise mit der RAM1-Signalkaskade
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um DELLA1 konkurrieren und bisher noch unbekannte Gene wahrend der AM-Symbiose

regulieren.
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Abbildung 2.48 Quantifizierung der Mykorrhizierung in MIG1 OE composite Pflanzen. Composite Pflan-
zen transformiert mit EV oder MIG1 OE wurden mit (myc) oder ohne (nm = nicht mykorrhiziert) R. irregularis
inkubiert und 5 wpi geerntet. (A) Expressionsanalyse von MIG per qPCR. Die Expression wurde auf das
Haushaltsgen MtTEF1a normalisiert. n = 4. (Fehlerbalken entsprechen SD. Zweistichproben-t-Test wurde zur
Kalkulation der Signifikanz verwendet, unterschiedliche Buchstaben zeigen einen signifikanten Unterschied
mit einem p-Wert < 0,05.) (B) Quantifizierung der Mykorrhizierung nach Trouvelot et al. (1986). Folgende
Parameter wurden analysiert: Die Frequenz der Kolonisierung (F %), die Intensitat der Mykorrhizierung im
gesamten Wurzelsystem (M %) bzw. in den Wurzelfragmenten (m %), Abundanz der Arbuskeln und intraradi-
kalen Hyphen im Wurzelsystem (A % und | %) bzw. in mykorrhizierten Bereichen (a % und i %). Die
Mykorrhizierungseffizienz zeigte keine signifikanten Unterschiede in den analysierten Linien. Analysierte Wur-
zelfragmente: 319 (EV); 136 (MIG1 OE). (Fehlerbalken entsprechen SD. n = 3. Zweistichproben-t-Test wurde
zur Kalkulation der Signifikanz verwendet). (C) Visualisierung reprasentativer pilzlicher Strukturen in EV
(oben) und MIG1 OE Linien (unten) nach Farbung mit WGA-FITC. Malistabsbalken entsprechen 100 ym.
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2 Ergebnisse - 2.15 MIG1 determiniert die ZellgréRe wahrend der AM-Symbiose
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Abbildung 2.49 MIG1 OE fiihrte zu einer verminderten Expression von DELLA1/RAM1-Zielgenen wah-
rend der AM-Symbiose. EV und MIG1 OE composite Pflanzen wurden mit R. irregularis inokuliert und 5 wpi
geerntet. Die Expression verschiedener AM-Markergene welche durch DELLA1 und RAM1 induziert werden,
wurde per gPCR in den mykorrhizierten Wurzeln gemessen und auf das Haushaltsgen MtTEF1a normalisiert.
Die GRAS TFs RAM1 und RAD1 (A) sowie die in der Arbuskelentwicklung involvierten Gene SCP1, Vapyrin
und EXO70I (B) zeigen eine tendenzielle verminderte Expression in MIG1 OE Wurzeln. (Daten zeigen Ein-
zelwerte von vier biologischen Replikaten. Zweistichproben-t-Test wurde zur Kalkulation der Signifikanz
verwendet, *p-Wert < 0,05).

2.15 MIG1 determiniert die ZellgroBe wahrend der AM-Symbiose

In Abschnitt 2.11 konnte in MIG1 OE Wurzeln eine modifizierte ZellgroRe gegenuber
Kontroll-Wurzeln festgestellt werden. Um die biologische Relevanz diesen Phanotyps zu
analysieren, wurden die Kortexzellen von mykorrhizierten EV und MIG1 OE composite
Pflanzen sowie nicht mykorrhizierten Kontrollpflanzen vermessen und statistisch
ausgewertet (Abb. 2.50 A). In der Tat konnte eine Zunahme der Zellbreite arbuskulierter
gegeniber nicht mykorrhizierten Kortexzellen festgestellt werden. In MIG1 OE Wurzeln
konnten die bisherigen Ergebnisse bestatigt werden: unmykorrhizierte MIG1 OE Zellen
waren breiter als EV-Zellen. Arbuskulierte MIG1 OE Kortexzellen zeigten in ihrer radialen
Ausdehnung keine signifikante Zunahme verglichen zu nicht mykorrhizierten MIG1 OE
Zellen oder zu mykorrhizierten EV-Zellen. Bei der Evaluierung der Zelllange konnte im
Gegensatz zur Zellbreite kein Unterschied zwischen Arbuskel-enthaltenden Zellen und
Kortexzellen von nicht mykorrhizierten Kontrollwurzeln festgestellt werden. Eine
Uberexpression von MIG1 &uRerte sich in signifikant langeren Zellen, wie bereits zuvor
quantifiziert (Abschnitt 2.11). Diese Signifikanz ging durch eine Mykorrhizierung verloren,

bei der MIG1 OE Kortexzellen keinen Unterschied zu EV-Zellen aufzeigten.
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2 Ergebnisse - 2.15 MIG1 determiniert die ZellgréRe wahrend der AM-Symbiose

Um zu testen, ob eine VergoRerung der Zelle durch MIG1 OE auch eine Ausdehnung der
gebildeten Arbuskel als Konsequenz hat, wurden diese in den mykorrhizierten EV- und
MIG1 OE Wurzeln ausgemessen. Weder in der Arbuskelbreite noch in der —lange war
eine Modifizierung durch eine Uberexpression von MIG1 vorhanden (Abb. 2.50 B). Die
Arbuskeln hatten demnach die gleiche Gréfe in EV und MIG1 OE Wurzeln.
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Nach diesen Ergebnissen scheint der Phanotyp der MIG1 OE Wurzeln betreffend der
radialen kortikalen Zellexpansion tatsachlich von biologischer Relevanz zu sein. Hierflr
sprechen auch Berichte dhnlicher Arbuskel-assoziierter morphometrischen Veranderun-
gen in Prunus cerasifera und Cucumis sativus (Berta et al., 1995; Balestrini et al., 2005).
Die VergroRerung von Kortexzellen, scheint demnach typisch fur Zellen zu sein, welche
Arbuskeln beherbergen.

Um diese Uberlegung zu bestéatigen, wurde zusatzlich die arbuskulierten Kortexzellen der
mykorrhizierten MIG1-RNAi-Linien vermessen (Vergleich Abschnitt 2.6). In der Tat wurde
sowohl eine verringerte Zellbreite, als auch eine reduzierte Zelllange in MIG1-RNAi-
Wurzeln beobachtet (Abb. 2.51). Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass MIG1 vor
oder wahrend der Arbuskelbildung zur VergréRerung der entsprechenden Kortexzellen
beitragt. Solch eine Vergrolierung findet nicht statt, wenn MIG1 herunterreguliert wird,
was mdoglicherweise zur Stérung der Arbuskelbildung fihren kénnte, welche in MIG1-
RNAI-Linien beobachtet wurde (Abschnitt 2.6).
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2 Ergebnisse - 2.16 A18DELLA1 komplementiert den MIG1-RNAi Arbuskelphanotyp
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2.16 A18DELLA1 komplementiert den MIG1-RNAi Arbuskelphanotyp

Die simultane Expression von MIG1 OE und A18DELLA1 konnte aufzeigen, dass MIG1
und DELLA1 in einem gemeinsamen Signalweg die radiale Expansion von Kortexzellen
regulieren (Abschnitt 2.11). Uberdies wurde eine Korrelation zwischen Arbuskelbildung
und radialer Zellexpansion beobachtet (Abschnitt 2.15). Diese Ergebnisse flhren zur Hy-
pothese, dass MIG1 zusammen mit DELLA1 in der AM-Symbiose die radiale Expansion
kolonisierter Kortexzellen kontrolliert, wodurch die Bildung reifer Arbuskeln ermdglicht
wird. Um diese Hypothese zu stiitzen, wurde im Folgenden analysiert, ob eine Uberex-
pression des GA-insensitiven A18DELLA1 den MIG1-RNAi Phéanotyp in der
Arbuskelentwicklung (Abschnitt 2.6) retten kann (Abb. 2.52). Hierfir wurde eine Expressi-
onskassette konstruiert, welche eine Herunterregulation von MIG1 unter dem PT4-
Promotor und eine simultane Uberexpression des GA-insensitiven A18DELLA1 ermdg-
lichte. Transformierte composite Pflanzen wurden mit R. irregularis inokuliert und die
Mykorrhizierungseffizienz nach 5 wpi ausgewertet. Als Kontrolle wurden zusatzlich Wur-
zeln mit A718DELLA1-Uberexpression aber ohne MIG1-RNAi analysiert. Die
Herunterregulation von MIG1 und verstarkte Expression von DELLA1 wurde durch Ex-
pressionsanalysen via qPCR validiert (Abb. 2.52 A). Eine Quantifizierung der
Mykorrhizierungseffizienz legte dar, dass eine Stabilisierung von DELLA1 tatsachlich den
AM-Phanotyp deformierter Arbuskeln in MIG1-RNAi Wurzeln komplementieren kann (Abb.
2.52 B, C). Weder die Mykorrhizierungseffizienz, noch die Abundanz reifer oder defor-
mierter Arbuskeln unterschieden sich in Wurzeln transformiert mit EV, A18DELLA1 oder
A18DELLA1 + MIG1-RNAi (Abb. 2.52 C).
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Abbildung 2.52 Das nicht-degradierbare DELLA-Protein A18DELLA1 komplementiert den Arbuskel-
phénotyp in MIG1-RNAi Wurzeln. Composite Pflanzen transformiert mit EV, A18DELLA1 oder A18DELLA1
zusammen mit PMtPT4-MIG1-RNAi (A18DELLA1 + MIG1-RNAi) wurden mit (myc) oder ohne (nm = nicht
mykorrhiziert) R. irregularis inkubiert und 5 wpi geerntet. (A) Die Expressionslevel von MIG1 und DELLA1
wurden per qPCR ermittelt. Die Expression wurde auf das Haushaltsgen M{TEF1a normalisiert. Die Herunter-
regulierung von MIG1 durch MIG1-RNAi sowie die Uberexpression von DELLA71 in A18DELLA1 konnte
validiert werden. (B) Visualisierung reprasentativer pilzlicher Strukturen in EV (links), A18DELLA1 (Mitte) und
A18DELLA1 + MIG1-RNAi Linien (rechts) nach Farbung mit WGA-FITC. (C) Quantifizierung der Mykorrhizie-
rung nach Trouvelot et al. (1986). Die Frequenz der Kolonisierung (F%), die Anzahl an reifen Arbuskeln (ma%
= mature arbuscule) und unreifen, deformierten Arbsukeln (da%) unterschieden sich nicht in den unterschied-
lichen Linien. Analysierte Wurzelfragmente: 268 (EV); 202 (A18DELLA1); 670 (A18DELLA1 + MIG1-RNAI).
(Fehlerbalken entsprechen SD. n = 3. Zweistichproben-t-Test wurde zur Kalkulation der Signifikanz
verwendet, unterschiedliche Buchstaben zeigen einen signifikanten Unterschied mit einem p-Wert < 0,05).
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2 Ergebnisse - 2.16 A18DELLA1 komplementiert den MIG1-RNAi Arbuskelphanotyp

Eine Vermessung der Arbuskel-enthaltenden Zellen zeigte darlber hinaus, dass durch
eine Uberepression von A18DELLA1 eine Zunahme der Zellbreite resultierte, auch bei
zusatzlicher Herunterregulation von MIG1 (Abb. 2.53). Wie erwartet, konnte durch
A18DELLA1 eine Verkirzung der Zellldange beobachtet werden. Interessanterweise wurde

diese Verkiirzung im MIG1-RNAi Hintergrund noch weiter verstarkt.

Abbildung 2.53 Analyse der Zellmorpho-
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Zusammenfassend lasst sich demnach festhalten, dass die Expression von A18DELLA1
den MIG1-RNAi Phanotyp rettet. Da dies sowohl auf den Arbsukelphanotyp, als auch auf
die kortikale Zellbreite zutrifft, Iasst sich spekulieren ob hier ein kausaler Zusammenhang
bestehen konnte.
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3 Diskussion - 3.1 Die MIGs, GRAS-TFs in der AM-Symbiose

3 Diskussion

3.1 Die MIGs, GRAS-TFs in der AM-Symbiose

Das Duett der beiden Symbiosepartner Pflanze und AM-Pilz beginnt mit einem abge-
stimmten Signalaustausch, welcher zur Erkennung und Vorbereitung der Partner fuhrt
(Parniske, 2008). Dieser prasymbiotische Signalaustausch wird zumindest teilweise Gber
den CSSP vermittelt und fihrt zu einer enormen Umstrukturierung der Transkription
(Hohnjec et al., 2015). Mittlerweile konnten mehrere GRAS-Proteine als zentrale Regula-
toren der AM-Symbiose identifiziert werden (Maillet et al., 2011; Gobbato et al., 2012;
Delaux et al., 2013; Floss et al., 2013; Takeda et al., 2013; Xue et al., 2015). Da GRAS-
Proteine eine wesentliche Rolle in der pflanzlichen Entwicklung, unter anderem in der
morphologischen Entwicklung der Wurzel spielen, sind sie von besonderer Bedeutung im
Hinblick auf die AM-Symbiose. Um neue Komponenten der AM-assoziierten transkriptio-
nellen Regulation zu identifizieren, wurde ein Screening fir GRAS-Gene aus M. truncatula
durchgefiihrt, deren Genexpression durch Extrakt aus R. irregularis Sporen induziert wer-
den konnte. Eine Veranderung der Expression durch SE-Behandlung lasst sich als eine
Antwort seitens der Pflanze auf pilzliche Signale deuten. Die Reaktion findet in Form einer
Umprogrammierung der pflanzlichen Transkriptionsmaschinerie statt, obwohl kein direkter
physischer Kontakt mit dem Pilz und keine Kolonisierung vorhanden waren. In diesem

Screening konnten drei bisher unbekannte Gene, die MIGs, identifiziert werden.

3.1.1 Expressionsanalyse der MIGs

Die MIGs werden durch pilzliche Signale induziert. Eine Auftrennung des SEs zeigte, dass
moglicherweise die Pelletfraktion spezifische Molekile besitzt, die als Signale fur die MIG-
Expression dienen. Fir eine frihe Induktion der MIGs spricht auch die Induktion von
MIG1 und MIG2 in den Expressionsdaten von Ortu et al. (2012), in denen frihe Infektion-
sereignisse, im Stadium der Hyphopodienbildung, untersucht wurden. Es ist allerdings
nicht auszuschlieRen, dass der verwendete artifizielle SE-Assay ein spateres Stadium
widerspiegelt, in dem der Pilz die Wurzel bereits kolonisiert hat. Diese Interpretation wird
durch die starke Expression der MIGs in spateren Phasen der AM anhand einer Expressi-
onsanalyse in mykorrhiziertem Gewebe bzw. die Arbuskel-assoziierte Expression in
veroffentlichen Transkriptomanalysen (Gaude et al., 2012a; Hogekamp & Kister, 2013)
unterstitzt. Generell deutet eine verstarkte Expression der MIGs wahrend der AM-

Symbiose auf eine Funktion dieser in der Etablierung oder Erhaltung der Symbiose hin.
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3 Diskussion - 3.1 Die MIGs, GRAS-TFs in der AM-Symbiose

3.1.2 Phylogenetische Analyse der MIGs

Eine phylogenetische Analyse der gesamten GRAS-Proteinfamilie deckte auf, dass die
MIGs zu einer bisher funktionell nicht charakterisierten Klade eingeordnet werden, welche
sich durch den konservierten N-Terminus definiert. Interessanterweise konnten nur Ortho-
loge in AM-Wirtspflanzen, nicht jedoch in den Nichtwirtspflanzen Capsella rubella,
Thellungiella halophila, Brassica rapa, Arabidopsis lyrata oder A. thaliana, welche alle der
Familie der Brassicaceae angehdren, gefunden werden. Dieses evolutionare Muster ist
typisch fir Gene die in der AM-Symbiose involviert sind und kann auf einen sekundaren
Verlust symbiotischer Gene in Nichtwirtspflanzen zuriickgefuhrt werden (Delaux et al.,
2014). Zudem wird ein solches Muster haufig zur Identifizierung neuer AM-Gene verwen-
det, da davon ausgegangen wird, dass in AM-Pflanzen evolutionar konservierte Gene
woma@glich eine Funktion in der AM-Symbiose einnehmen (Delaux et al., 2014; Xue et al.,
2015; Bravo et al., 2016). Hierfur spricht zudem die transkriptionelle Induktion der MIG1-
Unterfamilie zugehoérigen Gene aus M. truncatula (diese Arbeit) und L. japonicus (Xue et
al., 2015) wahrend der AM-Symbiose. Es ware interessant zu untersuchen, ob auch Gene
aus anderen Pflanzenarten eine AM-assoziierte Expression aufweisen. Dieser GRAS-
Zweig wurde bisher in S. lycopersium und P. trichocarpa erwahnt, allerdings konnte in nur
wenigen der getesteten Konditionen eine Expression festgestellt werden, womaoglich da
symbiotische Konditionen nicht in Betracht gezogen wurden (Liu & Widmer, 2014; Huang
et al., 2015).

3.1.3 Liegt eine genetische Redundanz der MIGs vor?

Bei der phylogenetischen Analyse wird deutlich, dass es sich bei MIG1, MIG2 und MIG3
um Genduplikationen handelt, welche auf Nukleotid und Proteinebene eine sehr hohe
Identitat zueinander aufweisen. Aufgrund dieser Ahnlichkeit stellt sich die Frage, ob es
sich um redundante Proteine handeln kdnnte, die alle die gleiche Funktion ausiben. Die
Retention von duplizierten Genen lasst sich entweder auf eine genetische Redundanz
(Dean et al., 2008), oder auf einen funktionellen Neugewinn zurlickfihren. Letzterer kann
eine Neo-Funktionalisierung oder eine Unter-Funktionalisierung, bei dem beide Duplikati-
onen gemeinsam die originale anzestrale Funktion Ubernehmen, bedeuten (Lynch &
Conery, 2000). Anhand der vorhergesagten Sekundar- und Tertiarstrukturen lassen sich
keine offensichtlichen Unterschiede zwischen den MIGs entdecken. Die phylogenetischen
Analyse zeigte dagegen klar, dass MIG1 und MIG2 naher miteinander verwandt sind, als
jeweils mit MIG3. MIG3 hat sich evolutionar demnach friiher abgespalten, als MIG1 und
MIG2 voneinander. Dies zeigt sich auch in der Expressionsanalyse: Wahrend alle drei
MIGs durch eine Mykorrhizierung induziert werden, konnte nur fir MIG1 und MIG2 eine
Korrelation mit der PT4-Expression und damit eine Korrelation mit der Menge gebildeter

Arbuskeln demonstriert werden. Auch eine frilhe Induktion wahrend der Hyphopodienbil-
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dung konnte nur fir MIG1 und MIG2, nicht aber flir MIG3, festgestellt werden (Ortu et al.,
2012). Im Hinblick auf die Identitat der Nukleotidsequenzen der putativen Promotorberei-
che zeigt sich abermals, dass MIG1 und MIG2 ahnlicher zueinander sind als zu MIG3. Ein
CTTC-ahnliches Motiv in der Nahe des ATGs weisen nur MIG1 und MIG2 auf. In Einklang
hiermit konnte fur MIG1 eine starke Promotoraktivitat in Arbuskel-enthaltenden Zellen
beobachtet werden. Es ware sehr interessant zu wissen, in welchen Wurzelzellen die
Promotoraktivitat von MIG2 und MIG3 in mykorrhiziertem Gewebe vorzufinden sind. Diese
Ergebnisse sprechen fir eine spezifische Funktion von MIG1 und MIG2 in der AM-
Symbiose. MIG3 ist zwar auch wahrend der AM-Symbiose induziert, kénnte aber auf-
grund seiner hohen Basalexpression zusatzlich auch eine nichtsymbiotische Funktion
ausuben.

Die Regulation der MIG1-Expression kann unter anderem durch seine Phosphatmangel-
assoziierte Expression von MIG2 und MIG3 separiert werden, welche erneut auf eine AM-
spezifische Funktion MIG1 schlieRBen lasst. Aullerdem besitzt auch MIG2, wie MIG3, eine
hohe Basalexpression, welche fir eine zusatzliche Funktion unter nichtsymbiotischen
Bedingungen spricht.

Aufgrund der hohen Homologie wurden beim Einsatz eines RNAi-Konstruktes alle drei
Gene herunterreguliert. Da bei beiden erfolgreichen Versuchen die gleiche Sequenz fir
die Haarnadel-Struktur (RNAIi.3) verwendet wurde, lag der einzige Unterschied dieser
RNAI-Experimente am jeweils verwendeten Promotor. Der Promotor von MtPT4, welcher
in Arbuskel-enthaltende Zellen aktiv ist, scheint eine spezifischere Reduktion des MIG1-
Transkripts zu ermdglichen als der ubiquitdre AtUBI3-Promotor. Auch dieses Ergebnis
spricht daflir, dass MIG1, im Gegensatz zu MIG2 und MIG3, hauptsachlich in Arbuskel-
enthaltenden Zellen exprimiert wird.

Eine Herunterregulation von MIG1 flhrte zu einem Phanotyp in der Arbuskelbildung, wel-
cher augenscheinlich nicht durch die verbleibende Expression von MIG2 und MIG3
komplementiert werden konnte. Entweder die leichte Reduktion der MIG2- und MIG3-
Transkripte war bereits ausreichend um ihre Funktion einzuschranken, oder aber MIG2
und MIGS3 sind nicht in der Lage eine Reduktion von MIG1 funktionell auszugleichen.
Moglicherweise kommt es zu keiner Komplementation, da MIG2 und/oder MIG3 nicht in
den gleichen Zellen exprimiert werden wie MIG1. In diesem Falle ware eine funktionelle
Redundanz denkbar, welche aber aufgrund der regulierten zeitlichen und zellspezifischen
Expression von MIG1 keine genetische Redundanz darstellt. Hierfir spricht auch die Re-
duktion der Expression von MIG2 in MIG1 OE Wurzeln. Falls MIG1 ubiquitar exprimiert
wird, wie es durch den 35S-Promotor der Fall ist, kann MIG1 mdglicherweise die Funktion
von MIG2 (ibernehmen, was zu einer reduzierten MIG2-Expression fuhrt.

Um aufzuklaren ob zwischen den MIGs eine funktionelle Redundanz vorliegt, kénnte eine
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kombinatorische Expression des MIG1-RNAi-Konstruktes und einer ubiquitaren bzw. Ar-
buskel-assoziierten Uberexpression von MIG2/3 helfen.

Die durchgeflihrten direkten Interaktionstests in dieser Arbeit zeigten sowohl Parallelen in
der Dimerbildung, als auch Unterschiede zwischen den MIGs auf. Méglicherweise gibt es
aber bisher nicht getestete Komplexpartner, die mit allen drei MIGs gleichermalen intera-
gieren kdénnen.

Wenn man alle gesammelten Ergebnisse dieser Arbeit in Betracht zieht, ist es unwahr-
scheinlich, dass zwischen MIG1 und MIG3 eine funktionelle Redundanz vorliegt, sowohl
ihre Sequenz, als auch ihr Expressionsmuster weisen Unterschiede auf, welche auf eine
divergente Entwicklung zurickzufiihren ist. MIG1 und MIG2, welche naher miteinander
verwandt sind, weisen viele Gemeinsamkeiten auf. Die strenge transkriptionelle Regulati-
on von MIG1 schlie3t eine vollkommene Redundanz allerdings weitestgehend aus. MIG1
scheint demnach eine Neo-Funktionalisierung darzustellen, welche sich zugunsten der
AM-Symbiose entwickelt haben kdnnte und ihre Funktion rdumlich-zeitlich reguliert spezi-

fisch in Arbuskel-enthaltenden Zellen ausubt.

3.2 MIG1, ein Transkriptionsfaktor in der AM-Symbiose

Aufgrund der Tatsache, dass MIG1 im Gegensatz zu MIG2 und MIG3 eine spezifische
transkriptionelle Regulation wahrend der AM-Symbiose aufweist, wurde sich in dieser

Arbeit auf die funktionelle Charakterisierung von MIG1 konzentriert.

3.2.1 MIG1 ubt seine Funktion in Arbuskel-enthaltenden Zellen aus

Ein Promotorreporter von MIG1 deckte eine sehr starke Promotoraktivitat in Arbuskel-
enthaltenden Zellen auf und zeigte zudem eine schwache Aktivitat in Kortexzellen, welche
in Kontakt mit intraradikalen Hyphen standen. Diese Beobachtung lasst darauf schlief3en,
dass MIG1 eine Funktion in der Akkommodation des AM-Pilzes austiben kénnte. Die suk-
zessive Verklrzung des Promotors offenbarte, dass ein 230 bp-Fragment vor dem ATG
ausreichend war, um eine spezifische Expression des Reportergens in Arbuskel-
enthaltenden Zellen zu erlangen. Generell weist eine starke Aktivitat des MIG 7-Promotors
in Arbuskel-enthaltenden Zellen auf eine Funktion in diesen Zellen hin.

Um diese Hypothese zu testen wurde versucht die Transkriptmenge von MIG1 durch un-
terschiedliche RNAi-Konstrukte herunterzuregulieren. Die Verwendung des 35S-
Promotors fiihrte zu keiner erfolgreichen Verringerung des MIG1-Transkripts. Dies kdnnte
an einer reduzierten Aktivitat des 35S-Promotors in Arbuskel-enthaltenden Zellen liegen,
wie es von der verwandten Wurzelkndllchensymbiose bekannt ist, in der eine drastische
Abschwachung der Aktivitat des 35S-Promotors in Knélichen von M. truncatula beobach-

tet wurde (Auriac & Timmers, 2007). Auch in der AM-Symbiose konnten Hinweise
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gesammelt werden, dass die Expressionsstarke des 35S-Promotors in AM-kolonisierten
Kortexzellen stark verringert zu sein scheint (Pumplin et al., 2012). Aufgrund dessen wur-
den zwei weitere Promotoren verwendet, um eine Expression der RNAi-Konstrukte zu
gewahrleisten. Der ubiquitare AtUBI3-Promotor flihrte zu einer signifikanten Reduktion
von MIG1 sowie von seinen Homologen MIG2 und MIG3 in mykorrhizierten Wurzeln. Eine
Reduktion in der Expression der MIGs aulderte sich im Hinblick auf die Mykorrhizierung in
einer verringerten Zahl reifer Arbuskeln, wohingegen die Zahl an unreifen, deformierten
Arbuskeln angestiegen war. Um zu untersuchen, ob dieser Arbuskelphanotyp auf MIG1
zuruckzufihren war, wurden weitere, unabhangige RNAi-Experimente durchgefihrt bei
welchen der Arbuskel-spezifischen Promotor von MtPT4 verwendet wurde. Unter diesem
Promotor wurden zwei RNAi-Konstrukte (RNAi.3 und RNAi.4) exprimiert, die beide eine
erfolgreiche Reduktion des MIG1-Transkriptes zeigten. Mit PMtPT4 wurden die Transkrip-
te von MIG2 und MIG3 im Vergleich zu PAtUBI3 weniger beeinflusst, sodass die Aussage
getroffen werden kann, dass RNAi-Konstrukte mit PMtPT4 wesentlich spezifischer MIG1
treffen, als seine Homologe. Der Arbuskelphanotyp konnte in diesen RNAi-Experimenten
bestatigt werden. Eine Reduktion von M/G1 wirkt sich demnach negativ auf die Arbuskel-
bildung aus.

Bei RNAI-Experimenten bleibt trotz Reduktion immer eine verbleibende Transkriptmenge
Ubrig. Ein knock out, wie beispielsweise durch eine Tnt1-Insertion oder gezielt mit Hilfe
des CRISPR/Cas-Systems (Stella & Montoya, 2016) kénnte einen wesentlich starkeren
Phanotyp in der AM-Symbiose zur Folge haben und wirde eine gezielte funktionale Cha-
rakterisierung von MIG1 ohne transkriptioneller Reduktion von MIG2 und MIG3
ermoglichen. Da es fir MIG1 aber keine verfligbare Tnt1-Insertionsmutante gibt und
CRISPR/Cas bis dato in M. truncatula noch nicht etabliert wurde, bleibt dies vorerst eine

Spekulation.

3.2.2 Hinweise fiir eine Funktion als Transkriptionsfaktor

GRAS-Proteine gelten generell als transkriptionelle Regulatoren. Allerdings konnte bisher
nur fir einen Teil der Proteine eine direkte DNA-Bindung und Transaktivierungsaktivitat
gezeigt werden, weswegen man sich bis heute nicht einig ist, ob der Funktionsmechanis-
mus als TFs auf alle GRAS-Proteine zutrifft (Bolle, 2004).

Die typische subzellulare Lokalisation von TFs stellt der Zellkern dar. Eine solche Lokali-
sation im Nukleus konnte bereits fir viele GRAS-Proteine beobachtet werden, darunter fur
die DELLA-Proteine AtRGA (Silverstone et al., 1998), AtRGL1 (Wen & Chang, 2002) und
OsSLR1 (Itoh et al., 2002). Auch GRAS-Proteine anderer Unterfamilien besitzen eine nuk-
leare Lokalisation wie beispielsweise LISCL (Morohashi et al., 2003), NSP1 (Smit et al.,
2005), AtSCL3 (Heo et al., 2011) und LjRAD1 (Xue et al., 2015). Im Gegensatz dazu

konnte flir AtSHR eine Lokalisation im Nukleus und Cytoplasma beobachtet werden, was
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mit seiner Fahigkeit verknlpft ist von Zelle zu Zelle zu wandern (Nakajima et al., 2001).
Seine gewebespezifische und nukleare Lokalisation wird durch seinen Interaktionspartner
AtSCR bestimmt, wodurch die radiale Musterbildung reguliert wird (Gallagher et al., 2004;
Cui et al., 2007; Wu et al., 2014). NSP2 findet man unter nicht-symbiotischen Bedingun-
gen im ER um den Kern, erst eine Perzeption der symbiotischen Nod-Faktoren flihrt zu
einer Relokalisation in den Nukleus (Kal6 et al., 2005). Eine Ausnahme bildet AtPAT1,
eine Komponente der PhytochromA-Signalkaskade, da es bisher ausschlieflich im Cyto-
plasma lokalisiert werden konnte (Bolle et al., 2000). Womdglich findet eine Migration von
AtPAT1 in den Kern unter bisher unbekannten physiologischen Konditionen statt. Eine
heterologe Expression von GFP-MIG1 in N. benthamiana deckte eine subzellulare Lokali-
sation im Cytoplasma und im Zellkern auf. Eine Immunodetektion zeigte, dass das
Fusionskonstrukt intakt vorlag, sodass davon ausgegangen werden kann, dass das GFP-
Signal tatsachlich auf die Lokalisation von MIG1 zuriickgeht. Da es sich um eine starke
Expression mit Hilfe des 35S-Promotors handelte, kann nicht ausgeschlossen werden,
dass unter nativen Bedingungen der AM-Symbiose eine wesentlich geringere Expression
vorzufinden ist und MIG1 in diesem Fall ausschlieRlich im Zellkern lokalisiert. Eine andere
Méglichkeit ware, dass MIG1, wie NSP2 durch symbiotische Stimuli oder AtSHR durch
spezifische Interaktionspartner erst unter bestimmten Bedingungen eine Relokalisation in
den Zellkern erfahrt. Beiden DELLA-Proteinen aus M. trunactula, DELLA1 und DELLAZ2,
konnte in dieser Arbeit eine Lokalisation im Zellkern zugewiesen werden.

Ein zweites Charakteristikum von TFs stellt die Effektordomane dar, welche die Frequenz
der transkriptionellen Initiation der jeweiligen Zielgene bestimmt und entweder stimulie-
rend oder inhibierend auf deren Expression wirkt (van Tol & van der Zaal, 2014). Im
Hinblick auf GRAS-Proteine konnte einigen eine stimulierende Transaktivierungs (TA)-
Aktivitat zugeschrieben werden. So besitzen LISCL (Morohashi et al., 2003) und die sym-
biotischen GRAS-Proteine NSP1 und NSP2 (Hirsch et al., 2009) TA-Aktivitat, welche vor
allem dem jeweiligen N-Terminus zugewiesen werden konnte. DELLA-Proteine, welche
als Repressoren der GA-Antwort gelten, weisen Uberraschenderweise auch eine TA-
Aktivitat auf. Fir OsSLR1 konnte gezeigt werden, dass dieses Charakteristikum notwen-
dig ist um seine Funktion als Wachstumsrepressor auszufiihren (Ogawa et al., 2000;
Hirano et al., 2012). DELLA-Proteine scheinen demnach zumindest teilweise ihre Funkti-
on als stimulierende Transkriptionsfaktoren auszuiben und nicht, wie zum Telil
angenommen, als Expressions-Repressoren oder sogar ganzlich unabhangig ihrer TA-
Aktivitat. Systematische Untersuchungen in Pflanzen verschiedener Phyla zeigten, dass
selbst das urspriingliche DELLA-Ortholog PpDELLAa aus dem Bryophyten Physcomitrella
patens eine N-Terminale TA-Aktivitat besitzt und als Wachstumsrepressor in héheren

Pflanzen agieren kann (Yasumura et al., 2007; Hirano et al., 2012). Demnach erlangte
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zumindest die Unterfamilie der DELLA-Proteine bereits vor Speziation der vaskularen
Pflanzen ihre TA-Aktivitat. Auch fur MIG1 und DELLAZ2 aus M. truncatula konnte in dieser
Arbeit eine TA-Aktivitat in Hefe nachgewiesen werden. Fir MIG1 konnte zudem gezeigt
werden, dass sein N-Terminus ausreichend ist, um die Genexpression der Reportergene
zu stimulieren.

Ein weiteres Merkmal von TFs ist die Bindung an DNA. Fir einzelne GRAS-Proteine
konnte eine direkte Bindung an den Promotor ihres Zielgens demonstriert werden. So
bindet NSP1 in Anwesenheit von NSP2 an den ENOD11-Promotor und stimuliert dessen
Expression wahrend der Wurzelknélichensymbiose (Hirsch et al., 2009). Das Heterodimer
SCR-SHR bindet in A. thaliana an den SCR-Promotor wodurch in einer positiven Rlck-
kopplungsschleife eine vermehrte SCR-Expression eingeleitet wird (Cui et al, 2007).
Ahnlich interagiert SCR-SHR auch direkt mit dem SCL3-Promotor (Cui et al., 2007). Auch
DELLA-Proteinen konnten eine Assoziation mit Promotoren von Zielgenen nachgewiesen
werden, deren Transkription daraufhin stimuliert werden (Zentella et al., 2007). Da
DELLA-Proteine keine eigene DNA-Bindedoméane besitzen, gingen Yoshida et al. (2014)
davon aus, dass Scaffold-Proteine die Bindung der DELLAs an DNA vermitteln. Tatsach-
lich konnten Proteine der IDD (Interdeterminate Domain) Familie identifiziert werden,
welche diese Aufgabe Ubernehmen und beispielsweise die Interaktion von AtRGA mit
dem AtSCL3-Promotor ermdglichen (Yoshida et al., 2014). Im konservierten N-Terminus
von MIG1 sowie seinen Homologen wurden in silico putative DNA-Bindestellen identifi-
ziert, was eine direkte DNA-Bindung von MIG1 an seine Zielgene plausibel erscheinen
Iasst. Da direkte Zielgene von MIG1 noch nicht bekannt sind, misste man an solch eine
Fragestellung versuchstechnisch durch eine globale Analyse, wie ChlP-Seq, herangehen.
Ein weiterer Hinweis flir eine direkte DNA-Bindung von MIG1 ist die Vorhersage der Terti-
arstruktur seines C-Terminus. Die Vorhersage wurde anhand der OsSCL7-Kristallstruktur
vorgenommen. OsSCL?7 bildet ein Homodimer, welches eine putative Furche fir die Inter-
aktion mit doppelstrangiger DNA besitzt (Li et al, 2016). MIG1 bildet laut der
durchgefiihrten BiFC-Analyse keine Homodimere. Aufgrund seiner konservierten GRAS-
Domane, welche die Tertiarstruktur von OsSCL7 widerspiegelt, kann es aber durchaus
sein, dass MIG1 nach Bildung eines Heterodimers eine ahnliche Furche fir die DNA-
Bindung ausbildet.

Zusammenfassend ist es sehr wahrscheinlich, dass MIG1 eine Funktion als stimulieren-
der Transkriptionsfaktor austbt. Aufgrund seines zeitlichen und raumlichen AM-
spezifischen Expressionsmusters, lasst sich vermuten, dass MIG1 als Transkriptionsfaktor

in der AM-Symbiose fungiert.
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3.2.3 GRAS-Dimere in der AM-Symbiose

Aufgrund ihrer besonderen Struktur werden GRAS-Proteine als Schliisselproteine be-
zeichnet, welche in zahlreichen Entwicklungsprozessen involviert sind. Es handelt sich
dabei generell um strukturell unstabile Proteine mit einem hohen Instabilitadts-Index (Song
et al., 2014). Neben einer in Sequenz und Struktur konservierten C-terminalen GRAS-
Domane, besitzen GRAS-Proteine einen variablen N-Terminus, der sich durch intrinsisch
ungeordnete Bereiche (IDRs — intrinsically disordered regions) auszeichnet (Sun et al.,
2012). Diese besitzen keine determinierte Sekundar- oder Tertiarstruktur, sondern falten
sich je nach Interaktionspartner unterschiedlich (Uversky, 2010). Intrinsisch ungeordnete
Proteine oder Sequenzbereiche vermitteln entsprechend ihrer Interaktionspartner eine
Konformationsanderung, welche sich durch hohe Spezifitdt und geringe Affinitdt aus-
zeichnet (Sun et al., 2012). So konnte beispielsweise fir den N-Terminus von DELLA-
Proteinen ein intrinsisch ungeordneter Charakter vorhergesagt werden, dessen Konforma-
tionsdnderung durch die Bindung an den aktivierten Rezeptorkomplex GID1-GA induziert
wird (Sun et al., 2010). Uberdies erlauben IDRs eine schnelle Dissoziation dieser Interak-
tionen, welche flr eine schnelle Reaktion seitens der Pflanze von Vorteil ist (Dunker et al.,
2002). Eine hohe Bindeplastizitat aufgrund von IDRs ermdglicht es dem Organismus
schnell auf unterschiedliche externe und interne Stimuli zu reagieren. Eine Strukturvor-
hersage deckte auch in MIG1, MIG2 und MIG3 solche strukturell ungeordneten Bereiche
in ihrem N-Terminus auf. Interessanterweise liegen zwischen diesen Sequenzen putative
a-Helices, welche flr die gesamte MIG-Unterfamilie konserviert vorliegen. Diese besonde-
re Anordnung von abwechselnd strukturell geordneten und ungeordneten Bereichen
kénnte es den MIGs ermdglichen ihre spezifischen Bindepartner zu erkennen.

Die Kristallisation von OsSCL7 konnte aufklaren, dass eine Dimerisierung zu einer Fur-
chenbildung fuhrt, welche zur Bindung an doppelstrangige DNA befahigt (Li et al., 2016).
Da diese Bindung durch den konservierten GRAS-Terminus vermittelt wird, ist es wahr-
scheinlich, dass es sich dabei um einen generellen Mechanismus der GRAS-Proteine
handelt. In einem direkten BiFC-Assay konnte eine Interaktion zwischen MIG1 und NSP1
bzw. DELLA1 beobachtet werden (Abb. 3.1 A). Da fir NSP1 bereits gezeigt werden konn-
te, dass es eine Rolle in der AM-Symbiose besitzt (Delaux et al., 2013; Takeda et al.,
2013; Camps et al., 2015; Hohnjec et al., 2015), stltzt diese Interaktion die Hypothese,
dass auch MIG1 wichtig fur die AM-Symbiose ist. Moglicherweise agieren NSP1 und
MIG1 gemeinsam als Transkriptionsfaktorkomplex um spezifische Gene wahrend der
Symbiose zu regulieren (Abb. 3.1 B). Eine Interaktion mit DELLA1 positioniert MIG1 in
den GA-Signalweg. Den DELLA-Proteinen konnte bereits eine Schlisselrolle in der Ar-
buskelmorphogenese zugeschrieben werden, da zahlreiche transkriptionelle Anderungen
AM-assoziierter Gene durch DELLA vermittelt werden (Floss et al., 2013; Park et al.,
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2015; Floss et al., 2016; Pimprikar et al., 2016). Unter anderem induziert ein stabilisiertes
DELLA-Protein die Expression der in der Arbuskelentwicklung involvierten GRAS-Gene
RAM1 und RAD1 (Park et al., 2015).

Die groRe Anzahl AM-assoziierter GRAS-Proteine und ihre Interaktionen untereinander
lassen darauf schliel3en, dass wahrend der AM-Symbiose eine feinregulierte Komplexbil-
dung zur Steuerung der Transkription verantwortlich ist. Dabei kénnen in ein und
derselben Zelle unterschiedliche Dimere mit individuellen Aufgaben gebildet werden. In
vivo wird diese Komplexbildung durch verschiedene Faktoren beeinflusst:

1. Die raumliche Regulation der Genexpression gibt die Prasenz der GRAS-Proteine in
bestimmten Zellen vor. Eine MIG1-Expression in Arbuskel-enthaltenden Zellen wurde
sowohl durch Promotorreporterstudien, Korrelationsanalyse mit dem Arbuskel-
spezifischen Phosphattransporter PT4 sowie durch veroffentlichte Microarray-Daten mit
LCM Proben (Gaude et al.,, 2012a; Hogekamp & Kiister, 2013) unterstltzt. Daneben
konnte eine schwache Aktivitat des MIG71-Promotors in Zellen beobachtet werden, die
durch Hyphen des AM-Pilzes kolonisiert waren. RAM1 (Gobbato et al., 2013; Park et al.,
2015; Pimprikar et al., 2016), RAD1 (Xue et al., 2015) und NSP1 (Takeda et al., 2013)
zeigen neben einer Expression in Arbuskel-enthaltenden Zellen auch eine vergleichbare
Promotoraktivitat in kolonisierten Bereichen, welche intraradikale Hyphen aufweisen. Zu-
satzlich zur Promotoraktivitdt kann die Transkriptmenge auch durch endogene Mikro-
RNAs reguliert werden (Devers et al., 2011). Das ist beispielsweise bei NSP2 der Fall
(Devers et al., 2011), bei dem man sich bisher noch uneinig ist, ob es generell eine Induk-
tion (Hofferek et al., 2014) oder Reduktion (Lauressergues et al., 2012) seiner
Transkriptmenge wahrend der AM-Symbiose erfahrt. Klar ist, dass das NSP2-Transkript
fein reguliert wird und manchmal, aber nicht immer auch in Arbuskel-enthaltenden Zellen
vorzufinden ist (Hofferek et al., 2014).

2. Neben der Transkriptionsebene wird die Prasenz eines Proteins in bestimmten Zellen
auch auf Proteinebene durch Migration oder Stabilisierung reguliert. DELLA1 wird bei-
spielsweise wahrend der AM-Symbiose nicht auf Transkriptionsebene reguliert und seine
Promotoraktivitat konnte wahrend der AM-Symbiose lediglich im Zentralzylinder und der
Endodermis beobachtet werden (Floss et al., 2013). Die Erkenntnis, dass DELLA fir die
Expression von RAM1 im Wurzelkortex verantwortlich und fiir die Arbuskelbildung not-
wendig ist (Park et al, 2015), wird dadurch unterstutzt, dass GFP-DELLA1 in vivo
teilweise in Zellen des inneren Kortex lokalisiert (Floss et al., 2013). Dementsprechend ist
es mdoglich, dass DELLA-Proteine eine Zell-zu-Zell-Wanderung durchfliihren, um an den
Ort ihrer Funktion zu gelangen, wie es auch fir SHR-Proteine demonstriert wurde
(Nakajima et al., 2001). Die Abundanz an DELLA-Proteinen wird zusatzlich Gber die GA-

Verflgbarkeit reguliert, welches die Degradation der DELLA-Proteine vermittelt und somit
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deren Stabilitat beeinflusst (Silverstone et al., 2001).

3. Auch die zeitliche Regulation der Genexpression beeinflusst ob sich Interaktionspartner
in vivo begegnen. MIG1 wird begleitend mit der Fortschreitung der AM-Symbiose expri-
miert, was wahrscheinlich auf die zunehmende Zahl an Arbuskeln zurlickzufiihren ist.
Beide Interaktionspartner, NSP1 und DELLA1, besitzen eine stetige Basalexpression,
sodass davon ausgegangen werden kann, dass beide Proteine auch gleichzeitig mit MIG1
wahrend der AM-Symbiose exprimiert werden. Transkripte von RAM71 und RAD1 kdnnen
dagegen ausschliellich wahrend der AM-Symbiose detektiert werden. Die nicht-
synchronisierte Natur der AM-Symbiose in einem Wurzelsystem erschwert es unter-
schiedliche Expressionsanalysen miteinander zu vergleichen, welche zudem oft mit
unterschiedlichem Inokulum kolonisiert wurden. Um eine genaue Aufschlisselung der
Expression aller GRAS-Gene zu erreichen, ware es demnach hilfreich alle Gene in den
gleichen AM-kolonisierten Wurzelproben unterschiedlicher Zeitpunkte zu quantifizieren.
Eine Detektion auf Zellebene mit Hilfe der LCM-Technik wiirde zusatzlich Aufschluss bie-
ten. Generell sollte man zudem beachten, dass Transkripte unterschiedliche
Halbwertszeiten besitzen und nicht unbedingt direkt auf die Proteinabundanz abgebildet
werden kénnen.

4. Da zu einem bestimmten Zeitpunkt und einem bestimmten Ort sicherlich mehr als nur
zwei Interaktionspartner vorzufinden sind, wird die Dimerbildung zusatzlich durch Konkur-
renz der GRAS-Proteine untereinander reguliert. Diese wird durch Abundanz der
jeweiligen Proteine, der Affinitat zum jeweiligen Bindungspartner und der Interaktionskine-
tik beeinflusst. Solch ein Konkurrenzmechanismus wurde bereits fur RAM1 und NSP1
beobachtet, welche beide mit NSP2 interagieren kdnnen (Gobbato et al., 2012).

Gebildete Dimere kénnen direkt nachgeschaltete Genexpressionen stimulieren oder inhi-
bieren. Eine weitere Moglichkeit ware, dass Dimere zu Stande kommen um einen der
Partner daran zu hindern eine Bindung mit einem weiteren Interaktionspartner einzuge-
hen. So ware es beispielsweise auch denkbar, dass die Interaktion MIG1-NSP1 wahrend
der Arbuskelbildung NSP1 daran hindert einen Komplex mit NSP2 einzugehen. NSP2
wirden daraufhin frei vorliegen und ware in der Lage spezifisch mit Bindungspartnern wie
RAM1 (Gobbato et al., 2012) oder TF80 (Park et al., 2015) zu interagieren und in deren
Transkriptionskaskaden zu agieren (Abb. 3.1 C).
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Abbildung 3.1 Dimerbildung AM-assoziierter GRAS-Proteine und mégliche Funktionsweise des Dimers
MIG1-NSP1. (A) Bisher identifizierte Hetero- und Homodimerbildungen von GRAS-Proteinen in M. truncatula
erweitert durch in dieser Arbeit zum ersten Mal beobachtete Interaktionen MIG1-DELLA1 und MIG1-NSP1.
(B) Mdgliche direkte Funktionsweisen der MIG1-NSP1 Interaktion, bei der das gebildete Dimer stimulierende
oder inhibierend auf die Expression von spezifischen Zielgenen wirkt. (C) Mdgliche indirekte Funktionsweise
von MIG1-NSP1, bei der die Interaktion als Rekrutierung von NSP1 fungiert (gestrichelte Linie), wodurch
beispielsweise NSP2 frei wird, um andere Interaktionen beispielsweise mit RAM1 oder TF80 einzugehen
(durchgezogene Linie).

3.3 MIG1 reguliert die kortikale Zellexpansion uber den GA-Signalweg

Eine Uberexpression von MIG1 in M. truncatula Wurzeln fiihrte zur Beobachtung von di-
ckeren Wurzeln, welche sowohl eine vermehrte Zahl an kortikalen Zellschichten, als auch
grolRere Zellen aufwiesen. Dieser Phanotyp erinnerte stark an GA-verarmte Wurzeln in
anderen Pflanzenspezies: In P. sativum, Lactuca sativa und Camellia sinensis berichtete
Tanimoto von verdickten Wurzeldurchmessern durch Behandlung mit Inhibitoren der GA-
Synthese, welche er auf die radiale Expansion der Kortexzellen zurlckflhrte (Tanimoto,
1987, 1994, 2012). In O. sativa wurde nach Behandlung mit PAC eine Proliferation korti-

kaler Zellschichten beobachtet (Fiorilli et al., 2015). Ahnlich wurde auch in der P. sativum
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GA-Synthese Mutanten na-71 von dickeren Wurzeln aufgrund der Vermehrung kortikaler
Zellschichten berichtet (Foo et al., 2013).

3.3.1 Die GA-Antwort in M. truncatula

Da es bisher keine veroffentlichten Daten Uber die Entwicklung von M. fruncatula unter
unterschiedlichen GA-Verflugbarkeiten gibt, wurden in dieser Arbeit Experimente in diese
Richtung durchgeflihrt. Die Behandlung von WT Pflanzen mit exogenem GA; aulierte sich
in verlangerten Internodien im Spross, aber kiirzere Wurzeln. Auch eine Phanotypisierung
der Doppelmutanten dellat/della2, was molekular mit einer GA-Behandlung vergleichbar
ist, zeigte diesen Wachstumsphéanotyp. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit publi-
zierten Ergebnissen: Gibberellin fungiert demnach im Spross generell als positiver
Wachstumsregulator (Phinney, 1956). In der Wurzel ist die Wirkung dagegen dosisab-
hangig. Appliziertes GA flhrt beispielsweise in P. sativum zu keiner Elongation der
Wurzel, auler diese Wurzeln wurden mit GA-Synthese Inhibitoren vorbehandelt
(Tanimoto, 1988). Der native GA-Gehalt ist demnach ausreichend flr eine maximale
Elongation der WT Wurzeln (Yaxley et al., 2001). Diese Aussage gilt dagegen nicht fur
den Spross, was die Hypothese von Tanimoto (2012) unterstitzt, dass Wurzeln im Ver-
gleich zum Spross sensitiver gegeniber GA sind. Dementsprechend bendtigen Wurzeln
eine wesentlich geringere Menge an GA um zu wachsen, als in dieser Arbeit verwendet.
Eine hdhere GA-Konzentration, welche einen Effekt im Spross ausldst, wirkt jedoch inhi-
bierend auf das Wurzelwachstum (Tanimoto, 1994). Die GA-Homobostase scheint
zwischen Spross und Wurzel unterschiedlich fein reguliert zu sein, was ein angepasstes
Verhaltnis zwischen diesen beiden Organen ermdoglicht.

Interessanterweise konnte diese Inhibition des Wurzelwachstums durch hohe Mengen an
GA nur in WT Pflanzen beobachtet werden, nicht jedoch in hairy roots, welche keinen
Spross besitzen. Diese zeigten bei einer vergleichbaren Behandlung langere und diinnere
Wurzeln als Mock-behandelte Wurzelkulturen. Dieses Phanomen koénnte zum einen auf
den fehlenden Spross zurickzuflihren sein. Moglicherweise fihrt eine fehlende Kommu-
nikation zwischen Wurzel und Spross zu einer gestérten GA-Wahrnehmung. Eine andere
Erklarung ware, dass hairy roots wegen ihrer veranderten Auxin-Homoostase aufgrund
des transformierten Ri-Plasmids insensitiver gegentber GA im Vergleich zu WT Wurzeln
sind. In diesem Sinne wurde gezeigt, dass das Phytohormon Auxin fir GA-abhangiges
Wurzelwachstum benétigt wird (Fu & Harberd, 2003).

Auf Zellebene wurde durch exogene GA-Behandlung keine oder nur eine geringe longitu-
dinale Elongation der Zellen in M. truncatula festgestellt. Da aber trotz verklrzter Wurzel
keine verklrzten Zellen beobachtet wurden, sondern sogar leicht verlangerte Zellen, kann
davon ausgegangen werden, dass eine zu hohe GA-Konzentration das Wurzelwachstum

aufgrund einer verringerten Zellteilung inhibiert und nicht auf Ebene der Zellelongation. In
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der Tat konnte Gibberellin in A. thaliana neben der Zellelongation auch eine positive Rolle
in der longitudinalen Zellproliferation zugeschrieben werden (Achard et al., 2009; Ubeda-
Tomas et al., 2009).

Zudem resultierte eine GA-Behandlung von M. truncatula in eine Verringerung der kortika-
len Zellschichten. Diese Beobachtung kann mit der Bildung des Mittelkortex in A. thaliana
verglichen werden, welche durch Zugabe von GA; eine Verzdgerung erfahrt, demnach
weniger Zellschichten aufweist als unter Mock-Bedingungen (Paquette & Benfey, 2005).
Eine GA-Verarmung, welche durch eine Behandlung mit dem GA-Biosyntheseinhibitor
PAC hervorgerufen wurde, resultierte in einem entsprechend gegensatzlichen Phanotyp
in M. truncatula. In WT Pflanzen konnte man verkirzte Sprosse und verlangerte Wurzeln
beobachten. Die Behandlung mit PAC fuhrte demnach nicht zu einer kompletten Blockie-
rung der GA-Synthese, da fir das beobachtete Wurzelwachstum eine geringe GA-
Abundanz vorhanden sein muss (Tanimoto, 1988; Yaxley et al., 2001; Fu & Harberd,
2003).

Hairy roots zeigten auch bei der PAC-Behandlung einen Unterschied zu WT-Wurzeln, da
sie im Vergleich zu Mock-behandelten Wurzelkulturen ein vermindertes Wachstum auf-
wiesen. PAC wird Uber das Xylem in den Spross transportiert und akkumuliert schlielich
in Blattern (Wang et al., 1986). In WT Pflanzen kénnte demnach der Transport des PACs
aus der Wurzel in den Spross in einer schwachen GA-Biosynthese in den Wurzeln resul-
tieren, welche ausreichend fiir das beobachtete Wurzelwachstum wére. In Wurzelkulturen
verbliebe PAC dagegen in den Wurzeln und verhindere deren Elongation. Wie bereits
erwahnt kénnte auch eine veranderte GA-Sensitivitdt und Auxin-Homoostase aufgrund
des Ri-Plasmids (Moore et al., 1979) eine Erklarung sein.

Daneben fiihrte eine Inhibition der GA-Synthese zu dickeren Wurzeln, welche auf die gré-
Rere Anzahl an kortikalen Zellschichten und die radiale Expansion der Kortexzellen
zuruckzufiihren war. Dieser Phanotyp zeigte sich sowohl in behandelten WT Pflanzen, als
auch in Wurzelkulturen und konnte bereits in anderen Pflanzen, wie P. sativum oder
O. sativa beobachtet werden (Tanimoto, 2012; Fiorilli et al., 2015). Interessanterweise
besitzen die meisten Pflanzenarten, wie auch M. truncatula, bereits von Anfang an mehre-
re Kortexschichten (Evert & Esau, 2006), die Modellpflanze A. thaliana besitzt dagegen in
jungen Wurzeln nur eine einzige Kortexschicht (Dolan et al., 1993), welche spater durch
eine zweite Schicht, den Mittelkortex, erweitert wird (Pauluzzi et al., 2012). Méglicher-
weise findet sich mechansistisch ein Zusammenhang zwischen der Bildung des
Mittelkortex in A. thaliana, welche durch ein komplexes Zusammenspiel der GRAS-
Proteine SCR, SHR und SCL3 und dem GA-Signalweg vermittelt wird (Choi & Lim, 2016),
und der multiplen Kortexschichten in anderen Pflanzenspezien (Paquette & Benfey,

2005). Bekannt ist, dass die Proteinabundanz von SHR in bestimmten Zellschichten,
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kontrolliert durch seinen Interaktionspartner SCR, fiir die Anzahl der Kortexschichten ver-
antwortlich ist (Wu et al, 2014), wie diese Regulation in unterschiedlichen
Pflanzenspezies zu der jeweiligen Zahl an Kortexschichten fiuhrt, wird Inhalt zukUnftiger
Untersuchungen sein.

Zusammenfassend lasst sich die Aussage treffen, dass M. truncatula eine vergleichbare
Reaktion auf unterschiedliche GA-Verfugbarkeit zeigt, wie es flr andere Pflanzen de-

monstriert wurde.

3.3.2 DELLA als Positivregulator der radialen Zellexpansion

Da eine GA-Behandlung molekular in einer Degradierung der DELLA-Proteine resultiert
und umgekehrt eine PAC-Behandlung zu einer Stabilisierung dieser flhrt, wurde sich mit
der Phanotypisierung von DELLA-Mutanten beschaftigt. Eine Deletion der DELLA-
Domane von MIDELLA1 flhrt zu einer Insensitivitat des resultierenden A18DELLA1 ge-
genlber GA (Floss et al., 2013). Diese Deletion ist der Mutanten gai-1 aus A. thaliana
nachempfunden (Peng et al., 1997). Die ektopische Expression von A18DELLA1 in
M. truncatula Wurzeln resultierte in einem vergleichbaren Phanotyp wie eine Behandlung
mit PAC. Da PAC zu einer Hemmung der Kaurenoxidase in der GA-Biosynthese flhrt
(Dalziel & Lawrence, 1984), findet eine dosisabhangige GA-Inhibition statt. A18DELLA1
wirkt dagegen im Signalweg nach der GA-Biosynthese und flihrt zu einer vollkommenen
Blockierung der GA-Antwort.

Interessanterweise wurde DELLA-Proteinen bisher lediglich die Regulation der longitudi-
nalen Elongation zugeschrieben. Dabei reprimieren sie die Wurzelelongation durch eine
verminderte longitudinale Zellelongation (Ubeda-Tomas et al., 2008) und Zellproliferation
(Achard et al., 2009; Ubeda-Tomas et al., 2009), da sie den GA-Signalweg antagonisie-
ren. DELLA-Proteine sind demnach bekannt als Negativregulatoren des longitudinalen
Zell- und Organwachstums. In dieser Arbeit konnte den DELLA-Proteinen eine zweite
Aufgabe zugeschrieben werden. Die Expression von A18DELLA1 fihrte nicht nur zu ver-
kirzten Zellen in longitudinaler Richtung, sondern auch zu einer Expansion der
Kortexzellen in radialer Richtung. Au3erdem konnte eine Proliferation der kortikalen Zell-
schichten festgestellt werden. Wie bereits erwahnt resultiert eine PAC-Behandlung von
Wourzeln in einem vergleichbaren Phanotyp, diese Beobachtung kann nun also durch die
Stabilisierung der DELLA-Proteine aufgrund des verminderten GA-Gehaltes erklart wer-
den. Eine Hypothese besagt, dass anisotropes Zellwachstum durch die Organisation
kortikaler Mikrotubuli reguliert wird, welche wiederum die Anordnung der Zellulose Mikro-
fibrillen determinieren (Baskin, 2001; Foster et al., 2003; Baskin, 2005). Der positive Effekt
von GA auf die Zellelongation konnte in zahlreichen Studien mit dieser Reorganisation
verknupft werden (Shibaoka, 1974; Mita & Katsumi, 1986; Kaneta et al., 1993; Duckett &
Lloyd, 1994; Lloyd et al., 1996). Locascio et al. (2013) gelang es eine direkte Verbindung
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zwischen DELLA-Proteinen und dem Prefoldin-Komplex, welcher flr die Tubulinbildung
verantwortlich ist (Hartl & Hayer-Hartl, 2002), aufzuzeigen. Dieser Mechanismus geht da-
mit einher, dass eine longitudinal wachsende Zelle in radialer Richtung schmaler wird
bzw. umgekehrt, dass eine kurze Zelle in longitudinaler Richtung eine Expansion in radia-
ler Richtung erfahren wiirde. Dass dies nicht immer der Fall sein muss, zeigte die GA-
Behandlung von M. fruncatula Wurzelkulturen, in der keine longitudinale Zellelongation
beobachtet wurde, wohl aber eine verminderte Zellbreite. Dieses Ergebnis unterstutzt die
Aussage, dass longitudinales und radiales Zellwachstum unabhangig voneinander statt-
finden kann und entkoppelt es von der Anordnung kortikaler Mikrotubuli. In diesem Sinne
wurden Experimente durchgefliihrt, welche gegen eine direkte GA-vermittelte Reorganisa-
tion kortikaler Mikrotubuli sprechen (Wenzel et al., 2000; Sauret-Gueto et al., 2012).

DELLA-Proteine Ubernehmen in der Wurzelentwicklung demzufolge mehrere Aufgaben:
Neben der gut untersuchten Repression der longitudinalen Wurzelelongation durch inhi-
bierte Zellelongation und —teilung, sind DELLA-Proteine Positivregulatoren der radialen
Wurzelexpansion, welche sie durch die Férderung der radialen Zellexpansion und -teilung

regulieren.

3.3.3 Lokale Regulation der GA-Verfiigbarkeit wahrend der AM-Symbiose

Eine verstarkte GA-Antwort flhrt zu einer Inhibition der Arbuskelbildung und wirkt somit
der Bildung einer funktionellen AM-Symbiose entgegen. Dies konnte durch exogene GA-
Behandlungen, als auch durch die Phanotypisierung von DELLA-Mutanten unterschiedli-
cher Pflanzenarten beobachtet werden (ElI Ghachtouli et al., 1996; Floss et al., 2013; Foo
et al., 2013; Yu et al., 2014; Martin-Rodriguez et al., 2015; Takeda et al., 2015). So ist es
nicht verwunderlich, dass die Ausbildung der AM-Symbiose mit einer Umstrukturierung
der GA-Homoostase einhergeht. In dieser Arbeit konnte eine Induktion anaboler und eine
Reduktion kataboler Oxidasen in mykorrhizierten M. truncatula Wurzelkulturen beobachtet
werden. In inokulierten WT Pflanzen konnte zwar auch eine verstarkte Expression der
anabolen Oxidasen gemessen werden, allerdings lag in diesem Fall keine Signifikanz vor.
Die katabole Oxidase GA2box zeigte im Gegensatz zu den analysierten Wurzelkulturen
eine Induktion ihrer Expression. Diese Unterschiede kénnten, wie auch beim Wurzel-
wachstum, auf den fehlenden Spross oder die integrierten Ri-T-DNA in Wurzelkulturen
zuruckzufiuhren sein. Da die Mykorrhizierung in ganzen Pflanzen und Wurzelkulturen nicht
mit der gleichen Effizienz voranschreitet, kdnnten die beobachteten Unterschiede in der
Expression der GA-Oxidasen maoglicherweise an den unterschiedlichen Stadien der My-
korrhizierung liegen. Zahlreiche Studien berichten in unterschiedlichen Spezies im Mittel
von einer verstarkten Expression anaboler GA-Oxidasen bzw. einer abgeschwachten Ex-
pression kataboler Oxidasen in mykorrhizierten Wurzeln (Shaul-Keinan et al.,, 2002;
Guether et al., 2009; Garcia-Garrido et al., 2010; Ortu et al., 2012; Floss et al., 2013;
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Martin-Rodriguez et al., 2015; Takeda et al., 2015). Generell konnte ein Anstieg des GA-
Gehaltes in mykorrhizierten Wurzeln beobachtet werden (Shaul-Keinan et al., 2002;
Takeda et al., 2015), wobei die veranderte Transkriptmenge der GA-Oxidasen direkt mit
ihren synthetisierten GA-Komponenten korrelierte (Martin-Rodriguez et al., 2015). Die
Regulation wahrend der AM-Symbiose kann demnach als Induktion der GA-Biosynthese
interpretiert werden und nicht etwa als Herunterregulation, wie es durch eine negative
Rickkopplung erklart werden koénnte. Genauer gesagt wird der 13-Hydroxy-
Biosyntheseweg gegeniber dem Nicht-13-Hydroxy-Biosyntheseweg wahrend der AM-
Symbiose bevorzugt, wodurch eine erhéhte Menge an biologisch aktivem GA; verfugbar
wird (Shaul-Keinan et al., 2002; Martin-Rodriguez et al., 2015). Mykorrhizierte Wurzeln
weisen demnach generell eine erhdhte Abundanz bioaktiver GAs auf. Dies scheint auf
den ersten Blick kontrovers zu der Erkenntnis, dass GA inhibierend auf die Ausbildung
von Arbuskeln wirkt. Bedenkt man, dass in allen Studien mykorrhizierte Wurzeln als ein
gesamtes System analysiert wurden, ware durchaus eine lokale zellspezifische Regulati-
on der GA-Biosynthese denkbar. Je nach Verhaltnis von arbuskulierter gegenuber nicht-
arbuskulierter Kortexzellen konnte demnach netto eine Induktion, Reduktion oder keine
Regulation einer bestimmten Oxidase im gesamten Wurzelsystem quantifiziert werden. In
diesem Sinne deuten histochemische Visualisierungen der Promotoraktivitat sowie Inoku-
lierung in einem Split-Root-System darauf hin, dass expressionelle Anderungen der GA-
Oxidasen lokal um pilzliche Strukturen begrenzt sind (Martin-Rodriguez et al., 2015;
Takeda et al., 2015). Promotoraktivitaten anaboler GA-Oxidasen in L. japonicus konnte
um intraradikale Hyphen lokalisiert werden, die katabole Oxidase GA2o0x zeigte dagegen
eine starke Promotoraktivitat in Arbuskel-enthaltenden Zellen (Takeda et al., 2015). Fur
eine zellspezifische GA-Regulation spricht auch, dass mikrodissektierte Arbuskel-
enthaltende Zellen (Gaude et al., 2012a; Hogekamp & Kister, 2013) eine verminderte
Expression der in dieser Arbeit analysierten GA200x2 aufzeigen, was ein gegensatzliches
Bild zur gemessenen Expression in mykorrhizierten ganzen Wurzeln darstellt.

Eine funktionelle AM-Symbiose bendétigt einen fein regulierten GA-Metabolismus in den
unterschiedlichen Stadien der AM-Symbiose. Dies wird durch die Erkenntnis gestitzt,
dass im frihen Stadium der Hyphopodienbildung eine CSSP-unabhangige Regulation der
GA-regulierten Gene berichtet wurde (Ortu et al., 2012), bei der Arbuskelbildung in einem
spateren Stadium berichten Takeda et al. (2015) dagegen eine CCamK-abhangige und
demnach auch CSSP-abhangige Regulation der GA-Oxidasen. Zudem wurde neben dem
negativen Effekt von GA auf die Arbuskelbildung ein positiver Effekt auf die Verzweigung
intraradikaler Hyphen postuliert (Takeda et al., 2015).

Letztendlich lasst sich zusammenfassen, dass mit einer Etablierung der AM-Symbiose

eine fein regulierte Modifizierung des GA-Haushalts einhergeht. Dabei scheinen der Kon-
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takt mit dem AM-Pilz sowie das Stadium der Mykorrhizierung eine regulierende Rolle zu
spielen. In kortikalen Zellen, in denen die Bildung eines Arbuskel bevorsteht, kommt es
womoglich zu einer Reduktion des endogenen GA-Gehaltes (Abb. 3.2). Dadurch kénnte
eine Stabilisierung der DELLA-Proteine gewahrleistet werden, welche wiederum essentiell
fur die bei der Arbuskelbildung und -erhaltung eingeleitete Trankriptionskaskade ist (Park
et al., 2015; Floss et al., 2016; Pimprikar et al., 2016). Durch die erhdhte GA-
Verfligbarkeit um intraradikale Hyphen auflerhalb des inneren Kortex koénnte die
Abundanz der DELLA-Proteine gering gehalten werden, um eine Arbuskel-assoziierte
Signalkaskade zu vermeiden. Dies wirde eine gewebespezifische Regulation der GA-
Biosynthese implizieren, da Arbuskeln ausschlieBlich in Zellen des inneren Kortex gebil-
det werden. Um ein genaues Bild der Verteilung bioaktiver GAs in mykorrhizierten
Wourzeln zu erhalten, ware ein immunozytologischer Ansatz in fixiertem mykorrhiziertem
Gewebe denkbar (Hause et al., 2013). Diese Methodik wurde bereits erfolgreich fir die
zellspezifische in situ Visualisierung von Jasmonaten (Mielke et al., 2011) und Abszisin-

saure (Weier et al., 2014) eingesetzt.
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Abbildung 3.2 Putative GA-Verfiigbarkeit wahrend der AM-Kolonisierung. (1) In nicht-kolonisierten Berei-
chen besitzen die Zellen eine gewisse endogene GA-Konzentration, welche relativ hoch ist. Dadurch kommt
es zu einer weitestgehenden Destabilisierung der DELLA-Proteine. (2) In friihen Stadien der AM-Symbiose,
wie der Hyphopodienbildung und um intraradikale Hyphen in den dufleren Zellschichten der Epidermis und
des aulleren Kortex wird die GA-Biosynthese induziert. Aufgrund der erhéhten GA-Konzentration gegentber
nicht-mykorrhizierten Bereichen findet eine komplette Degradierung der DELLA-Proteine statt. Die GA-
Verfugbarkeit stimuliert die Hyphenverzweigung des AM-Pilzes. (3) Im inneren Kortex herrscht eine geringe
GA-Konzentration und folglich eine erhdhte DELLA-Abundanz. In Zellen in denen Arbuskel gebildet wer-
den/wurden ist die endogene GA-Verfugbarkeit am geringsten was eine Stabilisierung der DELLA-Proteine
gewabhrleistet. Eventuell tragt MIG1 zur modifizierten GA-Homdostase in Arbuskel-enthaltenden Zellen bei.
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3.3.4 MIG1 interferiert mit der GA-Homoostase

Eine Uberexpression von MIG1 (MIG1 OE) resultierte in einer modifizierten Expression
dreier GA-Oxidasen, die auch wahrend der AM-Symbiose eine differentielle Regulation
erfuhren. Vergleicht man das Expressionsmuster der GA-Oxidasen wahrend der Mykor-
rhizierung mit dem der nicht-kolonisierten MIG1 OE Wurzeln, lasst sich eine
gegensatzliche Regulation erkennen. Das heildt in Wurzelkulturen ohne Spross resultiert
eine MIG1 OE in einer Induktion der katabolen Oxidase GA2box und in einer Repression
der anabolen Oxidasen GA3ox und GA20ox2. Dies entspricht exakt der entgegengesetz-
ten Regulation der Oxidasen in mykorrhizierten Wurzelkulturen. In Pflanzen mit Spross
wirkt sich eine MIG1 OE in einer verminderten Expression von GA2box aus, mykorrhizier-
te WT Pflanzen wiesen dagegen eine Induktion dieser Oxidase auf. Die anabolen
Oxidasen zeigten unter beiden Bedingungen keine signifikante Regulation. Diese gegen-
satzliche Regulation koénnte darauf zurlckzufihren sein, dass MIG1 mit der GA-
Homoostase in Arbuskel-enthaltenden Zellen interferiert. MIG1 OE Wourzeln spiegeln
demnach die Situation in diesen Zellen und nicht die Situation in mykorrhizierten Wurzeln
als Ganzes wider. MIG1 scheint nach diesen Ergebnissen einen modifizierenden Einfluss
auf den GA-Haushalt zu haben.

Allerdings wurde in dieser Arbeit mit den drei GA-Oxidasen nur eine kleine Auswahl an
Genen der GA-Biosynthese analysiert. Fir zusatzliche GA-Oxidasen oder vorangestellte
Enzyme, wie beispielsweise Kaurensynthasen oder —oxidasen konnte ebenso eine tran-
skriptionelle Regulation wahrend der AM-Symbiose detektiert werden (Ortu et al., 2012;
Floss et al., 2013; Martin-Rodriguez et al., 2015), sodass nicht auszuschliel3en ist, dass
auch diese in MIG1 OE Wurzeln differentiell reguliert sein kénnten. Folglich ware eine
globale Transkriptomanalyse sinnvoll, um ein vollstandiges Bild der transkriptionellen Re-
gulation des GA-Metabolismus durch MIG1 zu erhalten.

Umgekehrt konnte jedoch keine Regulation von MIG1 durch GA beobachtet werden, we-
der auf Transkript-, noch auf Proteinebene. So wurden keine Unterschiede in der
Genexpression von MIG1 zwischen mit Mock, GA; oder PAC behandelten Pflanzen ge-
messen. Da MIG1 im Y2H-System keine Interaktion mit dem Rezeptorkomplex GID1-GA
aufwies, kann davon ausgegangen werden, dass die Proteinstabilitdt von MIG1 aufgrund
seiner fehlenden DELLA-Domane nicht durch GA-vermittelte Degradierung reguliert wird.
Ist solch eine Verbindung mit dem GA-Signalweg auRerhalb der DELLA-Familie Uber-
haupt plausibel? Tatsachlich konnten bereits zahlreiche Studien zeigen, dass Proteine der
DELLA-Unterfamilie nicht die einzigen GRAS-Proteine sind, die mit dem GA-Signalweg
verknupft werden kénnen. Bemerkenswert ist, dass sich alle Unterfamilien, die in den GA-
Signalweg involviert sind, phylogenetisch unmittelbar in der Nahe der MIG1-Klade anord-
nen. So zeigen die DELLA-ahnlichen Gene OsSLRL1 (SLENDER-like 1) und OsSLRL2 in
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Reis eine GA-abhangige Induktion ihrer Expression (ltoh et al., 2005; Liu et al., 2007b).
Eine Uberexpression beider Gene flihrte jeweils zu Phanotypen, die an GoF DELLA-
Mutanten erinnerten, dementsprechend besitzen SLRL1 und SLRL2 wie DELLA-Proteine
eine reprimierende Wirkung gegenuber der GA-Antwort. Mechanistisch wurde dieser ne-
gative Effekt durch eine reduzierte GA-Biosynthese erklart. Dabei interpretierten Itoh et al.
(2005) und Liu et al. (2007b) eine erhdhte Expression anaboler Oxidasen aufgrund der
vorherrschenden negativen Rickkopplungsmechanismen als eine Verminderung der en-
dogenen GA-Konzentration. Gegen diese Interpretation sprechen allerdings die
Ergebnisse von Martin-Rodriguez et al. (2015), die durch eine parallele Messung der Oxi-
dasen-Expression und der Abundanz der synthetisierten GAs in Tomate eine positive
Korrelation zwischen Transkriptmenge und dem jeweiligen Syntheseprodukt zeigten. Ge-
rade aufgrund der herrschenden Rickkopplungsmechanismen ist eine definitive Aussage
anhand der Expressionsanalyse von Enzymen des GA-Biosynthesewegs nicht moglich,
ohne eine Messung des endogenen GA-Gehaltes durchgefliihrt zu haben. Ein weiteres
GRAS-Protein, AtSCL3, integriert den GA-Signalweg bei der Elongation von Wurzelzellen
und gilt als Positivregulator in der GA-Homdéostase (Heo et al., 2011; Zhang et al., 2011).
Dabei kann erneut eine Rickkopplung aufgezeigt werden, da die Expression von AtSCL3
negativ durch GA reguliert wird (Zhang et al., 2011). Genauer gesagt induziert das
DELLA-Protein AtRGA durch direktes Binden an den AtSCL3-Promotor dessen Expressi-
on (Zentella et al., 2007; Zhang et al., 2011). Li et al. (2010) berichten mit OsDLT/OsD62
von einem weiteren GRAS-Protein mit einer Rolle im GA-Metabolismus. Die d62-Mutante
besitzt eine verringerte Konzentration an endogenem GA; und demnach einen GA-
defizienten Phanotyp, interessanterweise konnte aber eine erhdhte Expression GA-bio-
synthetischer Gene quantifiziert werden (Li et al., 2010). Allerdings sollte man beachten,
dass D62 auch eine Rolle im Brassinosteroid-Signalweg zugeschrieben wurde, welcher
moglicherweise mit dem GA-Signalweg interferiert (Tong et al., 2009; Li et al., 2010).

DELLA-Proteine werden nicht nur auf Proteinebene negativ durch GA reguliert und wirken
als Antagonisten der GA-Antwort, sondern partizipieren zudem im Netzwerk der Ruck-
kopplung, indem sie die GA-Synthese positiv regulieren. Auch DELLA-Proteine haben
also einen Einfluss auf die Regulation der GA-Homoostase. So induziert eine Expression
des GA-insensitiven AtA17RGA die Expression der anabolen Oxidasen Af{GA20ox2 und
AtGA30x1 sowie der GA-Rezeptoren AtGID1a und AtGID1b (Zentella et al., 2007). Diese
Beispiele machen die komplexe Regulation des GA-Signalweges deutlich, wobei jedes
einzelne Protein mehrere Regulationsebenen aufweist: es kann selbst auf Transkriptebe-
ne oder Proteinebene durch GA reguliert sein, es kann einen positiven oder negativen
Effekt auf nachgeschaltete Komponenten und somit auf die GA-Antwort haben und bei

vorherrschenden positiven oder negativen Rickkopplungsmechanismen mitwirken.

105



3 Diskussion - 3.3 MIG1 reguliert die kortikale Zellexpansion Uber den GA-Signalweg

MIG1 scheint zwar selbst keine Regulation ber den GA-Weg zu erfahren, jedoch beein-
flusst es die Expression GA-biosynthetischer Oxidasen. Diese veranderte Expression
kénnte direkt durch MIG1 hervorgerufen werden. Eine andere Erklarung ware eine indi-
rekte Wirkung von MIG1 Uber seinen Interaktionspartner DELLA1. So kénnte eine MIG1
Uberexpression zu einer Stérung der von DELLA1-vermittelten Rickkopplungsmecha-

nismen fuhren.

3.3.5 Putatives Model der MIG1-vermittelten radialen Zellexpansion in der AM-
Symbiose

Phéanotypisch wirkt sich eine Uberexpression von MIG1 auf die Entwicklung des Wurzel-
kortex aus. So weisen MIG1 OE Wourzeln einen breiteren Durchmesser auf, welcher
wiederum durch eine leicht erhdhte Zahl kortikaler Zellschichten, als auch durch radial
expandierte Zellen erreicht wird. Diese Merkmale kénnen durch eine verminderte GA-
Verflgbarkeit durch exogene PAC-Behandlung phanokopiert werden. Eine kombinatori-
sche Uberexpression von MIG1 und Behandlung mit PAC deckte einen additiven Effekt
hinsichtlich der radialen Wurzelentwicklung auf. Dieser additive Effekt kdnnte zum einen
bedeuten, dass MIG1 in einem parallelen GA-unabhangigen Signalweg einzuordnen ist,
oder aber dass der Effekt dosisabhangig ist und erst gemeinsam eine komplette Blockie-
rung des GA-Signalweges erzielt wurde. Eine komplette Blockierung des GA-Signalweges
mit Hilfe einer Uberexpression des stabilen DELLA-Proteins A18DELLA1 in Kombination
mit MIG1 OE zeigte dagegen keinen additiven Effekt. Hierdurch konnten genetische Hin-
weise gesammelt werden, die MIG1 im GA-Signalweg positionieren. Der additive PAC-
Phanotyp kann demnach darauf zuriickgefihrt werden, dass die verwendete Konzen-
tration keine komplette Blockierung der GA-Synthese bewirkte. Mit einer héheren PAC-
Konzentration wirde man demnach einen vergleichbaren Effekt zu dem genetischen
Ansatz mit A18DELLA1 erwarten. Ein weiterer Hinweis, fur die Einordnung von MIG1 im
GA-Signalweg bietet die direkte Interaktion von MIG1 und DELLA1 in der BiFC-Analyse.
Uberdies fiihrte eine Uberexpression von A18DELLA1 zu einer Komplementation des
Arbuskelphanotyps von MIG1-RNAi Wurzeln. Das bedeutet auch, dass eine grol3e Menge
an stabilem DELLA1 die Funktion von MIG1 ubernehmen kann. Eine Insensitivitdt gegen-
uber der GA-vermittelten Degradation von A18DELLA1 ist allerdings hoch artifiziell. Unter
naturlichen Bedingungen kénnte MIG1 durch Rekrutierung von DELLA1 zu spezifischen
Promotorbereichen sicherstellen, dass dieses auch unter AM-Konditionen seiner Aufga-
ben der radialen Zellexpansion nachkommt. Solch eine morphometrische Veranderung
der Zelle scheint biologisch tatsachlich relevant zu sein, denn Arbuskel-enthaltende Zellen
wiesen gegenulber nicht-kolonisierten Kortexzellen von M. truncatula eine Zunahme ihrer
Zellbreite auf. Wahrend der AM-Symbiose scheinen DELLA-Proteine in Kortexzellen also

nicht nur die Aufgabe zu haben die Arbuskelmorphogenese durch transkriptionelle Regu-
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lation von RAM1 und RAD1 zu steuern (Park et al., 2015; Floss et al., 2016; Pimprikar et
al., 2016), sondern auch mit Hilfe von MIG1 eine radiale Expansion der Zelle zu gewahr-
leisten. Diese duale Funktion verlangt in Kortexzellen eine feine Regulation, wodurch die
Funktionen aufeinander abgestimmt werden kénnen. Eine Uberexpression von MIG1 fiihr-
te demnach zu einem veranderten Gleichgewicht, das sich bei der Mykorrhizierung in
einer verminderten Expression von Genen der DELLA1-RAM1 Transkriptionskaskade
zeigte.

Mechanistisch weisen die vorliegenden Ergebnisse auf folgendes funktionelles Model hin
(Abb. 3.3): Bei einer Kolonisierung durch den AM-Pilz kommt es zu einer Induktion der
Expression von MIG1 in inneren Kortexzellen, in welchen Arbuskeln gebildet werden sol-
len. In diesen Zellen fihrt eine Reduzierung des GA-Metabolismus und/oder ein
spezifischer Stabilisator, wie es fir die CSSP-Komponenten LjCCamK-LjCyclops postu-
liert wurde (Pimprikar et al., 2016), zu einer Stabilisierung der DELLA-Proteine. DELLA-
Proteine Gbernehmen in diesen Zellen eine duale Rolle: Sie regulieren zum einen die Ex-
pression Arbuskel-assoziierter Gene, wie RAM1 oder RAD1, welche die Arbuskel-
verzweigung regeln, zum anderen steuern sie zusammen mit MIG1 die radiale Zellexpan-
sion. MIG1 dient dabei als Rekrutierer von DELLA1 zu spezifischen Promotoren. MIG1-
DELLA1 stimulieren anschliefiend als Dimer die Expression von Genen, welche die radia-
le Zellexpansion vermitteln. In diesem Sinne kénnte die Aufhebung jeglicher Effekte von
MIG1 OE durch exogene Behandlung mit GA; erklart werden, da dessen Interaktions-
partner DELLA1 schlichtweg degradiert wurde und nicht mehr vorhanden war. Durch die
Rekrutierungsfunktion von MIG1 kénnte auch die longitudinale Zellelongation in MIG1 OE
Wurzeln erklart werden. Diese Elongation findet nicht in Arbuskel-enthaltenden Zellen von
Kontrollwurzeln statt, scheint also in M. truncatula biologisch nicht relevant zu sein. Durch
die verstarkte Rekrutierung von DELLA1 durch eine Uberexpression von MIG1 kdnnte
DELLA1 von seiner Repressortatigkeit der longitudinalen Zellexpansion abgezogen wer-
den, wodurch als Nebeneffekt eine Aktivierung des longitudinalen Zellwachstums
resultieren konnte. Die Zielgene von MIG1-DELLA1 missen nicht unbedingt AM-
spezifisch sein, sondern kénnten generell auch unter nicht-symbiotischen Bedingungen
eine radiale Expansion durch DELLA1 vermitteln. Welche Gene das sind, ist bisher noch
unbekannt. Das Zellwachstum wird bei Pflanzen durch die Festigkeit der Zellwand deter-
miniert (Cosgrove, 2016). Denkbar waren demnach sogenannte Expansine, die eine
nichtenzymatische Auflockerung der Zellwand bewirken (Cosgrove, 2000). Eine Induktion
spezifischer Expansine wahrend der AM-Symbiose und ihre Relokalisierung zu Zellwan-
den, die mit pilzlichen Strukturen in Kontakt stehen, konnten bereits beobachtet werden
(Liu et al., 2003; Weidmann et al., 2004; Balestrini et al., 2005; Siciliano et al., 2007;
Dermatsev et al.,, 2010; Wisniewska & Golinowski, 2011; Balestrini & Bonfante, 2014).
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Unter natirlichen Mykorrhizierungsbedingungen konnte die Expression spezifischer
Expansine durch MIG1 induziert werden und fir die Auflockerung der Zellwande
kolonisierter Zellen mitverantwortlich sein. Zusatzlich kénnten weitere Zellwand-
modifizierende Komponenten, wie die beiden AM-induzierten lytischen Enzyme Cel1
(Cellulase1), eine Endo-B-1,4-Glucanase, und XTH1, eine Xyloglukanendotrans-
glukosylase/Hydrolase, zur Regulation beitragen (Liu et al., 2003; Maldonado-Mendoza et
al.,, 2005). Ein anderer Ansatzpunkt konnte die VergroRerung der Plasmamembran
darstellen. So kénnten MIG1-DELLA1 eine VergdRerung der Zelle durch eine verstarkte
Membransynthese vermitteln. Nicht auszuschlieRen ist, dass dieser Vorgang auch bei der
PAM-Synthese wahrend der Arbuskelbildung partizipiert. Die determinierte Richtung der
Expansion konnte entweder durch spezifisch lokalisierte Komponenten der
Exozytosemaschinerie oder durch die zeitliche Regulation der Exozytose gewahrleistet
werden wie es Pumplin et al. (2012) im Zusammenhang mit PAM-lokalisierten Trans-
portern postulieren.

Arbuskel-
verzweigung

© ooo
oz °© o bioaktives GA bbbt PAM MIG1
steife Zellwand T2 _  aufgelockerte Zellwand 5 DELLA1
' PPA-ahnliche |—> transkriptonelle
Struktur Regulation @ hlkeus
nachgeschaltete Q Induktion von MIG1 radiales
Prozesse Zellwachstum

Abbildung 3.3 Modell zur MIG1-vermittelten radialen Zellexpansion. Wahrend der Kolonisierung mit ei-
nem AM-Pilz wird die Expression von MIG1 im inneren Kortex durch pilzliche Signale induziert. MIG1
rekrutiert DELLA1 zu den Promotoren spezifischer Zielgene, welche eine radiale Zellexpansion vermitteln. Die
duale Funktion von DELLA1 beinhaltet zuséatzlich die Regulation der Arbuskelverzweigung, welche unter an-
derem durch die Expression von RAM1 gesteuert wird.

108



3 Diskussion - 3.3 MIG1 reguliert die kortikale Zellexpansion Uber den GA-Signalweg

3.3.6 Ist die ZellgroRe kritisch fiir die Arbuskelentwicklung?

In dieser Arbeit konnte in M. fruncatula eine radiale Zellexpansion in Arbuskel-
enthaltenden Kortexzellen gemessen werden. Auch in der Pflanze Cucumis sativus
konnte bereits durch morphometrische Analyse arbuskulierter Zellen eine Vergréfierung
dieser gegenuber nicht kolonisierter Zellen festgestellt werden (Balestrini et al., 2005). In
Prunus cerasifera wurde ebenso eine veranderte Wurzelmorphologie durch
Mykorrhizierung mit R. irregularis beobachtet, wobei der verbreiterte Wurzeldurchmessern
der mykorrhizierten Wurzeln auf eine veranderte ZellgroRe und eine erhdhte Zellzahl
zurlckgeflhrt wurden (Berta et al., 1995). Eine VergroRerung kolonisierter Kortexzellen
scheint demnach ein verbreitetes Charakteristikum Arbuskel-enthaltender Zellen
darzustellen. Eine Uberexpression von MIG1 fiihrte zu einer VergréRerung der
Kortexzellen in Abwesenheit einer Kolonisierung mit einem AM-Pilz. Eine Mykorrhizierung
von MIG1 OE Wurzeln zeigte keinen additiven Effekt hinsichtlich der Zellbreite, was dafur
spricht, dass wahrend der AM-Symbiose MIG1 fiir die induzierte radiale Zellexpansion
verantwortlich ist. Die ArbuskelgroRe wird durch eine Uberexpression von MIG1 jedoch
nicht beeinflusst. Die radiale Zellexpansion scheint also direkt eine Rolle fir die Arbuskel-
enthaltende Zelle zu spielen. Bei der Arbuskelentwicklung wird ein Grofteil des
Zellvolumens durch den AM-Pilz eingenommen (Bonfante & Genre, 2010), womdglich
bendtigt die Kortexzelle zusatzlichen Raum flr ihre intrazellularen Strukturen. Eine
Herunterregulation von MIG1 resultiert in einem Phanotyp in der Arbuskelmorphogenese,
der sich durch eine vermehrte Zahl an kleinen deformierten Arbuskeln und einer
verringerten Zahl reifer Arbuskeln auszeichnete. MIG1 scheint also wichtig fir die
Arbuskelentwicklung zu sein. Doch besteht zwischen der beobachteten radialen
Zellexpansion durch MIG1 und der Arbuskelentwicklung ein kausaler Zusammenhang?
Hierflr spricht zum einen, dass deformierte Arbuskeln in kolonisierten MIG1-RNAi Wur-
zeln von kleineren Zellen beherbergt wurden, als reife Arbuskeln in Kontrollwurzeln.
Zudem wurde der MIG1-RNAi Phanotyp in der Arbuskelentwicklung durch eine
Uberexpression von A18DELLA1 gerettet. Fir DELLA1 konnte in dieser Arbeit gezeigt
werden, dass es neben anderen Funktionen eine radiale Zellexpansion in Kortexzellen
vermittelt. Auch durch A18DELLA1 komplementierte Arbuskel-enthaltende Kortexzellen
weisen im Vergleich zu EV Wurzeln eine vergroRerte Zellbreite auf. Die erfolgreiche Kom-
plementation der MIG1-RNAi Wurzeln durch A18DELLA1 deutet darauf hin, dass
tatsachlich eine radiale Zellexpansion verantwortlich fur die Arbuskelentwicklung ist. Ware
der Arbuskel-Phanotyp auf eine andere Funktion von MIG1 zurtickzufihren, die unabhan-
gig von der radialen Zellexpansion ware, misste man davon ausgehen, dass auch diese
Funktion durch A18DELLA1 Gbernommen werden kdnnte. Eine zweite Wirkung von MIG1,

die negative Regulation von NSP2, kann davon ausgeschlossen werden, da DELLA1 kein
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Negativregulator, sondern ein Positivregulator der NSP2-Expression darstellt (Floss et al.,
2016). Weitere bisher unbekannte Funktionen von MIG1 kénnen zu diesem Zeitpunkt al-
lerdings nicht ausgeschlossen werden. Die Ergebnisse dieser Arbeit weisen darauf hin,
dass die morphologischen Veranderung in Arbuskel-enthaltenden Zellen, genauer die
radiale Zellexpansion, durch MIG1 in Zusammenarbeit mit DELLA1 vermittelt wird.
Zusatzlich  konnten Anhaltspunkte gesammelt werden, die einen kausalen
Zusammenhang zwischen der radialen Zellexpansion und der Arbuskelmorphogenese

plausibel erscheinen lasst.

3.4 Schlussfolgerung und Ausblick

Die Etablierung der AM-Symbiose geht unweigerlich mit einer Umprogrammierung der
pflanzlichen Transkription einher, welche eine Modifizierung der pflanzlichen Entwicklung
hervorruft und letztendlich in der Akkommodation des AM-Pilzes gipfelt. In dieser Arbeit
konnte eine neue Komponente der AM-assoziierten Transkriptionsmaschinerie identifiziert
und charakterisiert werden. MIG1 gehort zur Familie der GRAS-Transkriptionsregulatoren
und wird spezifisch wahrend der AM-Symbiose in Zellen exprimiert, welche in engen Kon-
takt mit dem kolonisierenden Pilz stehen. Als biologische Funktion konnte MIG1 die
radiale Expansion der Wurzel und der kortikalen Zellen zugeschrieben werden, welche mit
der Ausbildung einer funktionellen AM-Symbiose einhergeht. Diese Aufgabe ist eng mit
dem GA-Signalweg der Pflanze verbunden, da unter anderem eine mechanistische Ver-
knipfung mit DELLA1, einem Repressor der GA-Antwort, gezeigt werden konnte. Zudem
konnte den DELLA-Proteinen neben ihrer gut untersuchten Rolle in der Unterdrickung
des longitudinalen Zell- und Wurzelwachstums eine promovierende Rolle in der radialen

Expansion der Zellen und Wurzel zugeteilt werden.

Zukunftig ware es sehr interessant zu untersuchen, ob die Rolle von MIG1 auch im Kon-
text anderer Pflanzen konserviert vorliegt. Zum einen kdnnten MIG1-Homologe funktionell
charakterisiert werden oder aber MIG1 heterolog in anderen Spezies wie der AM-Pflanze
S. tuberosum oder der Nichtwirtspflanze A. thaliana exprimiert werden. Protokolle zur
Volltransformation dieser Pflanzen sind in unserer Arbeitsgruppe bereits etabliert. Dies
wirde es ermdglichen zu untersuchen, ob MIG1 einen vergleichbaren Phanotyp ausldst
und vor allem wie der Spross auf eine MIG1-Expression reagiert. Da A. thaliana kein ei-
genes MIG1-Homolog besitzt, adressiere dieser Ansatz zudem die Frage, ob andere
Komponenten des MIG1-Funktionsmechanismus, wie Interaktionspartner oder Zielgene,
generell konserviert vorliegen.

Attraktiv scheint auch die funktionelle Charakterisierung der beiden Duplikationen MIG2

und MIG3 wahrend der AM-Symbiose. So wiirden Promotoranalysen sowie Uberexpres-
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sionen dieser Gene Aufschluss Uber ihre Abundanz und Funktion in der AM-Symbiose
bieten.

Besonders reizvoll ware die ldentifizierung der MIG1-Zielgene. So ware eine globale
Transriptomanalyse MIG1-exprimierender Wurzeln denkbar. Da es sich bei den Zielgenen
maoglicherweise um dieselben Gene handelt, welche auch bei der radialen Expansion
durch DELLA1 reguliert werden, kénnten A18DELLA1-exprimierende Wurzeln als zusatz-
liche Kontrolle dienen. AnschlieBend koénnte eine direkte Assoziation von MIG1 an
Promotoren regulierter Gene durch Chromatin-lImmunoprazipitation (ChlP)-Experimente

mit gekoppelter gPCR-Analyse Uberprift werden.
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4 Material

4.1 Organismen

4.1.1 Escherichia coli

E. coli Stamme wurden in LB-Flissigkultur oder auf LB-Agarplatten bei 180 rpm und 37

°C inkubiert. Den Medien wurden zur Selektion der enthaltenen Plasmide die entspre-

chenden Antibiotika zugesetzt.

Tabelle 4.1 Verwendete E. coli Stamme.

E. coli Stamm  Genotyp Eigenschaften Herkunft
recA1 endA1 gyrA96 thi-1 .
J hsdR17 supE44 relA1 lac [F’ Tet™ (25 mgll);
PR ProAB aclqZAM15 Tn10 Geeignet fiir Blau-WeiR-Selektion Stratagene
(Tet™)]
F— OF80(lacZ)AM15 AlacX74 Keine Antibiotikaresistenz;
MACH1™ T1R  hsdR(rK—, mK+) ArecA1398 ) - I Invitrogen
Geeignet fiir Blau-WeilR-Selektion
endA1 tonA
F- gyrA462 endA1 ginV44 Sm® (50 mg/l);
A(sr1-recA) mcrB mrr Mutation im Gyrasegen (gyrA462)
DB3.1 hsdS20(rB-, mB) ara14 galk2  verleiht Resistenz gegeniber Selbst- Invitrogen

lacY1 proA2 rpsL20(Smr) xyl5
Aleu mtl1

mordgen ccdB, welches in Gateway
Expressionsvektoren exprimiert wird

4.1.2 Agrobacterium rhizogenes & Agrobacterium tumefaciens

Agrobakterien wurden bei 220 rpm in bzw. auf LB Medium bei 28 °C unter Zugabe der

entsprechenden Antibiotika kultiviert.

Tabelle 4.2 Verwendete Agrobakterien Stamme.

gtgarrc:llra:kterlen Genotyp Eigenschaften Herkunft
WT,; R
L . . Sm" (600 mg/l);
A. rhizogenes REE:ZET'% ﬁ tgrog)lpgi-g_/pe Derivat des WT Stammes R1000 vom  Quandt et
ARqua1l el (Kzaneye‘; o WT Stamm A4T (Moore et al., 1979);  al. (1993)
1yg70) " induziert Wachstum von Wurzeln
A. tumefaciens ﬁ;facs‘?gi)é: oMP9O Gm® auf Ti-plasmid (40 mg/l); Rif*in <o &
GV3101 pMP90 (PTIC58AT-DNA) Genom (100 mg/l) (1986)

4.1.3 Saccharomyces cerevisiae

Der S. cerevisiae Stamm AH109 wurde fir das GAL4-basierte Hefe-Zwei-Hybrid System
verwendet. Untransformierte Stamme wurden in 2x YPDA Medium bei 30 °C und 220 rpm
kultiviert. Transformierte Stdmme wurden in SD Medium ohne entsprechende Aminosau-
ren zur Selektion kultiviert. Der Stamm AH109 besitzt die Reportergene ADE2, HIS3, lacZ

und MEL 1, welche unter der Kontrolle des GAL4-Transkriptionsfaktors stehen.
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Genotyp (AH109): MATa, trp1-901, leu2-3, 112, ura3-52, his3-200, gal4A, gal80A,
LYS2::GAL1 UAS-GAL1 TATA‘HIS3, GALZUAS-GALZTATA-ADEZ, URAS3::MEL1 UAS-MEL1 TATA™
lacZ, MEL1.

Herkunft: Matchmaker™ Library Construction & Screening Kit (Clontech)

4.1.4 Rhizophagus irregularis

R. irregularis wurde in monaxenischer Kultur zusammen mit Ri-transformierten Daucus
carota Wurzeln auf M Medium kultiviert (Bécard & Fortin, 1988).

- DAOM 181602 (Schenck & Smith, 1982); WT

4.1.5 Medicago truncatula

M. truncatula Pflanzen wurden auf Schragagarplatten mit FM Medium oder in Topfen mit
einem Gemisch aus Sand und Kies (4:1) bei 25 °C und einem Tag-Nacht-Rhythmus von
16 h/ 8 h kultiviert. M. truncatula Wurzelkulturen wurden auf M Medium bei 27 °C in Dun-
kelheit kultiviert (Bécard & Fortin, 1988).

- Jemalong A 17 (Perkiss Seeds, Australia); WT

- R108 Doppelmutante della1/della2 (AAdella1/2) (Floss et al., 2013): Tnt1 Transposon
Insertionslinien von MtDELLA1 (NF5155) und MIDELLA2 (NF4302) (Tadege et al., 2008)
wurden miteinander gekreuzt und die Doppelmutante AAdella1/2 generiert.

- R108 segregierter WT aus AAdella1/2 (Floss et al., 2013)

4.1.6 Daucus carota
Mykorrhizierte D. carota Wurzeln wurden auf M Medium bei 27 °C in Dunkelheit kultiviert
(Bécard & Fortin, 1988).

4.1.7 Nicotiana benthamiana

N. benthamiana wurde als heterologes System flir die Expression von Proteinen aus
M. truncatula verwendet. N. benthamiana wurde in Erde bei 22 °C und einem Tag-Nach
Rhythmus von 16 h/ 8 h aufgezogen. Etwa 50 Samen wurden in einem Topf ausgesat,
nach etwa 2 w befanden sich die Pflanzen im Vierblatt-Stadium und wurden pikiert. Nach

erneuten 2 — 3 w konnten die Pflanzen zur Infiltration verwendet werden.

4.2 Verwendete Plasmide und Konstrukte

4.2.1 Plasmide

e pCR®2.1-TOPO®: Vektor zur TA-abhingigen Klonierung von PCR-Fragmenten mit 3'A-
Uberhangen. Vektor besitzt eine Kanamycin- und Ampicillinresistenz und ist aufgrund
des enthaltenen lacZ-Gens innerhalb der Klonierungsstelle flir die Blau-Wei3-Selektion

geeignet. Quelle: (Invitrogen)
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pENTR™/D-TOPQO®: Vektor zur direktionalen TOPO-Klonierung von PCR-Fragmenten
mit stumpfen Enden und 5’CACC-Sequenz. Vektor besitzt eine Kanamycinresistenz
und ist aufgrund der enthaltenen attL-Sequenz fiir die Gateway-Klonierung geeigent.

Quelle: (Invitrogen)

pCR™8/GW/TOPQ®: Vektor zur TA-abhangigen Klonierung von PCR-Fragmenten mit
3'A-Uberhangen. Vektor besitzt eine Spectinomycinresistenz und ist aufgrund der ent-

haltenen attL-Sequenz fir die Gateway-Klonierung geeignet. Quelle: Invitrogen

2xP35S-pKGW-RR (OE): Binarer Gateway Destinationsvektor zur Agrobakterien-
vermittelten Transformation von Pflanzen. Der CaMV 2x35S Promotor wurde ber Aatll
integriert und dient zur Uberexpression in planta (2xP35S::attR1:CmR-ccdB::attR2).
Zur Selektion positiv transformierter Pflanzen oder Wurzeln besitzt dieser Vektor eine
DsRED-Kassette (PUbq10::DsRed1::NosT) und eine Kanamycinresistenz. In Bakterien
besitzt dieser Vektor eine Chloramphenicol- und Spectinomycinresistenz. Quelle:
pKGW,0 (Karimi et al., 2002), modifiziert mit DsRed-Kassette und 2xP35s (Limpens et
al., 2005; Kuhn et al., 2010).

pCGFP-RR (Lokalisation): Bindrer Gateway Destinationsvektor zur Agrobakterien-
vermittelten Transformation von Pflanzen. Vektor besitzt ein CaMV 35S Promotor zur
Uberexpression in planta und ein C-terminales eGFP-Fusionskonstrukt
(P35S::attR1::CmR-ccdB::attR2::eGFP::T35S). Zur Selektion positiv transformierter
Wurzeln besitzt dieser Vektor eine DsRED-Kassette (PUbg10::DsRed1::NosT) und ei-
ne Kanamycinresistenz. In Bakterien besitzt dieser Vektor eine Chloramphenicol- und
Spectinomycinresistenz. Quelle: pK7FWG2,0 (Karimi et al., 2002), modifiziert mit
DsRed-Kassette (Limpens et al., 2005; Kuhn et al., 2010).

pPNGFP-RR (Lokalisation): Binarer Gateway Destinationsvektor zur Agrobakterien-
vermittelten Transformation von Pflanzen. Vektor besitzt ein CaMV 35S Promotor zur
Uberexpression in planta und ein N-terminales eGFP-Fusionskonstrukt
(P35S::eGFP::attR1::CmR-ccdB::attR2::T35S). Zur Selektion positiv transformierter
Wourzeln besitzt dieser Vektor eine DsRED-Kassette (PUbq10::DsRed1::NosT) und ei-
ne Kanamycinresistenz. In Bakterien besitzt dieser Vektor eine Chloramphenicol- und
Spectinomycinresistenz. Quelle: pK7WGF2,0 (Karimi et al., 2002), modifiziert mit
DsRed-Kassette (Limpens et al., 2005; Kuhn et al., 2010).

pK7GWIWG2D(Il) (RNAI): Binarer Gateway Destinationsvektor zur Agrobakterien-
vermittelten Transformation von Pflanzen. Der RNAIi-Vektor besitzt einen 35S Promotor
zur Expression von hairpin  RNAs zum Herunterregulieren von Genen
(P35S::attR1::ccdB::attR2::Intron::CmR::Intron::attR2::ccdB::attR1::T35S). Zur Selek-
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tion positiv transformierter Wurzeln besitzt dieser Vektor eine eGFP-Kassette
(P35S::eGFP::T35S) und eine Kanamycinresistenz. In Bakterien besitzt dieser Vektor

eine Chloramphenicol- und Spectinomycinresistenz. Quelle: (Karimi et al., 2002)

e RNAI-PAtUBI3-DsRED (RNAI): Vektor zur Agrobakterien-vermittelten Transformation
in Pflanzen. Der RNAIi-Vektor besitzt einen A. thaliana Ubiquitin3 Promotor zur Expres-
sion von hairpin RNAs zum Herunterregulieren von Genen. Das Integrationskonstrukt
wird in sense- und antisense-Richtung kloniert (PAtUBI3::RNAisense::Intron:
:RNAiantisense). Zur Selektion positiv transformierter Wurzeln besitzt der Vektor eine
DsRED-Kassette (PUbg10::DsRED::T35S). In Bakterien besitzt dieser Vektor eine Ka-
namycinresistenz. Quelle: Prof. Dr. Franziska Krajinski, Pflanzen-Mikroben-
Interaktionen, MPI, Potsdam-Golm (Devers et al., 2013)

o RNAI-PMtPT4-DsRED (RNAI): Vektor zur Agrobakterien-vermittelten Transformation
in Pflanzen. Der RNAIi-Vektor besitzt einen M. truncatula PT4 Promotor zur Expression
von hairpin RNAs zum Herunterregulieren von Genen. Das Integrationskonstrukt wird
in sense- und antisense-Richtung  kloniert  (PMtPT4::RNAisense::Intron:
:RNAiantisense). Zur Selektion positiv transformierter Wurzeln besitzt der Vektor eine
DsRED-Kassette (PUbq10::DsRED::T35S). In Bakterien besitzt dieser Vektor eine Ka-
namycinresistenz. Quelle: Prof. Dr. Franziska Krajinski, Pflanzen-Mikroben-
Interaktionen, MPI, Potsdam-Golm (Devers et al., 2013)

e pPGFPGUS-RR (Promotorreporter): Binarer Gateway Destinationsvektor zur Agro-
bakterien-vermittelten Transformation in Pflanzen. Promotorreporter mit eGFP und
GUS als Reportergen (attR1::CmR-ccdB::attR2::eGFP::GUS). Zur Selektion positiv
transformierter ~ Wurzeln besitzt  dieser Vektor eine  DsRED-Kassette
(PUbg10::DsRed1::NosT) und eine Kanamycinresistenz. In Bakterien besitzt dieser
Vektor eine Spectinomycinresistenz. Quelle: pKGWFS7 (Karimi et al., 2002), modifi-
ziert mit DsRed-Kassette (Limpens et al., 2005; Kuhn et al., 2010).

o pGBKT7 (Y2H & Transaktivierung): Expressionsvektor zur Untersuchung von Pro-
teininteraktionen und Transaktivierungsaktivitdt in Hefe. Eine N-terminale Fusion der
GAL4 DNA-Bindedomane (BD) inklusive einer SV40 NLS und eines c-Myc-Tags an
das Zielprotein steht unter der Kontrolle des ADH7 Promotors (PADH1::SV40-
NLS::GAL4-DNA-BD::PT7::cMyc::MCS:: TADH1). Zur Selektion besitzt dieser Vektor
eine Kanamycinresistenz in Bakterien und den Auxotrophiemarker Tryptophan (TRP1)

in Hefe. Quelle: Clontech.

o pGADT7-Rec (Y2H): Expressionsvektor zur Untersuchung von Proteininteraktionen in

Hefe. Eine N-terminale Fusion der GAL4 DNA-Aktivierungsdomane (AD) inklusive ei-
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ner SV40 NLS und eines HA-Tags an das Zielprotein steht unter der Kontrolle des
ADH1 Promotors (PADH1::SV40-NLS::GAL4-AD::PT7::HA::MCS::TADH1). Zur Selek-
tion besitzt dieser Vektor eine Ampicillinresistenz in Bakterien und den

Auxotrophiemarker Leucin (LEU2) in Hefe. Quelle: Clontech.

e P35S-pSPYNE-GW (BiFC): Binarer Gateway Destinationsvektor fur die BiFC in planta.
Vektor enthalt den konstitutiv exprimierten CaMV Promotor P35S, die N-terminale Half-
te von YFP als N-terminale Fusion zum integrierten Gen und ein c-Myc-Tag
(P35S::YFP-N::c-myc::attR1::CmR-ccdB::attR2::NosT). Zur Selektion in Bakterien dient
eine Kanamycinresistenz. Quelle: Thomas Lahaye, Arbeitsgruppe Klaus Harter, Tubin-
gen (Walter et al., 2004)

o P35S-pSPYCE-GW (BiFC): Binarer Gateway Destinationsvektor fiir die BiFC in planta.
Vektor enthalt den konstitutiv exprimierten CaMV Promotor P35S, die C-terminale Half-
te von YFP als N-terminale Fusion zum integrierten Gen und ein HA-Tag (P35S::YFP-
C::HA:attR1::CmR-ccdB::attR2::NosT). Zur Selektion in Bakterien dient eine Ka-
namycinresistenz. Quelle: Thomas Lahaye, Arbeitsgruppe Klaus Harter, Tlbingen
(Walter et al., 2004)

4.2.2 Verwendete Konstrukte
In Tab. 4.3 sind die in dieser Arbeit klonierten Konstrukte aufgefiihrt. Tab. 4.4 beinhaltet

verwendete Konstrukte aus externer Quelle.

Tabelle 4.3 In dieser Arbeit klonierte Konstrukte.

MtMIG1_pCGFP-RR #1593  Lokalisation in planta,
ORF aus cDNA ohne Stopcodon, GW #1832 C-terminales GFP
MtDELLA2_pCGFP-RR #1799  Lokalisation in planta,
ORF aus cDNA ohne Stopcodon, GW #1803 C-terminales GFP

g MtMIG1_pNGFP-RR #1593  Lokalisation in planta,

- ORF aus cDNA mit Stopcodon, GW #1595  N-terminales GFP

_2 MtDELLA2_pNGFP-RR #1799  Lokalisation in planta,

;u ORF aus cDNA mit Stopcodon, GW #1955 N-terminales GFP

3 MtDELLA1_pNGFI_3-RR #2367 Lokalisgtion in planta,
ORF aus cDNA mit Stopcodon, GW #2368 N-terminales GFP

#2367

MtA18DELLA1_pNGFP-RR
ORF aus cDNA mit Stopcodon,
Deletion von DELLA-Motiv (A18), GW

#2368  Lokalisation in planta,
#2765  N-terminales GFP

#2766
MtMIG10E_2xP35S-pKGW-RR #1595 . . .
ORF aus cDNA, GW #1593 Uberexpression via 2xP35S in planta
MtA18DELLA1_pCGFP-RR ﬁggg; Uberexpression von dominantem
ORF aus cDNA mit Stopcodon, #0765 A18DELLA1 via P35S und Uberexpression
L Deletion von DELLA-Motiv (A18), GW von MIG1 via 2xP35S in planta
(o) #2766
MIA18DELLA1_pCGFP+2xP35S-MIG1 Uberexpression von dominantem
Integration von 2xP35s-MIG1 ORF aus #1807 A18DEELA1 via P35S und Uberexpression
MtMIG10E_2xP35S-pKGW-RR in #1798 P

MtA18DELLA1_pCGFP-RR, iiber Xhol von MIGT via 2xP35S I planta
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Name und Klonierungsweise Primer Verwendung & Eigenschaften

MtMIG1_RNAI.1_pK7GWIWG2D(Il) #1714  Herunterregulierung von MtMIG1 in planta via
RNAI.1 aus cDNA, GW #1707 P35S und Konstrukt RNAI.1
MtMIG1_RNAi.2_pK7GWIWG2D(II) #1953  Herunterregulierung von MtMIG1 in planta via
RNAI.2 aus cDNA, GW #1954 P35S und Konstrukt RNAi.2
MtMIG1_RNAI.3_pK7GWIWG2D(Il) #1953  Herunterregulierung von MtMIG1 in planta via
RNAI.3 aus cDNA, GW #2163 P35S und Konstrukt RNAI.3
MtMIG1_RNAi.4_pK7GWIWG2D(Il) #1953  Herunterregulierung von MtMIG1 in planta via
RNAI.4 aus cDNA, GW #1707 P35S und Konstrukt RNAi.4

MtMIG1_RNAI.3_RNAIi-PAtUbq3-DsRED #2377

RNAI.3 aus cDNA, RNAi.3sense uber BamHI #2378  Herunterregulierung von MtMIG1 in plant via
und Xmal, RNAi.3antisense iber Miul und #2380 AtPUbqg3 Konstrukt RNAI.3

BspeEl #2381

MtMIG1_RNAI.3_RNAIi-PMtPT4-DsRED #2377
RNAI.3 aus cDNA, RNAi.3sense uber BamHI #2378  Herunterregulierung von MtMIG1 in planta via
und Xmal, RNAi.3antisense tber Miul und #2380 MtPPT4 und Konstrukt RNAIi.3

RNAi-vermittelte Herunterregulierung

BspeEl #2381

MtMIG1_RNAi.4_RNAi-PMtPT4-DsRED #2377

RNAi.4 aus cDNA, RNAi.4sense uber BamHI #2379  Herunterregulierung von MtMIG1 in planta via
und Xmal, RNAi.4antisense tber Miul und #2380 MtPPT4 und Konstrukt RNAi.4

BspeEl #2382

MIA18DELLA1_pCGFP+PMtPTA- Uberexpression von dominantem
MIG1_RNAi.3 p

#2843  A18DELLA1 via P35S und Herunterregulie-
#2844  rung von MtMIG1 in planta via MtPPT4 und
Konstrukt RNAI.3

Integration von PMtPT4-MIG1_RNAI.3 aus
MtMIG1_RNAIi.3_RNAi-PMtPT4-DsRED in
MtA18DELLA1_pCGFP-RR, iber Xhol

AtGID1c_pGADT7-Rec #1756 .
ORF aus cDNA, iiber Ndel und BamHI #1757  Y2H AD-Fusion
MtGID1c_pGBKT7 .
ORF aus cDNA, iiber Ndel und BamH| aq7gq | 2H: DBD-Fusion
MtGID1c_pGADT7-Rec #1785 .
> _ -
8 ORF aus cDNA, iiber Ndel und BamHl Y2H, AD-Fusion
7}
®  AtRGA_pGBKT7 #1755 .
7] —| -
©  ORF aus cDNA, iiber Ndel und BamH| #1754  Y2H, DBD-Fusion
=
&  MIMIG1_pGBKT7 .
2 ORF aus cDNA, iiber Ndel und BamH| 41758 | 2H DBD-Fusion
% MtMIG1_pGADT7-Rec #1759 y2H & Transaktivierungsassay,
2 OREF aus cDNA, tiber Ndel und BamHI AD-Fusion
©
=  MtMIG1-N_pGBKT7 .
; N-Terminus aus cDNA, Gber Ndel und BamHI #1758 Y2H, 324 bp, DBD-Fusion
I MtMIG1-N_pGADT7-Rec #1765 yoH & Transaktivierungsassay,
9 N-Terminus aus cDNA, Gber Ndel und BamHlI 324 bp, AD-Fusion
MtDELLA2_pGBKT7 .
ORF aus cDNA, iiber Ndel und BamHI 41763 | 2H DBD-Fusion
MtDELLA2_pGADT7-Rec #1764 yoH & Transaktivierungsassay,
OREF aus cDNA, tiber Ndel und BamHlI AD-Fusion
“ PMIG1_2kb_pPGFPGUS-RR #1713  Promotorreporter MIG1_2kb mit 1937bp -
£  Promotor aus gDNA, GW #1705 ATG
© PMIG1_1kb_pPGFPGUS-RR #2162 .
=% —RO_ -
o Promotor aus gDNA, GW #1705 Promotorreporter MIG1_2kb mit 992bp -ATG
S
O PMIG1_550bp_pPGFPGUS-RR #2161 . i
*g Promotor aus gDNA, GW #1705 Promotorreporter MIG1_2kb mit 550bp -ATG
o PMIG1_250bp_pPGFPGUS-RR #2160 . i
5 Promotor aus gDNA, GW #1705 Promotorreporter MIG1_2kb mit 230bp -ATG
Name und Klonierungsweise Primer Verwendung & Eigenschaften
MIG1_P35S-pSPYNE-GW #2421 . .
= — - -
| €% ORF aus cDNA, iiber pCR8, GW #1595  BIFC, N-terminales YFP-N

118



4 Material - 4.3 Gennummern und Oligonukleotide

Name und Klonierungsweise Primer Verwendung & Eigenschaften

MIG1_P35S-pSPYCE-GW . .

ORF aus cDNA, iiber pCR8, GW BiFC, N-terminales YFP-C
MIG2_P35S-pSPYNE-GW

ORF aus cDNA, Uber pCR8, GW #2360
MIG2_P35S-pSPYCE-GW #2361
ORF aus cDNA, Uber pCR8, GW
MIG3_P35S-pSPYNE-GW

ORF aus cDNA, iber pCR8, GW #2362
MIG3_P35S-pSPYCE-GW #2363
ORF aus cDNA, Uber pCR8, GW
DELLA1_P35S-pSPYNE-GW

ORF aus cDNA, Uber pCR8, GW #2367
DELLA1_P35S-pSPYCE-GW #2368
ORF aus cDNA, iber pCR8, GW
DELLA2_P35S-pSPYNE-GW

ORF aus cDNA, Uber pCR8, GW #2422
DELLA2_P35S-pSPYCE-GW #1955
ORF aus cDNA, Uber pCR8, GW
DELLA3_P35S-pSPYNE-GW

ORF aus cDNA, iber pCR8, GW #2369
DELLA3_P35S-pSPYCE-GW #2370
ORF aus cDNA, Uber pCR8, GW
MtRAD1_P35S-pSPYNE-GW

ORF aus cDNA, Uber pCR8, GW #2364
MtRAD1_P35S-pSPYCE-GW #2365
ORF aus cDNA, iber pCR8, GW
Medtr1g086970_P35S-pSPYNE-GW

ORF aus cDNA, Uber pCR8, GW #2366
Medtr1g086970_P35S-pSPYCE-GW #1383
ORF aus cDNA, Uber pCR8, GW
NSP1_P35S-pSPYNE-GW

ORF aus cDNA, iber pCR8, GW #2373
NSP1_P35S-pSPYCE-GW #2374
ORF aus cDNA, Uber pCR8, GW
NSP2_P35S-pSPYNE-GW

ORF aus cDNA, Uber pCR8, GW #2375
NSP2_P35S-pSPYCE-GW #2376
ORF aus cDNA, iber pCR8, GW
RAM1_P35S-pSPYNE-GW

ORF aus cDNA, Uber pCR8, GW #2371
RAM1_P35S-pSPYCE-GW #2372
ORF aus cDNA, iber pCR8, GW

BiFC, N-terminales YFP-N

BiFC, N-terminales YFP-C

BiFC, N-terminales YFP-N

BiFC, N-terminales YFP-C

BiFC, N-terminales YFP-N

BiFC, N-terminales YFP-C

BiFC, N-terminales YFP-N

BiFC, N-terminales YFP-C

BiFC, N-terminales YFP-N

BiFC, N-terminales YFP-C

BiFC, N-terminales YFP-N

BiFC, N-terminales YFP-C

BiFC, N-terminales YFP-N

BiFC, N-terminales YFP-C

BiFC, N-terminales YFP-N

BiFC, N-terminales YFP-C

BiFC, N-terminales YFP-N

BiFC, N-terminales YFP-C

BiFC, N-terminales YFP-N

BiFC, N-terminales YFP-C

Tabelle 4.4 Konstrukte aus externer Quelle.

Name Quelle Verwendung & Eigenschaften
& AtGID1c_pGBKT7 Yasumura et al. (2007)  Y2H, DBD-Fusion
I- > « . _
s ©  ARGA_pGADT7-Rec Yasumura et al. (2007) :320%1 Transaktivierungsassay, AD
(7]
I . . -
& < PpDELLAa pGADT7-Rec  Yasumura et al. (2007) :520%1 Transaktivierungsassay, AD

4.3 Gennummern und Oligonukleotide

Spezifische Oligonukleotide sowie ihre Schmelztemperatur wurden von der Firma Euro-
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fins Genomics (https://www.eurofinsgenomics.eu) bezogen. Bei Oligonukleotiden mit
Uberhangen wurde die Temperatur ohne und mit Uberhang angegeben. Uberhange wie

Restriktionsschnittstellen und ,CACC* wurden mit Kleinbuchstaben in der Sequenz mar-

kiert.

Tabelle 4.5 Verwendete Oligonukleotide.

# Name Sequenz 5 > 3’ Tm [°C]
Analytische Oligonukleotide
1406 eGFP CACCF1 cac cAT GGT GAG CAA GGG CGA 63,7
1405 eGFP R1 GTT ACA AGT ACAGCT CGT CCA TG 60,6
2395 fadintron F CTC TCT TGAATC GTT ACC AC 55,3
2396 fadintron R CTA AGG TTG AAT GTA AGG AG 53,2
1100 NosTerm R ATA ATC ATC GCA AGA CCG GCA AC 60,6
2144 KanR-RNAi R CTG AGT GGC TCC TTC AAC 56,0
2143 P35s RNAi F GAA GAC GTT CCA ACC ACG 56,0
2145 RB-revers CCA ATATAT CCT GTC AAACAC TG 57,1
1023 RNAi_intron F ATT ATA CTC TAG AGG TGA TAT TAG 54,2
1022 RNAi_intron R ATC ATT TCCATGAGG TTG CTT CTG 59,3
2175 PMtMIG1 1500bp F GAT AGC GAA CAT ATG ATA CTC TG 57,1
2818 MIDELLA1 689bp F GAA TCT GAA ACT TGC AGA AGC 55,9
Klonierung von BiFC-Konstrukten
2367 MIDELLA1 ORF F ATG AAG AGA GAA CAC CAA GAA AGT 57,6
2368 MIDELLA1 ORF R TCACTT GGACTC ATT TTG TGG AAG 59,3
2422 MIDELLA2 ORF F ATG AAG AGA GAG CATAAGCTTG 56,5
1955 MtDELLA2 ORF R TCA GTG CGAAAC CACCACTGAG 62,1
2369 MtDELLA3 ORF F ATG GAAATAGTT TCAGATTCTTCT TC 56,9
2370 MIDELLA3 ORF R TCA ACA ATC AAAACG CAGTGTTTC 57,6
2364 MtRAD1 ORF F ATG TCACCT GCACTT TAT GCTA 56,5
2365 MtRAD1 ORF R TCAGCATTT CCAGCAAGAAACTG 58,9
2366 Mt19g086970 ORF F ATG ATT CCT CCAATG TTAAGATTC 55,9
1383 Mt1g086970 ORF R CTC AAA GAA ACT TCC AAG CTG 55,9
2421 MtMIG1 ORF F ATG ATG GAAAACTTGTGG GAATTT G 58,8
1595 MtMIG1 ORF R TCA AAT GAATTT CCA AAC AGAAACAGA G 59,3
2360 MtMIG2 ORF F ATG GAAAAC TTG TGC AATTTT GGT G 58,1
2361 MtMIG2 ORF R TCA AAT GAATTT CCA AAC AGAAACAGA G 59,3
2362 MtMIG3 ORF F ATG GAAAAC TTATAC AATTTG GGT G 56,4
2363 MtMIG3 ORF R TCA GAT GAA TTT CCA AAC AGA AAC 55,9
2373 MiINSP1 ORF F ATG ACT ATG GAA CCA AAT CCA AC 571
2374 MINSP1 ORFR CTACTCTGGTTGTTTATCCAGT 56,5
2375 MINSP2 ORF F ATG GAT TTG ATG GAC ATG GAT G 56,5
2376 MINSP2 ORF R CTA TAA ATC AGA ATC TGA AGA AGA AC 56,9
2371  MtRAM1 ORF F ATG ATC AATTCACTT TGT GGA AGC TC 60,1
2372 MtRAM1 ORF R TCA GCATCG CCATGC AGAAG 59,4
Klonierung & Konstruktion von Plasmiden
1992 DsRED ApalR atg ggc ccC CCG ATC TAGTAAC 64,0
1993 DsRED_Apal F atg ggc ccT TCT ACATTC TGA GCC TC 66,4
1994 SpecR-Sphl F atg cat gcG GCA CGA ACC CAG TG 66,0
1995 SpecR-Sphl R atg cat gcC TGA CGC TCA GTG GAAC 66,3
Klonierung von RNAi-Konstrukten
1714 MtMIG1 RNAi.1 CACC F cac cGAGCTTCTTCTTTC CACTAATC 56,5/63,2
1707 MtMIG1 RNAiLL1 R GCC GTAATT CTT CAATATCTCC 56,5
1953 MtMIG1 RNAi.2 CACC F cac cGA AGT GCA TAA AGA AAATAC TAG 62,7 /56,9
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# Name Sequenz 5" > 3 Tm [°C]
1954 MiMIG1 RNAi.2 R CTTCTT GTGATG GATCATCTTC 56,5
2163  MtMIG1 RNAi.3 R CAT CAA AGT GAACCATGT CAATG 57,1
2379 MtMIG1 RNAi.4 Xmal R acc cgg gCC GTA ATT CTT CAA TAT CTC 65,0
2382 MtMIG1 RNAi.4 BspEIR ata tcc gga GCC GTA ATT CTT CAA TAT CTC 64,0
2377 MtMIG1 RNAi_BamHI F att gga tcc GAA GTG CAT AAA GAA AAT ACT AG 63,1
2378 MtMIG1 RNAIi.3_Xmal R acc cgg gCA TCA AAG TGA ACC ATG TCA 66,5
2380 MtMIG1 RNAi_Miul F aat acg cgt GAA GTG CAT AAA GAA AAT ACT AG 63,1
2381  MtMIG1 RNAIi.3 BspEIR taa tcc gga CAT CAA AGT GAA CCATGT CA 63,9
2843 PPT4-MIG1RNAi Xhol F atc tcg agG ACT CGA TCC ACA ACA AAG 65,0
2844 PPT4-MIG1RNAi Xhol R atc tcg agG GAC AAT CAG TAA ATT GAA CG 63,9

Klonierung von Uberexpressionskonstrukten
1593 MtMIG1 ORF F cac cAT GAT GGA AAACTT GTG GGA ATT TGG 65,4
1595 MtMIG1 ORF R TCA AAT GAATTT CCA AAC AGAAACAGAG 59,3
2773 MtDELLA1 ORF F cac cAT GAA GAG AGAACACCAAGAAAGT 63,7
2368 MIDELLA1 ORF R TCACTT GGACTC ATT TTG TGG AAG 59,3
1807 P35S-MIG10E Xhol F atc tcg agG GTC AAC ATG GTG GAG C 55,2 /66,3
1798 P35S-MIG10E Xhol R cgc tcg agT CAA ATG AAT TTC CAA ACA GAA ACA 54,8 /65,8

Klonierung von Promotorreporter
1713  PMtMIG1 CACC 2000bp F  cac cCT GAT CAT ATC TTG TAG CTC ATC 57,1/63,4
2160 PMtMIG1 CACC 230bp F cac cTC TAC TGG ACG GAT TTACG 54,5/62,4
2161 PMtMIG1 CACC 550bp F cac cTC GAC TCT AGT TAG GGT ATC 55,2/62,7
2162  PMtMIG1 CACC 1000bp F cac cGA TGT GGT TCG TAA TTT GAT GA 54,7/61,6
2158 PMtMIG1 R AGATTC AAACAAATTTTT CTTTAGTATTAT G 56,3

Klonierung von Lokalisationskonstrukten
2773 MtDELLA1 ORF F cac cAT GAA GAG AGAACACCAAGAAAGT 63,7
2368 MtDELLA1 ORF R TCACTT GGACTCATTTTG TGG AAG 59,3
1799 MIDELLA2 ORF F cac cAT GAA GAG AGA GCATAAGCT TG 56,0 /63,2
1955 MIDELLA2 ORF R TCA GTG CGA AAC CACCACTGAG 62,1
1593 MtMIG1 ORF F cac cAT GAT GGA AAA CTT GTG GGA ATT TGG 65,4
1595 MtMIG1 ORF R TCA AAT GAATTT CCA AAC AGAAACAGA G 59,3
1832 MtMIG1 noStop R AAT GAATTT CCA AAC AGA AACAGA G 56,4

gPCR Oligonukleotide
1676 MITEF-gPCR F3 TAC TCT TGG AGT GAA GCAGAT G 58,4
1675 MITEF-gPCR R2 GTC AAG AGC CTC AAG GAG AG 59,4
1680 Mt2g082090-gPCR F GAC AAG GGA CAT GCTTGA TA 55,3
1681 Mt2g082090-gPCR R CCT GTT GAAGAAAGG TGT TG 55,3
1682 MtTF80-qPCR F CTG CTT GGA ATC TAC TGT TAC 55,9
1683 MiTF80-gPCR R GTG GTC TGT CAC TCC AAC 56,0
1684 Mt5g009080-gPCR F TAA TGG TTC GAC TCT GAT GG 55,3
1685 Mt5g009080-gPCR R CAA ACAGCATCT TCT CAA CC 55,3
1686 Mt5g097480-qPCR F GTT CAA CTG CAT AAC CTT GC 55,3
1687 Mt5g097480-gPCR R CCC TATGAT TCT GAG TGC TG 57,3
1690 Mt79109580-gPCR F ATT GTT GCG TCA GAA GGT AG 55,3
1691 Mt7g109580-gPCR R AAC ACTTCCCATTCTTTT CCAC 56,5
1677 MiTF124-gPCRF TCA GCT TCT TTA CCA AAC CAC 55,9
1678 MiTF124-gPCR R TGC TTC CTC TAC ATG CAAATT C 56,5
2776  MtDELLA2-gPCRF AGC CTG AGA CAA GAG ACC 56,0
2777 MtDELLA2-gPCR R ACC ACC AGC AGC AAG CTA 56,0
1779 MtRAD1-gPCRF GAG GAG GAG AAT GAG TAG G 56,7
1778 MtRAD1-gPCR R CAC AAG CTACTAATATAGGGTC 56,5
1776  Mt1g086970-gPCR F GGT TAG GAATGT GAAGATTGA TG 57,1
1777 Mt1g086970-gPCR R CCC TAA TAT GAT CAAACAACCC 56,5
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# Name Sequenz 5" > 3 Tm [°C]
2330 MtMIG1-gPCR F GGA GTT GAA AGA AAG AGT ACA G 56,5
2331 MtMIG1-gPCR R GCA CCT TGT CCT TTAAAG TTATA 55,3
2317 MtMIG2 3-gPCRF CAT TGT CTT CTT GTT GGA TGG A 56,5
2319  MtMIG2-gPCR R ACA CCA ACT AAC CAC ACAT 52,4
2318 MtMIG3-gPCRR GTA ATT ATA CTA ATA AGA ACC ATG GA 55,3
1322 MtMIG1ORF-qPCR F TTT GGC TGA AGG AGT TGA AAG 55,9
1323 MtMIG1ORF-gPCR R TCC ATC CAA CAA GAA GAC AAT 56,5
1781  MtGA200x2-gPCR F GGG CAG TGG TAA ACA GC 55,2
1780 MtGA200x2-gPCR R CTAACT CCC TCTTGT CTT TTC 55,9
1324 MtGA2box-qPCR F CAA AGA GTT CAC GTG GTT GG 57,3
1325 MtGA2box-gPCR R GAA AGG CCA AAT ATC ATG TGC 55,9
2040 MtGA3ox-qPCRF ACC CAA ATG CTT CAA ATT AAT AG 55,9
2041 MtGA3ox-gPCR R TCA CAG TGT TTG GCA TAATCT 55,3
1963 MtPT3-gPCRF TGG GAC TGT GGG CAT TG 55,2
1962 MtPT3-gPCRR CAG GCC ACA TCA CAC AAC 56,0

502  MtPT4-gPCRF GTG CGT TCG GGA TAC AAT ACT 57,9/59,0
503 MtPT4-gPCRR GAG CCC TGT CATTTG GTG TT 57,3/60,0
1718 MtRAM1-qgPCR F ACC GTT AAC CGT CTC CAC 56,0
1719  MtRAM1-gPCR R CTC TAC CTT AGC CCT TGG 56,0
2890 MtSCP1-gPCRF GTT CAC CGT CGA ATT AAT GG 55,3
2891 MtSCP1-gPCR R AAC ACT CTC ACA ACA ATA GAC TA 55,3
2899 MtVapyrin-gPCR F AGA GAT AAC ATA TCA TCC TCC AC 571
2900 MtVapyrin-gPCR R TCT TGG TAG TGA ACC AAT CAC 55,9
2903 MtEXO701-gPCRF AGC AGT GGC AGA AGA ATC AG 57,3
2904 MtEXO70I-gPCR R CCA AGC AAC CCT TGC AAC 56,0
2954 MtDELLA10ORF-gPCR F CGA ACT CGA CCG GGT TG 57,6
2955 MtDELLA10ORF-gPCR R CTA GAC CGC CAT TGA GTC AA 57,3
2960 premiR171h-gPCR F CAA TTT CAG ACG AGC CGA ATC 57,9
2961  premiR171h-gPCRR GAG CAG AAA CAA CAC CAC TCC 59,8
2760 MtNSP2-gPCR R GTT TAG CTA GTA TAG ATT AGC AC 55,3
2761 MINSP2-gPCR F GTG AAG AGG AGA GAA GGT C 56,7
613 RITEF-gPCRF TGT TGC TTT CGT CCC AAT ATC 55,9
614 RiTEF-gPCRR GGT TTATCG GTAGGTCGA G 56,7
800 DsRED-qPCRF CGT CAT CAA GGA GTT CAT GC 57,3
801 DsRED-gPCRR ACA CCT TGG ACG CGT ACT G 58,8
802 eGFP-gPCRF GTA AAC GGC CAC AAG TTC AG 57,3
803 eGFP-gPCRR CGT CCT TGA AGA AGA TGG TG 57,3
860 GUS-gPCRF ACC GAT ACC ATC AGC GATCT 57,3
861 GUS-gPCRR CAT ATC CAG CCA TGC ACACT 57,3

Klonierung von Y2H Plasmiden
1756 AtGID1c_Ndel F cgc ata tgA TGG CTG AAG TGA AGA AG 54,5/65,0
1757 AtGID1c BamH1R atg gat ccT CAT TGG ATT CTG CGT TTA 55,9/65,3
1784 MtGID1c Ndel F gcg cat atg ATG AAG GAG ATC ATC ACC 54,0/65,4
1785 MitGID1c_BamHI_R atg gat ccT CAG TAC GCC GCC GTC 56,9/67,8
1755 AtRGA Ndel F ggc ata tgA TGA TGG AAA CTT GTG GGA 54,7/64,0
1754 AtRGA BamHIR cag gat ccT CAA ATG ATT TCC AAA CAG 54,2/64,4
1758 MtMIG1 Ndel F gac tat gAT GAA GAG GAG CAT AAG CTT 56,5/63,9
1759 MtMIG1 BamHI R1 gga tcc GTG TGC AAT TGC AAA TAT GC 55,9/65,0
1765 MtMIG1 BamHI R2 gga tcc TGA TGG TTG TAA TAT TGA TTG 55,9/65,0
1763 MtDELLA2 Ndel F cgc ata tgA TGG CTG AAG TGA AGA AG 55,9/64,0
1764 MtDELLA2 BamHI R1 gga tcc GTG TGC AAT GTG CAA ATA TGC 55,9/65,0
1766 MIDELLA2 BamHI R2 gga tcc GGT GTC GTT TGA AAG ATG TTG 55,9/65,0
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# Name Sequenz 5" > 3 Tm [°C]
Einfiigen von Mutationen
2765 5'P-MtD18DELLA1F 5'P-GAT GTA GCT CAA AAG CTT GAA C 56,5
2766  5'P-MtD18DELLA1R 5'P-TCC ACC ACC GTT GGT TTC 56,0

Tabelle 4.6 Liste verwendeter Gene in dieser Arbeit. Aufgelsitet sind v.l.n.r. der Genname, die Gennum-
mer, ID des MtGEAs, Annotationsnummer von NCBI sowie eine Referenz, falls das Gen bereits publiziert

wurde.
Name Gennummer ID MtGEA \[092] Referenz
MIG1 MTR_2g034280 Mtr.26270.1.S1_s_at XP_003594757.1  diese Arbeit
MIG2 MTR_2g034260 Mtr.18636.1.51_at XP_003594755.1  diese Arbeit
MIG3  MTR_2g034250 Mtr.50733.1.S1_at XP_003594754.1  diese Arbeit
- MTR_7g109580 Mtr.1484.1.S1_at XP_003625975.1
- MTR_1g086970 Mtr.24642.1.S1_at XP_003591395.1
RAM1 MTR 79027190 - XP_003622095.1 Gobbato et al. (2012)
RAD1 MTR 49104020 Mtr.36004.1.S1_at XP_003608883.1 Park et al. (2015)
TF80 MTR_3g022830 Mtr.7264.1.S1_at XP_003598874.1  Park et al. (2015)
TF124 MTR_8g442410 - XP_013445133.1  Park et al. (2015)
- MTR_5g009080 - XP_003610972.1
- MTR_2g082090 Mtr.37641.1.S1_at XP_003596568.1
Mtr.11928.1.S1_at
- MTR_5g097480 Mir 13249 1.S1 at XP_003617966.1
Mtr.6956.1.S1_at .
NSP1 MTR_8g020840 Mir 39863.1 81 at AJ972473.1 Smit et al. (2005)
Catoira et al. (2000);
NSP2 MTR_ 39072710 Mtr.44789.1.S1_at AJ832138.1 Kal6 et al. (2005)
L; DELLA1 MTR_3g065980 Mtr.37355.1.S1_at XP_013460591.1  Floss et al. (2013)
® ACJ83347.1
§ DELLA2 - Mtr.10469.1.S1_at AFK49468. 1 Floss et al. (2013)
= Mtr.11244.1.81_at
< DELLA3 - Mir41731.1.S1 at - Floss et al. (2013)
TEF1a MTR_6g021800 Mtr.42414.1.81_at XP_003618775.2 Wulf et al. (2003)
Mtr.15323.1.81_at .
PT3 MTR_1g043200 Mitr 15323.1.S1 s at EF016358.1 Liu et al. (2008)
PT4 MTR_1g028600 Mtr.43062.1.S1_at XM_013610927.1 Harrison et al. (2002)
GIDic MTR 1g082210 Mir41292.1.51 at XM_003590995.2
- Mtr.32636.1.S1_at - )
Mtr.32124.1.81_at
GA2box MTR_2g019370 Mir 42500 1.S1 at XP_003593922.1
GA3ox MTR_2g102570 Mtr.13370.1.S1_at XP_003597810.1
Mtr.24203.1.S1_at
GA200x2 MTR_1g102070 Mtr.6537.1.51 s at XP_003592363.2
Mtr.39050.1.S1_at .
VAPYRIN MTR_ 69027840 Mtr.42828.1.S1 at GQ_423209 Pumplin et al. (2010)
Liu et al. (2003); Rech
SCP1 MTR_3g079590 Mtr.40285.1.S1_at XP_003601336.1 ot al. (2013)
STR MTR_8g107450 - XP_003631132.1  Zhang et al. (2010)
EXO701 MTR_1g017910 Mtr.15548.1.S1_at XP_003589054.1 Zhang et al. (2015b)
. Mt3.5: Mt3:31,405,065...
miR171h 31.404.255 - Devers et al. (2011)
Silverstone et al.
< | AtRGA  At2g01570 - BT010467.1 (1998)
AtGID1c At5g27320 - NC 003076.8 Nakajima et al. (2006)
RiTEF - - DQ282611.1
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4.4 Chemikalien

Alle anorganischen Chemikalien und nicht explizit aufgeflihrte Reagenzien wurden utber
die folgenden Firmen bezogen: AppliChem GmbH (Darmstadt), Fluka Chemie GmbH
(Taufkirchen), Merck KgaA (Darmstadt), Carl Roth GmbH & Co. (Karlsruhe) und Sigma
Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen).

4.4.1 Organische Chemikalien

Tabelle 4.7 Verwendete organische Chemikalien.

Bezeichnung Hersteller: Katalognummer

2-Log DNA Ladder (0,1 — 10,0 kb)

New England Biolabs GmbH, Frankfurt a. M.: N3200L

Acetosyringon

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen: D134406

Agar-Agar (Kobe | pulv.)

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe 5210.2

Agarose Electrophoresis Grade

Invitrogen GmbH, Karlsruhe: 15510-27

Ammoniumpersulfat (APS)

Sigma Aldrich Chemie GmbH; Taufkirchen: A3678

Ampicillin Natriumsalz

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe: K029.1

Anti-GFP N-terminal AK (Kaninchen)

Sigma Aldrich Chemie GmbH; Taufkirchen: G1544

Anti-Kaninchen IgG-Peroxidase AK (Ziege)

Sigma Aldrich Chemie GmbH; Taufkirchen: A0545

Augmentin (Amoxicillin Clavulansaure)

HIKMA Pharmaceuticals, London, UK

Bromphenolblau Natriumsalz

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg: 15375.01

Color Protein Standard Broad Range

New England Biolabs GmbH, Frankfurt a. M.: P7712

Protease Inhibitor Cocktail: cOmplete™ Mini

Sigma Aldrich Chemie GmbH; Taufkirchen: 04693159001

DEPC, Diethylpyrocarbonat

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe: K028.2

dNTPs (peqGOLD dNTP Set 4x25 umol)

PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen: 20-2010

EDTA Dinatriumsalz Dihydrat

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe: 8043.2

Entellan® neu

Merck, Darmstadt: 1.07961.0100

Ethidiumbromidldsung 1 %

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe: 2218.2

GAs, Gibberellinsaure

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen: G7645

Hefeextrakt pulv. F. d. Bakteriologie

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe: 2363.2

Hefe-Stickstoff-Basis (ohne AS)

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe: HP26.1

Heringssperma-Carrier DNA

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

Kanamycin Monophosphat

Duchefa Biochemie B.V., Haarlem, NL: KO126

Myo-Inositol

Sigma Aldrich Chemie GmbH; Taufkirchen: 5125

Nikotinsaure

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen: N-4126

Nitrozellulosemembran PROTRAN 0,2 um

Whatman GmbH, Dassel

PAC, Paclobutrazol

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen: 46046

Paraformaldehyd

Merck, Darmstadt: 1.04005.1000

Paraplast ® Plus

McCormick scientific, Niederlande: 502004

Pelikan Tinte 4001, schwarz

Pelikan Vertriebsgesell. mbH & Co. KG., Hannover

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe: 6367.1

Phytagel (Gellam gum)

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen: P-8169

Polyethylenglycol 3350

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen: P-3640

Pyridoxin-HCI Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe: 4360.2
RNaseOUT Thermo Fisher Scientific, USA: 10154652
Rotiphorese® Gel 30 (37,5:1) Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe: 3029.1
SDS/Natriumlaurylsulfat Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe: 4360.2

Spectinomycin

Duchefa Biochemie B.V., Haarlem, NL: S0188.0005

Streptomycin Sulfat

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen: S-6501

Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen: T9281

Toluidinblau O

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe: C.1.52040

Trypton/Pepton aus Casein

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe: 8952.2

Tween®20

AppliChem GmbH, Darmstadt: A1389.0500

B-Mercaptoethanol

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe: 4227.3

X-GIcA Natriumsalz

Apollo Scientific Ltd, Bredbury, GB: BIMB1121

WGA-FITC

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen: L4895
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4.4.2 Enzyme
Folgende Enzyme sind nicht Bestandteil eines Kits und wurden flr diese Arbeit verwen-
det.

Tabelle 4.8 Verwendete Enzyme.

Enzym Hersteller: Katalognummer

Dnase | (Amplification Grade) Thermo Fisher Scientific, USA: 10694233
MESA GREEN gPCR MasterMix Plus Eurogentec GmbH, KéIn: RT-SY2X-06+WOUFL
Pfu DNA Polymerase (recombinant) Fermentas, Burlington, Kanada: EP0502
Phusion™HF DNA Polymerase New England Biolabs GmbH, Frankfurt a. M.: F-530L
Proteinase K Invitrogen GmbH, Karlsruhe: AM2546, 2548
New England Biolabs GmbH, Frankfurt a. M.
Restriktionsendonukleasen Fermentas, Burlington, Kanada
Amersham Biosciences, Piscataway, USA
Rnase H Fermentas, Burlington, Kanada
Shrimp Alkaline Phosphatase (rSAP) New England Biolabs GmbH, Frankfurt a. M.: M0371
SuperScript™ Il Reverse Transcriptase Thermo Fisher Scientific, USA: 10328062
T4 DNA Ligase Promega GmbH, Madison, USA: M1801
4.4.3 Kits
Tabelle 4.9 Verwendete Kits.
Kit Hersteller: Katalognummer
Gateway®LR Clonase®Il enzyme mix Thermo Fisher Scientific, USA: 10134992
pENTR™/D-TOPO®Cloning Kit Thermo Fisher Scientific, USA: 10246952
Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit Zymo Research Corp., Freiburg: D4001
innPREP Plant RNA Kit Analytik Jena AG, Jena: 845-KS-2060250
pCR™8/GW/TOPO® TA Cloning Kit Thermo Fisher Scientific, USA: 10532893
TOPO TA Cloning Kit Thermo Fisher Scientific, USA: 11543147

4.5 Losungen und Puffer

* DEPC- H,O
1 ml/I Diethylpyrocarbonat wurde in ddH,O Uber Nacht durch Rihren geldst und anschlie-

Rend durch Autoklavieren inaktiviert.

* RNase ,,Killer* Solution
0,1 M NaOH und 2 mM EDTA wurden in dH,0 gel6st.

* 6 x Ladepuffer Xylencyanol
Fir die Auftrennung von kleinen Fragmenten im Agarosegel. 30 % (v/v) Glycerin und 0,25

% (w/v) Xylencyanol wurden in dH,O gel6st und bei 4 °C aufbewahrt.

* 6 x Ladepuffer Bromphenolblau
Fir die Agarosegelelektophorese von Nukleinsauren. 30 % (v/v) Glycerin und 0,25 %

(w/v) Bromphenolblau wurden in dH,O geldst und bei 4 °C aufbewahrt.

* 10x TAE-Puffer (pH 8,5)
48,8 g/l Tris Base, 11,42 ml/| Essigsaure, 7,44 g/l Na,EDTA 2 H,0O. Verwendung 0,5x.
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* 10x TE-Puffer (pH 8)
0,1 M Tris-Puffer pH 8 und 10 mM Na,EDTA pH 8. Der Puffer wurde autoklaviert, bei RT

gelagert und in 1x Konzentration verwendet.

* Antibiotika-Stammlésungen (1000x)
Antibiotika wurden in dH,O gel6st, anschlieRend steril filtriert und bei -20 °C gelagert.

Tabelle 4.10 Verwendete Antibiotika.

o .. Verwendete
Antibiotikum Stammlésung [mg/ml] Endkonzentration [ug/mi]
Ampicilin 100 100
Augmentin 200 200/400
Cefotaxim 500 500
Gentamycin 40 40
Kanamycin 50 50
Rifampicin 100 100
Spectinomycin 100 100
Streptomycin 600 100/600
Tetracyclin 25 25

» TB-Puffer

Zur Herstellung chemisch kompetenter E. coli Zellen. Fir 500 ml TB-Puffer wurden 10mM
(1,512 g) PIPES, 250 mM (9,32 g) KCI, pH 6,7 (KOH), auf 465 ml aufflllen. Nach dem
Autoklavieren wurde 55mM MnCl, (27,5 ml eines 1 M Stock) und 15 mM CacCl, (7,5 mi

eines 1 M Stock) steril zugegeben.

Tabelle 4.11 Lésungen fiir die Minipraperation von Plasmiden.

Lésungen Minipraparation Zusammensetzung

50 mM Tris-HCI pH 7,5

Loésung | 10 mM EDTA
100 yg/ml RNase A
. 0.2 M NaOH
Losung Il 1% SDS
Losung Il 1.5 MKAc pH 4.8

* Zitronensaurepuffer
Zur Sporenisolierung aus M Medium. 17 ml 0,1 M Zitronensaure und 83 ml 0,1 M Natri-
umcitrat mit dH,O auf 1 | aufgefullt. pH 6,0 (NaOH).

Tabelle 4.12 Losungen fiir die Isolierung genomischer DNA aus Sporen und Wurzeln.

0,1 M Tris HCL pH 7,5
0,05 M EDTA

1% SDS

0,5 M NaCl

3 M KAc

11,5 % (v/v) Eisessig

Extraktionspuffer

KAc-Losung

* IPTG-Stamml6sung (2000x)
Fir die Blau-Weif3-Selektion. 1,2 mg/ml (5 mM) IPTG, sterilfiltriert. Lagerung bei -20 °C.
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» X-Gal-Stammlésung (2000x)
Fir die Blau-Weil-Selektion. 40 mg/ml X-GIcA (5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-B-D-galacto-
pyranosid) in DMF (Dimethylformamid). Lagerung lichtgeschitzt bei -20 °C.

Tabelle 4.13 Lésungen zur Transformation von S. cerivisiae.

Lésungen Transformation S. cerevisiae Zusammensetzung

10x LiAc 1 M LiAc, pH 7,5

2 mg/mlin 1x TE
Heringssperma-Carrier DNA UN bei 4 °C riihren

Aliquots bei -20 °C aufbewahren
PEG 4000 PEG 50 % (w/v)

* Infiltrationslésung
Far die Infiltration von N. benthamiana mit A. tumefaciens. 10 ml/l 1 M MES-KOH (pH
5,6), 10 ml/I 1 M MgCl,, 1 ml/l 150 mM Acetosyringon (in DMSO).

* Proteinextraktionspuffer

Fir die Proteinextraktion aus N. benthamiana Blatter. 25 mM Tris-HCI (pH 7,5), 1 mM
EDTA, 150 mM NaCl, 10 % Glycerol, 10 mM DTT, 1x PIC, 1 mM PMSF, 0,2 % Nonident
P40.

Tabelle 4.14 Losungen fiir SDS-PAGE und Western Blot.

SDS-PAGE & Western Blot Zusammensetzung Anweisungen
200 mM Tris-HCI pH 6,8
8 % SDS
4x SDS-Ladepuffer 0,4 % Bromphenolblau DTT frisch zugeben
40 % Glycerol
400 mM DTT
25 mM Tris Base oH 8,7
1x SDS-Laufpuffer 192 mM Glycin . .
0.1 % (wiv) SDS von 10 x SDS-Laufpuffer verdiinnen
3,4 ml dH20
o o
0,83 ml 30 % Acrylamid Mi- Angaben fiir 5 ml.
schung Pro Gel wurden 1,5 ml angesetzt
5 % Sammelgel 0,63 ml 1 M Tris pH 6,8 ’ :

Kamm wurde sofort nach dem gie-

50 pl 10 % SDS Ren gesteckt

50 pl 10 % APS
5 ul TEMED

9,3 ml dH,O

5,3 ml 30 % Acrylamid Mischung  Angaben fiir 20 ml.

5ml1,5M Tris pH 8,8 Pro Gel wurden 4 ml angesetzt.
200 pl 10 % SDS Gel wurde nach dem GielRen sofort
200 pl 10 % APS mit Isopropanol tberschichtet

20 yl TEMED

8 % Trenngel

0,25 g Coomassie
100 ml EtOH
100 ml dH20
25 ml Essigséaure

Coomassie Farbel6sung lichtgeschiitzt bei RT lagern

100 ml EtOH
Coomassie Entfarbelésung 100 ml dH20
25 ml Essigséaure

25 mM Tris Base

192 mM Glycin pH 8,7

1x Blotting Puffer o von 10 x SDS-Laufpuffer verdiinnen
0.1 % (wiv) SDS und 20 % MeOH zugeben
20 % MeOH
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SDS-PAGE & Western Blot Zusammensetzung Anweisungen
. . 0,1 % (w/v) Ponceau S lichtgeschitzt bei 4 °C lagern
RN S GELE T in 5 % (v/v) Essigsaure bis zu 10 x verwendbar
10 mM NazHPO4
1,8 mM KH2PO4 pH 7,3
e 0,14 M NaCl von 10 x PBS verdiinnen
0,27 mM KCI
10 mM NazHPO4
1,8 mM KH2PO4 pH 7,3
1x PBST 0,14 M NaCl von 10 x PBS verdiinnen und 0,05 %
0,27 mM KCl (v/v) Tween20 zugeben
0,05 % (v/v) Tween20
1 ml Lésung A
(0,25 mg/ml Luminol . . s
. lichtgeschiitzt bei 4 °C lagern
Chemilumineszenz 0,1 M Tris-HCI pH 6,8)

100 pl Lésung B
(1,1 mg/ml p-Hydroxy Cu
marsaure in DMSO)

0,5 yl H202

Detektionslosung
lichtgeschutzt bei RT lagern

Tabelle 4.15 Lésungen zur Herstellung von Wurzelquerschnitten.

Wurzelquerschnitte Zusammensetzung Anweisungen

4 % Paraformaldehyd Losung frisch ansetzen, zum Ldsen
Fixierungsldsung 3 mM EGTA aut 7090C SAer o1 5.8

50 mM PIPES PO,
Waschlésung 50 mM PIPES zum Lésen etwas erwérmen, pH 6

Eiweild durch Watte filtrieren, Glycerin
zugeben, Lagerung bei -20 °C

0,1 % (w/v) Toluidinblau O Filtrieren

2,5 % (w/v) Na,COs Lagerung bei 4 °C

EiweiBglycerin 1:1 Eiweil3:Glycerin

Farbelosung Toluidinblau O

Tabelle 4.16 Losungen zur GUS-Farbung.

Lésungen GUS-Farbung Zusammensetzung
50 mM NaH.PO4 - 2 H,0, pH 7,0

TP 1 mM Na,EDTA

50 mM NaH,PO. - 2 H,O, pH 7,0
Fixierungspuffer 1 mM NazEDTA

0,37 % Formaldehyd
X-GlcA Stocklosung 0,1 M X-GIcA in DMF

50 mM NaH,PO. - 2 H,O, pH 7,0
Farbelosung 1 mM NaEDTA

1 mM X-GIcA

4.6 Kulturmedien

Alle beschriebenen Medien wurden in dH,O angesetzt und durch Autoklavieren sterilisiert.
Fir die Herstellung von Festmedien wurde, falls nicht abweichend beschrieben, 1,5 %
(w/v) Agar-Agar verwendet. Bei Bedarf erfolgte die Zugabe von Antibiotika oder anderer

Supplemente nach dem Autoklavieren und Abklhlen auf ca. 55 °C.

* SOB Medium (super optimal broth)

Zur Anzucht von E. coli fur die Herstellung chem. kompetenter Zellen. 2 % (w/v) Trypton,
0,5 % (w/v) Hefeextrakt, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCI, pH 7,5 (mit NaOH). Nach dem Auto-
klavieren sterile Zugabe von 20 mM Mg?®* (2 M Stock = 1 M MgSO, und 1 M MgCl,).
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* SOC Medium (super optimal broth, carbon)
Zur Transformation von Bakterien. SOB Medium (s. 0.) mit zusatzlich 20 mM Glucose

nach dem Autoklavieren.

* LB Medium (lysogeny broth)
Zur Kultivierung von E. coli. 1 % Trypton, 1 % NaCl, 0,5 % Hefeextrakt, pH 7.0.

* SD Medium

Zur Kultivierung und Selektion transfromierter S. cerevisiae. 6,7 g/l Hefe-Stickstoff-Basis
(ohne Aminosauren), 100 ml/l 10x LWHA-Dropout Lésung, 10 ml/l entsprechender 100x
Aminosaure Lésung (L, W, H, A), pH 5,8. Nach dem Autoklavieren Zugabe von 2 % (w/v)

Glucose. Festmedium: 2 % (w/v) Agar.

* YPDA Medium
Zur Kultivierung von S. cerevisiae zur Transformation. 20 g/l Pepton, 10 g/l Hefeextrakt,
0,003 % (w/v) Adeninhemisulfat, pH 6,5. Nach dem Autoklavieren Zugabe von 2 % (w/v)

Glucose. Festmedium: 2 % (w/v) Agar.

* H,O-Agar

Zur Kaltestratifikation und Keimung von M. truncatula Samen. 0,8% (w/v) Agar-Agar.

* Minimal (M) Medium (Bécard & Fortin, 1988)

Zur Kultivierung von M. truncatula und D. carota Wurzelkulturen.

Tabelle 4.17 Zusammensetzung von M Medium.

Substanz Stocklosung Endkonzentration Volumen/I
Molaritat mg/l

Makronahrstoffe 40x:

KNO3 3,24l 0,79 mM 80 mg/I 25 ml

MgSO; - 7 H.0 29,24 g/l 3 mM 731 mg/l

KCI 2,6 g/l 0,87 mM 65 mg/I

Phosphatquelle 10x:

KH2PO4 48 mg/l 35 uM 4,8 mgl/l 100 ml

Ca(NOs3), - 4 HO 115,2 g/l 1,22 mM 288 mg/l 2,5ml

Na-FeEDTA 3,2 g/l 21,7 UM 8 mg/l 2,5ml

Mikronahrstoffe 1000x:

MnCl; - 4 HO 6 g/l 30,3 uM 6 mg/l 1 ml

H3BO3 1,59/l 24 yM 1,5 mgl/l

ZnS04 - 7 H20 2,65 g/l 9,2 UM 2,65 mg/l

Weitere Mikronahrstoffe

10.000x:

NazMoOs - 2 H.0 0,0024 g/100ml 0,01 M 0,0024 mg/l 100

CuSO04 - 5 H20 0,13 g/100ml 0,5 uM 0,13 mg/l

Vitamine 100x:

Glycin 0,3 g/l 40 M 3 mg/l

Myo-Inositol 54l 277 uM 50 mgl/l 10 ml

Nikotinsaure 50 mg/l 4 uM 0.5 mg/l

Pyridoxin - HCI 10 mgl/l 0,5 uM 0,1 mg/l

Thiamin - HCI 10 mg/l 0,3 uM 0,1 mg/l

Der pH wurde auf 5,5 eingestellt. Fur die in vitro Kultur von Wurzeln wurden 10 g/l D-

Saccharose zugegeben. Festmedium: 0,3 % (w/v) Phytagel.

129



4 Material - 4.7 Verbrauchsmaterialien und Gerate

* Modifiziertes Fahraeus Medium (FM) (Fahraeus, 1957)

Zur Kultivierung und Transformation von M. truncatula Keimlingen auf Schragagar.

Tabelle 4.18 Zusammensetzung von modifiziertem Fahraeus Medium.

Substanz Stamml6sung Endkonzentration Volumen/I
CaCl, 0,9M 0,9 mM 1ml

A £  MgSO, 0,5M 0,5 mM 1 ml
£2 KHPO, 0,7M 0,7 mM 1 ml
S £ NaHPO, 0,4 M 0,8 mM 2ml
‘B Fe-Citrat 20 mM 20 uM 1ml
NH4NOs 1M 0,5 mM 0,5 ml
o MnCl; 1 mg/ml 100 g/l 100 pl
6%  CuSO, 1 mg/ml 100 pg/l 100 yl
x®  ZnCl 1 mg/ml 100 pg/l 100 pl
=EC H3sBOs 1 mg/ml 100 ug/l 100 pl
< NazMoO4 1 mg/ml 100 pg/l 100 pl

Der pH wurde mit HCI auf 6,5 eingestellt und 0,9% (w/v) Agar-Agar hinzugegeben.

* Long Ashton Nahrlésung (Hewitt, 1966)

Zur Kultivierung von M. truncatula Wildtyp und composite Pflanzen in Topfen.

Tabelle 4.19 Zusammensetzung von Long Ashton Nahrlésung.

Substanz Stocklosung Endkonzentration Volumen/I
Molaritat 1x 0,5x 1x 0,5x

MgSO, - 7 H,O 750 mM 1,5 mM 750 uM 2mi 1T mi

NaNO3; 4 M 8 mM 4 mM 2mi 1 ml

K2SO4 500 mM 4 mM 2 mM 8 ml 4 ml

CaCly - 2 H20 2M 4 mM 2 mM 2mi 1 mi

NazHPO, - 12 H,0 333 mM 666 MM %SSN”N'\"') 2 mi (610:};

Na-FeEDTA 40 mM 50 uM 25 uM 1,25 ml 625 yl

Mikronahrstoffe 10.000x:

MnSO;4 - H.0 100 mM 10 uM 5uM

CuSO0O; - 5 H0 10 mM 1 uM 500 nM

ZnS0O; - 7 H20 10 mM 1uM 500 nM 100 pl 50 pl

NaCl 1M 100 uM 50 M

HsBO3 50 mM 50 uM 25 uM

Na;MoO4 - 2 H,O 5 mM 500 nM 250 nM

4.7 Verbrauchsmaterialien und Gerate

Nicht aufgeflhrtes Verbrauchsmaterial wurde tber die Firmen Carl Roth GmbH & Co.
(Karlsruhe), A. Hartenstein (Wdrzburg), Axon Labortechnik GmbH (Kaiserslautern) und
Sarstedt AG & Co.KG (Numbrecht) bezogen.

Tabelle 4.20 Verbrauchsmaterialien.

Material Name Hersteller: Katalognummer
Cellophan Alba Einmach-Haut f(:(ledhring & Neiweiser GmbH & CoKG, Biele-

Elektroporationskivette, 2 mm,

Elektroporationsklvetten Biozym Scientific GmbH, Oldendorf: 748020

gruner Deckel
96-well Platten Semi-Skirted 96 Well PCR Plate g -¢'® Siotechnologie Gmbi, Erlangen:

Klvetten Halb-Mikro Kiivetten, Polysterol Sarstedt, Nimbrecht: 67.746
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Material

Spritzen

Name

Einmalspritzen Injekt, mit Luer-
Anschluss, 2 mi

Hersteller: Katalognummer

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe: 0056.1

Pikierschalen

Manna Pikierschalen, ohne Loch

Adolf Burger GmbH, Renningen-Malmsheim

Topfe

Vierkant-Container
(9x9x9,5cm)

Adolf Burger GmbH, Renningen-Malmsheim

Tabelle 4.21 Verwendete Gerate.

Gerat Typ Hersteller

Chemilumines- -\ SMART-5100 PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen
zenzdetektion

DNA- i-Mupid Cosmobio Co., Tokio, Japan
Elektrophorese Mupid®-exU Advance Co. LTD, Japan

Geldokumentation Quantum mit Epi-UV

PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen

Heizblocke

Thermomixer 5436
Test Tube Thermostat Model TCR100
Techne DR1-Block DB.2A

Eppendorf, Hamburg
Roth, Karlsruhe
Kleinfeld, Gehrden

Inkubatoren und
Schuttler

Heraeus-Brutschrank Baureihe 6000

HAT Infors

Kleinschittler KS 250

Brutschrank BB80

Brutschrank ICP500
Pflanzenwachstums-Schrank Binder KBW
400

Pflanzenwachstums-Schrank BrightBoy®

Kendro, Langenselbold

Infors AG, Schweiz

IKA Werke GmbH CoKG, Staufen
Memmert, Schwabach

Memmert, Schwabach

New Brunswick Scientific GmbH, Nirtlingen
CLF Plant Climatics GmbH, Wertingen

Mikroskope und

Axio Imager. Z1 mit AxioCam MRm und
AxioCam ICc3
SteREO Lumar.V12 mit Axio-CamHRc

Zeiss, Gottingen

Zeiss, Gottingen

Kameras Leica TSP SP5 mit Leica DFC295 Leica Microsystems GmbH, Wetzlar

Nikon D3200 Nikon, Japan
Photometer Eppendorf Bio Photometer Eppendorf, Hamburg

ND-100 Spectrophotometer NanoDrop Technologies, Wilmington, USA
Protein-

Elektrophorese

Mini-PROTEAN Tetra Cell

BioRad Laboratories, Miinchen

Schwingmuihle

MM 200

Retsch, Haan

Sterilbank Kojair KH Open LAF Silver Line Kojair Tech Oy, Vilppula, Finnland
Thermocvcler Biometra Tpersonal Thermocyler Biometra, Goéttingen

y Biometra TRIO-Thermoblock Biometra, Goéttingen
Waagen Elektrische Laborwaage 440-47N Kern und Sohn GmbH, Balingen

Analysewaage Satorius reserch

Satorius GmbH, Géttingen

Western Blot

Mini Trans-Blot Modul

BioRad Laboratories, Mlinchen

Real-Time Cycler

iCycler MylQ, Single Color

BioRad Laboratories, Mlinchen

Zentrifugen

Tischzentrifuge Spectrafuge 24D
Kahlzentrifuge Universal 320R
Klhlzentrifuge Hermie Z 233 MK-2
Klhlzentrifuge Beckman J2-21

VR-1 Speed Vaq — Vakuumzentrifuge mit CT
60e Kihlfalle und Bauknecht Vakuumpumpe

Labnet International, Inc., Edison, USA
Hettich Zentrifugen, Tuttlingen

Hermie ortechnik GmbH, Wehingen
Beckman Coulter, Krefeld

Heto Lab Equipment, Danemark
MAGV GmbH, Rabenau
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5 Methoden

5.1 Molekularbiologische Methoden

5.1.1 Amplifikation von DNA mittels Polymerasekettenreaktion (PCR)
Um in vitro spezifische DNA-Fragmente zu amplifizieren wurde die Methode der PCR an-
gewandt. Die PCR-Reaktionen wurden gewodhnlich in einem Volumen von 25 pl in 0,2 ml

Reaktionsgefalien angesetzt.

e Taq Polymerase
Fir Standardreaktionen wurde die Taq Polymerase von Thermus aquaticus verwendet.
Hierzu wurden bei einem 25 ul Ansatz 0,5 — 1 pl DNA als template (1 ng gDNA oder
cDNA, bzw. eine 1:100 Verdinnung von Plasmid DNA), 2 ul dNTPs (2,5 mM), jeweils 1 pl
Vorwarts- und Rickwartsprimer (10 pmol), 2,5 yl 10x Taq Puffer, 1 yl MgCl, (25 mM) und
0,25 - 0,5 ul Taq Polymerase hinzugegeben. Bei analytischen PCRs wurde jeweils eine

Positiv- und eine Negativkontrolle inkludiert.

Tabelle 5.1 Verwendetes Standard PCR-Programm fiir die Tag-Polymerase.

Schritt Temperatur Zeit
Initiale Denaturierung 95 °C 3 min
Denaturierung 95 °C 30 sec
Primerhybridisierung Tm°C 30 sec 30 -40x
Elongation 72 °C 1 min/kb
Finale Elongation 72 °C 5 min

12°C

e Phusion HF DNA Polymerase
Falls das PCR-Produkt fir eine Klonierungsreaktion eingesetzt werden sollte, wurde die
Phusion HF (High Fidelity) DNA Polymerase zur Amplifikation verwendet, da diese eine
Korrekturlese-Funktion besitzt. Hierzu wurden bei einem 25 pl Ansatz 0,5 — 1 yl DNA, 2 ul
dNTPs (2,5 mM), jeweils 1 pl Vorwarts- und Rickwartsprimer (10 pmol), 5 yl 5x HF-Puffer
(inkl. 7,5 mM MgCl,, NEB, England) und 0,25 — 0,5 pl Phusion HF DNA Polymerase ein-

gesetzt.

Tabelle 5.2 Verwendetes Standard PCR-Programm fiir die Phusion-Polymerase.

Schritt Temperatur Zeit
Initiale Denaturierung 98 °C 3 min
Denaturierung 98 °C 30 sec
Primerhybridisierung Tm+3°C 30 sec 30 -40 x
Elongation 72 °C 15 — 30 sec/kb
Finale Elongation 72°C 5 min

4°C
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5.1.2 Agarose-Gelelektrophorese von DNA

Um PCR-Produkte aufzureinigen, die Qualitdt von Nukleinsaure-Praparationen zu be-
stimmen sowie zur GrofRenbestimmung von DNA-Fragmenten wurden DNA bzw. RNA in
einer Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt. Die Prozentigkeit des Agarosegels wurde
an die erwartete Fragmentgrofle angepasst (0,8 — 2% (w/v)). Die Agarose (Peglab,
Deutschland) wurde in 0,5x TAE Puffer durch aufkochen gelést. Die Proben wurden vor
dem Laden mit 6x Ladepuffer versetzt. Als Grolkenmarker dienten 5 ul der 2log DNA Lad-
der (NEB, England). Die Gelelektrophorese erfolgte in 0,5x TAE Puffer bei 50 — 135 V.
Zur Detektion der Nukleinsaure-Banden wurde das Gel mit Ethidiumbromid gefarbt und

die Nukleinsauren mit Hilfe von UV-Licht sichtbar gemacht.

5.1.3 Aufreinigung von DNA aus Agarosegelen

Um einzelne DNA-Banden aus dem Agarosegel zu isolieren, wurde zum einen die Freeze
& Squeeze Methode angewandt. Hierbei wird die gewlinschte Bande aus dem Agarosegel
ausgeschnitten und bei -20 °C eingefroren. Das gefrorene Gelstick wird zwischen Para-
film mit den Fingerspitzen erwadrmt und die Flussigkeit herausgequetscht.

Als weitere Methode wurde das Kit Zymoclean™ Gel DNA Recovery von ZYMO RESE-

ARCH nach Herstellerangaben verwendet.

5.1.4 Fallung von DNA

Fir die Aufreinigung oder Aufkonzentrierung von DNA, wurde diese durch EtOH-
Prazipitation gefallt. Hierzu wurde die DNA mit dH,O auf 100 ul aufgefillt, 10 yl 3 M NaAc
pH 4,8 hinzu pipettiert und 250 pl eiskaltes 100 % EtOH hinzugegeben. Anschliel3end
wurde die DNA bei -80 °C 30 min prazipitiert. Nach 30 min Zentrifugation bei 4 °C und
13.200 rpm wurde das DNA-Pellet mit 70 % EtOH gewaschen. Nach 5 min Zentrifugation
bei 4 °C und 13.2000 rpm wurde die DNA an der Luft getrocknet und anschlief3end geldst.

5.1.5 Klonierung von PCR-Fragmenten in pCR2.1/TOPO oder pCR8/GW/TOPO

Um PCR-Fragmente in die Plasmide pCR2.1/TOPO oder pCR8/GW/TOPO zu klonieren,
werden 3 A-Uberhdnge, wie es die Tag-Polymerase erzeugt, bendtigt. Bei PCR-
Produkten mit stumpfen Enden wurden durch die Zugabe von 0,25 pl Tag-Polymerase
und einer Inkubation von 10 min bei 72 °C 3‘ A-Uberhange erzeugt. Die Klonierung von
PCR-Produkten mit 3 A-Uberhéngen erfolgte wie im Handbuch des TOPO T/A Cloning®
Kit PCR (Invitrogen, USA) beschrieben. Abweichend davon wurden jeweils nur 0,5 pl Vek-
tor fur eine Reaktion eingesetzt und die Inkubationszeit auf 30 min verlangert.
AnschlieRend wurden 3 ul des Ligationsansatzes in chemisch kompetente E. coli Zellen

transformiert. Lagerung bei -20 °C.
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5.1.6 Direktionales Klonieren von PCR-Fragmenten in pENTR/D-TOPO

Die Reaktion wurde wie in den Anweisungen des Herstellers beschrieben mit PCR-
Fragmenten mit stumpfen Enden und der Sequenz CACC am 5'-Ende angesetzt. In einen
6 pl Klonierungsansatz wurden 4,5 ul eines PCR-Ansatzes oder eines aufgereinigten
DNA-Fragments mit 1 ul Salzlésung und 0,5 pl des pENTR/D-TOPO Vektors vermischt
und bei 25 °C 30 min inkubiert. Anschliefend wurden 3 pl des Ligationsansatzes in che-

misch kompetente E. coli Zellen transformiert. Lagerung bei -20 °C.

5.1.7 Deletion einer spezifischen Nukleotidsequenz

Um ein dominantes, nicht durch GA degradierbares, DELLA-Protein zu konstruieren, wur-
de die DELLA-Doméane aus MtDELLA1 nach Floss et al. (2013) deletiert. Hierfir wurde
eine inverse PCR mit Primern durchgefuhrt, welche eine 5’-Phosphorylierung als Modifi-
kation besaflen. Als template diente das Plasmid MtDELLA1-pENTR™/D-TOPO®,
welches komplett amplifiziert wurde, wobei die 54 bp lange Nukleotidsequenz, codierend
fur die 18 Aminosauren MDELLAALGYKVRSSDMA, ausgespart wurde. Die PCR wurde
mit der Pfu DNA-Polymerase in einem 50ul-Ansatz durchgefihrt. Hierzu wurden 2 pl
Plasmid (100ng/pl), 6 pl dNTPs (2,5 mM), jeweils 2 ul Vorwarts- und Rickwartsprimer (10
pmol), 5 pl 10x Pfu-Puffer mit MgSOy, 5 pl 10x BSA und 2 pl Pfu DNA-Ploymerase einge-
setzt. Das verwendete PCR-Programm wurde wie folgt gewahlt: 95 °C 1 min, 95 °C 30
sec, 56 °C 30 sec, 68 °C 4 min 40sec, 68 °C 10 min. Es wirden 30 Zyklen der mittleren
drei Schritte durchgeflihrt. Anschlief’iend wurde das PCR-Produkt direkt mit dem Restrikti-
onsenzym Dpnl, welches ausschliefdlich in methylierten Nukleotidsequenzen und somit im
eingesetzten template schneidet, verdaut. Hierzu wurden dem PCR-Ansatz 1 ul Dpnl hin-
zu pipettiert und 1 h bei 37 °C inkubiert. Zur Ligation der .aufgereinigten 10 pl linearen
Produkts wurden 1 pl T4 DNA Ligase und 10x T4-Puffer zugegeben. Nach einer Inkubati-

on UN bei 16 °C wurde das Plasmid direkt in kompetente E. coli-Zellen transformiert.

5.1.8 Konstruktion von Expressionsvektoren mit dem Gateway® System

Die Konstruktion der Vektoren zur Uberexpression in M. truncatula, Promotorreporter,
BiFC-Analysen, Lokalisierung und zur Herunterregulierung durch RNAi mit dem 35S Pro-
motor wurde mit dem Gateway® Klonierungssystem durchgefuhrt. Die Zielsequenz wurde
mit der Phusion Polymerase amplifiziert und in einen Eingangsvektor kloniert. Die Se-
quenz wurde durch Sequenzierung mit den Primern M13 (-21) und T7 verifiziert (Eurofins
Genomics, Ebersberg). Um die Zielsequenz in den Destinationsvektor einzubringen, wur-
de eine LR Rekombination mit dem Gateway® LR Clonase® Il Enzyme Mix durchgefuhrt.
Hierfir wurden 100 ng Eingangsvektor mit 300 ng des gewlinschten Expressionsvektors
versetzt und mit TE-Puffer auf 4 pl aufgefillt. Nach der Zugabe von 1 ul LR-Clonase En-

zym Mix Il wurde die Reaktion bei RT fir 2 h inkubiert. Im Anschluss wurde 1 l
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Proteinase K hinzugegeben und fir 10 min bei 37 °C inkubiert. 3 yl des LR-Ansatzes
wurden in chemisch kompetente E. coli Zellen transformiert. Nicht verwendete LR-

Reaktion wurde bei -20 °C gelagert.

5.1.9 Konstruktion von Expressionsvektoren uUber Restriktionsschnittstellen

Zur Klonierung der RNAi-Konstrukte PAtUBI3-MIG1RNAI.3/.4 und PMtPT4-MIG1RNAI.3
wurden die RNAIi-Konstrukte MIG1-RNAIi.3 bzw. MIG1-RNAi.4 jeweils direktional in zwei
aufeinander folgenden Klonierungsschritten in sense- und antisense-Richtung in die
RNAi-Leervektoren (Devers et al., 2013) eingefugt. Hierzu wurden die Restriktionsenzyme
BamHI und Xmal (sense) bzw. Bspel und Mlul verwendet (antisense) (Abb. 5.1). Das ent-
stehende Transkript formt in der Zelle durch das dazwischen liegende Intron eine hairpin-
Struktur und kann nach Prozessierung an die Zielsequenz binden, was theoretisch zu

einer Herunterregulation des Zieltranskripts fuhrt.

BamHl Xmal BspEl Miul

Promotor sense Intron antisense
PMtPT4 / PAtUBI3

Abbildung 5.1 Klonierung der RNAi-Konstrukte MIG1RNAIi.3 und MIG1RNAi.4 in die Vektoren RNAIi-
PAtUBI3-DsRED und RNAIi-PMtPT4-DsRED. Das RNAi-sense-Konstrukt wurde Uber die Restriktions-
schnittstellen BamHI und Xmal eingefligt, das antisense-Konstrukt tiber BspEIl und Miul.

Fir Interaktions- und Transaktivierungsstudien in Hefe wurden die ORFs der entspre-
chenden Gene Uber die Restriktionsenzyme Ndel und BamHI in die Vektoren pGADT7
und pGBKT7-Rec (Clontech) integriert. Fir die Analyse des N-Terminus von MtMIG1
wurde das Konstrukt MtMIG1-N kloniert, welches 324 bp ab dem Startcodon und somit
den ersten 108 AS entsprach.

Eine simultane Expression zweier Konstrukte in planta wurde durch die Integration beider
Expressionskassetten in einen bindren Vektor erzielt: Fir die Uberexpression von
MtA18DELLA1 in Kombination mit einer Uberexpression von MtMIG1 wurde die Expressi-
onskassette 2xP35S-MIG1 aus MtMIG10E_2xP35S-pKGW-RR amplifiziert und Uber die
Restriktionsschnittstelle Xhol in MtA18DELLA1_pCGFP-RR integriert. Fiir die Uberex-
pression von MtA18DELLA1 in Kombination mit einer Herunterregulierung von MtMIG1
wurde die Expressionskassette PMtPT4-MIG1RNAI.3 inklusive Terminator aus
MtMIG1_RNAIi.3_RNAIi-PMtPT4-DsRED amplifiziert und tber die Restriktionsschnittstelle
Xhol in MtA18DELLA1_pCGFP-RR integriert.

5.1.10 Isolation von Plasmid-DNA aus Bakterienzellen (Minipraparation)

Zur lIsolation von Plasmid-DNA aus Bakterienzellen wurden 3 ml mit entsprechenden
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Antibiotika versetztes LB Medium mit einer E. coli Kolonie angeimpft und tber Nacht bei
37 °C und 180 rpm inkubiert. 2 ml der E. coli Ubernachtkultur wurden in ein 2 ml Reakti-
onsgefal Uberflhrt und die Zellen fir eine Minute bei 13.000 rpm und RT pelletiert. Zur
Pufferung wurde das Zellpellet in 200 pl Lésung | resuspendiert. Hierzu wurde das Reak-
tionsgefall Uber ein Metallgitter gezogen. Anschliefend wurden 200 pl Ldsung |l
hinzugefigt, die Suspension vorsichtig invertiert, sodass die Zellen bei einer 5 minltigen
Inkubation lysiert wurden. Die Lyse wurde durch Zugabe von 200 pl Losung IIl und vor-
sichtigem Invertieren gestoppt. Die Inkubation fur das Ausféllen der Proteine und
Zelltrimmer wurde 15 min auf Eis durchgefihrt. Nach einer Zentrifugation von 10 min bei
13.000 rpm, wurde der Uberstand in ein 1,5 ml Reaktionsgefal (iberfiihrt, in dem bereits
600 pl Isopropanol vorgelegt wurden. Die Losungen wurden durch Invertieren vermischt
und erneut 5 min auf Eis inkubiert. Die ausgefallene Plasmid-DNA wurde anschlieRend
durch einen 15 minutigen Zentrifugationsschritt bei 13.000 rpm pelletiert. Das Pellet wurde
mit 500 pl 70% EtOH gewaschen und erneut 5 min bei 13.000 rpm zentrifugiert. Nach
einer Trocknung bei 68 °C wurde die Plasmid-DNA fir 5 min bei 68 °C in 50 ul 1x TE-
Puffer geldst. Zur Uberpriifung der Minipraparation wurden 4 pl auf ein 1 % Agarosegel

geladen.

5.1.11 Restriktionsverdau von DNA

Fir die Uberpriifung von isolierten Plasmiden wurde ein Restriktionsverdau mit passen-
den Restriktionsenzymen durchgefihrt. Dies wurde in der Regel in einem Ansatz von 10
Ml durchgeflhrt. Hierzu wurden standardmaRig 1 pl des entsprechenden 10x Puffers, 0,2
Ml des Restriktionsenzyms und 6 ul der zu verdauenden Minipraparation gemischt. Der
Reaktionsansatz wurde mit dH,O auf 10 pl aufgefiillt und in der Regel 1 h bei 37 °C inku-
biert.

5.1.12 Kolonie-PCR zur Identifizierung positiv transformierter Agrobakterien

Zur Selektion von erfolgreich transformierten Agrobakterien wurden Einzelkolonien in LB
Medium mit entsprechendem Antibiotikum inokuliert und tber Nacht bei 28 °C und 220
rom kultiviert. 100 pl der Kultur wurden in ein 0,2 yl Reaktionsgefal® tberfuhrt und durch
Zentrifugation pelletiert. Das Medium wurde abgenommen und das Zellpellet in 20 pl
dH20 aufgenommen. Durch diesen Schritt wurde die Zellsuspension 5x aufkonzentriert.
Durch 10 min Erhitzen bei 95 °C wurden die Zellen anschlieRend aufgeschlossen. Die
Suspension wurde 1 min bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert. Der entstandene
Uberstand diente als template in einer Standard-PCR mit Tag-Polymerase. Diese wurde
mit spezifischen Primern flr das klonierte Konstrukt und das verwendete Plasmid durch-
geflihrt, sodass das Amplikon Uber die Grenze von Plasmid und Insert gebildet wurde. 1
pI DMSO wurde als PCR-Additiv eingesetzt.
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5.1.13 Isolation von genomischer DNA

Fir die Gewinnung von gDNA aus Sporen von R. irregularis oder aus pflanzlichem Mate-
rial wie Wurzeln von M. truncatula wurden diese mit flissigem Stickstoff, Mérser und Pistill
homogenisiert. Zur Extraktion wurden 750 pl Extraktionspuffer hinzugegeben und die ge-
vortexte Suspension 30 min bei 68 °C inkubiert. Anschliefiend wurden 375 pl KAc-Lésung
hinzupipettiert, die Suspension durch Invertieren gemischt und 30 min auf Eis inkubiert.
Durch eine Zentrifugation fir 20 min bei 13.000 rpm wurden die Zelltrimmer abgetrennt.
Der Uberstand wurde abgenommen und mit 800 pl Isopropanol fiir 10 min bei RT gefallt.
Nach einem Waschschritt mit 500 yl 70 % EtOH und einer erneuten Zentrifugation fir 3
min bei 13.000 rpm, wurde das Pellet bei RT getrocknet. Die gDNA wurde in 50 pl 1x TE-
Puffer aufgenommen. Um eventuell vorhandene RNA zu entfernen, wurde ein RNase-
Verdau mit 1 pl DNase-freie RNase fiir 1h bei 37 °C durchgefiihrt. Zur Uberpriifung der
gDNA wurden 2 pl auf ein 0,8 % Agarosegel geladen. Die gDNA wurde bei 4 °C gelagert.

5.1.14 Isolation von Gesamt-RNA

Die Isolation der Gesamt-RNA fand mit Hilfe des innuPREP Plant RNA Kit nach Anwei-
sungen des Herstellers statt. Fir die Gewinnung von Gesamt-RNA aus pflanzlichem
Material wie Wurzeln von M. fruncatula wurde eine Homogenisierung in 450 ul Lysis L&-
sung RL mit zwei Metallkiigelchen (5 mm) in der Schwingmuhle MM200 (5 min bei 1/25s)
in 2 ml Reaktionsgefalten durchgefihrt. Anschliefiend wurden die Metallkiigelchen ent-
fernt und nach Protokoll gearbeitet. Die RNA wurde in 30 ul RNase-freiem dH,O eluiert,
und 0,3 pl RNase Out (Invitrogen) zum Schutz der RNA hinzu pipettiert. Zur Uberprifung
der RNA-Isolation wurden jeweils 2 pl auf ein 1 % Agarosegel geladen. Die RNA wurde
bei -80 °C gelagert.

5.1.15 Konzentrationsbestimmung von DNA und RNA

Die Bestimmung der Konzentration und Reinheit der DNA und RNA Proben erfolgte mit
jeweils 2 pl Probenmaterial durch spektrophotometrische Messung der Absorption bei
230, 260 und 280 nm mit dem NanoDrop-100 Spektrophotometer. Der spezifische Multi-
plikationsfaktor liegt fur doppelstrangige DNA bei 50, fir RNA bei 40. Verunreinigungen
der Nukleinsauren durch Proteine werden durch den Absorptionsquotienten 260/280 dar-
gestellt. Andere organische Stoffe, wie Phenole werden durch den Absorptionsquotient
von 260/230 sichtbar. Reine DNA sollte einen 260/280-Quotienten von 1,8 besitzen, reine
RNA einen Quotienten von 2. Der 260/230-Quotient sollte tber 1,8 liegen.

5.1.16 Erststrang cDNA-Synthese

Es wurde auf Eis gearbeitet. Zu Beginn der cDNA-Synthese wurde ein DNase-Verdau
durchgefiihrt. Hierzu wurde 1 uyg RNA mit RNase-freiem dH,O auf 8 ul aufgeflillt. Es wur-
de 1 pl 10x DNase Reaktionspuffer und 1 ul DNase | hinzupipettiert und fiir 15 min bei RT
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inkubiert. Der vollstandige Verdau der genomischen DNA in den RNA-Proben wurde
durch eine Test-PCR auf das M. truncatula Haushaltsgen MtTEF1a (Wulf et al., 2003)
Uberprift. Hierzu wurden 0,5 pl der RNA-L&sung als template eingesetzt. Bei einem voll-
standigen Abbau der DNA konnte kein Amplikon in der Test-PCR amplifiziert werden.
Anschlieend wurde der DNase-Verdau abgestoppt und mit der cDNA-Synthese begon-
nen. Hierflr wurde 1 pl EDTA (25 mM) und 1 pl RNase-freies dH,O hinzupipettiert und 10
min bei 65 °C inkubiert. Weiterhin wurde 1 ul Oligo(dt)-Primer (10 uM) und 1 yl dNTPs (10
mM) hinzugegeben. Die Reaktion wurde 5 min bei 42 °C inkubiert um eine Anlagerung
der Primer an die PolyA-Schwanze der mRNA zu gewahrleisten. Die Erststrangsynthese
wurde durch die Zugabe von 4 ul 5x First Strand Buffer, 1 yl DTT (100 mM), 1 yl RNase
Out und 1 pl SuperScript II™ Reverse Transkriptase eingeleitet. Die Synthese fand fiir 1 h
bei 42 °C satt und wurde fur 10 min bei 70 °C abgestoppt. Eine erneute Test-PCR auf das
Haushaltsgen wurde zur Uberprifung der Qualitat der synthetisierten cDNA durchgefiihrt.

5.1.17 Quantitative Real Time PCR (qPCR)

Fir die Expressionsanalyse von Genen wurde die Methode der quantitativen Real Time
PCR angewandt. Hierzu wurde der iCycler MylQ zusammen mit dem 2x MESA GREEN
gPCR MasterMix Plus und einer Primerkonzentration von 0,2 pmol/ul in 15 yl Ansatzen
verwendet. Als template wurde eine 1:5 Verdiinnung der cDNA eingesetzt. Fir jede Probe
wurden drei technische Replikate anaylsiert. Je Primerpaar wurde eine Negativkontrolle
ohne template mitgefihrt. Die Primerpaare wurden mit einer Anlagerungstemperatur von
56 °C synthetisiert. Das inkludierte Fluorescein im Mastermix diente als passive Referenz,
hierbei wurde der dynamische well factor direkt von der jeweiligen experimentellen Platte
ermittelt. Im Anschluss an die qPCR wurde eine Analyse der Schmelzkurve durchgeflihrt
um unspezifische Produkte und Primerdimere zu visualisieren. Die Analyse wurde in der

Regel mit drei biologischen Replikaten angesetzt.

Tabelle 5.3 Verwendetes Protokoll fiir die qPCR.

Schritt Temperatur Zeit

Initiale Denaturierung 95 °C 5 min

Denaturierung 95 °C 15 sec
Primerhybridisierung 56 °C 20 sec 40 x
Elongation 72 °C 30 sec

Denaturierung 95 °C 1 min

Annealing 55 °C 1 min
Schmelzkurvenanalyse 55-95°C 10sec/0,5°C 81 x

Fir die Kalkulation der relativen Expression wurden die Ct-Werte (threshold cycle) der
entsprechenden Zielgene gegen die Ct-Werte des konstitutiv exprimierten Haushaltsgens
normalisiert: Relative Expression RE, = 2C!(Haushaltsgen)=Ct(zielgen x)

Die Standardabweichung der Relativen Expression wurde wie folgt berechnet:
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Standardabweichung oy = /(cZielgen)? + (cHaushaltsgen)? = In(2) * RE,

Die Induktion wurde mit der vergleichenden Ct-Wert-Methode berechnet (Livak &
Schmittgen, 2001): Induktion = 2744Ct = pACt Gen 1= ACtGenll " \yohej ACt Gen = Ct Gen — Ct
Haushaltsgen. Eine biologische Relevanz wurde ab einem mindestens zweifachen Wech-

sel der Induktion erreicht.

5.2 Mikrobiologische Transformationssysteme

5.2.1 Herstellung chemisch kompetenter E. coli Zellen

Eine Vorkultur wurde mit 50 ml LB Medium, entsprechendem Antibiotikazusatz und einer
Einzelkolonie des gewlinschten E. coli Stammes angeimpft und Gber Nacht bei 37 °C
schittelnd inkubiert. Die 500 ml Hauptkultur wurde mit SOB Medium ohne Antibiotika mit
einer ODggo von 0,2 angeimpft. Die Kultur wurde bis zu einer ODgy von etwa 0,6 bei 22 °C
schittelnd inkubiert. Die folgenden Schritte wurden auf Eis und steril durchgefiihrt. Nach-
dem die Zellsuspension auf Eis 10 min abgekuhlt wurde, konnte man diese in vorgekuhlte
250 ml Zentrifugenbecher tberfihren und 10 min bei 2.500 rpm und 4 °C pelletieren. Das
Zellpellet wurde in insgesamt 200 ml eiskaltem TB-Puffer resuspendiert und erneut fir 10
min auf Eis gekuhlt. Im weiteren Verlauf wurden die Zellen erneut 10 min bei 2.500 rpm
und 4 °C pelletiert. Das Pellet wurde in 10 ml TB-Puffer und 700 pl DMSO resuspendiert
und im Anschluss daran in 100 pl Aliquote in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -
80 °C aufbewahrt.

5.2.2 Transformation chemisch kompetenter E. coli Zellen

Fir die Transformation wurde ein 100 ul Aliquot der chemisch kompetenten E. coli Zellen
auf Eis aufgetaut, 2 ul des gewtlinschten Plasmids hinzupipettiert und durch Rihren ver-
mischt. Nach einer Inkubation von 30 min auf Eis wurde der Hitzeschock fur 1 min bei 42
°C im Wasserbad durchgefiihrt. Die Zellen wurden 1 min auf Eis abgekuhlt, anschlielend
wurden 500ul SOC Medium (RT) hinzugegeben. Die Zellen wurden bei 37 °C 1 h schit-
telnd inkubiert. Die Zellsuspension wurde kurz abzentrifugiert, das Pellet in einem Rest
Medium resuspendiert und alle Zellen auf einer LB-Agarplatte mit entsprechendem Antibi-

otikum ausplattiert. Die Agarplatten wurden Uber Nacht bei 37 °C Uber Kopf inkubiert.

5.2.3 Herstellung elektrokompetenter A. rhizogenes und A. tumefaciens Zellen

Eine Vorkultur wurde mit 50 ml LB Medium, entsprechendem Antibiotikazusatz und einer
Einzelkolonie des gewinschten Agrobakterien Stamms angeimpft und Gber Nacht bei 28
°C schuttelnd inkubiert. Eine 500 ml Hauptkultur wurde mit LB Medium ohne Antibiotika
mit einer ODgoo von 0,2 angesetzt. Die Kultur wurde bis zu einer ODgy von 0,5 - 0,6 bei 28

°C und 220 rpm inkubiert. Die folgenden Schritte wurden auf Eis und steril durchgefuhrt.
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Nachdem die Zellsuspension auf Eis 15 min abgekihlt wurde, wurde diese in vorgekiihlte
250 ml Zentrifugenbecher Uberfihrt und 10 min bei 2.500 rpm und 4 °C pelletiert. Das
Zellpellet wurde in 250 ml eiskaltem ddH,O resuspendiert und erneut 10 min bei 2.500
rom und 4 °C pelletiert. Dieser Waschschritt wurde wiederholt. Anschlieiend wurde das
Pellet in 10 ml eiskaltem 10 % (v/v) Glycerol resuspendiert und bei 4 °C und 2.500 rpm
zentrifugiert. Zuletzt wurde das Zellpellet in 3 ml 10 % Glycerol aufgenommen und Aliquo-

te von jeweils 50 pl in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C aufbewahrt.

5.2.4 Transformation elektrokompetenter A. rhizogenes und A. tumefaciens Zellen
Fir die Transformation wurde ein 50 pl Aliquot der elektrokompetenten Agrobakterien auf
Eis aufgetaut. Die Elektroporationskiivette (4 mm Spaltbreite) wurde zuvor wie folgt von
DNA-Resten gereinigt: 0,1 M NaOH bei RT inkubieren bis Blaschen zu sehen waren.
Nach einem Waschschritt mit dH,O 10 min mit 70 % EtOH inkubieren und erneut mit
dH,O waschen. Nachdem die Elektroporationskiivette bei RT getrocknet wurde, konnte
sie auf Eis vorgekuhlt werden. Zu den aufgetauten Zellen wurden 5 ul Plasmid (Miniprapa-
ration) pipettiert und durch Rihren vermischt. Die Suspension wurde in eine vorgekiihlte
Klvette Uberflhrt. Die Elektroporation fand bei einem Widerstand von 200 Q, einer
elektrischen Kapazitat von 25 yF und einer Spannung von 2 kV fir etwa 5 ms statt. Im
Anschluss wurden 500 ul SOC Medium hinzugegeben und die Zellsuspension fiir 2 h bei
28 °C und 220 rpm inkubiert. 100 ul der Suspension wurden auf eine LB-Agarplatte mit
entsprechendem Antibiotikum ausplattiert und 2 d bei 27 °C inkubiert.

5.2.5 Herstellung von bakteriellen Glycerolstocks

Fir die Aufbewahrung von transformierten Bakterien wurde eine UN-Kultur angeimpft.
Von dieser Kultur, welche sich in der exponentiellen Wachstumsphase befindet, wurden
750 pl mit 375 pl 20 % (v/v) Glycerol gemischt und bei -80 °C gelagert.

5.2.6 Transformation von S. cerevisiae

Far die Untersuchung von Proteininteraktionen und Transaktivierungsaktivitat von Protei-
nen wurde der S. cerevisiae Stamm AH109 mit den entsprechenden Konstrukten durch
die LiAc-basierte Methode transformiert. Hierflir wurde eine 300 ml Hauptkultur mit einer
frischen Vorkultur auf eine ODgo von 0,2 angeimpft und bis zu einer ODgy von 0,4 — 0,6
inkubiert. Die Zellen wurden durch 5 min Zentrifugation bei 1.000 g pelletiert und in 1,5 ml
frischer 1x TE / 1x LiAc Lésung resuspendiert, um sie fur die DNA-Aufnahme kompetent
zu machen. Je Transformationsansatz wurde ein 1,5 ml Reaktionsgefal mit 0,1 mg auf-
gekochter Heringssperma-Carrier-DNA, 0,1 pg der zu transformierenden Plasmide und
100 pl der kompetenten Hefezellen gegeben. Anschlielend wurde der Ansatz kurz gevor-
text und 600 ul frisch hergestellte PEG/ LiAc-Lésung hinzugefligt. Nach erneutem

vortexen wurde der Transformationsansatz 30 min bei 30 °C und 220 rpm inkubiert.
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AnschlieRend wurden 70 ul DMSO hinzugefiigt und ein Hitzeschock bei 42 °C im Wasser-
bad flir 15 min durchgefiihrt. Nach einer Kihlung von 1 — 2 min auf Eis wurden die Zellen
5 s bei 13.000 rpm pelletiert und der Uberstand verworfen. Bei Einzeltransformationen
wurden 500 pl 1x TE zugefiigt und je 100 pl, unverdinnt und 1:10 verdiinnt auf geeignete
Selektionsplatten ausplattiert. Fir Cotransformationen wurden die Hefezellen in 200 ul 1x
TE resuspendiert und 100 pl unverdiinnt auf SD-LW ausplattiert. Die Selektionsplatten

wurden 3-4 d bei 30°C inkubiert, bis Kolonien einer GrolRe von 2-3 mm gewachsen waren.

5.3 Arbeiten mit Pflanzen und Mykorrhizierung

5.3.1 Oberflachensterilisation und Keimung von M. truncatula Samen

Um M. truncatula Samen zu isolieren, wurden die Hilsen mit einem Mixer zerkleinert und
die Samen anschlieBend herausgelesen (Abb. 5.2 A). Zur Oberflachensterilisation und
zum vorzeitigen Brechen der Dormanz wurden diese etwa 15 min mit konzentrierter
Schwefelsdure behandelt bis sich schwarze Punkte auf den Samen gebildet hatten. Die
Behandlung wurde abgebrochen, indem die Schwefelsaure durch mehrmaliges Waschen
mit sterilem dH,O entfernt wurde. Die Samen wurden nun zur Kaltestratifikation und Quel-
lung auf H,O-Agar Platten gelegt und Uber Nacht bei 4 °C uUber Kopf gelagert.
AnschlieBend wurden die Samen zum Keimen einen Tag in Dunkelheit bei 27 °C inkubiert
(Abb. 5.2 B).

Abb. 5.2 M. trunca-
tula Samen und
Keimlinge. (A) In den
getrockneten Hulsen-
frichten befinden sich
die Samen von
M.  truncatula. (B)
Keimlinge auf
Schragagarplatten.

5.3.2 Transformation von M. truncatula Wurzeln mittels A. rhizogenes

Die Transformation von M. truncatula Wurzeln erfolgte durch den A. rhizogenes Stamm
ARqua1 (Quandt et al., 1993). Dieser beinhaltete das gewinschte binare Plasmid und
wurde 2 d vor der Wurzeltransformation auf einer LB-Agarplatte mit entsprechenden Anti-
biotika ausgestrichen und bei 27 °C inkubiert. Die Transformation der Wurzel wurde nach
Boisson-Dernier et al. (2001) durchgefihrt. Hierzu wurde den M. truncatula Keimlingen 1 -
3 mm von der Wurzelspitze abgetrennt und diese kunstliche Wunde anschlieRend tber

den Agrobakterienrasen gestrichen. Jeweils funf Keimlinge wurden auf eine Schragagar-
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platte (FM) platziert. Der Wurzelbereich wurde durch Aluminiumfolie vor Licht geschitzt
(Abb. 5.3 A). Die transformierten M. truncatula Keimlinge wurden fir eine Woche bei 21
°C mit einem 16 h Licht und 8 h Dunkelheit Zyklus in einem 45° Winkel inkubiert. Ab der
zweiten Woche wurden die Platten in einem 90° Winkel und bei 25 °C mit dem gleichen
Licht-Dunkelheit-Rhythmus inkubiert. Nach 4 - 5 w wurden die Pflanzen unter dem Bi-
nokular visuell auf transformierte Wurzeln Uberprift. Hierzu diente die transformierte
DsRED-Kassette, welche einen konstitutiven Promotor besitzt und demnach positive

Transformanden mit einer deutlich sichtbaren roten Fluoreszenz markiert (Abb. 5.3 C, D).

Abbildung 5.3 Transformier-
te M. truncatula Pflanzen. (A,
B) Vier Wochen alte transfor-
mierte M. truncatula Pflanzen
auf FM-Schragagarplatte mit
(A) und ohne Alufolie (B). (C,
D) Selektion transformierter
Wurzeln auf Basis der konsti-
tutiv. exprimierten DsRED-
Kassette. Transformierte Wur-
zeln fluoreszieren nach
Anregung mit gelb-griinem
Licht (rechts), untransformierte
Wurzeln zeigen keine Fluores-
zenz (links). (C) DsRED-
Kanal; (D) Uberlagerung mit
Hellfeld.

5.3.3 Kultivierung und Mykorrhizierung von composite Pflanzen

Um composite (zusammengesetzte) Pflanzen herzustellen, welche einen untransformier-
ten Spross und Ri-transformierte Wurzeln (hairy roots) besitzen, wurden die nicht-
transformierten Wurzeln abgeschnitten. Jeweils zwei Pflanzchen wurden anschlief3end
auf Schragagarplatten (FM) und 400 pg/ml Augmentin gesetzt und eine Woche bei 25 °C
inkubiert (Tag/Nacht-Rhythmus 16 h/ 8 h). Als Kultivierungsgefal® dienten 50 ml
Rohrchen, welche vier Locher am Boden besitzen. Diese wurden mit Alufolie ummantelt,
mit sterilen Steinchen, als auch einer sterilen Mischung aus Sand und Kies im Verhaltnis
4:1 beflllt. Jeweils ein Pflanzchen wurde in ein Gefal eingepflanzt und bei 25 °C und
einem Tag-Nacht-Rhythmus von 16 h/ 8 h inkubiert. Um die Pflanzchen vor Austrocknung
zu schutzen wurde eine durchsichtige Folie um die Pflanzchen gespannt, welche nach
oben gedffnet war. Die Pflanzchen wurden 2x pro Woche mit 5 ml 0,5x Long Ashton

Nahrlésung (Hewitt, 1966) und dH,O nach Bedarf gegossen.
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Fir eine Mykorrhizierung wurde dem Substrat zu Beginn mit R. irregularis kolonisierte
D. carota Wurzeln beigemischt. Fir eine gesteigerte Mykorrhizierungseffizienz wurden
diese Pflanzchen mit 0,5x Long Ashton Losung gegossen, welche eine verringerte Menge
Phosphat enthielt (20 uM). Kontrollpflanzen, welche nicht mykorrhiziert wurden, wurden
mit der gleichen Nahrldsung gegossen. Die Gesamtheit aller transformierten Wurzeln

einer Pflanze wurde einzeln als Probe geerntet.

5.3.4 Explantation und in vitro Kultur transformierter M. truncatula Wurzeln

Um Wurzeln Gber Generationen steril zu kultivieren, wurden diese explantiert und in vitro
auf M Medium kultiviert. Die Wurzeln wurden steril mit einem Skalpell abgetrennt und auf
M+S Medium mit 400 mg/l Augmentin (zur Entfernung der Agrobakterien) bei 27 °C und
Dunkelheit kultiviert. Die Antibiotikakonzentration wurde nach und nach verringert, bis die
Wurzeln schlieBlich ohne Antibiotika kultiviert werden konnten. Die Wurzeln wurden je-

weils nach 6 — 8 w auf neues Medium umgesetzt (Abb. 5.4 A).

5.3.5 In vitro Kultur Ri-transformierter D. carota Wurzeln
Um R. irregularis als monaxenische Kultur mit D. carota als Wirtspflanze zu kultivieren,
wurden Ri-transformierte D. carota Wurzeln auf M+S Medium bei 27 °C im Dunkeln kulti-

viert. Diese wurden nach 8 w auf frisches M+S Medium gesetzt.

5.3.6 Mykorrhizierung von M. truncatula Wurzelkulturen

Fir die Kolonisierung von Ri-transformierten M. truncatula Wurzelkulturen mit R. irregula-
ris wurde ein bikompartimentales Petrischalensystem verwendet (Boisson-Dernier et al.,
2001). Eine Seite enthielt M Medium mit Saccharose (+S), die andere Seite M Medium
ohne Saccharose (-S). Auf die M+S Medium Seite wurden entlang der Trennwand Ri-
transformierte und mit R. irregularis kolonisierte D. carota Wurzeln gelegt. Die Petrischale
wurde dann mit Parafilm versiegelt und fir etwa 8 w bei 27 °C im Dunkeln inkubiert (Abb.
5.4 B, C). Die Saccharose des M Mediums diente den Karottenwurzeln als Kohlenstoff-
quelle. Die fehlende Saccharose auf der M-S Seite verhinderte das Wurzelwachstum in
diesem Kompartiment weitestgehend. Die R. irregularis Hyphen, die ihren Kohlenstoff von
den Karottenwurzeln beziehen, breiteten sich unabhangig von der Saccharoseverteilung
auf beiden Halbplattenseiten aus. Sobald auf der M-S Seite der Petrischale genigend
Pilzhyphen vorhanden waren, eigneten sich die Petrischalen zur Mykorrhizierung von
M. truncatula Wurzeln. Das M-S Medium wurde aus der Halbseite der Petrischale ent-
fernt. Anschlief’end wurde diese Seite zur Halfte mit M+S-2P Medium aufgefillt, welches
in seiner Phosphatkonzentration nur die Halfte von normalem M+S Medium entsprach
(17,5 uM KH,PO,). Auf diese Mediumsschicht wurde ein steriles halbkreisférmiges Stiick
Cellophan aufgelegt. Auf die Folie wurde eine diinne Schicht und zur Trennwand hin eine

Schwelle aus halbphosphathaltigem M+S Medium gegossen (Abb. 5.4 D). Diese Schwelle
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diente den Pilzhyphen dazu einfacher auf diese Seite der Petrischale zu wachsen. Die
Platten wurden bei 27 °C in Dunkelheit inkubiert. Sobald einige Hyphen das neu gegos-
sene Medium bewachsen hatten, dies dauerte etwa 7 d, wurden Ri-transformierte

M. truncatula Wurzeln in dieses Kompartiment gelegt (Abb 5.4 E).

Abbildung 5.4 Kultivierung
und Mykorrhi-zierung von
M. truncatula Wurzelkultu-
ren. (A) M. truncatula
Wurzelkultur nach 4 w Kulti-
vierung auf M Medium. (B,
C) Zur Mykorrhizierung wur-
den D. carota Wourzel-
kulturen, kolonisiert ~ mit
R. irregularis, in einem bi-
kompartimentalen  Platten-
system kultiviert (links). Der
AM-Pilz  kolonisiert  das
Kompartiment ohne Zucker,
(feines Hyphennetzwerk
rechts). (D) Zur Mykorrhizie-
rung wurde das M-S durch
neues M+S-1/2P  Medium
ersetzt, eine Schwelle (Pfeil)
erleichert dem Pilz eine
erneute Kolonisierung dieser
Seite. (E) Zur Mykorrizierung
wurde die gewilinschte Wur-
zel auf die frische Seite
(rechts) gelegt.

Das Cellophan diente dazu, den Raum einzuengen, in dem sich die M. truncatula Wurzeln
befanden und in den die Pilzhyphen hineinwuchsen, sodass die Mykorrhizierungseffizienz
erhdht wurde. Der Phosphatmangel sollte eine Symbiose stimulieren. Neben Linien, wel-
che mit dem jeweiligen Leervektor transformiert waren, wurden auch nicht mykorrhizierte
Wurzeln als Kontrollen verwendet. Diese sollten Anderungen anzeigen, welche durch das
phosphatarme Medium hervorgerufen werden konnten. Dazu wurden Wurzeln der glei-
chen Linien im gleichen Zeitraum auf Vollplatten mit halbphosphathaltigem M+S Medium
kultiviert und gemeinsam mit den mykorrhizierten Proben geerntet. Die Petrischalen wur-
den bei 27 °C im Dunkeln inkubiert.

5.3.7 Quantifizierung des Mykorrhizierungsgrades

Die Quantifizierung der pilzlichen Kolonisierung wurde mit dem Programm Mycocalc
(Trouvelot et al., 1986) durchgeflihrt. Hierflir wurden die folgenden Parameter verwendet:
F% (Frequenz = Dichte der Mykorrhizierung im Wurzelsystem), M% (Intensitat der Mykor-
rhizierung im Wourzelsystem), m% (Intensitdt der Mykorrhizierung in den
Wourzelfragmenten), A% (Abundanz der Arbuskeln im Wurzelsystem), a% (Abundanz der

Arbuskeln in mykorrhizierten Wurzelfragmenten), 1% (Abundanz der intraradikalen
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Hyphen im Wurzelsystem) und i% (Abundanz der intraradikalen Hyphen in mykorrhizier-
ten Wurzelfragmenten). Bei der Quantifizierung der Arbuskelabundanz wurde zwischen
reifen Arbuskeln (mature arbuscules = ma%) und unreifen, deformierten Arbuskeln (distor-
ted arbuscules = da%) in mykorrhizieten Wourzelfragmenten unterschieden.

(http://www2.dijon.inra.fr/mychintec/Mycocalcprg/download.html).

5.3.8 Isolierung von R. irregularis Sporen

Die Sporen wurden aus den Hyphenkompartimenten des Bikompartimentsystems isoliert
(Abb. 5.5 A, B). Hierfur wurden die Kompartimente gesammelt und bei 4 °C gelagert. Aus
dem Festmedium wurden mit Pinzetten vorhandene Wurzeln entfernt. Anschlief’end wur-
de das Phytagel in dem dreifachen Volumen Zitronensaurepuffer durch mehrstindiges
Rihren bei RT geldst. Die Sporen wurden mit einem Siebsystems mit kleiner werdender
Maschenweite (1 mm, 125 pym und 40 ym) und Leitungswasser isoliert, anschlieffend auf

Filterpapier getrocknet und als 400 mg Aliquote in flissigem Stickstoff eingefroren.

5.3.9 Herstellung eines R. irregularis Sporenextraktes

400 mg Aliquote isolierter Sporen wurden mit Hilfe der Schwingmuhle und flissigem
Stickstoff mit einer Frequenz von 30/s 5x 1 min gemahlen (Abb. 5.5 C, D). Fir eine Be-
handlung von M. truncatula Pflanzchen wurde die Sporensuspension mit dH,O auf 2 ml
aufgeflllt und durch Vortexen gemischt. Die entstandene Suspension wurde als Sporen-
extrakt (SE) bezeichnet.

Um eine Auftrennung des SEs zu erreichen wurde dieser bei 4 °C und 13.000 rpm 3 min
zentrifugiert. Die entstehenden Phasen (obere Phase, Uberstand und Pellet) wurden ge-

trennt gesammelt. Bis zur Behandlung wurden die Extrakte bei -20 °C gelagert.
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Abbildung 5.5 Isolierung und
Herstellung von R. irregula-
ris Sporenextrakt. (A)
Halbplatte stark bewachsen mit
R. irregularis assoziiert mit
einer D. carota Wurzelkultur.
(B) Eine Nahaufnahme zeigt
die gebildeten Sporen, welche
sich in dem wurzelfreien Kom-
partiment gebildet haben. (C)
Mikrsokopische Aufnahme der
isolierten Sporen. (D) Mikrso-
kopische Aufnahme des
| “- | gemahlenen Sporenextraktes.

5.3.10 Behandlungen von M. truncatula

e Behandlung von M. truncatula Pflanzen auf Platte

Um das Wachstumsverhalten von jungen M. truncatula WT Pflanzen unter Einfluss von
GA; und dem GA-Inhibitor PAC zu analysieren, wurden diese als Keimlinge auf grof3e
Schragargarplatten mit modifiziertem Fahraeus Medium gesetzt. Das Medium enthielt 10
M GA;, 10° M PAC bzw. 0,001 % EtOH (Mock). Pro Behandlung wurden 20 Pflanzen
analysiert, hierflir wurden je 5 Platten mit jeweils 4 Pflanzen besetzt. Die Pflanzen wurden
bei 25 °C inkubiert (Tag-Nacht-Rhythmus 16 h/ 8 h). Das Wachstum der Pflanzen wurde
fotografisch dokumentiert. Nach 15 d wurden die Pflanzen geerntet und die Spross- und
Wurzellange gemessen sowie die Anzahl der Seitenwurzeln vermerkt. Die Wurzeln
wurden aullerdem flr die morphometrische Analyse der Kortexzellen am Mikroskop

verwendet.

e Behandlung von M. truncatula Wildtyp Pflanzen im Topf

Um das Wachstumsverhalten von adulten M. truncatula Wildtyp Pflanzen unter Einfluss
von GA; und dem GA-Inhibitor PAC zu analysieren, wurden diese 4 w lang auf Fahraeus-
Schragargarplatten bei 25 °C angezogen (Tag-Nacht-Rhythmus 16 h/ 8 h). AnschlieRend
wurden die Pflanzen in 50 ml Kultivierungsgefalie, welche vier Locher am Boden besitzen
eingepflanzt. Die GefalRe wurden mit Alufolie ummantelt und mit sterilen Steinchen, als
auch einer sterilen Mischung aus Sand und Kies im Verhaltnis 4:1 befillt. Jeweils ein

Pflanzchen wurde in ein Gefall eingepflanzt und bei 25 °C und einem Tag-Nacht-
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Rhythmus von 16 h/ 8 h inkubiert. Um die Pflanzchen vor Austrocknung zu schitzen
wurde eine durchsichtige Folie um die Pflanzchen gespannt, welche nach oben gedffnet
war. Je Behandlung wurden 20 Pflanzen analysiert. Die Pflanzchen wurden 2x pro Woche
mit je 5 ml 0,5x Long Ashton Nahriésung (Hewitt, 1966), welche mit der jeweiligen
Substanz supplementiert war, gegossen (10° M GA;, 10° M PAC bzw. 0,001% EtOH
(Mock)). Zudem wurde dH,O nach Bedarf gegossen. Das Wachstum der Pflanzen wurde
im Topf fotografisch dokumentiert. Nach 5 w wurden die Pflanzen geerntet. Nachdem das
Substrat von den Wurzeln abgewaschen wurde, konnten die Pflanzen in einer Schale mit
Wasser fotografiert werden. Fur die statistische Wachstumsanalyse wurde die
Sprosslange gemessen, die Anzahl der Sprosstriebe gezahlt sowie die Langen und
Anzahl der Internodien vermerkt. Desweiteren wurde die Wurzelldnge gemessen und die
primaren sowie sekundaren Seitenwurzeln gezahlt. Zudem wurde das Gewicht des

Sprosses und der Wurzel ermittelt.

e Behandlungen von M. truncatula Pflanzchen in Fliissigmedium

Um zu untersuchen wie sich die Expression spezifischer Gene durch eine bestimmte exo-
gene Behandlung verandert, wurden 10 d alte Pflanzchen in Flissigmedium behandelt.
Zur Vorbereitung der Behandlung wurden M. truncatula Wildtyp Keimlinge auf modifizierte
Fahraeus-Schragargarplatten gesetzt und bei 25 °C mit einem 16 h Licht und 8 h
Dunkelheit Zyklus inkubiert. Der Wurzelbereich wurde durch Aluminiumfolie vor Licht ge-
schitzt. Nach 10 d konnte die eigentliche Behandlung durchgefiihrt werden. Hierflr
wurden in der Regel jeweils vier M. truncatula Pflanzchen in 2 ml Reaktionsgefalen plat-

ziert und mit 2 ml der gewiinschten Substanz inkubiert (Abb. 5.6).

Abbildung 5.6 Behandlung von
M. truncatula Pflanzchen. Jeweils
4 10 d alte M. truncatula Pflanzchen
wurden in ein 2 ml Reaktionsgefaf’
platziert und mit der gewilinschten
Substanz inkubiert. Die Behandlung
fand in kleinen Treibhdusern statt.
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Fir die Inkubation wurden die Pflanzchen in kleine Treibhdausern gestellt, welche flr aus-
reichende Feuchtigkeit mit dH,O bespriht wurden. Die Behandlung fand bei 25 °C im
Pflanzeninkubator mit einem Zyklus von 16 h Licht (62,5 pE/sm?) und 8 h Dunkelheit statt.
Bei einer Inkubation von 15 min, 30 min oder 6 h, wurden die Pflanzen konstant in Licht

gehalten. Nach der Behandlung wurden die Wurzeln abgeschnitten, kurz abgetrocknet
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und bis zur RNA-Extraktion bei -80 °C aufbewahrt.

Fir die Behandlung mit SE wurden jeweils 250 ul des SEs oder der jeweiligen Phase mit
1750 pl M Medium (M-S 20 uM ) vermischt. Zur Inkubation mit Hormonen und anderen
Substanzen, wurden diese geldst und in gewlinschter Konzentration dem Medium zuge-

setzt. Zur jeder Behandlung wurden Mock-Kontrollen mitgefihrt.

5.3.11 Behandlung von M. truncatula Wurzelkulturen

e GA;- und PAC-Behandlung

Um die Auswirkung einer exogenen Behandlung mit GA; oder PAC auf M. truncatula
Wourzelkulturen zu untersuchen, wurden diese auf M+S Medium angezogen. Nach etwa 2
w wurden die frisch angewachsenen Wurzeln auf neues Medium umgesetzt, welches mit
10° M GA;, 10° M PAC bzw. Mock (0,001 % EtOH) supplementiert wurde. Es wurden
jeweils drei Insertionslinien des Leervektors und MIG1 OE verwendet. Je Behandlung und

Insertionslinie wurden drei Replikate angesetzt.

e Phosphatbehandlung

Um zu testen ob die Expression von Genen durch Phosphat beeinflusst wird, wurden
Wurzelkulturen mit unterschiedlichen Phosphatkonzentrationen behandelt. Hierzu wurden
Wurzeln auf Platten mit M+S Medium angezogen, diese Platten hatten die Ubliche Phos-
phatkonzentration von 35 yM KH,PO,. Nach etwa 4 w wurde die Behandlung in 1x M+S
Flussigmedium durchgefihrt. Hierfir wurden je 70 ml Medium inklusive 1 % Saccharose
mit 0 M, 35 pM oder 1 mM KH,PQO, versetzt. Die Behandlung fand in Erlmeyerkolben bei
27 °C in Dunkelheit und 90 rpm statt. Nach 48 h wurden die Wurzeln geerntet, indem sie

kurz auf Filterpapier getrocknet und anschlieend bei -80 °C aufbewahrt wurden.

5.3.12 Infiltration von N. benthamiana

Um Proteine heterolog und transient in N. benthamiana zu exprimieren wurden etwa 5 w
alte Pflanzen durch eine Infiltrationsmethode mit A. tumefaciens GV3101 transformiert.
Die Bakterien wurden frisch auf LB-Platten mit den entsprechenden Antibiotika ausgestri-
chen. Am Tag vor der Infiltration wurden die A. tumefaciens Stdmme mit den
gewtunschten Plasmiden in LB Medium inokuliert und bei 28 °C und 200 rpm inkubiert.
Zusatzlich wurde der A. tumefaciens Stamm K5A018, welcher das Plasmid p19 enthalt
angeimpft (Voinnet et al., 2003). Das p19 Protein aus dem tomato bushy stunt virus wirkt
als Suppressor von pflanzlichem gene silencing und verbessert so die Expression der
gewlnschten Gene. Sobald die Zellen die exponentielle Wachstumsphase erreicht hatten
(ODggg 0,4 — 0,8), wurden diese geerntet. Dazu wurde die Kultur in 50 ml Réhrchen Uber-
fuhrt und 15 min bei 4.000 rpm und RT pelletiert. Das Zellpellet wurde in
Infiltrationslésung aufgenommen und so eine ODgyo von 0,5 (Lokalisation), 0,8 (BiFC) oder

1 (Expressionstest) eingestellt. Die Zellen wurden fiir 2 — 3 h bei RT in kubiert und an-
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schlie®end im Verhaltnis 1:1 (Lokalisation, Expressionstest) bzw. 1:1:1 (BiFC) gemischt.
Die Tabakpflanzen wurden in der Zwischenzeit gut gewassert um die Stomatadffnung zu
gewahrleisten und die zu infiltrierenden Blatter markiert. Fir die Infiltration wurde eine 2
ml Spritze ohne Nadel verwendet. Die Bakteriensuspension wurde mit leichtem Druck in
die Unterseite von 3 Blattern pro Pflanze infiltriert. Die Pflanzen wurden anschlieflend ftr
eine effiziente Transformation bei 22 °C inkubiert. Nach 2 - 3 d konnten die Blatter unter

dem Mikroskop analysiert bzw. geerntet werden.

5.3.13 Bimolekulare Floureszenz-Komplementation (BiFC)

Um die Interaktion von Proteinen zu testen wurde die Methode der Bimolekularen Fluo-
reszenz-Komplementation angewandt. Die zu testenden Proteine wurden N-terminal mit
dem N-terminalen (N-YFP) bzw. C-terminalen Teil des YFPs (C-YFP) fusioniert. Die Infilt-
ration von N. benthamiana Blattern wurde wie in 5.3.12 beschrieben durchgefiihrt. Far
jede zu testende Kombination wurden pro Durchgang drei Blatter einer Pflanze infiltriert.
Jede Kombination wurde mindestens zweimal wiederholt und jeweils in beide Richtungen
getestet. Nach 48 — 60 h Inkubation bei 22 °C wurden je Blatt drei Ausschnitte mit Hilfe
des Konfokalmikroskop ausgewertet. Als Positivkontrolle wurde unter anderem AtbZip63
verwendet welches Homodimere bildet (Walter et al., 2004). Des Weiteren wurden aus
der Literatur bekannte Interaktionen zwischen den zu testenden GRAS-Proteinen als Kon-
trollen verwendet (Tabelle 5.4). Als Negativkontrolle wurden die Proteine mit dem

jeweiligen Leervektor infiltriert.

Tabelle 5.4 Auflistung der Kontrollen fiir die BiFC.

N-YFP Fusion C-YFP Fusion Referenz
Positivkontrollen
AtbZIP63 AtbZIP63 Walter et al. (2004)
MtRAM1 MtRAD1 Xue et al. (2015) (Lj)
MtRAD1 MtRAM1 Park et al. (2015) (Mt)
MtNSP2 MtRAD1
MtRAD1 MtNSP2 Xue et al. (2015) (L))
MtRAM1 MtRAM1
MtNSP1 MtNSP1
MINSP2 MINSP2 Hirsch et al. (2009)
MtNSP1 MtNSP2
MtNSP2 MtNSP1
MIRAMA MINSP2 Gobbato et al. (2012)
MtNSP2 MtRAM1
Negativkontrollen
EV X
X EV )
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5.4 Biochemische Methoden

5.4.1 Poteinextraktion aus N. benthamiana Blattern

Zur Uberpriifung der heterologen Expression von GFP-fusionierten Proteinen in N. bent-
hamiana Blattern, wurden diese 3 d nach Infiltration geerntet. Hierzu wurden jeweils vier
Blattscheiben mit einem 15 mi-Falkon ausgestanzt und in einem 2 ml- Gefa sofort in
Stickstoff eingefroren. Die Proteine wurden durch 30 s Mérsern des gefrorenen Blattmate-
rials mit einem Pistill und anschlieRender Zugabe von 500 pl Proteinextraktionspuffer
extrahiert. Nach 10 min Inkubation auf Eis wurden die Proben bei 4 °C und 13.200 rpm 10
min zentrifugiert um Zelltrimmer von den gelésten Proteinen im Uberstand zu trennen.
Der Uberstand wurde mit der geeigneten Menge 4x SDS-Ladepuffer gemischt, 10 min bei

95 °C aufgekocht und anschlieend einer Immunodetektion unterzogen.

5.4.2 SDS-PAGE, Western Blot und Immunodetektion

Zur Auftrennung von Proteinen wurde die diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) angewandt. Dabei wurden Proteinextrakte mit 1x SDS-
Laufpuffer versetzt und bei 95 °C 10 min aufgekocht und anschlieend in ein SDS-Gel
geladen. Pro Tasche (1 mm Dicke) wurden 25 ul Probe bzw. 6 ul Color Protein Standard
(NEB) geladen. Bei Fusionsproteinen mit einer Grofde von etwa 90 kDa wurde ein 5 %
Sammelgel und ein 8 % Trenngel verwendet. Als Laufpuffer wurde der 1x SDS-Laufpuffer
verwendet. Die Proteine wurden bis die Lauffront das Trenngel erreicht hatte bei 60 V und
anschlieBend bei 120 V aufgetrennt. Zur Uberpriifung der Proteinextraktion wurde ein Gel
fur 30 min schwenkend in Coomassie-Farbeldsung inkubiert. Anschlieend wurde das Gel
1 h - UN in Entfarbelésung entfarbt, bis der Hintergrund durchsichtig erschien.

SDS-Gele wurden auf Nitrocellulose Membran in 1x Blotting Puffer bei konstanten 100 V
(350 mA) mit Kiihlung bei RT geblottet. Die Ubertragung der Proteine wurde anschlieRend
durch eine Ponceau S Farbung tberprift. Hierfir wurde die Membran 2 x in dH20 gewa-
schen und anschlieBend in Ponceau S Farbelésung fur 20 min schwenkend inkubiert.
Nun wurde der Hintergrund mit dH,O entfarbt und die Proteine erschienen als rote Ban-
den auf der Membran. Ein kurzes Schwenken in 0,1 M NaOH entfarbte die Membran,
nach erneutem Waschen in dH,O konnte die Immunodetektion begonnen werden.

Die freien Bindestellen auf der Membran wurden in 1x PBST mit 10 % (w/v) Magermilch-
pulver fir 1 h bei RT blockiert. Nach einmaligem Waschen mit 1x PBST flir 5 min wurde
die Membran mit dem Primarantikérper inkubiert. Hierflir wurde Anti-GFP Antikérper (Ka-
ninchen) in 1x PBST mit 5 % (w/v) Magermilchpulver 1:4000 verdinnt und die Membran
UN schwenkend bei 4 °C inkubiert. Anschlieend wurde die Membran 3x 10 min in PBST
gewaschen. Der Peroxidase-konjugierte Sekundarantikdrper Anti-Kaninchen (Ziege) wur-
de in 1x PBST mit 5 % Magermilch fur 1 h bei RT auf die Membran gegeben. Nach
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erneutem dreimaligen waschen fur je 10 min mit 1x PBST konnten die Signale auf der
Membran detektiert werden. Hierfir wurde die Chemilumineszenzlésung auf die Membran
pipettiert, diese in Klarsichtfolie eingepackt und im Dunkeln 2 min inkubiert. Anschlielend

konnte die Membran im digitalen Chemilumineszenz-Detektor angeschaut werden.

5.4.3 Hefe-Zwei-Hybrid (Y2H) System

Zur Untersuchung von Protein-Protein-Interaktionen wurde das Hefe-Zwei-Hybrid System
verwendet (Fields und Song, 1989). Diese Methode basiert auf dem Prinzip des Tran-
skriptionsfaktors GAL4 aus der Hefe S. cerevisiae, welcher sich in die DNA-Bindedomane
(DBD) und Aktivierungsdomane (AD) untergliedert. Die Fusion dieser Domanen an die zu
testenden Zielgene und deren Cotransformation in den Hefestamm AH109 ermdglicht es
eine Interaktion dieser Proteine durch die Aktivierung von Reportergenen sichtbar zu ma-
chen. Die interagierenden Proteine bringen die beiden GAL4-Doméanen in rAumliche Nahe
zueinander. Das so funktionsfahige GAL4-Protein ist fahig Reportergene, wie die
Auxotrophiemarker ADE2 (Adenin-Synthese), HIS3 (Histidin-Synthese) und die Farbreak-
tion—auslésenden Gene JlacZ (B-Galactosidase) und MEL1 (a-Galactosidase) zu
aktivieren. Ein Wachstum der Hefezellen auf Selektionsmedium zeigt demnach ob eine
Interaktion der Proteine stattfindet.

Direkte Interaktionstests wurden durch Cotransformation der zu testenden Konstrukte in
den Hefestamm AH109 durchgefihrt. Transformierte Kolonien wurden zuerst auf SD-LW
Platten und anschlieRend auf SD-LWHA Selektionsplatten inkubiert. Um die Starke einer
Proteininteraktion zu untersuchen wurden Spotting-Tests durchgeftihrt. Hierfir wurden die
transformierten Hefekolonien (5.2.6) jeweils in 500 ul dH,O resuspendiert und 10 pl der
Zellsuspension unverdinnt und in den Verdinnungen 1:10, 1:100 und 1:1000 auf SD/-LW
und SD/-LWHA Platten aufgetropft. Die Platten wurden bei 30 °C fiir 3-5 d inkubiert.

Fir die Untersuchung der GA-Rezeptoren wurde dem Selektionsmedium 0,1 mM GA;

(Stocklésung 0,1 M in EtOH) zugeflgt, um eine mdégliche Interaktion zu stimulieren.

5.4.4 Transaktivierungstest in Hefe

Far die Untersuchung einer moglichen Transaktivierungsaktivitat von Proteinen wurde das
zu untersuchende Protein an die GAL4 DNA-Bindedomane gekoppelt. Bei einer vorhan-
denen TA, findet eine Aktivierung der Reportergene statt, obwohl die GAL4
Aktivierungsdomane nicht vorhanden ist. Dementsprechend findet ein Wachstum auf Se-
lektionsmedium SD-WHA statt. Um die Starke der Transaktivierungsaktivitdt zu
untersuchen wurden Spotting-Tests durchgefuhrt. Hierfir wurde die transformierten Hefe-
kolonien (siehe 5.2.6) wie bei Interaktionstests in 500 pl dH,O resuspendiert und 10 ul der
Zellsuspension unverdinnt und in den Verdinnungen 1:10, 1:100 und 1:1000 auf SD/-W
und SD/-WHA Platten aufgetropft. Die Platten wurden bei 30°C flir 3-5 d inkubiert.
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5.5 Farbungen und Mikroskopie

5.5.1 GUS-Farbung

Um die Promotoraktivitat von spezifischen Genen zu analysieren, wurden die Promotoren
vor das B-Glucuronidase (GUS) codierende Reportergen kloniert. Die Expression des
GUS-Gens kann durch die sogenannte GUS-Farbung sichtbar gemacht werden. GUS
spaltet Glucuroniside hydrolytisch. Bei der Farbemethode verwendet man das Natrium-
salz X-GIcA (5-Bromo-4-Chloro-3-indolyl-B-D-Glucuronsaure) als Substrat, welches in die
farblose Glucuronsaure und Chloro-Bromindigo gespalten wird. Die Oxidation von diesem
fuhrt zur Dimerisierung und Prazipitation des blauen, unléslichen Dichloro-Dibromoindigo.
Fir die Farbung von M. truncatula Wurzeln wurden diese 30 min in Fixierungspuffer inku-
biert. AnschlieBend wurden diese dreimal mit dH,O gewaschen und dann in der
Farbeldsung UN bei 37 °C in Dunkelheit inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Wurzeln
dreimal mit Waschpuffer gewaschen und in 50 % EtOH gelagert. Um pilzliche Strukturen

anzufarben kann eine Gegenfarbung mit WGA-FITC durchgeflihrt werden.

5.5.2 FITC-WGA Farbung

Die FITC-WGA Farbung dient dem Anfarben von pilzlichen Strukturen sowohl aufierhalb
als auch innerhalb des Pflanzengewebes (abgewandelt nach Meyberg, 1988). Das Lektin
WGA bindet dabei spezifisch an Chitin, das gekoppelte Flourochrom FITC dient der Vi-
sualisierung der Pilzstrukturen. FITC besitzt sein Anregungsmaximum bei 492 nm und
emittiert maximal bei 520 nm. Mykorrhizierte Wurzeln von M. truncatula wurden zur Kla-
rung mit 10 % (w/v) KOH fur 30 - 60 min bei 80 °C behandelt. Falls nétig wurde die KOH-
Lésung gewechselt. Anschliefend wurden die Wurzeln dreimal mit 1x PBS gewaschen.
Die Wurzeln wurden fir 5 min in 1 % HCI angesauert. Nach einem erneuten Waschschritt
mit 1x PBS wurden die Wurzeln mit der Farbeldsung bedeckt. Die Farbelésung bestand
aus 0,02 % Tween20 und 10 pg/ml FITC-WGA in 1x PBS. Nach einer Inkubation in Dun-
kelheit Uber Nacht bei 4 °C, wurden die Wurzeln vorsichtig mit 1x PBS gewaschen. Zur
Mikroskopie wurden die Wurzeln in 1x PBS auf Objekttrager platziert. Gefarbte Wurzeln
wurden bei 4 °C in 1x PBS und Dunkelheit aufbewahrt.

5.5.3 Tinte- Essig Farbung

Die Tinte-Essig Farbung (Vierheilig et al., 1998) dient dem Anfarben von pilzlichen Struk-
turen sowohl auf3erhalb als auch innerhalb des Pflanzengewebes. Mykorrhizierte Wurzeln
von M. truncatula wurden zur Klarung mit 10% (w/v) KOH fur 30 — 60 min bei 80 °C be-
handelt. Falls nétig wurde die KOH-L6sung gewechselt. Wenn die Wurzeln durchsichtig
waren, wurden sie mehrmals mit dH,O gewaschen. Die Farbung fand flr 3 min mit 5 %

(w/v) Tinte (Pelikan, Brillant Schwarz,) in Haushaltsessig statt. Fir die Entfarbung der
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pflanzlichen Strukturen wurden die Wurzeln in 10 % Essig und unter leichtem Schwenken
UN inkubiert. Fiir die Auswertung des Mykorrhizierungsgrades wurden die Wurzeln in 100

% Glycerol auf Objekttragern plaziert und mit durchsichtigem Nagellack versiegelt.

5.5.4 Herstellungen von Wurzelquerschnitten und Toluidinblau O-Farbung

Fir die Herstellung von Wurzelquerschnitten wurden diese nach Litzelschwab fixiert und
nach dem Wasserentzug in Paraplast eingebettet. Die Schnitte wurden mit einem mecha-
nischen Mikrotom angefertigt, mit Toluidinblau O gefarbt und mit Entellan®
Dauerpraparate hergestellt.

Die Wurzeln wurden in Fixierungsldsung in 5 mm lange Segmente geschnitten und direkt
in ein 2 ml Reaktionsgefal® mit Fixierungslésung gelegt. Dinne Wurzelsegmente wurden
30 min, dickere bis zu 1 h inkubiert. Die Fixierungsldsung wurde mit Waschlésung 3x je-
weils fir 10 min ausgewaschen. Um die Wurzeln zu entwassern wurde eine EtOH-Reihe
durchgefuhrt. Jeder Schritt wurde 30 min inkubiert, die folgenden Konzentrationen wurden
verwendet: 20 %, 30 %, 50 %, 70 %, 90 %, 95 % und 100 % EtOH. Fir die Einbettung in
Paraffin wurden die Wurzeln zunachst UN in 100 % Xylol bei RT inkubiert. Das Xylol
wurde 2x gewechselt und jeweils flr 4 h inkubiert. Flr die Einbettung in Paraplast® wurde
das Xylol schrittweise durch verflissigtes Paraffin (auf 70 °C erhitzt) ersetzt. Hierzu wurde
eine 1:1 Xylol:Paraffin Mischung hergestellt und ein Teil des Xylols in den 2 ml Reaktions-
gefalRen ersetzt. Diese Mischung wurde 1 d bei 70 °C inkubiert. Die Losung wurde durch
eine 1:2 Xylol:Paraffin Mischung ausgetauscht und UN bei 70 °C inkubiert. Nun wurde
erneut ein Teil der Losung durch Paraffin ersetzt, damit das restliche Xylol verdampfen
konnte, wurde UN bei 70 °C mit offenem Deckel inkubiert. Das Paraffin wurde nun durch
reines Paraffin ersetzt. Die Einbettung in Silikonkautschukférmchen wurde mit Paraffin
vorgenommen und UN bei RT getrocknet. Die eingebetteten Proben konnten bei 4 °C
aufbewahrt werden.

Um Querschnitte der Wurzeln anzufertigen wurde ein mechanisches Mikrotom mit einem
C-Stahlmesser von Jung verwendet. Die Paraffinbléckchen wurden auf Holzbléckchen
montiert und getrimmt. Als Schnittbreite wurden 10 ym gewahlit, Die Schnitte wurden auf
handwarme Objekttrager, welche dinn mit Eiwei3glycerin und einem Tropfen dH,O be-
schichtet waren, gelegt. Nach dem die Objekttrager UN getrocknet waren konnte die
Entparaffinierung stattfinden. Hierzu wurden die Objekttrager jeweils 5 min bei RT nachei-
nander in Glaskuvetten mit den folgenden Lésungen getaucht: Xylol, Xylol, Isopropanol,
96 % EtOH, 80 % EtOH, 50 % EtOH, 30 % EtOH, dH,0O, Toluidinblau O-Farbeldsung (In-
kubation fir 30 min), dH,O, Isopropanol, Xylol, Xylol. Zur Herstellung von

Dauerpraparaten wurden die Querschnitte mit Entellan® versiegelt und UN getrocknet.
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5.5.5 Mikroskopie

Ungefarbte Wurzeln von M. truncatula sowie Wurzeln welche mittels Tinte-Essig-Methode
gefarbt waren, wurden mit einem Axio Imager Z1 Mikroskop (Zeiss) oder mit einem Leica
TCS SP5 Konfokalmikroskop im Hellfeldkanal oder im DIC-Kanal analysiert.
Fluoreszenzaufnahmen wurden mit einem Konfokalmikroskop Leica TCS SP5 durchge-
fuhrt.

WGA-FITC gefarbte Wurzeln wurden bei 488 nm mit Hilfe eines Argon Lasers angeregt,
die Emission wurde von 505 - 520 nm aufgenommen.

Fir die Analyse von heterolog exprimiertem eGFP als Fusionskonstrukt in infiltrierten N.
benthamiana Blattern wurden die epidermalen Zellen mit einer Wellenldnge von 488 nm
(Argon Laser) angeregt, die Emission wurde von 505 — 520 nm aufgenommen. Freies
DsRED wurde mit 554 nm angeregt (Argon Laser), die Emission wurde bei einer Wellen-
lange von 610 — 650 nm aufgezeichnet. Bei der Kombination eGFP und DsRED wurde
aufgrund der Uberlagerung der Spektren eine sequentielle Aufnahme vorgenommen.

Fir BiFC Analysen wurde durch einen Argon Laser bei einer Wellenlange von 514 nm
angeregt. Die Emission wurde von 530 — 605 nm aufgenommen.

Es wurden Objektive der VergrélRerung 5x, 10x, 20x und 63x (mit Wasser) verwendet.

5.5.6 Morphometrische Analyse von Wurzeln

Fir die morphometrische Analyse von Wurzeldurchmessern sowie Zellbreite und —lange
wurden mikroskopische Aufnahmen von zufalligen Ausschnitten gemacht. Dabei wurde
darauf geachtet, dass ein Abstand zu Wurzelspitzen und Seitenwurzeln besteht. Messun-
gen wurden mit dem Softwareprogramm Fiji durchgefiihrt. Die Parameter wurden mit dem

Mann-Whitney U Test auf signifikante Unterschiede getestet.

5.6 In silico Analyse

5.6.1 Statistische Tests

Zur Uberpriifung von statistischer Signifikanz wurde der Zweistichproben-t-Test durchge-
fuhrt (Quantifizierung der Mykorrhizierung, Expressionsniveaus per gPCR). Bei
Stichprobenumfangen, welche keine Normalverteilung aufweisen, wurde der Mann-
Whitney U Test angewandt (Morphometrische Analyse der Wurzeln und Zellen). Die Gro6-
e des Stichprobenumfangs (unabhangige biologische Replikate) wird mit n angezeigt.
Statistische Signifikanz wurde bei einer Verwerfung der Null-Hypothese angenommen.
Das Signifikanzniveau wurde in der Regel mit Sternchen dargestellt (*p < 0,05; **p < 0,01;
***p < 0,001). Bei komplexeren Vergleichen mehrerer Stichprobenumfange wurde die
Signifikanz mit Kennbuchstaben dargestellt. Gruppen mit unterschiedlichen Kennbuchsta-

ben (a, b,...) unterscheiden sich auf dem 5 %-Niveau.
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5.6.2 Verwendete Software und in silico Analyse

Die Identifikation von homologen Proteinen und Suche nach Sequenzen erfolgte durch
das NCBI BLAST Werkzeug (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).

Alignments wurden mit Jalview (http://www.jalview.org/download.html) oder direkt unter
Verwendung des Clustal Omega Web Service (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/)
(Sievers et al., 2011) bzw. des in MEGA 7 integrierten Clustal W erstellt.

Phylogenetische Analysen wurden im Anschluss eines Alignments mit Hilfe der MEGAG6/7
Software (http://www.megasoftware.net/) (Tamura et al., 2013) mit dem Neighbour-Joinin-
Algorithmus, einem Bootstrap von 1000 und paarweiser Liickendeletion durchgefihrt.

Zur ldentifikation konservierter Domanen wurden Motif-Scan (http://myhits.isbsib.ch/cgi-
bin/motif_scan), SMART (http://smart.embl-heidelberg.de/) und Pfam (http://pfam.sanger.
ac.uk/search?tab=searchSequenceBlock) eingesetzt.

M. truncatula Sequenzen wurden in der M. truncatula Hapmap (http://www.medicago
hapmap.org/), im DFClI Medicago Gene Index (http://compbio.dfci. har-
vard.edu/tgi/cgibin/tgi/gimain.pl?gudb=medicago) und im M. truncatula Genomprojekt des
JCV Instituts (http://jcvi.org/medicago) identifiziert und ihre Expression im Medicago gene
expression atlas (MtGEA,; http://mtgea.noble.org) (Benedito et al., 2008) Uberpruft.
Sequenzen von A. thaliana, S. lycopersicum (Huang et al., 2015) und O. sativa wurden
aus den Datenbanken https://www.arabidopsis.org, https://solgenomics.net bzw.
http://rice.plantbiology.msu.edu/index.shtml bezogen.

Fir die Bearbeitung von Sequenzen wurde die Software ApE (A plasmid Editor;
http://biologylabs.utah.edu/jorgensen/wayned/ape/) verwendet.

Chemilumineszenz bei der Immunodetektion wurde mit Hilfe der Chemi-Capt Software
(Peqlab) analysiert.

Mikroskopische Aufnahmen wurden mit den Softwareprogrammen LAS AF 2.7.3.9723
(Leica) und Zen 2.1 Blue Edition (Zeiss) durchgefuhrt. Flr die Bearbeitung von Mikrosko-
piebildern sowie morphometrische Vermessungen von Wurzeln und Zellen diente die
Software Fiji (http://fiji.sc/Fiji).

gPCR-Analysen wurden mit der Bio Rad iQ5 Software Version 2.0 ausgewertet.

Die Vorhersage von Sekundarstrukturen des N-Terminus der MIG1-verwandten Proteine
wurde mit Hilfe der folgenden 11 Webservern ausgewertet:

ProteinPredict  (https://www.predictprotein.org/), Jpred (http://www.compbio.dundee.
ac.uk/jpred/), PSIPRED (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/), PSSpred (http://zhanglab.
ccmb.med.umich.edu/PSSpred/), SABLE (http://sable.cchmc.org/), SCRATCH (http://
scratch.proteomics.ics.uci.edu/), Frag1D (http://frag1d.bioshu.se/pred/), Genesilico (http://
iimcb.genesilico.pl/), APSSP2 (http://www.imtech.res.in/raghava/apssp2/), 1D (http:// bio-
mine.ece.ualberta.ca/1D/1D.html), YASPIN (http://www.ibi.vu.nl/programs/ yaspinwww/).
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Eine Helixstruktur wurde fiir eine bestimmte Aminosaure angenommen, falls mindestens 6
Vorhersagen Ubereinstimmten (> 50 %). Die Vorhersage von DNA-Bindestellen wurde mit
PredictProtein (https://www.predictprotein.org/) durchgefihrt.

Die Vorhersage von intrinsisch ungeordneten Sequenzbereichen wurde mit PrDOS (Pro-
tein Disorder Prediction System; http://prdos.hgc.jp/cgi-bin/top.cgi) mit einer falsch-
positiven Rate von 0,5 % durchgeflihrt. Als Schwellenwert wurde der Wert 0,5 verwendet.
3D-Modellierungen der GRAS-Doméne von MIG1, MIG2 und MIG3 wurde anhand der
atomaren Koordinaten und Strukturfaktoren von OsSCL7 (Protein Datenbank RCSB, Ein-
trag 5HYZ) (Li et al., 2016) und dem Programm USCF Chimera (http://www.rbvi.ucsf.edu/
chimera) (Pettersen et al., 2004) durchgefuhrt.
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