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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Licht und Photorezeptoren

Pflanzen sind nicht in der Lage aktiv ihren Standort zu wechseln. Daher haben Pflanzen im
Laufe der Evolution einen hohen Grad an Anpassungsfahigkeit entwickelt, um ihr Wachstum
und die Reproduktion optimal auf die sie umgebenden Bedingungen auszurichten.
Sonnenlicht ist nicht nur die primare Energiequelle fir Pflanzen (Photosynthese), sondern
gleichzeitig eine wichtige Informationsquelle und von groRRer Bedeutung fiir die Modulation
von Entwicklungsprozessen. Vom Einfluss des Lichts sind zum Beispiel die Samenkeimung,
die Deetiolierung des Keimlings, Gravitropismus und Phototropismus, Chloroplasten-
entwicklung und —bewegung, Schattenvermeidung, zirkadiane Rhythmik und die Bluten-
bildung abhangig (Wang & Deng 2002b).

Damit sich die Pflanze optimal an ihre Umgebung und die gegebenen Lichtbedingungen
anpassen konnte, entwickelten sich wahrend der Evolution sogenannte Photorezeptoren.
Diese ermdglichen es der Pflanze Licht wahrzunehmen. Mit Hilfe dieser Photorezeptoren
kann die Pflanze Lichtintensitat, Lichtqualitat (spektrale Eigenschaften), die Richtung des
einfallenden Lichtes und die Periodizitat (Tageslange) sehr genau bestimmen. Dazu beféhigt
wird die Pflanze durch drei Hauptgruppen von Photorezeptoren: den Hellrotlicht (R, englisch:
red light) und Dunkelrotlicht (FR, englisch: far-red) (600-750 nm) absorbierenden
Phytochromen, den Blaulicht (B)/UV-A (320-500 nm) absorbierenden Cryptochromen und
Phototropinen sowie den molekular bisher nicht identifizierten UV-B (282-320 nm)
wahrnehmenden UV-B Rezeptoren. Diese Photorezeptoren nehmen das Licht wahr,
Jnterpretieren* es und leiten das Lichtsignal Uber spezielle Ubertragungswege zu
lichtregulierten Genen, die die Entwicklung der Pflanze entscheidend beeinflussen. Jede
Gruppe dieser Photorezeptoren agiert sowohl unabhangig als auch gemeinsam mit den
anderen bei der Regulation bestimmter Wege der Pflanzenentwicklung (Neff et al., 2000;
Smith, 2000; Wang & Deng 2002b).

Die Bedeutung der Photorezeptoren wird bei der Keimlingsentwicklung besonders deutlich
(Abbildung 1): In Dunkelheit gewachsene Keimlinge unterliegen dem Prozess der
Skotomorphogenese (skotos, griech.: Dunkelheit). Charakteristisch sind ein langes
Hypokotyl, geschlossene Kotyledonen, geschlossener Apikalhaken und die Entwicklung der
Proplastiden zu Etioplasten. Der Keimling erscheint mangels Chlorophyll farblos, daher wird

dieser Prozess auch Etiolierung genannt.
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Abbildung 1: Die Keimlingsentwicklung: Phénotypen von in Dunkelheit und im Licht
gewachsenen Keimlingen. In Dunkelheit und im Licht angezogene 4 Tage alte Keimlinge von
Arabidopsis thaliana.

Im Licht wachsende Keimlinge dagegen durchlaufen die Photomorphogenese
(Deetiolierung). Das Hypokotyl ist kurz, die Kotyledonen sind gedffnet und die Proplastiden
entwickeln sich zu reifen, grinen Chloroplasten, woher der Prozess der ,De-etiolierung“ auch
seinen Namen hat. Diese konzertierte Anpassung an unterschiedliche Lichtverhaltnisse ware

der Pflanze ohne Photorezeptoren nicht mdglich.

1.2 Die Phytochrome

Unter den bereits erwdhnten Photorezeptoren sind die R/FR absorbierenden Phytochrome
die am besten untersuchte Familie. Funktionelles, natives Phytochrom (Holoprotein) besteht
aus einem Dimer ca. 125 kD groRer Untereinheiten. Jedes Monomer (Apoprotein) tragt an
seinem N-Terminus ein Phytochromobilin-Molekul, ein lineares Tetrapyrrol, das als
Chromophor kovalent an einen konservierten Cysteinrest gebunden ist. Das Apoprotein kann
in zwei Hauptdomanen unterteilt werden. Die N-terminale Domane ist die Chromophor-
Bindedoméane und ist fir die Lichtwahrnehmung zustandig. Der C-Terminus vermittelt die
Dimerisierung. Bisher wurde angenommen, dass er fir die Weiterleitung des Signals
zustandig ist (Krall & Reed, 2000). Neuere, noch umstrittene Daten schlagen jedoch vor,
dass der C-Terminus die Aktivitdt des Phytochroms zwar beeinflusst, der N-Terminus aber
die wesentlichen Funktionen bei der Weiterleitung des Signals Ubernimmt (Matsushita et al.,
2003). Im C-Terminus der Phytochrome findet man zwei PAS-ahnliche Doméanen und eine

Histidin-Kinase-ahnliche Domane. Die PAS-Domanen vermitteln die Homodimerisierung der
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Phytochrome und vermitteln wahrscheinlich die Bindung anderer Proteine (Elich & Chory,
1997; Krall & Reed, 2000). Bei der Kinasedomane findet man eine Besonderheit. Bakterielle
Phytochrome sind lichtregulierte Histidin-Kinasen (Vierstra & Davis, 2000). Trotz der
vorhandenen Ahnlichkeit der Pflanzenphytochrome zu diesen Histidin-Kinasen gibt es
Ergebnisse, die sich auf Autophosphorylierungsexperimente beziehen und darauf hindeuten,
dass Pflanzenphytochrome lichtregulierte Serin/Threonin-Kinasen und keine Histidin-Kinasen
sind (Yeh & Lagarias, 1998).

Das Holoprotein kommt in zwei Konformationen vor, die sich in ihrem Absorptionsspektrum
unterscheiden und ineinander Uberfihrbar sind (Smith, 2000; Abbildungen 2 und 3).
Zunachst wird das Holoprotein in der Pr-Konformation (P = Phytochrome; r = red)
synthetisiert. Durch Absorption von Licht (mit einem Absorptionsmaximum im hellroten Licht
von Amax=660 nm) kann diese Pr-Form in die Pfr-Form (fr = far-red, dunkelrot; Amax=730 nm)
umgewandelt werden. Die Anregung durch Licht fuhrt hierbei zu einer cis-trans-
Isomerisierung des Chromophors, worauf auch die Polypeptidkette (das Apoprotein) einer
Konformationsanderung unterliegt. Ebenso kann nun die Pfr-Form durch (dunkelrotes) Licht
wiederum in die Pr-Form zurlickgewandelt werden (Abbildung 2 und 3 oben). Diese
Photokonversion fuhrt zu einem Gleichgewicht zwischen den beiden Konformationen, das
man Photoequilibrium nennt (Smith, 2000). Das Photoequilibrium kommt dadurch zustande,
dass die Absorptionsspektren der Pr- und Pfr-Konformationen zwar verschieden sind, aber

Uberlappen (Abbildung 3 oben). Daher sind immer beide Konformationen vorhanden.

Antwort:
Wellenldnge ——p Hellrot (R)\ — > Keimung
Intensitit —» Pr = Pfr Deetiolierung

Dauer — (inaktiv) Dunkelrot (FR) (aktiv) —» Schattenvermeidung

Periodizitit —» Dunkelreversion Bliihzeitpunkt

-

Synthese

Abbildung 2: Pr- und Pfr-Konformationen der Phytochrome. Die inaktive Form Pr kann durch Licht
in die aktive Pfr-Form umgewandelt werden und umgekehrt. Deetiolierung umfasst das
Hypokotylwachstum, die Offnung und das Ergriinen der Kotyledonen und die licht-regulierte
Genexpression. Grau: Phytochrom A als lichtlabiles Molekil wird Gber den Ubiquitinweg der
Degradation zugefiihrt.



Einleitung 4

Da nur die Pfr-Form physiologisch aktiv ist, kbnnen Phytochrome durch die Besonderheit der
Photoreversibilitat als eine Art ,Lichtschalter” in Bezug auf wechselnde R/FR-Umgebungen
fungieren. R/FR-photoreversible Photorezeptoren kommen bei allen griinen Pflanzen vor.
Ihre Bedeutung wird klar, wenn man genauer betrachtet, wie die Phytochrome diese Qualitat
des einfallenden Lichts als Informationsquelle nutzen kénnen (Smith & Whitelam, 1990).
Tatsachlich variieren die R/FR-Verhaltnisse betrachtlich an verschiedenen Standorten.
Direktes Sonnenlicht ist reich an hellrotem Licht (Abbildung 3, unten). Unter solchen
Bedingungen stellt sich ein Photoequilibrium ein, bei dem der Pfr-Anteil am gesamten
vorhandenen Phytochrom (Pfr/Pgesamt) ungefahr 60% betragt. Durch Beschattung sinkt das
R/FR-Verhaltnis, da unter einem Blatterdach der FR-Anteil groRer ist als in ungefiltertem
Sonnenlicht. Durch diesen erhdhten Anteil des FR wird mehr Pfr in Pr Uberflihrt und das
Photoequilibrium kann Werte erreichen, die so niedrig sind wie ein Verhaltnis von Pfr/P von
0,1. Hierbei sinkt also der Anteil der Pfr-Form an der Gesamtmenge des vorhandenen
Phytochroms, was zu einer Verstarkung des Sprosswachstums fuhrt. So versucht die
Pflanze die Beschattung zu vermeiden, um das fur die Photosynthese notwendige

Sonnenlicht optimal ausnutzen zu kénnen (Smith, 2000).

Absorptionsspektrum
Pr

T T I T
400 GO0 GO0 700 nm

unter einem Blatterdach

Abbildung 3: Absorptionsspektrum der Phytochrome und spektrale Zusammensetzung des
Lichts. Absorptionsspektren des Phytochroms in seiner Hellrotlicht (Pr) und Dunkelrotlicht (Pfr)
absorbierenden Konformation (oben); Spektrum des Sonnenlichts und spektrale Eigenschaften des
Lichtes, das durch ein Blatterdach gefiltert wurde (unten); aus: Smith, 2000.
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Diese Schattenvermeidungsantwort ist eine sogenannte low fluence response (LFR), die die
klassische Phytochrom-Funktion beinhaltet, deren Charakteristikum die soeben geschilderte
R/FR-Photoreversibilitat ist (Reed et al., 1993). Eine LFR wird normalerweise durch hellrotes
Licht von Photonenflussraten tiber 1 ymol m? s™ induziert. Neben dieser Antwort gibt es zwei
weitere Phytochrom-gesteuerte Antworten auf Licht, die jedoch beide nicht die klassische
R/FR-Photoreversibilitdt zeigen: die very low fluence response (VLFR) und die Dunkelrot-
licht-abhangige high irradiance response (FR-HIR). Eine VLFR kann durch extrem niedrige

Photonenflussraten von unter 0,01 umol m? s’

ausgelost werden und der Anteil an
gebildetem Pfr ist sehr niedrig (Pfr/Pgesamt < 3 %). Dies ist zum Beispiel besonders wichtig
fur die Keimung, wenn der Same einige Millimeter unter der Erde liegt. Hier reichen einzelne
Lichtpulse aus, um eine Antwort zu induzieren. Die Wellenlange des einfallenden Lichtes
spielt bei der VLFR eine untergeordnete Rolle, da eine VLFR durch Bestrahlung mit Licht der
Wellenlangen 300 bis 780 nm ausgeldst werden kann (Shinomura et al., 1996; Casal et al.,
1997). Die FR-HIR ist abhangig von der Dauer (Kontinuitdt) und der Intensitat
(Photonenflussrate) der Bestrahlung. Offenbar ist der Keimling Uber diesen Modus in der
Lage, die Menge der in einer bestimmten Zeit eintreffenden Photonen genau zu bestimmen.
Der Mechanismus der Reaktion ist noch nicht bekannt, auch wenn gerade hier wohl die

Photokonversion eine wichtige Rolle spielt (Shinomura et al., 2000).

FRc VLF- R
Bedingungen

Y Y

IFR-HIR / VLFRI LFR

v v

Deetiolierung

Abbildung 4: Die Antworten der Phytochrome auf verschiedene Lichtbedingungen im
Keimlingsstadium. FRc: kontinuierliches dunkelrotes Licht; VLF: very low fluence; R: hellrotes Licht;
LFR: low fluence response; VLFR: very low fluence response; FR-HIR: Dunkelrotlicht-abhangige high
irradiance response .
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Phytochrome werden von einer Multigenfamilie kodiert. In Arabidopsis existieren finf Gene,
die Phytochrom A (PhyA) bis PhyE genannt werden (Clack ef al., 1994; Sharrock & Quail,
1989). phyB bis phyE sind im Licht stabil. Unter ihnen wird phyB am starksten exprimiert
(Clack et al., 1994) und scheint auch die gréf3te Bedeutung fir diese Gruppe der
Phytochrome zu haben. Erst in letzter Zeit konnte durch die Analyse von Doppel- und
Mehrfachmutanten auch den Phytochromen C-E eine besondere, eigene Bedeutung neben
den zu phyB redundanten Funktionen zugeschrieben werden (Devlin et al., 1999;
Eichenberg et al., 2000; Franklin et al., 2003; Monte et al., 2003). Durch Untersuchungen
von Phytochrom-Nullmutanten und zuséatzliche Uberexpressionsstudien konnte gezeigt
werden, dass diese Gruppe der Phytochrome, insbesondere phyB, die Antwort von Pflanzen
auf kontinuierliches hellrotes Licht regulieren. phyB vermittelt hierbei die oben erwahnte LFR,
als Reaktion auf R-reiches Licht (Abbildung 4). Neben der Hemmung des Langenwachstums
und der Schattenvermeidungsantwort ist auch die Hemmung der Blihinduktion eine wichtige
Funktion dieses Phytochroms (Devlin et al., 1996).

Phytochrom A (phyA) vermittelt als einziger Photorezeptor die Antworten auf kontinuierliches
dunkelrotes Licht (FR). phyA erfiillt eine spezialisierte Aufgabe bei der Samenkeimung und
vermittelt die Deetiolierung unter generell sehr geringen Lichtflussraten, unter Blaulicht
niedriger Flussraten und im kontinuierlichen FR (FRc) (Casal et al., 1997; Neff & Chory,
1998). phyA verflgt hierbei Uber die zwei Antwortmodi FR-HIR und VLFR (Abbildung 4).
phyA ist im Gegensatz zu allen anderen Phytochromen lichtlabil und akkumuliert nur in
Dunkelheit in groRen Mengen (Hennig et al., 1999). Die lichtinduzierte Degradation von phyA
wird durch Abbau der Pfr-Form Uber den Ubiquitinweg erreicht (Abbildung 2; Clough et al.,
1999). Daruber hinaus ist bekannt, dass in der phyA-Signaltransduktion nicht
notwendigerweise die lichtlabile Pfr-Form die ,aktive“ Konformation ist, sondern dass bei
bestimmten Reaktionen wahrend der Photokonversion von Pfr zu Pr an sich ein Signal
weitergeleitet wird (Shinomura et al., 2000). Da phyA hauptsachlich Reaktionen auf reines
FR vermittelt, wird angenommen, dass phyA unter anderem die bereits beschriebene
Schattenvermeidungsreaktion von Keimlingen hemmt. Fir Keimlinge ist es zwar wichtig, sich
durch Langenwachstum eine gute Ausgangslage fir die Lichtperzeption zu verschaffen, der
Vorrat an Nahrstoffen im Samen ist jedoch begrenzt. Daher ist eine vollstandige
Deetiolierung auch in FR-reichem Licht notwendig (Smith et al., 1997). Dies wird durch phyA
erreicht. Weiterhin spielt phyA eine Rolle bei der Férderung der Bluhinduktion (Devlin et al.,
1996).
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1.3 Die Phytochrom-Signaltransduktion

Die Identifizierung von Komponenten der Phytochrom-Signaltransduktion erfolgte zum einen
Uber genetische Studien mit Mutanten, die einen Defekt in der Lichtantwort zeigten und zum
anderen uber die Identifizierung von mit Phytochrom interagierenden Proteinen. Die so
identifizierten Faktoren der Signaltransduktion lassen sich zunachst in zwei Gruppen
einteilen: solche, die spezifisch flr den Signaltransduktionsweg eines Phytochroms sind und
solche, die ihre Funktion in dem allen Phytochromen gemeinsamen Teil des Signaltrans-
duktionsweges haben (Abbildung 5). Dies deutet wiederum auf das Wechselspiel zwischen
hochselektiven und weniger spezifischen Komponenten hin, ein weiteres Indiz fir die teils

synergistischen, teils antagonistischen Effekte aller Phytochrome.

A @D
e

FHY1

FHY3 PIF3

FAR1 COP PEF2
FIN219 |—»| DET |<4—| PEF3
SPA1 FUS RED1
EID1 HY5

PAT1

Photomorphogenese

Abbildung 5: Modell der Lichtsignaltransduktion (Smith, 2000; Wang & Deng, 2002b; Kim et al.,
2003). Negativ wirkende Faktoren sind in violett dargestellt.

Die Konformationsanderung der Phytochrome von der Pr- in die Pfr-Form fihrt zu einer
Translokation der Phytochrome in den Zellkern. Es scheint also, dass Phytochrome nicht nur
die bloRen Rezeptoren fur die Wahrnehmung der Lichtsignale darstellen, sondern auch aktiv
an der Signaltransduktion beteiligt sind. Unter Umstdnden sind sie sogar direkt in die
Aktivierung lichtregulierter Gene involviert (Kircher et al., 1999). Im Zweihybrid-System der
Hefe konnten bisher einige mdgliche Interaktionspartner der Phytochrome identifiziert
werden (Smith, 2000). Am besten untersucht wurde bisher PIF3 (phytochrome interacting
factor 3), dessen Interaktion mit phyA und phyB lichtabhangig ist (Ni et al., 1998 & 1999;
Zhu et al., 2000). PIF3 ist ein basisches Helix-Loop-Helix (bHLH) Protein. Es kann an ein G-
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Box-Motiv in den Promotoren lichtregulierter Gene binden (Martinez-Garcia et al., 2000). Wie
neueste Daten zeigen, handelt es sich bei PIF3 wohl um einen negativen Regulator,
insbesondere der phyB-, aber auch der phyA-vermittelten Antworten auf Licht (Kim et al.,
2003). Es konnte gezeigt werden, dass der Weg vom Uber Phytochrom wahrgenommenen
Lichtsignal bis zur Regulation lichtgesteuerter Gene mittels des Phytochrom-interagierenden
PIF3 sehr kurz sein kann. (Martinez-Garcia et al., 2000). Das mit PIF3 nah verwandte HFR1
(auch REP1 oder RSF1 genannt) ist ebenfalls ein bHLH-Protein und wurde zunachst als
phyA-spezifischer Faktor identifiziert (Fairchild et al., 2000; Soh et al., 2000; Fankhauser et
al., 2000). Bisher konnte keine direkte Interaktion zwischen HFR1 und den Phytochromen
nachgewiesen werden. Neueste Daten deuten jedoch darauf hin, dass HFR1, neben seiner
Rolle in der phyA-Signaltransduktion, eine Funktion in der Cryptochrom-Signaltransduktion
hat (Duek & Fankhauser, 2003). Dies zeigt wiederum deutlich, wie verwoben das Netz der

Lichtsignaltransduktion ist.

Seit langerer Zeit sind mehrere positive Faktoren bekannt, die spezifisch fur die phyA-
Signaltransduktion sind. Diese wurden Uber die Reduzierung der phyA-vermittelten
Antworten ihrer mutanten Allele identifiziert. FHY1, FHY3, FAR1, FIN219 und PAT1 konnten
mittlerweile auch auf molekularer Ebene charakterisiert werden (Desnos et al., 2001; Wang
& Deng, 2002a; Hudson et al., 1999; Hsieh et al., 2000; Bolle et al., 2000; Spiegelman et al.,
2000). Keimlinge, die mutierte Allele von FHY1 oder FHY3 trugen, wurden identifiziert, da sie
im FR ein, im Vergleich zum Wildtyp, langes Hypokotyl zeigten (Whitelam et al., 1993). lhre
Antwort auf hellrotes Licht war dagegen normal. Diese und weitere Daten belegen, dass die
Phanotypen phyA-abhangig sind (Barnes et al., 1996). In fhy1 Mutanten sind sowohl die FR-
HIR als auch die VLFR betroffen (Barnes et al., 1996), jedoch sind nicht alle phyA-
vermittelten Antworten beeintrachtigt (Johnson et al., 1994). Pflanzen, die ein mutiertes fhy3
Allel tragen, zeigen starke Defekte in der FR-HIR, sind in der VLFR jedoch kaum betroffen.
Aufgrund der pleiotropen Effekte kann postuliert werden, dass FHY1 und FHY3 bereits friih
in der phyA Signaltransduktion eine Rolle spielen (Whitelam et al., 1993; Yanovsky et al.,
2000; Wang & Deng, 2002a).

FHY1 kodiert ein 23kD grof3es Protein, das reich an Serin und Glutaminsaure ist. FHY1 zeigt
Uber seine gesamte Sequenz keine ausgepragte Ahnlichkeit zu Proteinen bekannter
Funktion, allerdings ist in einer Region von ungefahr 20 Aminoséuren eine Ahnlichkeit mit
der Phytochrom PAS-A Doméne vorhanden. Jedoch ist nicht bekannt, ob diese Ahnlichkeit
von signifikanter Bedeutung ist (Desnos et al., 2001).

FHY3 ist ein konstitutiv kernlokalisiertes ca. 92kD grofles Protein und weist eine hohe
Ahnlichkeit (50% identische, 75% ahnliche Aminosauren) zu FAR1 auf, welches ebenfalls ein

phyA-spezifisches Signaltransduktionsintermediat ist. Beide gehéren einer Multigenfamilie
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an, besitzen ein coiled-coil Motiv und eine mogliche NLS. FHY3 und FAR1 kénnen
miteinander interagieren, was die Hypothese nahe legt, dass sie als Hetero- und/oder
Homodimerkomplex variierende Signale in der phyA Signaltransduktion integrieren kénnten
(Wang & Deng, 2002a). Mittlerweile konnte gezeigt werden, dass FHY3 und FAR1
Transposase-ahnliche Proteine kodieren, die in die Regulation der Genexpression durch den

phyA Signaltransduktionsweg involviert sind (Hudson et al., 2003).

Bei Untersuchungen von Mutanten der Lichtsignaltransduktion zeigten einige der
identifizierten Mutanten konstitutive Photomorphogenese. Konstitutive Photomorphogenese
liegt dann vor, wenn die Keimlinge auch in Dunkelheit den Phanotyp von im Licht
gewachsenen Keimlingen zeigen. Diese grofe Klasse von Mutanten sind die constitutive
photomorphogenic (cop), de-etiolated (det) und fusca (fus) Mutanten, die schon friih bei der
Suche nach Mutanten mit veranderten Skotomorphogenese-Phanotypen identifiziert wurden.
Diese Mutanten sind meist rezessiv und zeigen pleiotrope Phanotypen, so dass man
allgemein davon ausgeht, dass die COP/DET/FUS Loci Faktoren kodieren, die die
Photomorphogenese im Dunkeln unterdriicken und spat in der Signaltransduktion unterhalb
der Phytochrome und Cryptochrome agieren (Quail, 2002).

cop1 (constitutive photomorphogenic 1) wurde als eine dieser Mutanten identifiziert. COP1
enthalt drei strukturelle Doméanen: ein N-terminales RING Finger Motiv, eine coiled-coil
Domaéane und eine WD-Repeat-Doméane mit sieben WD-40-Wiederholungen (Abbildung 5 B).
Alle drei Doméanen sind essentiell fur die Funktion von COP1 in vivo (McNellis et al., 1994;
Torii et al., 1998). WD-Repeat-Domanen sind generell nur minimal konserviert, kommen
jedoch bei allen Eukaryoten vor. Eine WD-Repeat-Einheit besteht aus ca. 40-60
Aminosauren. Typischerweise zeigen sie 11-24 Aminosauren von ihrem N-Terminus ein
Glycin-Histidin-(GH)-Dipeptid und enden mit einem Tryptophan-Asparaginsaure-(WD)-
Dipeptid. Dazwischen befindet sich die ca. 40 Aminosauren lange Kernsequenz. Eine
Wiederholungseinheit nennt man daher WD-40 Repeat. Man nimmt an, dass alle WD-
Repeat-Proteine eine zirkulare B-Propellerstruktur einnehmen (Smith et al.,, 1999; Li &
Roberts, 2001). WD-Repeat-Proteine kénnen eine Vielzahl verschiedener Funktionen haben.
Es wird angenommen, dass das WD-Repeat, als Basis (scaffold) fur koordinierte
Multiprotein-Komplexbildungen dienen kann (Smith et al., 1999).

Uber das WD-Repeat kann COP1 mit HY5, einem bZIP Transkriptionsfaktor, interagieren
(Ang et al., 1998). HY5 ist ein positiver Regulator der Photomorphogenese und férdert die
lichtregulierte Entwicklung, indem es entsprechende Gene aktiviert. COP1 inaktiviert HY5 in
Dunkelheit, in dem es dieses Protein (und auch HYH, ein zu HY5 homologes Protein) einem
Modell zufolge der darauffolgenden Degradation zufuihrt (Osterlund et al., 2000). Hierbei fallt
COP1 die Funktion einer E3-Ubiquitinligase zu (Saijo et al., 2003; Abbildung 6A). Die direkte
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Interaktion mit COP1 findet in erster Linie in Dunkelheit statt. Im Dunkeln ist COP1 im Kern
lokalisiert, wird jedoch im Licht inaktiviert und aus dem Zellkern geschleust (von Arnim &
Deng, 1994; Abbildung 6B).

cors [T THR

RING finger i

bZIP HY5
= 1@
E1

Degradierung durch das Proteasom A
Licht Dunkel
R h
Cytosol Zellkern Cytosol Zellkern
- J \_ J
Photomorphogenese keine Photomorphogenese
B

Abbildung 6: Modell fiir die Repression der Photomorphogenese durch COP1. A: Modell des
Mechanismus, der zur Degradierung von HY5 fihrt (nach Osterlund et al., 2000). COP1 fungiert
moglicherweise als eine E3-Ubiquitinligase.Die Ubiquitinierung von Proteinen erfordert die konzertierte
Aktion von drei Enzymen, einem Ubiquitin-aktivierenden Enzym (E1), einem Ubiquitin-konjugierenden
Enzym (E2) und einer Ubiquitin-Ligase (E3). Die E3-Ligase ist fur die Substratspezifitat zustandig, da
dieses Enzym direkt mit dem zu ubiquitinierenden Protein interagieren muss. B: Im Licht bindet HY5
an Elemente von lichtregulierten Promotoren (LRE = light regulatory elements) und aktiviert die
Transkription der lichtinduzierten Gene. Die Photomorphogenese kann stattfinden, wahrend der
Repressor COP1 sich im Cytosol befindet. Im Dunkeln befindet sich COP1 im Zellkern, wo es den
Transkriptionsfaktor HY5 reprimiert. Dieser kann die Transkription der lichtinduzierten Gene nicht
aktivieren und es findet keine Photomorphogenese statt.



Einleitung 11

Alle bisherigen Ergebnisse deuten darauf hin, dass COP1 die Degradation von HY5 und
anderen positiv wirkenden Substraten, wie LAF1 (Seo et al, 2003), lber das 26S Proteasom
vermittelt (Osterlund et al., 2000; Holm et al., 2002; Abbildung 6 A, B). COP1 spielt somit als

Repressor eine Schllsselrolle bei der Regulation der Lichtsignaltransduktion.

1.4 SPA1 - ein negativer Regulator in der phyA-Signaltransduktion

Bisher konnten nur zwei negativ wirkende spezifische Regulatoren der Phytochrom A-
Signaltransduktion identifiziert werden. EID1 (empfindlicher im dunkelroten Licht) ist ein F-
Box Protein und kdnnte daher daran beteiligt sein, aktivierte Komponenten der phyA-
Signaltransduktion der Ubiquitin-abhéngigen Degradation zuzufihren. Pflanzen, die mutierte
eid1-Allele tragen, zeigen eine hypersensitive Reaktion auf FRc (Blche et al., 2000; Dieterle
et al., 2001). Weiterfuhrende Studien zeigten, dass EID1 wohl eher eine Funktion in der FR-
HIR hat und keine oder nur eine untergeordnete Rolle in der VLFR spielt (Zhou et al., 2002).
SPA1 (Suppressor of phyA-105) wurde bei der Suche nach extragenischen Mutationen
identifiziert, die in der Lage sind, den Phanotyp einer schwachen phyA-Mutante (phyA-105)
in einer lichtabhangigen Art und Weise zu unterdriicken (Hoecker et al., 1998). Die spai-
Mutationen sind rezessiv und spa7-Mutanten reagieren hypersensitiv auf R und FR, zeigen
hier also verstarkte Photomorphogenese. So sind spa7-Keimlinge im R und FR zum Beispiel
deutlich kurzer als Wildtypkeimlinge. Sie besitzen im Dunkeln jedoch keinen Phanotyp. Alle
bisher untersuchten Phanotypen sind vollstandig phyA-abhangig. SPA1 fungiert scheinbar
als phyA-abhangiger, negativer Regulator der Lichtsignaltransduktion (Hoecker et al., 1998).
Northernanalysen zeigten, dass SPA1 ein lichtreguliertes Gen ist. Sowohl im FR als auch im
R zeigte sich, dass Licht die Transkriptmengen von SPA1 schnell hochreguliert. Diese
Regulation ist phyA-abhangig, wird im hellroten Licht jedoch auch von phyB und vielleicht
auch von den anderen Phytochromen beeinflusst (Hoecker et al., 1999).

SPA1 kodiert ein etwa 114kD groRRes Protein. Am C-Terminus befindet sich eine WD-
Repeat-Domane mit 6 Wiederholungen. N-terminal zu dieser Doméane findet man in SPA1
eine mogliche coiled-coil-Domane und zwei wahrscheinlich funktionelle NLS (Kernimport-
sequenzen) (Abbildung 7A). Die transiente Expression von rekombinantem Protein hat
gezeigt, dass SPA1 tatsachlich im Kern lokalisiert ist. Der N-Terminus von SPA1 zeigt
schwache Sequenzhomologie zu einem Ser/Thr/Tyr-Kinasemotiv. Kinase- oder
Autophosphorylierungsaktivitat konnten bisher jedoch nicht nachgewiesen werden (Hoecker
et al., 1999).
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Abbildung 7: SPA1 und COP1, zwei negative Regulatoren der Lichtsignaltransduktion.
A Homologie von SPA1 zu COP1. cc: coiled-coil; NLS: Kernlokalisationssequenz
B Ein Modell fir die Funktion von SPA1

Im Bereich des WD-Repeats zeigen SPA1 und COP1, der zentrale Repressor der
Photomorphogenese, Uber 44% identische Aminosduren (Abbildung 7 A). Es ist bekannt,
dass COP1 und SPA1 miteinander interagieren, und dass diese Interaktion von den coiled-
coil Doménen der beiden Proteine vermittelt wird. Dies konnte in Hefe-Zwei-Hybrid-Analysen
sowie durch in vitro Co-Immunoprazipitationen festgestellt werden (Hoecker & Quail, 2001).
Neueste Daten deuten darauf hin, dass SPA1 an der durch COP1 vermittelten Degradation
positiver Komponenten in der Signaltransduktion beteiligt ist (Seo et al, 2003; Saijo et al.,
2003). Die Vorstellung, dass COP1 und SPA1 in einem Komplex phyA-abhangig die

Lichtsignaltransduktion modulieren (Abbildung 7 B), wird immer wahrscheinlicher.

Mittlerweile weild man, dass SPA1 zu einer Genfamilie mit vier Mitgliedern gehort. Spa7-
related 2-4 (SPA2-SPA4) zeigen alle auf Aminosaureebene im Bereich des WD-Repeat eine
hohe Ahnlichkeit zu SPA1 (58-68 % identische Aminos&uren). In ihrem N-Terminus zeigen
die Proteine deutlich geringere Ahnlichkeit. Sowohl SPA3 als auch SPA4 wurden als
negative Regulatoren der Lichtsignaltransduktion charakterisiert Keimlinge, die mutierte
Allele von SPA3 und SPA4 tragen, zeigen einen Phanotyp in R, FR und Blaulicht (B), wobei
phyA fir alle Aspekte der spa4-Phanotypen notwendig ist, wahrend fir spa3 im hellroten
Licht eventuell auch andere Phytochrome von Bedeutung sind. Sowohl fir SPA3 als auch fur
SPA4 konnte nachgewiesen werden, dass sie in vitro, wie SPA1, mit der coiled-coil Doméane

von COP1 interagieren kénnen (Laubinger & Hoecker, 2003).
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1.5 Ziele dieser Arbeit

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Funktion von SPA1 im Netzwerk der phyA-
Signaltransduktion genauer untersucht werden. Hierzu wurden verschiedene Ansatze
gewahlt. Zunachst sollte geklart werden, welchen Einfluss SPA1 auf die beiden Antwortmodi
von phyA, die VLFR und die FR-HIR, hat. Dies wirde auch helfen, die beiden Modi der
phyA-Signaltransduktion weiter zu entschlisseln.

Um SPA1 im Zusammenhang der phyA-Signaltransduktion besser einordnen zu kdnnen,
wurde anhand einer Epistasieanalyse die genetische Interaktion mit den beiden Loci FHY1
und FHY3 untersucht. Eine intensive Untersuchung der Doppelmutanten unter
verschiedenen Lichtbedingungen wirde Aufschluss Uber weitere Zusammenhange in der
Signaltransduktionskette von phyA geben und eine Positionierung von SPA1 innerhalb der
bestehenden Modelle ermbglichen.

In einem weiteren Ansatz stand die WD-Repeat-Domane im Mittelpunkt. Da diese Domane
sowohl fur die Repressorfunktion von COP1 als auch von SPA1 notwendig ist, sollte in
dieser Arbeit untersucht werden, ob das WD-Repeat von SPA1 die Funktion des COP1-WD-

Repeat Ubernehmen kann.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

211 Chemikalien und Enzyme

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien hatten in der Regel den Reinheitsgrad pro
analysis und wurden, sofern nicht anders angegeben, von den Firmen Clontech Laboratories
Inc. (USA), Difco (Detroit, USA), Invitrogen Life Technologies (Karlsruhe), Merck
(Darmstadt), Gibco BRL (Eggenstein), Serva (Heidelberg), Roth (Karlsruhe) und Amersham
Pharmacia Biotech (England) bezogen. Fur alle Lésungen wurde hochreines Wasser
verwendet, das der Qualitat von aqua bidestillata entsprach.

Restriktionsenzyme und entsprechende Puffer wurden von den Firmen Roche (Mannheim)
und MBI Fermentas (St. Leon-Rot) geliefert. Das zur Transformation von Arabidopsis
benétigte Detergenz Silwet L-77® wurde von Lehle Seeds (Round Rock, Texas, USA)

bezogen.

2.1.2 Bakterienstamme

E. coliDH%x: deoR, endA1, gyrA96, hsdR17(r,my’), recA1, relA1, supE44, thi1, F, A",
A(lacZYA-argFV169), ®800lacZAM15 (Bethesda Res. Lab., 1986)

Agrobacterium tumefaciens GV 3101 (pMK90RK) (Koncz et al., 1994)

2.1.3 Plasmide

Fir Standardklonierungen wurden die Vektoren pBluescript KSll+ (Stratagene, Heidelberg)
und pSH9 (Holtorf et al., 1995) verwendet. Flr Klonierungen in Agrobacterium tumefaciens
wurde der binare Vektor pPZP211 (Hajdukiewicz et al. 1994) eingesetzt. Zwei von Ute
Hoécker zur Verfigung gestellte Klone basierten auf der in Hellens et al. (2000)

beschriebenen 35S-Kassette.
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2.1.4 Oligonukleotide

Eine Auflistung aller in dieser Arbeit verwendeten Primer findet sich in Tabelle 1. Alle Oligo-

nukleotide wurden von der Firma Invitrogen Life Technologies (Karlsruhe) synthetisiert.

Name Sequenz (5— 3’) Verwendung
Cop1-Avall-R GTC TGG TCC CCA TGC CGG ATT |Herstellung der COP1-Sonde (R-
TCT GCTA Primer); Nachweis des Transgens

corP1NTspa1YP

Cop1-F1 GAT GCT TTC CTC ACG GCT TGT |Herstellung der COP1-Sonde (F-
Primer)

Cop1-F2 CCATCAATG CTT GTATCT GGT |RT-PCR; Nachweis des COP1-
Konstruktes

Cop1-R2 GTG ATG ATC AGC TGA TCC GAC |Nachweis des COP7-Konstruktes

Cop1L-R1 TCA CGC AGC GAG TAC CAG Nachweis des COP7-Konstruktes

cop1-4-C-F GCT GAG TGG GTC AGATTC GC | Genotypisierung der cop1-4

Mutanten

cop1-4 STOP-F

GCT GAG TGG GTC AGATTC GT

Genotypisierung der cop1-4

Mutanten
cop1-4 STOP-R |GTA CCA GAG AGA CAA GAA Genotypisierung der cop1-4
GCG GC Mutanten
Fhy3-PolyF GAA GAT ATG GAT ATT GGC Genotypisierung der fhy3-Mutanten
Fhy3-PolyR CTG CTT AGC CAT TGC AGC Genotypisierung der fhy3-Mutanten
Spal-R ATC ACT TCC ACT AAC AAATTT RT-PCR; Nachweis des
TGTTCG G COP1"TSPA1"P-Konstruktes
T3 ATT AAC CCT CAC TAAAG Sequenzierungen; Herstellung der
Spa1-Sonde
T7 AAT ACG ACT CAC TAT AG Sequenzierungen; Herstellung der

Spa1-Sonde

Tabelle 1: Die verwendeten Oligonukleotide. Die Erkennungssequenzen der Restriktionsenzyme

sind unterstrichen.
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2.1.5 Zur Verfiigung gestellte DNA-Konstrukte

Alle Konstrukte wurden von Frau Dr. Ute Hécker zur Verfligung gestellt.

Konstruktname Insertion Vektor

Spa1-35S-CaMV cassette cDNA von SPA1 35S-CaMV-Kassette
(Hellens et al., 2000)

COP1-35S-CaMV cassette cDNA von COP1 35S-CaMV-Kassette
(Hellens et al., 2000)

NT-Cop1-pBS COP1-Sequenz bp 1-1174 pBluescript
DE37 (intakte Cop1"'-Sequenz) Cop1V'-(Avall)-Spa1"*P pBluescript
DE41-3 (intakte Spa1"'°-Sequenz) Cop1V'-(Avall)-Spa1"*P pBluescript

Tabelle 2: Bereitgestellte cDNA Klone

2.1.6 Sonden

Sonde Ursprungs-DNA/Klon Fragment (bp; bendtigte Primer)
NT-COP1 FL-COP1-cDNA Cop1 (~900bp; Cop1-F1/Cop1-Avall-R)
FL-SPA1 FL-SPA1-cDNA Spa1 (~3,4kb; T3/T7-Primer)

Tabelle 3: Aufstellung der verwendeten Sonden fiir die Northern-Analyse.

2.1.7 Klonierungsstrategie fiir die verwendeten Konstrukte

Alle Konstrukte wurden unter der Kontrolle eines 35S-Promotors gerichtet in den binaren
Vektor pPZP211 kloniert. Folgende Klonierungsstrategie lag dem Experiment zugrunde:

Die Klonierung des COP1-Konstuktes erfolgte mit Hilfe des von Ute Hocker gestellten Klons
,FL-Cop1-35S-CaMV-cassette“ (pGreen). Die gesamte Cop71-cDNA-Sequenz wurde mit Hilfe
der Restriktionsenzyme Xmal und EcoRI aus diesem Klon geschnitten und in den Vektor
pBluescript ligiert. Nach einem partiellen Dau mit Sacl und EcoRI wurde die Cop 1-Sequenz
in den Vektor pSH9 Uberflihrt und von dort mit dem vektorinternen 35S-Promotor und CaMV-
Terminator Uber die Pstl-Schnittstelle in den binaren Vektor pPZP211 kloniert.

Fir das COP1-NT-Konstrukt wurde die NT-Sequenz aus dem von U. Hoécker hergestellten

Klon NT-Cop1-pBS (Vektor: pBluescript) als Xbal-Fragment in den Vektor pSH9 subkloniert
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und dann als Pstl-Fragment mit 35S-Promotor und CaMV-Terminator ebenfalls in den
binaren Vektor pPZP211 kloniert. COP1-NT umfasst die Cop1-cDNA-Sequenz vom ATG
Startkodon bis zum Basenpaar 1174, wo sich die interne Xbal-Erkennungssequenz befindet.
Fir das Hybridkonstrukt COP1N'SPA1"P-Ava wurden zwei Klone von Frau Hécker zur
Verfigung gestellt, in denen die entsprechenden Sequenzen fir Cop1 und Spaf bereits tGber
eine Avall-Schnittstelle zusammengefugt im Vektor pBluescript vorlagen. Die Klone trugen
jeweils im Cop1-Bereich (DE41-3) oder Spa7-Bereich (DE37) Mutationen. Daher wurde aus
dem Klon DE37 die Cop1-NT-Sequenz Uber einen Xmal/Avall-Verdau und die WD-Spa1-
Sequenz aus dem Klon DE41-3 Uber einen Avall/EcoRI-Verdau geschnitten, Uber die Avall-
Schnittstelle ligiert und als Xmal/EcoRI-Fragment in den Vektor pBluescript kloniert. Die
Subklonierung erfolgte als Sacl/EcoRI-Fragment in pSH9 und wiederum als letzter Schritt die
Klonierung als Pstl-Fragment in pPZP211. Als Hybridkonstrukt dienten bp1 (ATG) -1090 der
Cop1-cDNA und bp2130-3090 (TGA) der Spa7-cDNA.

In einem parallel verfolgten Ansatz wurde ein zweites Hybridkonstrukt aus COP17 und SPA1
hergestellt (COP1NT'SPA1"P-Xba). Hierbei wurden bp 1-1174 (statt 1090) von COP1 und bp
2220 (statt 2130) —3090 von SPA1 verwendet. Hierzu wurde das entsprechende SPA7-
Fragment aus dem von U. Hocker zur Verfigung gestellten Klon ,Spa1-35S-CaMV-cassette*
Uber Xbal und EcoRI in pBluescript kloniert. In die Xbal-Schnittstelle wurde anschlieend
das entsprechende NT-COP1-Fragment aus NT-Cop1-pBS kloniert. Die Fusionssequenz
wurde Uber Sacl/EcoRI in pSH9 und von dort wie schon oben beschrieben tber Pstl in den
binéren Vektor pPZP211 kloniert.

2.1.8 Pflanzenmaterial

Fur die vorliegende Arbeit wurde wildtypisches Saatgut folgender Arabidopsis thaliana
Okotypen verwendet: RLD, Columbia, Landsberg erecta. Dariiber hinaus wurden die in
Tabelle 4 aufgelisteten Linien verwendet.

Fir alle phanotypischen Charakterisierungen wurden immer die beiden mutierten SPAT-
Allele spa1-2 und spa7-3 eingesetzt. spa1-3 zeichnet sich durch eine Punktmutation aus, die
zu einem verfriihten STOP-Kodon gegen Ende des ersten Exons von SPAT fihrt (Q414 zu
STOP). Die Punktmutation in dem spa7-2 Allel dagegen fihrt zu einem STOP-Kodon im
letzten Exon und damit zu einer Trunkation (Verklirzung) der C-terminalen WD-Repeat
Domaéne. Beide Allele fiihren zu gleich starken Phanotypen (Hoecker et al., 1998 & 1999).

Fur die Herstellung der in dieser Arbeit verwendeten Doppelmutanten wurde grundsatzlich
das spa7-2 Allel eingesetzt, da die Mutation in diesem Allel durch einen
Restriktionspolymorphismus einfach von dem wildtypischen Allel zu unterscheiden ist. Bei

den Phytochrom- Mutanten phyA-101 und phyB-1 handelt es sich jeweils um Nullmutanten,
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d.h. es wird kein intaktes Phytochrom synthetisiert. fhy7-1 fehlt ein einzelner Adeninrest 617
Basenpaare 3’ abwarts des Startkodon. Dies flhrt zu einem vorzeitigen STOP-Kodon fhy3-1
tragt eine Punktmutation, die dazu fuhrt, dass die Aminosaure Arginin (R 91) in ein STOP-
Kodon gewandelt wird. In cop7-4 Mutanten werden aufgrund eines verfrihten STOP-Kodons

nur 282 statt 675 Aminosauren exprimiert.

Mutante Okotyp Referenz
spa1-3 RLD Hoecker et al. 1998
spai-2 RLD Hoecker et al. 1998
phyA-101 RLD Dehesh et al. 1993
phyB-1 RLD Reed et al. 1993
spa1-2 phyA-101 RLD / RLD Hoecker et al. 1998
spa1-2 phyB-1 RLD / RLD Parks et al. 2001
fhy1-1 Landsberg erecta Whitelam et al. 1993; Desnos et al., 2001
fhy1-1 Landsberg erecta/ RLD |erhalten von Ute Hécker
fhy3-1 Columbia Whitelam et al. 1993; Wang & Deng, 2002a
fhy3-1 Columbia / RLD erhalten von Ute Hocker
fhy1 spa1-2 Landsberg erecta / RLD | erhalten von Ute Hocker
fhy3 spa1-2 Columbia / RLD erhalten von Ute Hocker
cop1-4 Columbia Deng & Quail 1992; Holm et al., 2001

Tabelle 4: Verwendetes Arabidopsis thaliana Saatgut

2.2 Allgemeine Methoden

2.2.1 Pflanzenanzucht

Zur Anzucht auf Erde wurden Arabidopsis-Pflanzen auf Komposterde (Floraton Nr.1,
Floragard, Oldenburg) entweder in einer Anzuchtkammer bei einer konstanten Temperatur
von 23°C in einem Tag/Nacht-Rhythmus von 16/8 Stunden (h) bei einer Beleuchtung von 80
pumol'm?s” (Leuchtstoffréhren Fluora L58W/77 und Natura da Luxe L58W/76, Osram,

Berlin) kultiviert oder im Gewachshaus bei einem Tag/Nacht-Rhythmus von 14/10 h und bei
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einer Photonenflussrate von ca. 300 pmol m? s angezogen. Fiir die Samengewinnung
erfolgte die Pflanzenanzucht in Aracon-Multiplatten (Arasystems, Gent, Belgien).

Far die sterile Anzucht von Arabidopsis-Pflanzen wurde das Saatgut 10 Minuten mit 25%
Klorix (Colgate-Palmolive GmbH, Hamburg) und 0,02% Triton-X-100 oberflachensterilisiert
und anschlieBend viermal mit sterilem Wasser gewaschen. Die Samen wurden auf MS-
Medium (4,4 g/l MS-Salze/NaOH pH 5,7; 1% Agar-Agar) ausplattiert (Murashige & Skoog,
1962; Valvekens ef al. 1988). Um nach einer Transformation das Saatgut auf Anwesenheit
des transformierten Plasmids zu selektieren, wurde dem Medium 50mg/l Kanamycin
zugegeben. Zur Synchronisierung der Keimung wurde die Aussaat 48 h in Dunkelheit bei
4°C aufbewahrt. AnschlieRend wurden die Keimlinge in einem Anzuchtschrank bei 23°C in
einem Licht/Dunkel-Rhythmus von 16/8 h bei einer Beleuchtung von 40-70 ymol m? s
(Lumilux L36W/11-Tageslichtréhren, Osram, Berlin) kultiviert. Nach etwa 10 Tagen wurden
die Keimlinge auf Floraton Nr.1-Komposterde umgesetzt und in Anzuchtkammern wie oben

beschrieben kultiviert.

Sollte bei den Lichtexperimenten die Hypokotyllange der Keimlinge bestimmt werden,
wurden die Samen zunachst wie oben beschrieben oberflachensterilisiert und auf MS-
Medium ohne Zucker ausplattiert. Nach der Stratifizierung wurden die Samen drei Stunden
zur Induzierung der Keimung mit Weilllicht behandelt und anschlief3end fir 21 Stunden im
Dunkeln bei Raumtemperatur aufbewahrt. AnschlieRend wurden die Samen unter LED-
Lichtquellen (Quantum Devices, Wisconsin, USA) mit den entsprechenden Lichtqualitaten
und —intensitaten fir 3 Tage bei 21°C angezogen. Die bendtigten Photonenflussraten
wurden mit Hilfe von Photometern kontrolliert und eingestellt (Quantum Photometer Modell
LI-250, LI-COR, Lincoln, USA und SKP200, SKYE Instruments LTD, USA).

Zur Kontrolle der Experimente mit gepulstem Licht wurde eine programmierbare, digitale
Zeitschaltuhr (ChronTrol, San Diego, CA, USA) verwendet. Um Photonenflussraten zu
erreichen, die kleiner als 0.01 ymol m? s waren, wurde teilweise belichteter Réntgenfilm
(Kodak Scientific imaging films, X-OMAT, AR) definierter Transmission (10% oder 50%)

zwischen den Lichtquellen und den Platten mit Saatgut positioniert.
2.2.2 Bestimmung der Hypokotyllangen
Die Keimlinge wurden vorsichtig auf den Agar gedrickt und mit einer Digitalkamera (Pixera,

Cupertino, CA, USA oder Olympus CAMEDIA E-10, Hamburg) fotografiert. Anschlielend
wurde mit dem Programm NIH IMAGE (National Institutes of Health IMAGE software,
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Bethesda, MD, USA) die Lange der Hypokotyle bestimmt. Die statistische Auswertung dieser
Daten erfolgte mit dem Programm Kaleida Graph (Synergy Software, Reading, PA, USA).

2.2.3 Anthocyanbestimmung

Um die Akkumulation von Anthocyanen unter den verschiedenen Lichtbedingungen zu
messen, wurden jeweils funfzig Samen unter sterilen Bedingungen (siehe Abschnitt 2.2.1)
auf MS-Medium mit 2% Saccharose ausplattiert. Fiir Experimente ohne Saccharose wurden
jeweils 200 Samen auf 1%-igem Agarmedium ausplattiert. Nach entsprechender
Lichtbehandlung wurden die Keimlinge im Grunlicht in 500ul (fir 50 Keimlinge) oder 800 pl
(fir 200 Keimlinge) Extraktionspuffer (18 % Propanol, 1% HCI) aufgenommen, kurz
durchmischt und anschlieBend fiur mindestens 18 Stunden in Dunkelheit bei
Raumtemperatur gelagert. Die Proben wurden fir 20 Minuten bei 10000 Upm zentrifugiert
und der abgenommene Uberstand wurde nochmals fiir 10 min zentrifugiert (Schmidt and
Mohr 1981). Die Anthocyangehalte wurden dann spektroskopisch am Photometer (Perkin
Elmer Instruments, Lambda 25 UV/VIS Spectrometer, Norwalk, CT, USA) bestimmt (Asss-
Asso) und die ermittelten Daten anschliefend mit dem Programm Kaleida Graph statistisch

ausgewertet.

2.3.4 Adulte Phanotypen und Bestimmung des Bliihzeitpunktes

Auf MS-Platten angezogene Keimlinge wurden zunachst eindeutig in Bezug auf den Genotyp
und das Vorhandensein des Transgens identifiziert. Um die adulten Phanotypen und
Bluhzeitpunkte verschiedener Linien zu bestimmen, wurden die Keimlinge von MS-Platten
auf Erde in Multiplatten umgesetzt. Pro Linie wurden mindestens zehn Keimlinge eingesetzt.
Die Verteilung auf der Multiplatte wurde mit Hilfe des Programms Research Randomizer
(http://www.randomizer.org) zufallig (randomisiert) vorgenommen.

Zur Charakterisierung der adulten Phanotypen wurde der Gesamthabitus der Pflanzen
beurteilt. Hierzu gehoérten die RosettengrofRe, sowie Blattlange und Petiollange des Blattes,
das zum Zeitpunkt der Messung am gréf3ten war. Als Blihzeitpunkt galt der Tag, an dem die
Infloreszenz der Pflanze 1 cm hoch war. Zu diesem Zeitpunkt wurden auch die Blatter der

Rosette gezahit.
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2.3 Molekularbiologische Methoden

2.3.1 Klonierung von DNA-Fragmenten

Molekularbiologische Grundtechniken wie der Verdau von Plasmid-DNA oder PCR-
Produkten, Ligation von DNA-Fragmenten, gelelektrophoretische Auftrennung und
Anfarbung von Nukleinsauren erfolgten nach Standardprotokollen (Sambrook et al., 2001).

Fir die Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde das QIAquick-Gel-Extraction-
Kit (QIAGEN, Hilden) verwendet. Den Gellésungen wurde 1mM Guanosin zugefligt, um die
DNA vor UV-Schaden zu schitzen. Nach Elektrophorese wurden die gewlinschten DNA-
Fragmente unter UV-Licht bei 302 nm identifiziert und aus dem Gel ausgeschnitten. Die

Isolierung der Fragmente aus dem Agarosegel erfolgte nach Herstellerangaben.
2.3.2 Transformation von E.coli

Die Herstellung kompetenter E.coli-Zellen erfolgt unter Verwendung von 50mM CaCl, nach
Cohen et al. (1972). Die Zellen wurden bei —80 °C gelagert. Gefrierkompetente E.coli
Bakterien wurden mit Hilfe der Hitzeschock-Methode (Hanahan et al., 1991) mit Plasmid-
DNA transformiert. Positive Klone wurden auf LB-Platten mit entsprechenden
Antibiotikazusatzen selektiert. Die Vermehrung positiver Klone erfolgte in LB-Flissigmedium
mit entsprechenden Antibiotikazusatzen. Die gewlnschte Menge Medium wurde in einem
sterilen Erlenmeyerkolben mit dem jeweiligen Bakterienstamm (einzelne Kolonien von einer
LB-Platte) angeimpft und mit 200 Upm im Rotationsschuttler bei 37°C Uber Nacht inkubiert.

2.3.3 Isolation von Plasmid-DNA

Kleinere Mengen Plasmid-DNA wurden entweder nach der Methode der Alkalischen Lyse
(Birnboim und Doly, 1979) oder mit Hilfe des QIASpin Miniprep Kits (QIAGEN, Hilden)
isoliert. Zur Praparation groRerer Mengen (Midi-Prep aus 50-100ml Kulturen) wurden

JetStar-Saulen (Genomed, Bad Oeynhausen) nach Herstellerangaben verwendet.
2.3.4 Polymerasen-Kettenreaktion (PCR)

Mit Hilfe der PCR wurden DNA-Fragmente aus genomischer DNA von Arabidopsis thaliana
oder aus Plasmid-DNA amplifiziert. Fir analytische Zwecke wurde die Tag-Polymerase (O.
Blasing, Universitat Disseldorf) oder in speziellen Fallen die Advantage-cDNA-KlenTag-

Polymerase (Clontech, Palo Alto, USA) verwendet. Fir Klonierungen wurde die Pfu-
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Polymerase (Stratagene, Heidelberg) eingesetzt. Als Matrize dienten in einem 50 yl Ansatz
je 1 pl genomische DNA (siehe Abschnitt 2.3.6) oder ca. 2 ng Plasmid-DNA, zu der je 0,1 ug
Primer, je 2,5 mM dNTPs und 1U Polymerase mit entsprechendem Puffer zugegeben
wurden. Die Temperaturprofile fir die Reaktionen richteten sich nach den Primer-
Eigenschaften und den Vorgaben des Polymerase-Herstellers. Normalerweise wurden 30-40
Reaktionszyklen mit Hilfe des Gene Amp™ PCR System 9700 (Perkin Elmer Applied
Biosystems, Langen) durchgeflhrt.

Zur Verifizierung der Insertion des richtigen DNA-Fragments nach einer Klonierung wurde
eine PCR-Reaktion mit jeweils einem Fragment-spezifischen und einem Vektor-spezifischen

Primer durchgefihrt. Als Matrize diente ein Teil der zu untersuchenden Bakterienkolonie.

2.3.5 Semi-Quantitative Reverse Transkriptions-PCR

1 ug Gesamt-RNA (siehe Abschnitt 2.3.8 A) von drei Wochen alten Arabidopsis-Pflanzen
wurde mittels RT-PCR (SUPERSCRIPT™ Il RT, GIBCO BRL) unter Einsatz von Oligo-(dT)-
Primern nach Herstellerangaben in Einzelstrang-cDNA umgeschrieben. 2 pyl der so
erhaltenen Einzelstrang-cDNA wurden fir eine anschlieRende PCR-Amplifikation mit
KlenTaqg-Polymerase und sequenzspezifischen Primern eingesetzt. Aus dem 50 pl
Reaktionsansatz wurden nach 25, 30, 35 und 40 Zyklen 5 pl Proben entnommen, auf einem

1 %-igen Agarosegel aufgetrennt und so vergleichend quantifiziert.

2.3.6 Transformation von Agrobacterium tumefaciens GV3101

20 ng der zu transformierenden DNA (Plasmid pPZP211, Abschnitt 2.1.3) wurden zu einem
40 pl Aliquot elektrokompetenter Agrobakterien in einer Elektroporationskivette (Fa. BTX,
San Diego) gegeben und mit Hilfe des Electro Cell Manipulator 600 (Fa. ITC Biotechnology
GmbH, Heidelberg) nach Herstellerangaben standardisiert transformiert.

Uber Kolonie-PCR wurden einzelne Kolonien auf Anwesenheit des Fusionsgenes tberprift.
Darlber hinaus wurden ebenfalls Minipraparationen der zur Transformation von Arabidopsis

verwendeten Kulturen getestet.

2.3.7 Transformation von Arabidopsis thaliana mit der ,,Floral Dip“-Methode

Far die Transformation wurden aus Einzelkolonien zunachst 4 ml Vorkulturen (YEB-Medium:
5 g/l Fleischextrakt; 1 g/l Hefeextrakt; 5 g/l Pepton; 5 g/l Saccharose, 2 mM MgCl,) von
transgenen Agrobakterien fiir 48 h bei 28 °C und 200 Upm auf einem Schittler angezogen.

Diese Kulturen wurden zu 500 ml frischem YEB-Medium gegeben und weitere 24 h unter
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den gleichen Bedingungen inkubiert. Daraufhin wurden die Agrobakterien fir 10 min in
einem GSA-Rotor bei 4 °C und 3500 Upm in einer Sorvall-Zentrifuge (RC-B5, Fa. Sorvall,
Bad Homburg) sedimentiert. Die weitere Prozedur und Transformation von Arabidopsis
thaliana Pflanzen erfolgte nach dem Protokoll von Clough & Bent (1998). Pro Konstrukt
wurden wenigstens 30 Pflanzen transformiert. Nach Abtrocknen der Pflanzen wurde das
Saatgut pro Topf (jeweils zehn Pflanzen) geerntet.

Das Saatgut wurde wie unter 2.2.1 beschrieben behandelt und durch Selektion mit dem
Antibiotikum Kanamycin (50mg/l) wurden die transgenen Keimlinge identifiziert und auf Erde

umgesetzt.

2.3.8 Isolierung genomischer DNA

Zur Isolierung genomischer DNA aus Einzelpflanzen bzw. Keimlingen wurden jeweils ein
Blattchen von ca. 3 Wochen alten Pflanzen oder ganze Keimlinge in ein 1,5-ml-
Eppendorfgefald mit flissigem Stickstoff GUberfuhrt, mit einem Pistill gemdrsert und mit 400 pl
Extraktionspuffer (0,2 M Tris/HCI pH 7,5; 0,25 M NaCl; 25 mM EDTA; 0,5% (w/v) SDS)
homogenisiert (nach Edwards et al. 1991). Die Extrakte wurden bei Raumtemperatur fur 3
Minuten bei 13.000 Upm zentrifugiert (Tischzentrifuge; Centrifuge 5415 D, Firma Eppendorf,
Hamburg). Zur Fallung der DNA wurden je 300 ul der Uberstande mit dem gleichen Volumen
Isopropanol versetzt, 2 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und danach 5 Minuten bei
13.000 Upm bei Raumtemperatur zentrifugiert (Tischzentrifuge). Das Pellet wurde ca. 5 min
luftgetrocknet und in einem entsprechenden Volumen (20-100ul) TE-Puffer (10mM Tris-HCI;
1 mM EDTA,; pH 7,5) bei 4°C riickgelost.

2.3.9 Genotypisierung

Um den Genotyp von Pflanzen zu verifizieren, wurden spezielle Primer entworfen. Da es sich
bei den zu untersuchenden Linien um EMS-Mutanten handelte, die somit auf
Punktmutationen in den betroffenen Genen zuriickgehen, konnte auf zwei verschiedene
Strategien zurtickgegriffen werden. Im einfachsten Fall wurde durch die Punktmutation eine
Restriktionsstelle in der Sequenz zerstdort oder geschaffen. Nach Amplifizierung des
entsprechenden Bereiches konnte durch einen Restriktionsdau mit dem entsprechenden
Enzym das mutierte Allel vom wildtypischen Allel einfach unterschieden
(Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus, RFLP) werden. Diese Methode wurde fir den
Nachweis des fhy3-1 Allels verwendet. In diesem Allel wird durch eine Punktmutation eine
Xbal-Schnittstelle zerstort. Unter Verwendung der Primer Fhy3-PolyF und Fhy3-PolyR wurde

ein 520 bp grolRes PCR-Produkt erzeugt. Durch einen Restriktionsverdau mit dem Enzym
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Xbal konnten Wildtyp und fhy3-1 Allel unterschieden werden. Der Verdau des vom Wildtyp
stammenden PCR-Produkts liel3 ein 180 und ein 340 bp groRes Fragment erkennen.

Wurde durch die Punktmutation keine Restriktionschnittstelle verandert, so lielen sich zwei
verschiedene Allele dennoch unterscheiden. Hierbei wurden die Primer so gewahlt, dass die
letzte Base 3’ des (Hin- oder Riick-) Primers genau auf dem Mutationsort lag. Der Primer
konnte je nachdem, ob er die wildtypische oder mutierte Sequenz trug, besser oder, unter
optimalen PCR-Bedingungen, nur an wildtypische oder mutierte DNA binden. Diese Methode
wurde fir den Nachweis des cop7-4 Allels verwendet. Hierzu wurde der Primer cop1-4
STOP-R kombiniert mit dem Primer cop1-4 STOP-F eingesetzt, um das cop7-4 Allel, oder

mit dem Primer cop1-4-C-F verwendet, um das Wildtypallel nachzuweisen.
2.3.10 Isolation von Gesamt-RNA

Die Isolierung von Gesamt-RNA aus 3 Wochen alten Keimlingen erfolgte mit Hilfe des
RNeasy-Kits der Firma QIAGEN. Die Konzentrationsbestimmung der Proben erfolgte
spektroskopisch am Photometer (Perkin Elmer Instruments, Lambda 25 UV/VIS
Spectrometer, Norwalk, CT, USA). Zusatzlich wurde zur Kontrolle der Konzentrations-

bestimmung und Qualitat der Probe ein Aliquot auf einem 1 %-igen Agarosegel aufgetrennt.
2.3.11 Immobilisierung von RNA (Northern-Transfer)

Je 5 pyg RNA wurden mit Glyoxal denaturiert (McMaster & Carmichael 1977) und auf einem
1,2 %-igen Agarosegel mit MOPS-Puffer (20 mM MOPS; 5 mM Na-Acetat; 1 mM EDTA; pH
7,0) aufgetrennt. Als Langenstandard wurde der RNA-La&ngenstandard von Gibco nach
Herstellerempfehlung eingesetzt. Der Transfer auf eine Nylonmembran erfolgte fur drei
Stunden oder Uber Nacht mit 20x SSC (3 M NaCl; 0,3 M Na-Citrat) (Hybond-N; Amersham)
mit Hilfe des Turboblotters (200 x 250 mm; Schleicher-Schuell, Dassel). Zur Fixierung der
RNA wurde die Membran im UV-Crosslinker der Firma Amersham (Braunschweig) mit 300
J/im? bestrahlt und anschlieRend trocken und dunkel gelagert. Der geblottete Bereich des
Langenstandards wurde anschlieBend von der restlichen Membran abgeschnitten und einer
Methylenblau-Farbung (Wilkenson et al., 1990) unterzogen und bis zum Vergleich mit

eventuellen Signalen trocken gelagert.
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2.3.12 Herstellung radioaktiver Sonden

Die radioaktive Markierung von aufgereinigten PCR-Fragmenten erfolgte mit Hilfe des
,Megaprime DNA Labelling Kit* (Amersham) nach einer Methode von Feinberg und
Vogelstein (1983) gemal den Vorgaben des Herstellers. Pro Markierungsreaktion wurden 25
ng gereinigtes DNA-Fragment (siehe Abschnitt 2.1.6) verwendet. Zur Abtrennung nicht-
eingebauter Nukleotide und unspezifisch gebundenem a-*P-dATP wurden alle Sonden iiber
Centri-SEP-Saulen (Centri-SEP Spin Columns, Princeton Seperations, Adelphia, NJ, USA)

aufgereinigt.

2.3.13 Hybridisierung und Detektion filtergebundener Nukleinsduren

Hybridisierungen wurden nach der Methode von Church und Gilbert (1984) in einem
Hybridisierungsofen durchgefihrt. Die Membranen wurden 1 bis 2 h in Hybridisierungspuffer
(250 mM NayHPOy; 7 % (w/v) SDS; 1 % BSA; 2,5 mM EDTA; pH 7,2) bei 65°C vorhybridi-
siert. Die Hybridisierung mit der markierten, denaturierten Sonde erfolgte Gber Nacht in 10 ml
Hybridisierungspuffer. Unspezifisch gebundene Sonden wurden durch mehrere
Waschschritte von je 1 Stunde entfernt. Dazu wurden SSC-Lésungen (1x SSC: 150 mM
NaCl; 15 mM NaCitrat; pH 7,0) verwendet, wobei die Konzentration des Puffers stufenweise
reduziert wurde (2x SSC; 1x SSC; 0,5x SSC mit je 0,1 % (w/v) SDS). Die abschliellende
Waschung mit 0,5x SSC/0,1 % (w/v) SDS erfolgte in einer Schale im Wasserbad bei 65 °C
unter starkem Schiitteln. Die Filter wurden feucht in Frischhaltefolie verpackt und 48 h bis 72
h bei Raumtemperatur mit strahlungssensitiven Imager-Platten (BAS-IP-MP 2025) belegt.
Diese Platten wurden mit einem Bio-Imager (Bio-Imaging Analyzer BAS-1800, Programm:
Image Reader V 1.4E) eingelesen und die ermittelten Daten mit dem Programm Image

Gauge 3.0 (alles: Fa. Fuji Photo Film Co, Dusseldorf) ausgewertet.

2.3.14 Computerunterstitzte Sequenzanalysen

Fur die Analyse von Sequenzen, Sequenzvergleiche und die ldentifizierung von
Restriktionsschnittstellen wurden die Computerprogramme von MacMolly Tetra (Softgene
Gmbh, Bocholt; Schéneberg et al. 1994) verwendet.

Mit Hilfe des BLAST-Servers (Basic Local Alignment Search Tool; Altschul et al. 1997) des
National Center for Biotechnology Information (NCBI, Bethesda, USA, http://www.ncbi.nim.
nih.gov) wurden detaillierte Datenbankanalysen zum Sequenzvergleich auf Nukleinsaure-

und/oder Aminosaureebene durchgefiihrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Der Einfluss der spa7-Mutationen auf die VLFR und die FR-HIR

Detaillierte physiologische und genetische Analysen haben gezeigt, dass sich die phyA
Signaltransduktion in unterschiedliche Wege aufzweigt, die den beiden Antwortmodi, der
VLFR und der FR-HIR, zugeordnet werden kdnnen. So konnte zum Beispiel bei einer
Untersuchung der Arabidopsis Okotypen Columbia und Landsberg erecta festgestellt
werden, dass diese sich in ihrer VLFR unterscheiden. Hierbei wurden zwei polymorphe Loci
(QTLs, quantitative trait loci), VLF1 und VLF2, identifiziert, die bei der VLFR eine Rolle
spielen, nicht aber bei der FR-HIR (Yanovsky et al., 1997). Im Gegensatz dazu ist zum
Beispiel ein intaktes FHY3 Gen lediglich fur die FR-HIR notwendig (Yanovsky et al., 2000).
Auf der Basis der bisherigen Daten sollte die Rolle von SPA1 im Netzwerk der phyA-
Signaltransduktion naher untersucht werden. Ziel der Experimente war, den Einfluss von
SPA1 auf die phyA-vermittelte VLFR und/oder FR-HIR zu charakterisieren.

3.1.1 Deetiolierung der spa7-Keimlinge in gepulstem und kontinuierlichem FR

Der Phanotyp der spa7-Mutanten in FRc kénnte auf eine erhdhte FR-HIR, eine erhdhte
VLFR oder eine Verstarkung beider Antwortmodi zurlickgehen. Um zunéachst den Einfluss
von spal-Mutationen auf die VLFR naher zu charakterisieren, wurden Wildtyp- und spa?-
Keimlinge unter folgenden Bedingungen angezogen: unter FR Pulsen (FRp), die
ausschlieRlich eine VLFR hervorrufen und unter FRc, welches unter niedrigen
Photonenflussraten eine VLFR und unter hdoheren Flussraten in erster Linie eine FR-HIR,
aber auch eine VLFR auslost.

Sowohl unter FRc als auch unter FRp-Bedingungen zeigten spa7-Keimlinge ein im Vergleich
zum Wildtyp stark verkirztes Hypokotyl (Abbildung 8). Im Dunkeln angezogene Keimlinge
zeigten keinen Phanotyp. Um den tatsachlichen Einfluss der verschiedenen Bedingungen zu
bestimmen, wurden die Keimlinge unter verschiedenen Flussraten und Frequenzen von FRp
und FRc untersucht. Um einen direkten Vergleich zwischen den Auswirkungen von FRc oder
FRp zu ermdglichen, wurden die Keimlinge unter gleichen Gesamtphotonenflussraten
angezogen.

Betrachtet man zunachst die Antwort der Keimlinge auf FRp-Bedingungen, so wird deutlich,
dass spa7-Keimlinge unter stindlicher FRp-Behandlung eine extrem verstarkte Antwort
zeigten (Abbildung 9A): spa-Keimlinge hatten im Vergleich zum Wildtyp unter allen

eingesetzen FR-Flussraten ein stark verkurztes Hypokotyl.
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Dunkel FRp FRc

Abbildung 8: Hypokotyllaingenwachstum von Arabidopsis thaliana spa1l Keimlingen unter
stiindlichen FRp und FRc. Die Keimlinge wurden drei Tage mit stiindlichen 3-min-Dunkelrot-
Lichtpulsen (FRp) oder kontinuierlichen dunkelrotem Licht (FRc) einer Flussrate von 1800 pmol m?
bestrahlt. Die stiindliche Photonenflussrate von 1800 pymol m* entsprach einer Flussrate von 0.5 pmol
m? s FRc und einem 3-Minuten-FRp-Puls mit einer Flussrate von 10 pmol m? s, der einmal pro

Stunde gegeben wurde.

Die Sattigung dieser Reaktion auf FRp erfolgte wie bei den Wildtyp-Keimlingen bei ungefahr
2000 pmol m™, was einer klassischen VLFR entspricht (Kendrick & Kronenberg, 1994). Dies

gilt fir beide hier untersuchten spa1-Allele, spa1-2 und spa1-3.
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Abbildung 9: Hypokotyllaingenwachstum von Arabidopsis thaliana spa1l Keimlingen unter
stiindlichen FRp und FRc. Die Keimlinge wurden drei Tage mit stiindlichen 3-min-Dunkelrot-
Lichtpulsen (FRp) oder kontinuierlichem dunkelroten Licht (FRc) bestrahlt. Die gemessenen Daten der
Hypokotylldngen wurden gegen die Photonenflussrate pro Stunde aufgetragen. Fehlerbalken geben
den Standardfehler der Messungen an.

A Hypokotyllange von Wildtyp (RLD) und spa? Keimlingen unter FRp.

B Hypokotyllange von Wildtyp (RLD) und spa? Keimlingen unter FRc.
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Die Antwort der spa7-Keimlinge auf FR war unter Niedrigst-Fluence-Bedingungen (VLF),
also den entsprechenden Lichtpulsen beinahe gesattigt. Dies war an der nur leichten
zusatzlichen Hemmung des Hypokotyllangenwachstums im FRc verglichen mit unter FRp
gewachsenen Keimlingen erkennbar (Abbildung 9A und B). Daher ist unter diesen
Bedingungen auch keine eindeutige Aussage Uber den Einfluss der spa1-Mutationen auf die
FR-HIR mdglich. Die Hemmung des Hypokotyllangenwachstums bei Wildtyp-Keimlingen im
FRc war dagegen deutlich starker als unter FRp-Bedingungen. Daruber hinaus wurde die
Antwort mit steigender FRc—Flussrate verstarkt.

Zusammenfassend kann man sagen, dass die VLFR des Hypokotyllangenwachstums durch

die spa7-Mutationen deutlich verstarkt wurde.
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Abbildung 10: Hypokotyllingenwachstum von Arabidopsis thaliana phyA-101, spa1-2 phyA-
101, phyB-1 und spa1-2 phyB-1 Keimlingen unter stiindlichen FRp und FRc. Die Keimlinge
wurden drei Tage mit stindlichen 3-min-Dunkelrot-Lichtpulsen (FRp) oder kontinuierlichem
dunkelroten Licht (FRc) bestrahlt. Die gemessenen Daten der Hypokotylldingen wurden gegen die
Photonenflussrate pro Stunde aufgetragen. Fehlerbalken geben den Standardfehler der Messungen
an.

A Hypokotyllange von phyA-101 und spa1-2 phyA-101 Keimlingen.

B Hypokotyllange von phyB-1 und spa1-2 phyB-1 Keimlingen.

Da die VLFR wie beschrieben eine durch phyA vermittelte Antwort ist, sollte auch diese
verstarkte Reaktion der spa7-Keimlinge auf FR phyA-abhangig sein. Um dies zu verifizieren,
wurden Untersuchungen mit spa? phyA- und spaf phyB-Doppelmutanten durchgefiihrt.
Beide Phytochrom-Allele phyA-101 und phyB-1 sind Nullallele, d.h. es wird kein phyA bzw.
phyB gebildet. Tatsachlich zeigten spa? phyA-Keimlinge keine Reaktion auf FRp und FRc
(Abbildung 10A), wahrend die phyB-defizienten spa? phyB-Keimlinge eine ahnlich starke
Antwort wie spa7-Keimlinge zeigten (Abbildung 10B). Der hier untersuchte Phanotyp von

spa1-Keimlingen ist also phyA-abhangig.
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3.1.2 Der Effekt der Dunkelzeitraume zwischen FRp bei der Deetiolierung

Wie stark die VLFR in spa7-Keimlingen erhoht ist, wurde in einem Experiment untersucht,
bei dem die Grenze der Sensitivitdt dieser Antwort getestet wurde. Hierbei wurde ein drei
Minuten langer FR-Puls nach unterschiedlich langen Dunkelphasen (alle ein, vier, acht, zwdlf
und 24 Stunden) gegeben. Wildtyp-Keimlinge zeigten nur dann eine VLFR, wenn der
Lichtpuls stiindlich gegeben wurde (Abbildung 11A). spa7-Keimlinge dagegen zeigten eine
VLFR, wenn der Puls jede Stunde oder alle vier, acht oder zwdlf Stunden gegeben wurde.
Mit sinkender Frequenz der gegebenen Pulse verringerte sich auch das Ausmal} der
Antwort. Dennoch reichten sechs Drei-Minuten-Pulse verteilt auf drei Tage (12-Stunden-

Dunkelinterval), um eine starke VLFR in den spa7-Keimlingen hervorzurufen.
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Abbildung 11: Der Effekt von Dunkelintervallen zwischen FRp auf die Deetiolierungsantwort.
Die Keimlinge wurden drei Tage mit 3-min-Dunkelrot-Lichtpulsen (FRp) unterbrochen von
Dunkelphasen der angegebenen Dauer (Dunkelintervall 0 = kontinuierliches FR, FRc) behandelt.
Fehlerbalken geben den Standardfehler der Messungen an. Die Hypokotylldnge der Keimlinge im
Dunkeln wurde auf 100 gesetzt und die Hypokotylldnge unter den anderen Lichtbedingungen wurde
als relative Werte auf den Dunkelwert bezogen.

A Hemmung des Hypokotyllangenwachstums durch FRp bei Wildtyp und spa? Keimlingen.

B Phanotyp von phyB-1, spa1-2 phyB-1 und spa7-Keimlingen, die alle 24h einem FRp ausgesetzt
waren.

Eine Bestrahlung mit nur drei Pulsen verteilt iber drei Tage (24-Stunden-Dunkelinterval)
I6ste auch bei spa7-Keimlingen keine sichtbare VLFR mehr aus (Abbildung 11A). Jedoch
konnte gezeigt werden, dass spa? phyB-Keimlinge als Antwort auf nur drei FR-Pulse alle 24
Stunden mit einer Offnung der Kotyledonen reagierten (Abbildung 11B). Im Vergleich dazu

reagierten die Einzelmutanten spa? und phyB nicht mehr. Dies unterstutzt Ergebnisse, die
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einen negativen Einfluss von phyB auf die phyA-vermittelte VLFR zeigen konnten (Mazzella
et al. 1997, Hennig et al. 2001).
Insgesamt unterstreicht dieses Experiment den starken Einfluss der spa7-Mutationen auf die

VLFR von Keimlingen.

3.1.3 Die FR-HIR in spa7-Keimlingen ist ebenfalls erh6ht

In den bisherigen Experimenten konnte gezeigt werden, dass die VLFR durch Mutationen im
SPA1-Gen erhéht wird. Zusatzlich sollte untersucht werden, inwiefern auch die FR-HIR in
spa1-Keimlingen verandert ist. Die Akkumulation von Anthocyanen im FRc wird durch phyA
reguliert und diese Antwort ist in erster Linie eine FR-HIR. Es ist bereits bekannt, dass diese

Akkumulation in spa7-Keimlingen erhoéht ist (Hoecker et al. 1998).
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Abbildung 12: Anthocyan Akkumulation in Arabidopsis spa? Keimlingen nach Bestrahlung mit
stiindlichen FRp oder FRc. Die Keimlinge wurden drei Tage mit stiindlichen 3-min-Dunkelrot-Licht-
pulsen (FRp) oder kontinuierlichem Dunkelrot-Licht (FRc) der gleichen Gesamtphotonenflussrate
bestrahlt. Fehlerbalken geben den Standardfehler der Messungen an.

Eine Messung der Anthocyangehalte in Keimlingen, die unter FR angezogen wurden, sollte
klaren, ob SPA1 auch in der FR-HIR eine Rolle spielt. Hierzu wurden die Keimlinge auf
Agarplatten ohne Zuckerzusatz im FR angezogen. Unter diesen Bedingungen war
gewahrleistet, dass unter VLFR-Bedingungen (FRp) nur eine vernachlassigbare Synthese
von Anthocyanen stattfand. Dies war erkennbar an den kaum messbaren Anthocyangehalten
von Wildtyp- und spa7-Keimlingen unter FRp-Behandlung (Abbildung 12). Eine FRc-
Behandlung mit der gleichen Gesamtflussrate fuhrte zu deutlich héheren Anthocyangehalten
sowohl in spa7- als auch in Wildtyp-Keimlingen (Abbildung 12), was bestatigt, dass die
Anthocyan-Akkumulation im FR hauptsachlich auf die FR-HIR zurickgeht. In spa1-
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Keimlingen waren die Anthocyangehalte signifikant héher als im Wildtyp (Abbildung 12).
Somit konnte festgestellt werden, dass auch die FR-HIR durch spa7-Mutationen verstarkt

wird.

3.1.4 Der Hellrotlicht-Phanotyp der spa7-Mutanten

Normalerweise handelt es sich bei einer Antwort auf Rc in erster Linie um eine phyB-
vermittelte LFR (low fluence response). Diese wird von Photonenflussraten tiber 102 ymol m™
2 5™ ausgeldst, wahrend niedrigere Flussraten eine phyA-vermittelte VLFR auslésen (Mazella
et al., 1997). Da spa1-Keimlinge einen phyA-abhangigen Phanotyp im kontinuierlichen
Rotlicht (Rc) zeigen (Hoecker et al., 1998), sollte untersucht werden, ob dieser Effekt
ebenfalls von einer stark erhéhten VLFR ausgel6st wird. Hierzu wurden Keimlinge unter
verschiedenen Rc-Photonenflussraten angezogen.

In der Reaktion der spa7-Keimlinge waren zwei verschiedene Phasen erkennbar (Abbildung
13): spa1-Keimlinge reagierten im Vergleich zum Wildtyp auf Rc-Flussraten unter 10" pumol
m? s mit deutlich vermindertem Hypokotyllangenwachstum. Bei Rc-Flussraten iiber 107
umol m? s waren die spa7-Keimlinge zwar immer noch kiirzer als Wildtyp-Keimlinge. Die
Zunahme der Verkirzung war jedoch bei Wildtyp-Keimlingen deutlich starker ausgepragt als
bei spa7-Keimlingen. Dies ist an der unterschiedlichen Steigung der Kurven zu erkennen:
spai-Keimlinge reagieren in erster Linie verstarkt auf niedrige Flussraten, also in einem

Bereich, der eine phyA-vermittelte VLFR auslost.
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Abbildung 13: Hemmung des Hypokotyllangenwachstums durch Rc bei Wildtyp (RLD)- und
spa1-Keimlingen. Die Keimlinge wurden drei Tage mit kontinuierlichem Rotlicht (Rc) bestrahlt.
Fehlerbalken geben den Standardfehler der Messungen an.
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3.2 Der phyA-abhangige Blaulichtphanotyp von spa7-Mutanten

Fir die Deetiolierung von Keimlingen in blauem Licht (Bc) sind in erster Linie die
Cryptochrome zustandig. Jedoch spielt auch Phytochrom A eine gewisse Rolle im Blaulicht.
So hat phyA eine Funktion bei der Hemmung des Hypokotyllangenwachstums unter
niedrigen Blaulichtflussraten (< 5 pmol m? s™) und ist der einzige Photorezeptor, der die
Induktion der Samenkeimung nach Blaulicht unter VLFR-Bedingungen vermitteln kann
(Shinomura et al., 1996; Poppe et al, 1998; Neff & Chory, 1998). Mittlerweile sind
mindestens zwei Faktoren, SUB1 und HFR1, bekannt, die sowohl in der phyA- als auch in
der Cryptochrom-Signaltransduktion eine Rolle spielen (Guo et al., 2001; Duek &
Fankhauser 2003). Es stellte sich somit die Frage, ob auch spa7-Keimlinge einen Phanotyp
im Blaulicht zeigen und dartber hinaus, ob auch dieser Phanotyp ausschlieBlich phyA-

abhangig ist.
3.21 Deetiolierung der spa7-Keimlinge im Blaulicht

Um einen eventuellen Phanotyp von spa7-Keimlingen im Blaulicht feststellen zu kénnen,
wurde die Deetiolierung von spa7-Keimlingen im Vergleich zu Wildtyp-Keimlingen unter einer
Reihe verschiedener Photonenflussraten von kontinuierlichem Blaulicht (Bc) untersucht.
Zunachst wurde die Hypokotyllange der Keimlinge bestimmt. Die Hypokotyle der spa7-
Keimlinge waren im Vergleich zum Wildtyp kiirzer (Abbildung 14A und B). Dieser Phanotyp
war bei sehr niedrigen Bc-Flussraten bis zu 6 pmol m? s am starksten ausgepragt
(Abbildung 14A, B und C). Unter héheren Bc-Flussraten war kein signifikanter Unterschied
zwischen Wildtyp- und spa7-Keimlingen mehr erkennbar (Abbildung 14B und D).

Neben der Hemmung des Hypokotyllangenwachstums sind die Offnung und das Wachstum
der Kotyledonen Vorgange im Prozess der Deetiolierung. Auch hier war ein Unterschied
zwischen spa7-Keimlingen und Wildtypkeimlingen zu erkennen. Die Kotyledonen von spa?-

Keimlingen waren deutlich gréf3er als die des Wildtyps (Abbildung 14E).
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Abbildung 14: Hypokotyllangenwachstum und Kotyledonenphéanotyp von Arabidopsis thaliana
spa71-Keimlingen unter Bc. Die Keimlinge wurden drei Tage mit kontinuierlichem Blaulicht (Bc)
bestrahlt. Die gemessenen Daten der Hypokotylldngen wurden gegen die Photonenflussrate
aufgetragen. Fehlerbalken geben den Standardfehler der Messungen an.

A Hypokotyllange von Wildtyp (RLD) und spa7-Keimlingen unter niedrigen Bc-Flussraten.

B Hypokotyllange von Wildtyp und spa7-Keimlingen unter héheren Bc-Flussraten.

C Phanotyp der Wildtyp und spa7-Keimlinge unter Bc einer Flussrate von 4 pmol m? s
D Phanotyp der Wildtyp und spa7-Keimlinge unter Bc einer Flussrate von 30 pmol m? s™.

E Kotyledonen-Phanotyp von Arabidopsis thaliana spa1-Keimlingen unter Bc. Die Keimlinge wurden

drei Tage mit kontinuierlichem Blaulicht (Bc) einer Flussrate von 8 umol m?s” bestrahlt.
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Um herauszufinden, ob auch der Blaulichtphanotyp von spa7-Keimlingen phyA-abhangig ist,
wurden zum Vergleich spa1phyA-Doppelmutante und phyA-Keimlinge unter variierenden
Blaulichtflussraten angezogen. In diesen Experimenten wurde deutlich, dass der spa7-
Phanotyp im Blaulicht von phyA abhangig ist. Im Hintergrund der phyA-Nullmutante war der
starke spa7-Phanotyp nicht mehr zu erkennen (Abbildung 16A). Dies galt sowohl fur niedrige
als auch fur héhere Bc-Flussraten (Abbildung 16A, B).
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Abbildung 16: Hypokotyllangenwachstum von Arabidopsis thaliana phyA, spal und spat
phyA-Keimlingen unter Bc. Die Keimlinge wurden drei Tage mit kontinuierlichem Blaulicht (Bc)
bestrahlt. Die gemessenen Daten der Hypokotylldngen wurden gegen die Photonenflussrate
aufgetragen. Fehlerbalken geben den Standardfehler der Messungen an.

A Hypokotyllange von WT, spa1-, phyA und spa1phyA-Keimlingen.

B Phanotyp der Keimlinge unter Bc einer Flussrate von 30 ymol m? s

Zusammenfassend liel} sich feststellen, dass die Deetiolierungsantwort von spa7-Keimlingen
im Blaulicht verstarkt ist. Die Sensitivitat fir blaues Licht wird also durch die spa7-Mutationen

erhoht. Auch dieser Vorgang ist phyA-abhangig.

3.2.2 spa1-Keimlinge zeigen auch im Blaulicht erh6hte Anthocyangehalte

Um den Blaulichtphanotyp der spa7-Keimlinge naher zu charakterisieren, wurde untersucht,
ob die Akkumulation von Anthocyanen im Blaulicht erh6ht wird. Unter Blaulicht wird zwar
weniger Anthocyan als im FR gebildet, dies jedoch unter dem Einfluss von phyA sowie

weiteren Photorezeptoren wie CRY1 und in geringerem Mafe phyB (Poppe et al., 1998).
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Es wurden die Anthocyangehalte von Keimlingen gemessen, die unter verschiedenen
Blaulichtflussraten angezogen wurden. Auch hier konnte ein eindeutiger Phanotyp der spai-
Mutante festgestellt werden. Die Akkumulation von Anthocyanen war bei den spaf-
Keimlingen im Vergleich zum Wildtyp unter allen Blaulichtflussraten verstarkt (Abbildung 17).
Eine Untersuchung von phyA- und spaiphyA-Keimlingen zeigte, dass weder die
Einzelmutante noch die Doppelmutante nennenswerte Mengen von Anthocyanen
akkumulierten (Abbildung 17). Daraus kann man schlief3en, dass auch dieser Phanotyp von

spa1-Keimlingen phyA abhangig ist.
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Abbildung 17: Anthocyan Akkumulation in Arabidopsis Keimlingen nach Bestrahlung mit Bc.
Die Keimlinge wurden drei Tage mit kontinuierlichem Blaulicht (Bc) bestrahlt. Fehlerbalken geben den
Standardfehler der Messungen an. Die Keimlinge wuchsen auf Medium mit Zucker.

3.3 Epistasie-Analyse mit fhy7 und fhy3

Die beiden Mutanten fhy1 und fhy3 zeigen im dunkelroten Licht (FR) - &hnlich wie phyA-
Mutanten - ein langes Hypokotyl (Whitelam et al., 1993). Die entsprechenden Genprodukte
FHY1 und FHY3 sind daher zwei positiv wirkende Komponenten der phyA-
Signaltransduktion (Desnos et al., 2001; Wang & Deng, 2002a). SPA1 dagegen ist ein
negativer Modulator der phyA Signaltransduktion; spaf Mutanten haben im FR ein kurzes
Hypokotyl (Hoecker et al.,1998 & 99). Das Verhaltnis dieser drei phyA-spezifischen
Komponenten im Netzwerk der Lichtsignalwege zueinander ist nicht bekannt. Eine
Epistasieanalyse mit Hilfe der Doppelmutanten fhy1 spat und fhy3 spat sollte Aufschluss
Uber genetische Interaktionen zwischen den einzelnen Loci geben und kénnte helfen, das

Netzwerk der phyA Signaltransduktion weiter zu erhellen.
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3.3.1 Der Phanotyp von fhy1 spa1- und fhy3 spa7-Doppelmutanten im FR

Um die genetische Interaktion zwischen den Loci SPA7 und FHY1, sowie SPA71 und FHY3
im dunkelroten Licht (FR) zu charakterisieren, wurde zunachst das Hypokotylwachstum der
entsprechenden Doppelmutanten unter verschiedenen Flussraten von kontinuierlichem und
gepulstem FR untersucht. Sowohl bei fhy1 als auch bei fhy3 war der typische Phanotyp im
FRc zu erkennen. Beide zeigten eine nur schwache Antwort auf alle eingesetzten Flussraten
(Abbildung 18A-D). Dennoch war auch zu erkennen, dass es Unterschiede in der Antwort
der beiden Mutanten gab. Bei fhy7 nahm die Hypokotylldnge mit steigender Flussrate

schwach, aber weiter ab.
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Abbildung 18: Hypokotyllaingenwachstum von Arabidopsis thaliana fhy1-, fhy3-, spa1-, fhy1
spal- und fhy3 spa1-Keimlingen unter FRc. Die Keimlinge wurden drei Tage mit kontinuierlichem
dunkelroten Licht (FRc) bestrahlt. Die gemessenen Daten der Hypokotylldngen wurden gegen die
Photonenflussrate aufgetragen. Fehlerbalken geben den Standardfehler der Messungen an.

A und B Hypokotyllange der Keimlinge unter FRc .

C und D Phanotyp der Keimlinge im FRc einer Flussrate von 1 pmol m? s
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Bei den fhy3-Keimlingen kam es bereits bei niedrigen Flussraten zu einer relativ deutlichen
Hemmung des Hypokotyllangenwachstums, wahrend hdhere Flussraten keinen weiteren
Einfluss hatten. fhy1 spa7- und fhy3 spa7-Mutanten zeigten beide einen intermediaren
Phanotyp (Abbildung 18). Wahrend also fhy1 und fhy3 nur schwach auf FRc reagierten und
spa1-Mutanten eine sehr starke Reaktion auf FRc zeigten, fand man bei den
Doppelmutanten eine Antwort, die der des hier eingesetzten Wildtyps RLD am ahnlichsten
war (Abbildung 18B und D). Unter FRp-Bedingungen bestétigte sich diese genetische
Interaktion der Loci FHY1 und SPA1, sowie FHY3 und SPA17: Auch hier zeigten die
Doppelmutanten eine intermedidre Hemmung des Hypokotyllangenwachstums (Abbildung

19). Dies galt fur alle untersuchten Flussraten.
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Abbildung 19: Hypokotyllingenwachstum von Arabidopsis thaliana fhy1-, fhy3-, spa1-, fhy1
spa1- und fhy3 spa1-Keimlingen unter FRp.

Die Keimlinge wurden drei Tage mit stiindlichen 3-min-Dunkelrot-Lichtpulsen (FRp) bestrahit. Die
gemessenen Daten der Hypokotylldngen wurden gegen die Photonenflussrate aufgetragen.
Fehlerbalken geben den Standardfehler der Messungen an.
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Zusammengefasst lasst sich feststellen, dass die Effekte der Mutationen additiv waren.
Diese Ergebnisse fir die Deetiolierungsantwort der Doppelmutanten im FR deuten darauf

hin, dass keine Aussage uber eventuelle Epistasie getroffen werden kann.
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Abbildung 20: Akkumulation der Anthocyane in Arabidopsis fhy1-, fhy3-, spa1-, fhy1 spa1- und
fhy3 spa1-Keimlingen nach Bestrahlung mit FRc. Die Keimlinge wurden flr drei Tage bestrahlt mit
kontinuierlichem dunkelrotem Licht (FRc). Fehlerbalken geben den Standardfehler der Messungen an.

Um die Reaktion der Doppelmutanten auf FR weitergehend zu untersuchen, wurden die
Anthocyangehalte der Keimlinge nach drei Tagen unter den angegebenen FRc-Bedingungen
gemessen. fhy1-Mutanten zeigten unter allen verwendeten FR-Flussraten keine messbare
Erhéhung der Anthocyangehalte im Vergleich zum Dunkelwert (Abbildung 20). Bei den fhy3-
Mutanten konnte zumindest eine schwache Akkumulation von Anthocyanen festgestellt
werden. Beide Doppelmutanten fhy1 spa? und fhy3 spai zeigten einen Anstieg der
Anthocyangehalte im Vergleich zu den fhy1- und fhy3-Einzelmutanten. Im Falle von fhy1
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spai1 waren die Werte zumindest messbar. Die Anthocyangehalte in fhy3 spaf waren
doppelt so hoch wie die in fhy3-Keimlingen gemessenen. Auch wenn die Anthocyangehalte
der spa1-Keimlinge unter allen Flussraten mindestens zehn mal hoher lagen als bei den
Doppelmutanten, kann man auch hier von einem intermedidren Phanotyp sprechen. Auch
hier lagen also additive Effekte vor, auch wenn sich die fhy1- und fhy3-Mutationen starker als

die spa7-Mutation auswirkten.

3.3.2 Genetische Interaktion zwischen SPA71 und FHY1 sowie FHY3 in Rc

spa1-Mutanten zeigen auch im Rotlicht einen Phanotyp (Hoecker et al.,1998). Daher war es
zudem von Interesse, ob eine genetische Interaktion von SPA17 unter Rotlicht mit den Loci
FHY1 und FHY3 feststellbar ist. Hierzu wurden wieder die Einzel- und Doppelmutanten unter

verschiedenen Flussraten kontinuierlichen Rotlichts (Rc) angezogen.
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Abbildung 21: Hypokotyllaingenwachstum von Arabidopsis thaliana fhy1-, fhy3-, spa1-, fhy1
spa1- und fhy3 spa1-Keimlingen unter Rc. Die Keimlinge wurden drei Tage mit kontinuierlichem
roten Licht (Rc) bestrahlt. Die gemessenen Daten der Hypokotyllangen wurden als relative
Hypokotyllangen im Vergleich zum Dunkelwert (Hypokotylldnge im Dunkeln = 100 %) gegen die
Photonenflussrate aufgetragen. Fehlerbalken geben den Standardfehler der Messungen an.
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Die Einzelmutanten fhy1 und fhy3 zeigten unter niedrigen Rc-Flussraten keine Hemmung
des Hypokotyllangenwachstums. Erst unter Flussraten, die iiber 0,01 pmol m? s™ lagen,
konnte eine zunehmende Verkirzung der Hypokotyle beobachtet werden. spa7-Mutanten
zeigten dagegen wie beschrieben schon unter niedrigen Flussraten eine signifikante
Hemmung des Hypokotyllangenwachstums (Abbildung 21A und B).

fhy1 spa1-Doppelmutanten zeigten unter allen Rc-Flussraten den gleichen Phanotyp wie
spa1-Einzelmutanten (Abbildung 21A). Die fhy3 spa1-Doppelmutanten zeigten wie schon
unter FR-Bedingungen einen im Vergleich zu den Einzelmutanten intermedidaren Phanotyp
(Abbildung 21B).
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Abbildung 22: Akkumulation der Anthocyane in Arabidopsis fhy1-, fhy3-, spa1-, fhy1 spa1- und
fhy3 spa1 Keimlingen nach Bestrahlung mit Rc. Die Keimlinge wurden fir drei Tage bestrahlt mit
kontinuierlichem Rotlicht (Rc). Fehlerbalken geben den Standard-fehler der Messungen an.
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Im folgenden wurden die Anthocyangehalte der Keimlinge nach drei Tagen unter den
angegebenen Rc Bedingungen gemessen. Die Anthocyangehalte waren generell deutlich
niedriger als bei Keimlingen, die im FRc angezogen wurden (Abbildung 22A und B). Dies
erklart sich dadurch, dass die Akkumulation von Anthocyanen in erster Linie ein Symptom
der phyA vermittelten FR-HIR ist, die durch FRc ausgel6st wird. Die Akkumulation der
Anthocyane in Rc war in den spa7-Mutanten im Vergleich zum Wildtyp deutlich erhéht. Wie
im Wildtyp fuhrten in erster Linie schon niedrige Rc-Flussraten zu einer Zunahme der
Anthocyangehalte, héhere Flussraten fuhrten kaum noch zu einer starkeren Akkumulation
der Anthocyane. fhy1- und fhy3-Einzelmutanten zeigten unter allen Rc-Flussraten keinen
vom Wildtyp unterscheidbaren Phanotyp. fhy1 spat und fhy3 spal zeigten dagegen
ungefahr doppelt so hohe Anthocyangehalte (Abbildung 22A und B). Somit ist auch dieser

Phanotyp der Doppelmutanten im Vergleich zu den Einzelmutanten intermediar zu nennen.

3.3.3 Fhy1 und Fhy3 spielen keine Rolle in der von phyA vermittelten Antwort auf
Blaulicht

In dieser Arbeit konnte bei den spa-Mutanten ein Phanotyp im Blaulicht festgestellt werden.
Daher lag es nahe, auch die genetische Interaktion von SPA1 mit FHY1 und FHY3 im
Blaulicht zu untersuchen. Da bisher keine Daten Uber die Reaktion der fhy1- und fhy3-
Mutanten im Blaulicht vorlagen, wurden zunachst diese Einzelmutanten mit ihrem jeweiligen

Wildtyp verglichen.
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Abbildung 23: Hypokotyllangenwachstum von Arabidopsis fhy1- und fhy3-Keimlingen und den
Wildtypen Landsberg erecta (Ler) und Columbia (Col) unter Bc. Die Keimlinge wurden drei Tage
mit kontinuierlichem blauen Licht (Bc) bestrahlt. Die gemessenen Daten der Hypokotyllangen wurden
gegen die Photonenflussrate aufgetragen. Fehlerbalken geben den Standardfehler der Messungen
an.
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Sowohl fhy1- als auch fhy3-Keimlinge zeigten keinen speziellen Phanotyp im Blaulicht
(Abbildung 23A, B). Zwar waren die fhy3-Keimlinge unter allen verwendeten Flussraten
etwas kurzer als ihr Wildtyp, dies galt aber auch fur im Dunkeln gewachsene Keimlinge.
spa1-Einzelmutanten zeigten den bereits in Kapitel 3.2 beschriebenen Phanotyp (Abbildung
24). fhy1 spa- und fhy3 spa1-Keimlinge waren unter den untersuchten Bc-Flussraten so
kurz wie die spa7-Mutanten (Abbildung 24A-D). Sowohl FHY1 als auch FHY3 schienen also
keine Rolle fir diesen Aspekt des Blaulichtphanotyps von spa7-Keimlingen zu spielen.

Zwar sollte auch die Akkumulation der Anthocyane unter kontinuierlichem Blaulicht
untersucht werden, eine eindeutige Bestimmung der Anthocyangehalte war aufgrund zu

grolRer Schwankungen zwischen einzelnen Experimenten jedoch nicht méglich.
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Abbildung 24: Hypokotyllingenwachstum von Arabidopsis thaliana fhy1-, fhy3-, spa1-, fhy1
spa1- und fhy3 spa1-Keimlingen unter Bc. Die Keimlinge wurden drei Tage mit kontinuierlichem
blauen Licht (Bc) bestrahlt. Die gemessenen Daten der Hypokotyllangen wurden aufgetragen gegen
die Photonenflussrate. Fehlerbalken geben den Standardfehler der Messungen an.

A und B Hypokotyllange der Keimlinge unter Bc .

C und D Phanotyp der Keimlinge Bc einer Flussrate von 8 pmol m? s
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3.4 Austausch des WD-Repeats von SPA1 gegen das von COP1

SPA1 zeigt im Bereich seiner WD-Repeats eine deutliche Homologie zu den WD-Repeats
von COP1. 44% der Aminosauren sind identisch (Hoecker et al., 1999). Daruber hinaus ist
bekannt, dass beide Proteine in der Lage sind, uber ihre coiled-coil Doméane zu interagieren
(Hoecker & Quail, 2001). COP1 ist der zentrale Repressor der Photomorphogenese und
SPA1 ein phyA-spezifischer, negativer Modulator der Lichtsignaltransduktion. Fir COP1 ist
bekannt, dass das WD-Repeat die Interaktion mit dem Transkriptionsfaktor HY5 vermittelt,
und dass diese Bindung wahrscheinlich die Degradation des HY5-Proteins uUber den
Proteasomweg zur Folge hat. Da diese Degradation positiver Intermediate eine zentrale
Position in der Regulation der Lichtsignaltransduktion einnimmt, bekommt das WD-Repeat
als potenzielle ,Plattform® dieser Prozesse eine besondere Bedeutung. Vor dem Hintergrund
dieser bisher bekannten Fakten, stellt sich die Frage, inwieweit COP1 und SPA1 gemeinsam
in einem Komplex in phyA-abhangiger Weise die Lichtsignaltransduktion negativ regulieren
und ob das WD-Repeat von SPA1 eine ahnliche Funktion wie das von COP1 innerhalb des
angenommenen Komplexes hat. Der experimentelle Ansatz in dieser Arbeit sollte unter-

suchen, ob das WD-Repeat von SPA1 das WD-Repeat von COP1 funktionell ersetzen kann.
3.4.1 Transformation von cop7-Mutanten mit einem COP1-SPA1-Hybridkonstrukt

Um zu testen, ob die WD-Repeat-Domanen von SPA1 und COP1 &ahnliche Funktionen
Ubernehmen, wurden zwei alternative Hybridkonstrukte hergestellt, die aus dem N-Terminus
von COP1 und dem WD-Repeat von SPA1 bestehen (COP1N'SPA1"P-Ava und
COP1NTSPA1"P-Xba; Abbildung 25 A). Die beiden Hybridkonstrukte unterschieden sich wie
folgt: Wahrend bei COP1N'SPA1"P-Ava der gesamte fiir das WD-Repeat von COP1
vorhergesagte Bereich gegen den homologen Bereich des SPA1-Proteins ausgetauscht
wurde, wurde in dem COP1NTSPA1"P-Xba-Konstrukt erst ab dem Bereich ein Austausch
vorgenommen, der die WD-40 Repeats 2-6 von COP1 umfasst (Holm et al., 2001). Die
Konstrukte wurden in cop7-mutante Pflanzen transformiert und die Nachkommenschaft auf
Komplementation des mutanten, also auf Wiederherstellung des wildtypischen Phanotyps
untersucht. Als Kontrollen wurden in Parallelansatzen ein Volllangenkonstrukt von COP1 und
ein Konstrukt, das nur den N-Terminus von COP1 (COP1-NT) exprimieren sollte, verwendet.
Das Volllangenkonstrukt diente hier als positive Kontrolle dafiir, dass eine Komplementation
des cop1-4 Allels tUberhaupt mdéglich war. Das N-terminale COP1-Konstrukt wurde als
Negativ-kontrolle eingesetzt, um die Mdglichkeit auszuschlieRen, dass der N-Terminus von
COP1 alleine bereits in der Lage ist, eine Komplementation der cop7-Pflanzen

hervorzurufen.
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Abbildung 25: Schematische Darstellung der Proteinsequenzen, die von den einzelnen
Konstrukten exprimiert werden sollten. Die Zahlen geben die Aminosaurepositionen in COP1
(schwarz) oder SPA1 (rot) wieder. Avall und Xbal markieren die entsprechenden Restriktionsstellen
auf DNA-Ebene, die fiur die Klonierung verwendet wurden.

Eine schematische Darstellung der Proteinsequenzen, die von den einzelnen Konstrukten

exprimiert werden sollten, findet sich in Abbildung 25.

Die hier verwendeten cop7-Pflanzen trugen das mutierte COP17-Allel cop1-4. Durch eine
Punktmutation (C-zu-T) kommt es zu einem verfrihten STOP-Kodon (GIn283). Dies fuhrt zur
Expression eines verkirzten COP1-Proteins, das nur die N-terminalen 282 Aminosauren
enthalt, wahrend wildtypisches COP1 675 Aminosauren aufweist. Diesem COP1-Protein
fehlt hier somit die gesamte WD-Repeat-Doméne, was zu einem Funktionsverlust flhrt
(McNellis et al., 1994). In Dunkelheit gewachsene cop7-4 Keimlinge zeigen den typischen
Phanotyp fur cop-Mutanten, d.h. aufgrund der konstitutiv stattfindenden Photomorphogenese
sehen die Keimlinge aus, als waren sie im Licht gewachsen (Abbildung 26A). Adulte, im Licht
gewachsene cop1-4 Pflanzen sind deutlich kleiner als wildtypische Pflanzen und haben eine
niedrigere Fertilitat (Abbildung 26B; Deng & Quail, 1992). Der kleinere Wuchs ist vermutlich

auf eine reduzierte Zellstreckung zurtickzufthren.
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A

WT(Columbia)

WT(Columbia) cop1-4

Abbildung 26: Der charakteristische cop7-Phanotyp.

A 4 Tage alte in Dunkelheit gewachsene Keimlinge. In Dunkelheit gewachsene cop7-4 Keimlinge
sehen aus, als waren sie im Licht angezogen worden.

B 3 Wochen alte im Licht angezogene Pflanzen. Man erkennt, dass die Rosette der cop1-4 Pflanze
im Vergleich zum Wildtyp deutlich kleiner ist.

Die Transformation der Konstrukte in die cop?-4 Arabidopsis Pflanzen erfolgte durch
Anwendung der Agrobakterien-vermittelten ,Floral Dip“-Methode. AnschlieRend fand eine
Selektion des Saatguts der transformierten Pflanzen statt. Durch sterile Aussaat auf
Kanamycin-haltigem MS-Medium wurden zunachst die Keimlinge identifiziert, die das
jeweilige Transgen in ihr Genom integriert hatten. Nachdem die Keimlinge auf Erde
umgesetzt worden waren, wurde mittels PCR aus einer genomischen DNA-Praparation die
Anwesenheit des Transgens verifiziert. Eine Liste aller aus diesen Experimenten hervor-

gehenden transgenen Linien ist im Anhang in den Tabellen I-1V aufgefihrt.

3.4.2 Nachweis der Expression der Transgene durch Northernanalyse und RT-PCR

Um nachzuweisen, dass die Transgene im cop7-4 Hintergrund auch exprimiert wurden,
wurden Gesamt-RNA-Praparationen aus drei Wochen alten Pflanzen einer Northernanalyse
unterzogen. Daflr wurden von je einer transgenen Linie (F2-Saatgut; siehe Anhang Tabellen
I-1l1) auf kanamycinhaltigem Medium vorselektierte Keimlinge sowie wildtypische
Arabidopsis-Pflanzen drei Wochen auf Erde in der Klimakammer angezogen.

Die COP1-Sonde diente zum Nachweis des endogen exprimierten COP1, des Vollldngen-
COP1, des Fusionskonstruktes und der Expression des Konstruktes NT-COP1. Wie in
Abbildung 27 zu sehen, wurden alle hier getesteten Transgene in den entsprechenden
Pflanzen der verwendeten Linien auf RNA-Ebene exprimiert. Dies ist erkennbar an dem, im
Vergleich mit dem Wildtyp, starkeren COP1-Signal in den Spuren der COP71- und der
COP1""SPA1"P-Ava-RNA-Proben.
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Auch die Expression des kleineren COP71-NT-Konstruktes konnte nachgewiesen werden.
Das endogen in den cop1-4 Pflanzen exprimierte COP1 konnte in diesen Experimenten nicht
nachgewiesen werden, mdglicherweise weil das entsprechende Transkript laut Deng et al.
(1992) nicht ausreichend abundant ist, um bei den hier eingesetzten Mengen deutlich
detektiert zu werden. Die SPA7-Sonde sollte, neben dem endogenen SPA1-Transkript, nur
die Expression des Fusionskonstruktes anzeigen. In Abbildung 27 ist zu erkennen, dass das
endogene SPA7-Transkript (obere Bande) und das Hybridkonstrukt COP1N SPA1"P-Ava mit

der SPA1-Sonde nachgewiesen werden konnte.

Sonde: Cop1 Spa1

COP1— = =

COP1-NT =

= e Qees

Abbildung 27: Northern Analyse der RNA transgener Pflanzen, um die Expression der
Transgene im cop7-4 Hintergrund nachzuweisen.

RNA-Gel-Blots von Gesamt-RNA-Extrakten aus 3 Wochen alten Pflanzen.

Als Sonde dienten die PCR-Fragmente (Abschnitt 2.1.6): Cop1 bp 181-1090; Volllangen-Spa1

Zur Kontrolle wurde die Membran mit einer 18S rRNA Sonde rehybridisiert.

Als zuséatzlicher Test zur Uberpriifung der Expression der Transgene, die eine
Komplementation hervorriefen (siehe 3.4.3), wurde in einem Parallelansatz ein Teil der RNA-
Praparationen fur eine RT-PCR eingesetzt (Schema Abbildung 28A, B).
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In Abbildung 28A kann man erkennen, dass nur mit der Probe COP1N'SPA1"P-Ava und
Primern spezifisch fir das Hybridkonstrukt ein Produkt in der PCR erzeugt wurde. Ebenso
konnte eine Expression des COP1-Konstruktes nur in den fir dieses Konstrukt transgenen

Pflanzen nachgewiesen werden (Abbildung 28B).

A . B .
- — - —> -
| COP1NT | SPA1WD Termator] || cor1 Termneter]
Y

253035 25 30 35 25 30 35 25 30 35
Anzahl der Zyklen

Abbildung 28: RT-PCR mit der RNA transgener Pflanzen.

Grundlage waren Gesamt-RNA-Extrakte aus 3 Wochen alten Pflanzen.

A: Nachweis des Hybridkonstruktes; Primer: F: cop1-4-CF, R: Spa1-R

B: Nachweis des COP17-Konstruktes; Primer: F: Cop1-F2, R: 35S-Terminator-Primer

3.4.3 Der Keimlingsphédnotyp der transgenen Pflanzen

In der F2-Generation wurden die aufspaltenden Linien auf ihren Phanotyp untersucht. Zur
Bestimmung des Keimlingsphanotyps wurden die Keimlinge nach einer 4-tagigen
Dunkelbehandlung untersucht. cop7-4 Keimlinge waren unter diesen Bedingungen kurz und
hatten gedffnete Kotyledonen, wildtypische Columbia-Keimlinge dagegen zeigten ein langes
Hypokotyl und einen geschlossenen Apikalhaken (Abbildung 29 A). Sowohl die transgenen
cop1-4 Pflanzen, die das Volllangen-COP1 trugen, als auch die mit dem COP1V'SPA1"P-
Ava-Transgen, zeigten Komplementation, d.h. der wildtypische Phanotyp wurde wieder
hergestellt. Lediglich die Pflanzen, die das NT-COP1-Konstrukt exprimierten, zeigten immer

noch den pragnanten cop7-4 Phanotyp (Abbildung 29A und 29B).
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A B

Hypokotylldnge (mm)

Abbildung 29: Der Keimlingsphanotyp der transgenen Pflanzen

A 4 Tage alte, im Dunkeln gewachsene Keimlinge

B Quantifizierung der Hypokotyllange von 4 Tage alten, im Dunkeln gewachsenen Keimlingen.
Fehlerbalken geben den Standardfehler der Messungen an.

Anders als das COP1NT'SPA1"P-Ava- fiihrte das COP1""SPA1"°-Xba-Konstrukt nur zu einer
partiellen Komplementation des Keimlingsphanotyps (Abbildung 30) und dies auch nur in
einigen Fallen (siehe Anhang, Tabelle IV). Auf eine weitergehende Untersuchung dieser

Linien wurde zunachst verzichtet.

COP1 NTSPA1 WD_Xba (cop7-4)

Abbildung 30: Der Keimlingsphinotyp der Pflanzen, die das Transgen COP1""SPA1""-Xba
integriert haben. 4 Tage alte, im Dunkeln gewachsene Keimlinge der Linien 1, 2 und 8 (Anhang
Tabelle 1V).
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3.4.4 Der adulte Phanotyp der transgenen Pflanzen

Um im weiteren festzustellen, ob auch adulte Auspragungen des cop7-4 Phanotyps
komplementiert wurden, wurden Keimlinge aus den obigen Experimenten zur Bestimmung
des adulten Phanotyps auf Erde umgesetzt und bis zur Blute herangezogen. Nach drei
Wochen wurden die Blatt- und Petiollangen der heranwachsenden Pflanzen zum Vergleich
gemessen. Hierbei wurde von mindestens 10 Pflanzen einer Linie die Ldnge des Blattes

bzw. der Petiole (Stiel des Blattes) gemessen, das zu diesem Zeitpunkt am grof3ten war.

A Columbia (wt)
B
Columbia (wt)
COP1

COP1INTSPA1WD-Ava

COP1-NT

cop1-4

PR R A
15 20 25

Blattlange (mm) Petiollange (mm)

Abbildung 31: Der adulte Phanotyp transgener Pflanzen.

A Funf Wochen alte Pflanzen.

B Blatt- und Stiellangen der transgenen Pflanzen verglichen mit den Kontrollpflanzen Columbia
(Wildtyp) und cop1-4.
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cop1-4 Pflanzen hatten deutlich kleinere und kurzere Blatter als der Wildtyp; wildtypische
Rosettenblatter sind im Durchschnitt doppelt so gro wie die der mutierten Pflanzen
(Abbildung 31 B). Sowohl das COP 1-Konstrukt als auch das Hybridkonstrukt
COP1NTSPA1"P-Ava filhrte zu einer vollstandigen Komplementation des cop7-4 Phénotyps.
Die Blatter dieser transgenen Pflanzen waren ahnlich lang wie bei wildtypischen Pflanzen
(Abbildung 31 B). Die Pflanzen, die das COP1-Konstrukt als auch das COP1"'SPA1"P-Ava-
Hybrid Uberexprimierten, waren sogar insgesamt vitaler als die unter gleichen Bedingungen
gewachsenen Wildtyppflanzen. Sowohl ihre Blatter als auch ihr Spross waren kraftiger als
beim Wildtyp (Abbildung 31 A). Das NT-COP1-Konstrukt fiihrte dagegen nicht zur
Komplementation (Abbildung 31 B).

Genotyp Bliihzeitpunkt | Anzahl der Rosettenblatter
(in Tagen) zum Zeitpunkt der Blite
Columbia (wt) 34.7 +/-1.4 12.7 +/- 0.6
COP1(cop1-4) 36.1 +/- 1.8 12.9 +/- 1.1
coP1"'sPA1""-Ava (cop1-4) | 37.2+/-2.2 13.4 +/- 0.7
NT-COP1 (cop1-4) 28.5+/-0.5 7.6 +/-1.2
cop1-4 28.3+/-0.5 8.0 +/-1.0

Abbildung 32: Die Bliihzeitpunkte der transgenen Pflanzen. Blihzeitpunkte der transgenen
Pflanzen verglichen mit den Kontrollpflanzen Columbia (Wildtyp) und cop7-4 unter Langtag-
bedingungen.

Von den heranwachsenden Pflanzen wurden die Bluhzeitpunkte bestimmt (Abbildung 32).
Wahrend cop1-4 Pflanzen unter den hier gewahlten Langtagbedingungen deutlich friher
blihten als Wildtyppflanzen, wurde durch das Hybridkonstrukt, wie auch durch das
Volllangenkonstrukt der Wildtyp eindeutig wiederhergestellt. Das COP1-NT-Konstrukt alleine
war nicht in der Lage den cop?- Phanotyp zu komplementieren. Die Pflanzen blihten

genauso frih wie die cop7-4 Pflanzen unter diesen Bedingungen (Abbildung 32).

Abschlielend konnte festgestellt werden, dass das hier verwendete Fusionskonstrukt
COP1NTSPA1"P-Ava aus COP1 und SPA1 alle Aspekte des cop7-4 Phanotyps zu

komplementieren vermochte.
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4 Diskussion

Das SPA1-Gen von Arabidopsis thaliana ist Teil der Phytochrom A (phyA)-spezifischen
Lichtsignaltransduktion. Untersuchungen an Mutanten, die kein funktionelles SPA1 besitzen,
zeigten, dass diese Mutationen in phyA-abhangiger Weise die Sensitivitdt von Keimlingen
auf FR (dunkelrotes Licht) und R (rotes Licht) erhdhen. Daraus kann abgeleitet werden, dass
SPA1 ein negativer Regulator der Lichtsignaltransduktion ist. Fiir diese Funktion von SPA1
wird phyA bendtigt (Hoecker et al., 1998; Hoecker & Quail, 2001). Im Rahmen dieser Arbeit

wurde die Funktion von SPA1 in der phyA-Signaltransduktion untersucht.

41 SPA1 moduliert beide Antwortmodi von Phytochrom A:
die VLFR und die FR-HIR

phyA hat eine besondere Funktion bei der Samenkeimung und der Deetiolierung im
dunkelroten Licht (FR). Hierbei kann man unterscheiden zwischen zwei verschiedenen
Antwort-Modi: Die FR-HIR (Far-red high irradiance response) vermittelt die Antwort auf
kontinuierliches FR und die VLFR (Very low fluence response) die Antwort auf Lichtpulse
bzw. Licht sehr geringer Intensitat (Flussrate). Genetische und molekulare Daten zeigen,
dass es phyA-spezifische Komponenten der Signaltransduktion gibt, die in der FR-HIR oder
der VLFR wirken. Wahrend es zwei polymorphe Loci, VLF7 und VLF2, gibt, die bei der VLFR
eine Rolle spielen, nicht aber bei der FR-HIR (Yanovsky et al., 1997), ist ein intaktes FHY3
beispielsweise fur die FR-HIR wichtig und notwendig, nicht aber fur die VLFR (Yanovsky et
al., 2000). Auch EID1, wie SPA1 ein negativer Regulator der phyA-Signaltransduktion,
moduliert in erster Linie die FR-HIR und hat keine Auswirkung auf die VLFR (Zhou et al.,
2002). Daruber hinaus gibt es Daten, die aufzeigen, dass eine negative regulatorische
Verbindung zwischen der VLFR und der FR-HIR besteht. So wurde eine Brassinosteroid-
Biosynthesemutante, eve?1 (enhanced VLFR 1) entdeckt, die eine erhéhte VLFR, aber
reduzierte FR-HIR zeigt (Luccioni et al., 2002).

In dieser Arbeit wurde zunachst untersucht, welche Rolle SPA1 innerhalb der beiden
bekannten Aktionsmodi von phyA, der VLFR und der FR-HIR, spielt. SPA1 sollte so in das
Netzwerk der phyA-Signaltransduktion eingeordnet werden. Hierzu wurden die
Auswirkungen der spa7-Mutationen auf diese Modi in speziell hierflir konzipierten

Lichtexperimenten untersucht.
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Um eine VLFR spezifisch zu induzieren, wurden Keimlinge mit stiindlichen FRp von 3
Minuten bestrahlt. Eine solche Behandlung schlie3t eine Reaktion von phyA Uber den FR-
HIR Modus aus und ist ausreichend, um die VLFR der Keimlingsdeetiolierung zu sattigen
(Casal et al., 1997). Die Sattigung der Antwort auf FRp bei dem hier eingesetzten Wildtyp
RLD entsprach einer klassischen VLFR (Kendrick & Kronenberg, 1994), auch wenn mehr
Licht fur diese Antwort bendtigt wurde. Jedoch sind diese Ergebnisse vergleichbar mit
denen, die fur den Okotyp Landsberg erecta (Ler) berichtet wurden (Yanovsky et al. 1997).
spai-Mutationen flhrten zu einer starken Zunahme in der Sensitivitat fir FRp-Signale, das
heil3t, die entsprechenden Antworten waren deutlich erhéht. Zu diesen Antworten gehdrten
die Inhibition des Hypokotyllangenwachstums und die Akkumulation der Anthocyane.
Aullerdem konnte bereits friher gezeigt werden, dass spa7-Mutationen, nach einem
einzelnen FR-Puls, die Expression der CAB Gene (kodierend fur Chlorophyll a/b bindendes
Protein) erhéhen (Hoecker & Quail, 2001). Fasst man diese Daten mit den in dieser Arbeit
gezeigten Ergebnissen zusammen, kann festgestellt werden, dass spa7-Mutationen die
VLFR verstarken. Dartber hinaus konnte bestatigt werden, dass die erhdhte Antwort von
spai-Keimlingen auf FRp phyA-abhangig ist. Die Inhibition des Hypokotylwachstums wurde
bei Wildtyp- und spa7-Keimlingen durch ahnlich hohe FRp Flussraten und Abstande
zwischen den Pulsen gesattigt. Dies deutet darauf hin, dass spa7-Mutationen zwar die VLFR

verstarken, nicht aber den Modus, uber den phyA im FR agiert, verandern.

Bei den Wildtyp-Keimlingen war die Inhibition des Hypokotyllangenwachstums hauptsachlich
auf eine FR-HIR zurickzufuhren. Unter FRc-Bedingungen wurde diese Antwort auRerdem
mit steigenden FRc-Flussraten verstarkt, was typisch ist fir eine FR-HIR. Die VLFR
hingegen machte nur einen kleinen Teil der Antwort aus. Im Gegensatz dazu war die VLFR
bei spa7-Mutanten so stark, dass die Deetiolierungsantwort der Keimlinge bereits nahezu
gesattigt war und hier die Bestrahlung mit FRc, also dem Auslésen einer FR-HIR, nur noch
einen sehr kleinen Beitrag zur Hemmung des Hypokotylwachstums beitrug. In Bezug auf das
Hypokotyllangenwachstum konnte festgestellt werden, dass die Antwort von spa7-Mutanten
auf FR anders als beim Wildtyp in erster Linie tGber den VLFR-Modus ablauft. Im Wildtyp wird
die Antwort auf FR zum gréRten Teil Uber die FR-HIR vermittelt. Es scheint so, als wirden
spa1-Mutationen zu einer Verschiebung in der primaren Antwort von phyA zu fihren. Der
hauptsachlich genutzte Antwortmodus ist hier nicht mehr eine FR-HIR sondern die VLFR als

FR-induzierte Reaktion des Hypokotylwachstums.
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Um zu untersuchen, ob spa7-Mutationen auch zu einer Verstarkung der FR-HIR flhren,
wurde die Akkumulation der Anthocyane in FR genauer untersucht, da diese Antwort sowohl
bei spa7- als auch bei Wildtyp-Keimlingen in erster Linie eine FR-HIR darstellt. Es ist bereits
bekannt, dass die phyA-vermittelte Akkumulation von Anthocyanen in spa7-Keimlingen
erhoht ist. Diese Ergebnisse wurden durch die Beobachtung unterstrichen, dass die mRNA-
Gehalte der Chalcon-Synthase, einem Enzym der Anthocyan-Biosynthese, nach FRc-
Behandlung in spa7-Keimlingen héher sind als im Wildtyp (Hoecker et al. 1998; Hoecker &
Quail 2001). Die in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse zeigen, dass spa7-Mutationen
auch zu einer Erhéhung der FR-HIR flihren. Dartber hinaus existieren Daten, die dies
belegen: spa7-Mutationen auch Antworten wie die Entfaltung der Kotyledonen und die
Blockierung des Ergrinens in einer nachfolgenden WeiRlichtbehandlung verstarken
(Baumgardt et al., 2002).

VLF1/ FHY3/

VLF2 EID1
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Abbildung 33: Modell fiir die Funktion von SPA1 in Bezug auf die zwei Antwortmodi von phyA.

Insgesamt lasst sich feststellen, dass spa7-Mutationen zu einer Verstarkung sowohl der
phyA-vermittelten FR-HIR als auch der VLFR flihren kénnen (Abbildung 33). In dieser
Hinsicht gleichen die Ergebnisse fur SPA1 denen, die fir FHY1, einem positiven Regulator
der phyA-Signaltransduktion, der ebenfalls sowohl in der FR-HIR als auch der VLFR eine
Rolle spielt, festgestellt wurden. Eine Zusammenfassung der hier prasentierten Daten mit
bereits bekannten Fakten, ermdglicht ein Modell in dem FHY1 und SPA1 oberhalb der
beiden Faktoren FHY3 und EID1 agieren. Sowohl FHY1 als auch SPA1 regulieren den Teil
der phyA-Signaltransduktion, der vor der Verzweigung in die VLFR und FR-HIR liegen muf®
(Abbildung 33). Dennoch gibt es Daten, die diesem Modell widersprechen. So kann keine
Epistasie zwischen den Loci SPA7 und EID1 im Modus FR-HIR beobachtet werden, was

aufgrund des postulierten Modells jedoch eintreten sollte (Zhou et al., 2002). Es ist daher
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denkbar, dass die Verzweigung in Signaltransduktionswege, die der VLFR und FR-HIR
zugeordnet werden kénnen, bereits frih erfolgt, eine Interaktion und gegenseitige Modulation

dieser Wege kdnnte jedoch auch spater in der Signalkaskade stattfinden.

Es war bekannt, dass spa7-Mutanten eine phyA-abhangige, verstarkte Antwort auf Rc
zeigen (Hoecker et al., 1998). Es stellte sich daher die Frage, ob es sich bei dieser Antwort
um eine VLFR und nicht um eine, eigentlich von phyB vermittelte, LFR handelt. In dieser
Arbeit konnte gezeigt werden, dass diese erhdhte Reaktion auf Rc spezifisch von niedrigeren
Rc-Flussraten ausgeldst wurde. Friher konnte bereits gezeigt werden, dass niedrigere Rc
Flussraten eine phyA-vermittelte VLFR und hdhere Rc Flussraten eine phyB-vermittelte LFR
auslosen (Mazella et al., 1997). Die hier erzielten Resultate deuten darauf hin, dass der
Phanotyp der spa7-Keimlinge im Rotlicht vermutlich spezifisch auf eine Verstarkung der
phyA-vermittelten VLFR zurtckgeht. Auch andere Experimente belegen, dass der Phanotyp
von spa7-Mutanten im Rotlicht wohl auf eine spezifische Erhdhung der VLFR zurtickzufuhren
ist (Baumgardt et al., 2002).

Zusammenfassend konnte festgestellt werden, dass fur die starke Inhibition des
Hypokotylwachstum der spa7-Mutanten sowohl im FR als auch im R eine stark erhdhte
VLFR verantwortlich ist. Da VLFR und FR-HIR genetisch trennbar sind (Yanovsky et al.,
1997), kdnnte man nun den starken VLFR-Phanotyp der spa7-Mutanten nutzen, um eine
mdgliche VLFR-spezifische Signaltransduktionskette zu entschlisseln. Ein Ansatz kdnnte
sein, nach extragenischen Mutanten zu suchen, die den starken Phanotyp von spaf-
Mutanten unterdricken oder noch weiter verstarken. Solche Enhancer- oder
Suppressormutanten kénnten zur ldentifizierung weiterer Faktoren flhren, die spezifisch fur
den VLFR-Modus von phyA sind.

Auf der Basis der friiheren und hier gezeigten Daten kann man zu verschiedenen Aussagen
uber die Funktion von SPA1 in der Lichtsignaltransduktion kommen. Mdéglicherweise flhren
Mutationen im SPA7-Gen zu einer verlangerten Dauer der Weiterleitung des phyA-Signals.
Hierfur spricht, dass bereits eine wenig frequente Bestrahlung mit FR-Pulsen eine starke
VLFR in den spa7-Mutanten ausldst, wahrend fir den Wildtyp stiindliche Pulse notwendig
waren, um eine Antwort auszuldsen. In Parks et al. (2001) zeigte eine kinetische Analyse
des Hypokotyllangenwachstums, dass in spa7-Mutanten die Rate des Hypokotylwachstums
unter hohen Rc-Flussraten reduziert ist und das auch noch dann, wenn die phyA-Gehalte
l&angst nicht mehr ausreichend hoch sind. Diese Reduzierung der Antwort halt auch an, wenn

die Keimlinge ins Dunkel transferiert wurden. Es scheint also, dass die Abwesenheit von



Diskussion 55

intaktem SPA1 dazu fuhrt, dass die phyA-Signaltransduktion, auch wenn kein Signal mehr
vorhanden ist, andauert (Abbildung 32).
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Abbildung 34: Modell fiir die Regulation der Signalweiterleitung durch SPA1. Im Wildtyp
moduliert SPA1 das phyA-vermittelte Signal und hemmt so die Signalstarke. In den spa7-Mutanten
halt die Signaltransduktion l&nger an, da diese negative Regulation fehlt.

4.2 SPAA1 ist Teil der phyA-vermittelten Reaktion auf Blaulicht

In dieser Arbeit wurde ein weiterer Aspekt der von SPA1 beeinflussten Reaktionen
beleuchtet: Da auch phyA notwendig fur die Hemmung des Hypokotylldngenwachstums
unter niedrigen Blaulichtflussraten ist (Neff & Chory, 1998) und bereits einige Faktoren
identifiziert wurden, die diese Antwort auch phyA-abhangig modifizieren (Guo et al., 2001;
Duek & Fankhauser 2003), wurden hier spa7-Mutanten auf einen Phanotyp im Blaulicht
untersucht. Tatsachlich zeigten spa7-Keimlinge insbesonders unter niedrigen Blaulichtfluss-
raten eine starkere Reduktion des Hypokotyllangenwachstums im Vergleich zu Wildtyp-
Keimlingen. Auch die Entwicklung der Kotyledonen war unter Einfluss der spa7-Mutation
beschleunigt.

Im Weiteren wurde untersucht, ob diese verstarkte Deetiolierung der spa7-Keimlinge ein
phyA-abhangiger Prozess ist. Ein Vergleich zwischen phyA-Nullmutante und der spa1phyA-
Doppelmutante zeigte, dass der spa7-Phanotyp in der Tat phyA-abhangig war.

In einem weiteren Experiment wurde die Akkumulation der Anthocyane untersucht. Unter
Blaulicht wird normalerweise im Wildtyp nur wenig Anthocyan unter dem Einfluss von phyA

gebildet. Bei der Akkumulation von Anthocyanen im Blaulicht scheinen jedoch auch weitere
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Photorezeptoren wie CRY1 und in geringerem MalRe phyB eine Rolle zu spielen (Poppe et
al., 1998). Auch diese Antwort auf das Blaulichtsignal wurde durch die spa 7-Mutation
verstarkt. Unter allen eingesetzten Flussraten waren die Anthocyangehalte in den spaf-
Keimlingen im Vergleich zum Wildtyp erhéht. Und auch diese Antwort war unter den

gewahlten Bedingungen phyA-abhangig.

Es kann abschlieRend geschlussfolgert werden, dass der Blaulichtphanotyp der spaf-
Keimlinge in erster Linie phyA-abhangig ist, dennoch sollten Untersuchungen folgen, durch
die ausgeschlossen werden kann, dass beispielsweise auch ein Einfluss der Cryptochrome
auf diesen Phanotyp vorhanden ist. Ein Ansatz sollte hierbei die Herstellung von
spailcrylcry2-Mutanten und die Untersuchung des Blaulichtphanotyps in diesem

genetischen Hintergrund sein.

4.3 Die genetische Interaktion zwischen den Loci SPA71 und FHY1
sowie FHY3 ist abhangig von den Lichtbedingungen

Es war bereits bekannt, dass FHY1 und FHY3 die phyA-vermittelte Antwort auf FR
modulieren (Whitelam et al., 1993), wahrend SPA1 offenbar an allen phyA-vermittelten
Antworten auf Licht beteiligt ist (Hoecker et al., 1998; Daten in dieser Arbeit, Abbildung 35).
Darlber hinaus ist bekannt, dass SPA1 und FHY1 jeweils eine Rolle in beiden phyA-
Reaktionsmodi, der FR-HIR und der VLFR, spielen, wahrend FHY3 lediglich einen Effekt bei
der FR-HIR zu haben scheint. Eine Epistasieanalyse unter allen Lichtbedingungen sollte nun
weiteren Aufschluss Uber mogliche genetische Interaktionen zwischen diesen Komponenten
der phyA-Signaltransduktion geben.

In dieser Arbeit konnten die Daten von Wang & Deng (2002a) bestatigt werden, nach denen
fhy3spa1-Doppelmutanten einen intermediaren Phanotyp im FRc zeigten. Das gleiche
Resultat zeigten auch fhy1spa1-Mutanten im FRc. Auch unter FRp-Behandlung und bei der
Akkumulation von Anthocyanen konnte gezeigt werden, dass sich die kontréren Effekte der
spal- und fhy1- bzw. fhy3-Einzelmutanten zum Teil aufhoben. Diese Ergebnisse machen
deutlich, dass keine klare epistatische Beziehung zwischen diesen Komponenten vorliegt. Es
liegt daher nahe, ein sehr komplexes Interaktionsnetzwerk dieser Signaltransduktions-
komponenten anzunehmen, das die phyA-vermittelten Antworten auf FR reguliert. Da
bekannt ist, dass sowohl SPAT als auch FHY3 zu Genfamilien mit mehreren Mitgliedern
gehdéren (Hudson et al.,, 2003; Laubinger & Hoecker, 2003), kann das Auftreten von

Redundanzeffekten nicht ausgeschlossen werden. Bei Ausfall eines Faktors kdnnten andere
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Mitglieder der Genfamilie Funktionen Gbernehmen, was eindeutige Aussagen anhand von
Epistasieanalysen oftmals erschwert.

In dieser Arbeit konnte festgestellt werden, dass der Rotlicht-Phanotyp von spa7-Mutanten
auf eine spezifische Verstarkung der phyA-vermittelten VLFR zurlickgeht. Daher sollte nun
untersucht werden, ob bei dieser Antwort die beiden positiv wirkenden Komponenten FHY1
und FHY3 eine Rolle spielen. Die Einzelmutanten fhy1 und fhy3 zeigten im kontinuierlichen
Rotlicht (Rc) keinen Phanotyp. Bei den fhy1spa1-Doppelmutanten konnte Epistasie fur die
Deetiolierungsantwort im Rc beobachtet werden. fhy1spa1-Doppelmutanten zeigten unter
allen Rc-Flussraten den gleichen Phanotyp wie spaf?-Einzelmutanten. FHY1 scheint also
keine Funktion in der Rc-abhangigen Antwort von phyA zu haben. Die fhy3spaf-
Doppelmutanten zeigten wie schon im FRc einen im Vergleich zu den Einzelmutanten
intermediaren Phanotyp. Also konnte auch hier keine Epistasie fur SPA7 und FHY3
festgestellt werden. FHY3 scheint aber eine, wenn auch untergeordnete Rolle, in der Rc-
induzierten Deetiolierungsantwort zu spielen und dies auch unter niedrigen Rc-Flussraten.
Diese Ergebnisse widersprechen der bisherigen Annahme, dass FHY3 keine Rolle bei der
VLFR spielt, denn ein Einfluss von FHY3 auf diese phyA-vermittelte Antwort kann hier nicht
vOllig ausgeschlossen werden. Bei der Untersuchung der Anthocyangehalte wurde
festgestellt, dass die Effekte von fhy1 und spa, sowie fhy3 und spa? wiederum additiv
waren. Zusammengefasst lasst sich feststellen, dass sowohl SPA1 als auch FHY3 hier in
einem eigenen Signaltransduktionsweg agieren und FHY1 wohl keine Rolle bei der

Decetiolierungsantwort auf kontinuierliches Rotlicht spielt.

Die Ergebnisse fur die Untersuchung der Doppelmutanten im Blaulicht waren eindeutig: Da
sowohl fhy1spa1- als auch fhy3spa1-Keimlinge unter allen gewahlten Blaulichtflussraten den
gleichen Phanotyp zeigten wie spa1-Keimlinge, werden sowohl FHY1 als auch FHY3 fir den
spa1-Phanotyp wohl nicht benétigt. Da weder fhy1- noch fhy3-Keimlinge einen Phanotyp im
Blaulicht zeigten, kann man davon ausgehen, dass sowohl FHY1 als auch FHY3 keine Rolle

bei der Weiterleitung des Blaulichtsignals spielen.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass man zwischen Komponenten differenzieren
kann, die bei allen phyA-vermittelten Antworten eine Rolle spielen und denen, die nur unter
bestimmten Signaleinwirkungen eine Funktion haben. Wahrend also SPA1 bei allen hier
untersuchten phyA-vermittelten Antworten als negativer Regulator unter allen
Lichtbedingungen eine Funktion hat, scheinen FHY3 und FHY1 nur bei bestimmten
Reaktionen eine Rolle zu spielen (Abbildung 35). Die hier gewonnenen Einblicke in die phyA-

Signaltransduktion zeigen Fall deutlich, wie komplex dieses Netzwerk ist.
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Abbildung 35: Die Bedeutung von FHY1, FHY3 und SPA1 unter verschiedenen
Lichtbedingungen.

4.4 Das WD-Repeat als Schlussel zur Regulation der Lichtsignal-

transduktion

SPA1 und COP1 fungieren als Repressoren der Lichtsignaltransduktion. Wahrend COP1
unterhalb aller Phytochrome und Cryptochrome als negativer Regulator eine zentrale Rolle
spielt, ist die Funktion von SPA1 in erster Linie auf phyA-vermittelte Reaktionen beschrankt.
Zunachst wurde angenommen, dass die Art der durch SPA1 und COP1 vermittelten
Repressorfunktionen unterschiedlich ist, da SPA1 im Gegensatz zu COP1 Licht fur seine
Aktivitat braucht (Deng & Quail,1992; Hoecker et al., 1999). Es wird jedoch immer deutlicher,
dass unter phyA-aktivierenden Bedingungen ein konzertiertes Zusammenwirken dieser
beiden Proteine wahrscheinlich ist.

Die Interaktion der beiden Proteine Uber ihre coiled-coil Doméane unterstreicht die Hypothese,
dass COP1 und SPA1 in einem Komplex unter dem Einfluss von phyA-vermittelten Signalen
die Reaktionen auf diese Signale modifizieren (Hoecker & Quail, 2001). Diese Repression
kénnte Uber die Inaktivierung oder Degradation positiv wirkender Intermediate erfolgen. In
diesem Zusammenhang konnte also zum ersten Mal gezeigt werden, dass es wohl eine
Verbindung zwischen der phyA-spezifischen Signaltransduktion und COP1 gibt. Vor kurzem
wurde gezeigt, dass COP1 als E3-Ubiquitinligase wirken kann und durch Ubiquitinierung
positiv wirkende Komponenten der Lichtsignaltransduktion der Degradation uUber den
Proteasomweg zufuhrt. SPA1 scheint als Modulator diese Reaktion zu beeinflussen (Seo et

al., 2003). Neueste Daten belegen, dass die Interaktion zwischen COP1 und SPA1 in phyA-
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abhangiger Weise die Regulation der HY5-Aktivitat, einem positiv wirkendem Regulator der

Lichtsignaltransduktion, vermittelt (Saijo et al., 2003).

Die Funktion von COP1 als Repressor hangt ganz wesentlich von seiner WD-Repeat-
Doméne ab. Diese Domane vermittelt nicht nur die Interaktion mit dem Transkriptionsfaktor
HY5 und damit wahrscheinlich die Degradation dieses positiven Regulators (Osterlund et al.,
2000). Es konnte auch gezeigt werden, dass das WD-Repeat von COP1 als autonomer
Repressor der Photomorphogenese fungieren kann (Torii et al., 1998). Vor diesem
Hintergrund ist die Tatsache, dass SPA1 eine WD-Repeat-Doméane enthalt, die hohe
Sequenzahnlichkeit zu der von COP1 zeigt, besonders interessant. Auch das WD-Repeat
von SPA1 ist essentiell fir seine Funktion als Repressor der Photomorphogenese (Hoecker
et al., 1999). Das WD-Repeat von COP1 setzt sich aus sieben WD-40 Wiederholungen
zusammen. Uber den gesamten Bereich zeigt sich eine signifikant hohe Sequenzahnlichkeit
im Vergleich mit SPA1. Proteinsequenzanalysen zeigen, dass das WD-Repeat von SPA1
aus sechs WD-40 Einheiten besteht. Ein weiteres, siebtes zu COP1 ahnliches Motiv kann
wohl nicht mehr als WD-40 Einheit gelten.

In dieser Arbeit wurde nun untersucht, ob das WD-Repeat von SPA1 das WD-Repeat von
COP1 funktionell ersetzen kann. Diese Information kdénnte weiterhelfen, die Frage zu
beantworten, inwieweit das WD-Repeat von SPA1 innerhalb des postulierten Komplexes
eine ahnliche Funktion wie das von COP1 haben kann. Die WD-Repeats von SPA1 und
COP1 koénnten hierbei gemeinsam als Basis fir die weiteren Interaktionen und Reaktionen

innerhalb dieses Komplexes dienen.

Tatsachlich konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass ein Hybridprotein aus dem N-
Terminus von COP1 und der gesamten WD-Repeat-Doméane von SPA1 in der Lage ist, den
schwachen, aber deutlichen Phanotyp der cop71-4 Mutante zu komplementieren und die
wildtypischen Merkmale in den transgenen Pflanzen wiederherzustellen. Das WD-Repeat
von SPA1 kann das WD-Repeat von COP1 funktionell ersetzen. Interessant ist dariber
hinaus jedoch das Ergebnis, dass ein Hybridmolekdl, das nicht den gesamten
vorhergesagten WD-Repeat-Bereich von COP1 durch den gesamten WD-Repeat-Bereich
von SPA1 ersetzt, sondern nur die letzten sechs WD-40 Einheiten von COP1, nicht zu einer
vollstandigen Komplementation fihrt. Es kann also festgestellt werden, dass nur eine
vollstdndige WD-Repeat-Domane auch vollstandig funktionsfahig ist.

Ein bemerkenswerter Fakt ist, dass cop7-Mutanten, denen das WD-Repeat fehlt, nur einen
vergleichsweise schwachen Phanotyp zeigen, wenn das restliche Protein in niedriger
Konzentration vorliegt. Alle bisher identifizierten lethalen cop7-Mutanten tragen dagegen

Mutationen oder kleine Deletionen im WD-Repeat, die offenbar die Struktur des WD-Repeats
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entscheidend verandern (McNellis et al., 1994; Stoop-Myer et al., 1999). Dies wurde in
dieser Arbeit bestatigt, da der unvollstandige Austausch des WD-Repeats nicht zu einer
funktionellen Komplementation flihrte.

Ausfihrliche Interaktionsstudien mit dem in cop7-4 Pflanzen exprimierten N-terminalen
COP1-Fragment zeigten, dass dieses verklrzte Protein nicht mehr in der Lage ist, den
Interaktionspartner von COP1, HY5, zu binden (Holm et al., 2001). Dennoch ist die cop7-4
Mutation nicht lethal. Da hier gezeigt werden konnte, dass das vollstandige WD-Repeat von
SPA1 das WD-Repeat von COP1 funktionell ersetzen kann, kénnte dies eine mdgliche
Erklarung fir den cop7-4 Phanotyp sein. Wenn das SPA1-WD-Repeat innerhalb eines
Komplexes die Funktion des WD-Repeats von COP1 ilbernehmen kann, so muf} ein
kompletter Ausfall dieser Domane im COP1-Protein nicht zwangslaufig einen
Funktionsausfall des Komplexes nach sich ziehen. Die Degradation von positiv wirkenden

Intermediaten konnte dennoch stattfinden.

Die Interaktion von COP1 mit dem Faktor HY5 wird durch das WD-Repeat von COP1
vermittelt, bendtigt aber zusatzlich die Anwesenheit des coiled-coil (Osterlund et al., 2000).
Gleiches konnte nun fir die Interaktion von SPA1 mit HY5 nachgewiesen werden (Saijo et
al., 2003). Darlber hinaus konnte im Zwei-Hybridsystem der Hefe gezeigt werden, dass die
coiled-coil-vermittelte Interaktion zwischen COP1 und SPA1 nicht mehr nachweisbar ist,
wenn eine kleine Deletion oder ein einzelner Aminosaureaustausch in die WD-Repeat-
Domane von COP1 eingefuihrt wurde (Saijo et al., 2003). Da die coiled-coil-Domanen der
Proteine alleine aber interagieren (Hoecker & Quail, 2001), scheint nur ein missgefaltetes
WD-Repeat diese Interaktion zu verhindern, nicht aber der komplette Verlust der WD-
Repeat-Domane. Diese Daten stehen im Einklang mit den hier gezeigten und es kann
postuliert werden, dass das WD-Repeat von SPA1 die Funktion des WD-Repeats von COP1
ersetzen kann. Die WD-Repeats dieser Proteine kdnnten demnach innerhalb eines

Komplexes tatsachlich ahnliche Funktionen haben.

4.5 Die Funktion von SPA1 in der phyA-Signaltransduktion

Alle bisherigen Daten ermdglichen die Annahme zweier Modelle, die sich nicht gegenseitig
ausschlieRen, fir die SPA1-Funktion in der phyA-spezifischen Signaltransduktion. In dem
ersten Modell moduliert SPA1 die Aktivitat einer Komponente in der phyA-spezifischen
Signaltransduktion. Diese Komponente wird von phyA aktiviert und durch konstitutiv aktives
SPA1 inhibiert (Abbildung 33, Modell A). Dies kdnnte durch Degradation oder Inaktivierung

dieser Komponente erreicht werden. In Abwesenheit von intaktem SPA1 wurde die phyA-
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Signalaktivitat also langer andauern, da die Funktion der positiven Komponente nun nicht
mehr inhibiert wird. Die zweite Moglichkeit (Abbildung 30, Modell B) setzt eine Modifizierung
von SPA1 durch licht-induziertes phyA voraus, um die Repressorfunktion von SPA1 zu
aktivieren. Ohne solch ein modifiziertes SPA1 fehlt diese Repressoraktivitat und so kommt
es in spa-Mutanten zu der beobachteten Verstarkung der Antwort auf Licht. Das Modell B,
das die Aktivierung von SPA1 durch phyA voraussetzt, schliet auch die bekannte
Komplexitat der Lichtsignaltransduktion mit ein. Es ist bekannt, dass viele positive
Intermediate, wie zum Beispiel Transkriptionsfaktoren, die an lichtregulierte Elemente
binden, unterhalb aller Phytochrome und teilweise auch der Cryptochrome, agieren. Wiirde
SPA1 einen solchen Faktor inhibieren, ware ein konstitutiv aktives SPA1 nicht denkbar.
Neueste Daten belegen, dass SPA1 durch Interaktion mit COP1 an der Degradation des
positiven Regulators HY5 beteiligt ist (Saijo et al., 2003). Da HY5 nachweislich unterhalb
mehrerer Photorezeptoren agiert, liegt es nahe, anzunehmen, dass SPA1 von phyA aktiviert
wird, um nur unter phyA-spezifischen Bedingungen die Degradation von HY5 zu

beeinflussen.
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Abbildung 36: Zwei mogliche Modelle fiir die Funktion von SPA1 bei der negativen Regulation
der phyA-Signaltransduktion. A: SPA1 reprimiert eine von phyA aktivierte Komponente; B: phyA
aktiviert SPA1, was zu einer dauerhaften Repressorfunktion von SPA1 flhrt.

Alle bisherigen Daten Uber das konzertierte Zusammenspiel von COP1 und SPA1 in phyA-
abhangiger Weise machen diesen Komplex zu einer méglichen zentralen Schaltstelle in der
phyA-Signaltransduktion. Weitere Untersuchungen sollten sich nun darauf konzentrieren, die

bisher nicht identifizierten Proteine in diesem Komplex zu charakterisieren.
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5 Zusammenfassung

In den letzten Jahren wurden grofe Fortschritte auf dem Gebiet der Phytochrom A (phyA)-
Signaltransduktion erzielt. In Arabidopsis thaliana wurden einige phyA-spezifische Faktoren
identifiziert, darunter der negative Regulator SPA1, der die phyA-Signaltransduktion
lichtabhangig modifiziert. SPA1 ist ein WD-Repeat-Protein und zeigt im Bereich des WD-
Repeats eine hohe Ahnlichkeit zu der entsprechenden Doméane von COP1, dem zentralen
Repressor der Photomorphogenese. Die beiden Proteine kdnnen miteinander interagieren
und diese Interaktion wird durch ihre coiled-coil-Doméanen vermittelt. Einige Daten deuten
darauf hin, dass SPA1 und COP1 in einem Komplex phyA-abhangig durch Degradation

positiver Komponenten die Lichtsignaltransduktion modulieren.

In dieser Arbeit wurde die Funktion von SPA1 in der phyA-Signaltransduktion genauer
untersucht. Dabei konnte festgestellt werden, dass SPA1 beide bekannten Antwortmodi von
phyA, die VLFR (ausgeldst durch extrem niedrige Photonenflussraten) und die FR-HIR
(ausgeldst durch kontinuierliches dunkelrotes Licht), negativ reguliert. Darliber hinaus wurde
gezeigt, dass spa7-Mutanten nicht nur die bereits untersuchten Phanotypen im roten und
dunkelroten Licht aufweisen, sondern auch auf Blaulicht hypersensitiv reagieren. Auch dieser
Phanotyp ist phyA-abhangig. Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass SPA1 in allen bisher
untersuchten phyA-vermittelten Antworten auf Licht eine Funktion besitzt. In einer
Epistasieanalyse mit den positiven Regulatoren der phyA-Signaltransduktion FHY1 und
FHY3 konnte aulRerdem festgestellt werden, dass, anders als SPA1, diese beiden Loci nicht
in alle durch phyA ausgelésten Reaktionen involviert sind. So spielt FHY1 nur eine
untergeordnete Rolle in der durch rotes Licht ausgelésten Signaltransduktion und sowohl
FHY1 als auch FHY3 haben keine Funktion im Blaulicht.

In Experimenten, bei denen das WD-Repeat von COP1 gegen das von SPA1 ausgetauscht
wurde, konnte in transgenen, cop7-mutanten Pflanzen gezeigt werden, dass das WD-Repeat
von SPA1 das von COP1 funktionell ersetzen kann. Es ist bekannt, dass die WD-Repeat-
Domane fir die Repressorfunktion beider Proteine essentiell ist. Es kann nun postuliert

werden, dass die WD-Repeat-Domanen hier eine ahnliche Funktion haben.

Insgesamt kann SPA1 eine zentrale Rolle in der phyA-Signaltransduktion zugewiesen
werden, da es alle bisher untersuchten phyA-abhangigen Antworten auf Licht moduliert, und
in einem Komplex mit COP1 mdglicherweise die Degradation positiv wirkender Intermediate

beeinflusst.
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6 Anhang

Auf den folgenden Seiten finden sich Tabellen mit Informationen Uber die transgenen cop1-4
Linien. Die aufgelisteten Daten beziehen sich auf die aufspaltende F2-Generation. Neben
der Aufspaltung auf Kanamycin, ist die Aufspaltung nach dem Keimlingsphanotyp im
Dunkeln aufgefiihrt. Aus diesen Daten leitet sich das Aufspaltungsverhaltnis und die Anzahl
der integrierten Transgene ab. Grau unterlegt sind die Linien, die fur alle weiterfiihrenden

Experimente verwendet wurde.



COP1 (cop1-4) Kanamycin Phéanotyp in Dunkelheit Aufspaltung Insertionen
sensitiv resistent kurz lang intermediér
! 11 21 7 10 1 1:3 1
[ > [ 4 [ 5 [ 5 T 3 [ 49 [ 4a [ 4 ]
3 3 30 8 5 7 1:15 2
4 8 18 7 21 - 1:3 1
5 2 24 9 1 11 1:15 2
6 5 21 4 19 - 1:3 1
7 5 22 7 17 2 1:15 2
8 7 19 5 16 - 1:3 1
9 7 22 8 17 - 1:3 1
10 8 22 5 22 - 1:3 1
11 7 24 7 15 - 1.3 2
12 5 21 7 20 - 1:3 1
13 7 19 8 17 - 1:3 2
14 4 31 5 12 1:15 1
15 2 31 8 9 4 1:15 1

Tabelle I:

Liste der transgenen cop7-4 Linien, die das COP71-Transgen in ihr Genom integriert haben.




COP1"V'SPA1"P-Ava (cop7-4)| Kanamycin Phianotyp in Dunkelheit Aufspaltung Insertionen
sensitiv resistent kurz lang
1 7 24 9 23 1:3 1
2 7 26 7 24 1:3 1
3 20 10 17 9 ? ?
4 20 8 15 9 ? ?
5 7 22 6 19 1:3 1
L s | & [ e« | 0o @] 2 [ s | 1 @]
7 14 17 13 9 ? ?
8 2 32 2 28 1:15 2
9 8 22 7 19 1:3 1
10 7 24 8 25 1:3 1
11 3 31 3 29 1:15 2
12 2 27 2 30 1:15 2
13 21 7 23 8 ? ?
14 7 22 6 24 1:3 1
15 19 5 23 8 ? ?
16 17 7 16 8 ? ?
17 6 23 6 19 1:3 1

Tabelle ll:  Liste der transgenen cop7-4 Linien, die das COP1""SPA1"°-Ava-Transgen in ihr Genom integriert haben.




NT-COP1 (cop1-4) Kanamycin Phanotyp in Dunkelheit Aufspaltung Insertionen
sensitiv resistent kurz lang
1 5 19 alle - 1:3 1
2 5 20 alle - 1:3 1
3 4 17 alle - 1:3 1
4 3 13 alle - 1:3 1
5 7 21 alle - 1:3 1
6 6 15 alle - 1:3 1
[ 7 T 5 [ v [ ae [ - T 45 [ 4 ]
8 4 15 alle - 1:3 1

Tabelle lllI:

Liste der transgenen cop7-4 Linien, die das NT-COP1-Konstrukt in ihr Genom integriert haben.




COP1"V'SPA1""-Xba (cop7-4)| Kanamycin Phinotyp in Dunkelheit Aufspaltung Insertionen
sensitiv resistent kurz lang intermediér
1 7 28 alle - - 1:3 1
2 10 20 7 1 13 1:3 1
3 4 8 alle - - 1:3 1
4 6 26 alle - - 1:3 1
5 2 24 alle - - 1:15 2
6 7 22 alle - - 1:3 1
7 8 17 5 2 14 1:3 1
8 5 21 8 1 12 1:3 1
9 7 27 alle - - 1:3 1
10 2 29 alle - - 1:15 2
11 9 21 7 - 14 1:3 1
12 7 26 6 - 16 1:3 1

Tabelle IV:

Liste der transgenen cop7-4 Linien, die das COP1N"SPA1"?-Xba-Transgen in ihr Genom integriert haben.
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