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Uberblick fiir schnelle Leser

Das kleine unscheinbare ,Unkraut” Arabidopsis
thaliana nutzt in der freien Natur kurzzeitige
Stoérungen der Vegetationsdecke, um in kir-
zester Zeit seinen Lebenszyklus zu vollenden
und dann in Form von Samen auf die nachste
glinstige Gelegenheit zu warten. Aufgrund
dieser sogenannten Therophyten-Strategie ist
alles bei der Ackerschmalwand (Arabidopsis
thaliana) auf schnelle Entwicklung und maxi-
male Samenbildung hin ausgerichtet. Das
Genom ist die Minimalversion dessen, was
eine Pflanze braucht, und der Lebenszyklus ist
in weniger als zwei Monaten vollendet. Diese
Eigenschaften machen die Ackerschmalwand
zum idealen Modell fiir Pflanzengenetik. Da
gezieltes Ausschalten von Genen (noch) nicht
zur Verfligung steht, spielen weltweit ver-
netzte und Uber Datenbanken erschlossene
Mutantenkollektionen die entscheidende Rolle.
Am Beispiel des Phototropismus wird erklart,
wie man damit von einer Funktion (Wahr-
nehmung der Lichtrichtung) zum verantwort-
lichen Gen gelangt. Infolge der 6kologischen
Strategie weist die Entwicklung von Arabidopsis
einige Besonderheiten auf, beispielsweise sehr
festgelegte Abfolgen von Zellteilungen. Diese
stereotype Cell-Lineage gaukelt vor, dass das
Entwicklungsschicksal einer Zelle schon sehr
frih festgelegt werde. Mithilfe von Enhan-
cer-Trap-Linien in Verbindung mit der gezielten
Entfernung einzelner Zelltypen mithilfe eines
starken Lasers gelang es jedoch zu zeigen,
dass auch bei Arabidopsis (so wie bei anderen
Pflanzen auch) die Zellen standig Signale aus
ihrer Nachbarschaft aufnehmen und dement-
sprechend ihren Entwicklungsweg flexibel
anpassen. Auch wenn Arabidopsis thaliana
selbst nicht wirtschaftlich genutzt wird, dient
es als wichtiges genetisches Bezugsystem fiir
die Arbeit mit verwandten Modellpflanzen -
etwa Arabidopsis halleri, die auf schwermetall-
haltigen Boden gedeiht und daher fir die
Sanierung von Bergbauschdden interessant
ist, oder der Raps (Brassica napus), der als 6llie-
ferende Energiepflanze (Biodiesel) inzwischen
erhebliche wirtschaftliche Bedeutung innehat.

Aktuelle Forschungen am Modellorganismus
Arabidopsis zielen darauf, das Genom kon-
trolliert verandern zu konnen. Hier hat sich
unter mehreren Alternativansatzen vor allem
das CRISPR/Cas-System als Methode der Wahl
herausgestellt. Die an Arabidopsis mdgliche
methodische Optimierung des CRISPR/Cas-Sys-
tems hat es nun moglich gemacht, auch bei
anderen Pflanzen Mutationen gezielt einfligen
zu konnen. Dies hebt die Moglichkeiten der
pflanzlichen Gentechnik auf ein vollig neues
Niveau.

5.1 Arabidopsis als Modellsystem:
wozu und warum?

= Pflanzen sind anders. Warum?

Pflanzen liefern die Grundlage fir fast
alles Leben auf diesem Planeten, den Men-
schen und seine technische Zivilisation ein-
geschlossen. Die Nutzung von Licht als
Energiequelle des Lebens begann vor mehr
als drei Mrd. Jahren und fithrte zu Lebens-
formen, deren gesamte Organisation und
Funktion auf die Photosynthese hin aus-
gerichtet wurde. Durch die photosynthetische
Erzeugung von Sauerstoff und energiereichen
organischen Molekiilen prigten und formten
Pflanzen die Lebensbedingungen auch fiir
alle anderen Organismen.

Da Pflanzen ohne Licht nicht existieren
konnen, gab es fir pflanzliches Leben im
Meer nur zwei Wege: Pflanzliches Plank-
ton schwebt nahe der Wasseroberfliche
und muss, damit es nicht sinkt, klein sein,
wodurch es leicht zur Beute von Fressfeinden
wird. In der Néhe der Uferlinie konnten fest-
sitzende (benthische) Pflanzen zwar grofler
werden und sich damit besser vor Tierfrafd
schiitzen, dringten sich jedoch auf einem
sehr begrenzten Lebensraum. Als es Pflan-
zen vor knapp einer halben Milliarde Jahren
gelang, das feste Land zu besiedeln und
damit unbegrenzten Zugang zum Licht zu
gewinnen, wurde das Land damit auch fiir
andere Lebensformen erschlossen.
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Unter den knapp 400.000 Pflanzenarten
bilden die Bedecktsamer (Angiospermen)
mit etwa 226.000 Arten die vielfiltigste und
okologisch bedeutsamste Gruppe. Beispiels-
weise hingt die Landwirtschaft fast kom-
plett von den Angiospermen ab, sei es direkt
durch den Anbau von Nahrungspflanzen, sei
es indirekt durch die Fiitterung von Tieren.

Leben heift wachsen. In einem wachsen-
den Korper steigt die Oberfliche in der zwei-
ten, das Volumen jedoch in der dritten Potenz
des Radius. Dadurch klaffen Stoffzufuhr und
Verbrauch immer mehr auseinander. Alle
Lebewesen erweitern daher ihre Oberfliche
durch Einstiilpungen oder Auffaltungen, ein
Phénomen, das sich schon bei Einzellern
beobachten ldsst. Grof3 werden bringt einen
Selektionsvorteil, weil groflere Organismen
nicht nur besser gegen Schwankungen der
Umwelt gepuffert sind, sondern auch weniger
leicht gefressen werden kénnen.

Als Folge ihrer photosynthetischen Lebens-
weise miissen Pflanzen ihre Oberflidche nach
auflen vergroflern, was bei mehrzelligen
Organismen eine betrachtliche mechanische
Belastung mit sich bringt. Diese mechani-
sche Belastung hat die pflanzliche Architektur
bis auf die Ebene der einzelnen Zelle hinab
geprigt: Pflanzen sind daher zur Bewegungs-
losigkeit verdammt. Damit dndert sich auch
die Strategie, wie Pflanzen den Widrigkeiten
des Lebens begegnen miissen: Tiere laufen
davon, Pflanzen passen sich an.

Die gesamte pflanzliche Entwicklung
wird daher in weit hherem Mafle abhingig
von Signalen aus der Umwelt gesteuert und
ist insgesamt viel weniger festgelegt und weit
flexibler als bei tierischen Organismen. Dies
wird sehr eindriicklich in der sogenannten
Totipotenz pflanzlicher Zellen sichtbar:
selbst differenzierte Zellen einer Pflanzen
sind imstande, in Antwort auf bestimmte
Signale (Pflanzenhormone) noch einmal die
gesamte Entwicklung zu durchlaufen und
aus einer einzigen Zelle eine komplette, neue
Pflanze zu bilden, eine Fihigkeit, die in viel-
zelligen Tieren nur den heify diskutierten
Stammzellen zukommt.
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= Warum wir fiir Pflanzen eigene Modelle
brauchen

Eine Entwicklung, die tiber drei Mrd. Jahre
hinweg auf die Nutzung von Licht hin opti-
miert wurde, schuf natiirlich Lebensformen,
die sich grundsitzlich von anderen unter-
scheiden. Selbst bei den am hochsten ent-
wickelten Pflanzen sind die einzelnen Zellen
weniger differenziert, als man es etwa von
tierischen Organismen her kennt. Alles in
Pflanzen erscheint diffuser, variabler, weniger
festgelegt. Anders als bei Tieren finden sich
keine klar getrennten Organe. Selbst die land-
ldufigen ,,Organe® der Pflanze — Wurzel, Spross
und Blatt — zeigen vielfiltige Uberginge und
konnen sich iiber sogenannte Metamorphosen
sogar ineinander umwandeln. Viele Funktio-
nen sind reichlich diffus {iber grofle Bereiche
der Pflanze verteilt — so gibt es etwa keine
Augen, sondern alle oberirdischen Zellen
einer Pflanze sind mehr oder minder in der
Lage, Licht wahrzunehmen; es gibt keine Nie-
ren, sondern alle Zellen miissen ihre osmo-
tische Balance selbst aufrechterhalten. Diese
Unterschiede in der Organisation sind so
grundsitzlich, dass es nur selten moglich ist,
Schlussfolgerungen aus tierischen Modellen
auf Pflanzen zu dibertragen. Die Entwicklung
eigener pflanzlichen Modellorganismen war
daher ein zentraler Schritt, um die Bio-
logie dieser fiir unseren Planeten wichtigsten
Lebensform zu verstehen.

Natiirlich geht es auch bei der modernen
Pflanzenbiologie darum, die Funktion von
Genen und ihr Zusammenspiel wiahrend der
Entwicklung zu untersuchen (s. auch Das Gen
hinter Darwins Entdeckung). Der Weg vom
Genotyp zum Phénotyp ist bei Pflanzen weit
starker durch die Umwelt geprégt als bei den
meisten anderen Organismen. Pflanzliche
Modellorganismen sind daher besonders
wichtig, wenn man klaren will, wie Ent-
wicklung, Morphogenese und Genexpression
abhingig von Signalen aus der Umwelt
gesteuert werden. Dies hat auch hand-
feste angewandte Aspekte: Die nachhaltige
Sicherung der Erndhrung beruht in Zei-
ten knapper werdender Ressourcen auf der
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Fahigkeit von Kulturpflanzen, sich an Stress-
bedingungen wie Trockenheit, extreme Tem-
peraturen oder Schadorganismen anpassen
zu konnen. In Antwort auf Signale aus der
Umwelt kénnen Pflanzen zahllose Sekundir-
stoffe bilden, womit sie nicht nur die Heraus-
forderungen ihrer Umwelt meistern, sondern
auch in subtiler und hochkomplexer Weise
andere Organismen manipulieren. Die meis-
ten dieser mehr als einer Million nur bei
Pflanzen vorkommenden Sekundirstofte
entfalten daher sehr spezifische Wirkungen
auf Tiere und natiirlich auch den Menschen
- ein Reservoir, dessen Potenzial fiir die
medizinische Anwendung nach wie vor erst
ansatzweise ausgeschopft ist.

= Warum gerade Arabidopsis?

Dass ein recht unscheinbare Pflinzchen, das
vor allem an Wegrdndern und anderen, eher
unwirtlichen Lebensrdumen eine reichlich
kiimmerliche Existenz fristet (8 Abb.5.1),

B Abb. 5.1
thaliana L.) in ihrem natirlichen Habitat. (Bild
Botanischer Garten, KIT)

Die Ackerschmalwand (Arabidopsis

sich seit den 1980er-Jahren zum Shooting
Star der pflanzlichen Modellorganismen
mauserte, mag zunichst verwundern. Aber
die Ackerschmalwand (so der deutsche
Name fiir Arabidopsis) kann eine ganze Reihe
von Vorteilen vorweisen:

Mit ihren nur finf Chromosomen, auf
denen etwa 25.000 Gene untergebracht sind,
die nur von etwa 10 % repetitiven Sequenzen
begleitet werden, stellt Arabidopsis so etwas
wie die genetische Minimalversion einer
Pflanze dar. Selbst Reis, das Getreide mit dem
kleinsten Genom, benutzt die dreifache Menge
an Basenpaaren (» Kap. 6), und Weizen bringt
gar 20-mal mehr DNA auf die Waage, wovon
freilich 80 % auf repetitive Sequenzen ent-
fallen. Das Genom von Arabidopsis war in
seiner Kompaktheit daher das erste Pflanzen-
genom, das vollstindig entschliisselt werden
konnte.

Als sogenannter Therophyt (so nennt
man Pflanzen, die aufgrund ihrer geringen
Konkurrenzkraft als Samen im Boden tiber-
dauern und bei Stérung der Vegetationsdecke
in kurzer Zeit ihren Lebenszyklus vollziehen,
bevor sie von stirkeren Konkurrenten iiber-
holt werden) ist die Ackerschmalwand
auf Geschwindigkeit hin optimiert: Sechs
Wochen von Keimung bis Samenbildung ist
das Schnellste, was das Pflanzenreich fiir die
genetische Forschung zu bieten hat.

Da Arabidopsis auch in freier Wildbahn
nicht gerade verwchnt ist, lasst sich diese
Modellpflanze sehr einfach im Labor kul-
tivieren, stellt nur wenig Anspriiche und
iberlebt problemlos sogar suboptimale
Behandlung durch girtnerische Dilettanten.

Die robuste und im Vergleich zu den
meisten Pflanzen etwas stereotype Ent-
wicklung von Arabidopsis machte es leicht,
den phénotypischen Effekt von Mutationen
zu deuten. Weltweit genutzte und vernetzte
riesige Sammlungen mit mehr als 300.000 gut
charakterisierten und in 6ffentlichen Daten-
banken beschriebenen Mutanten decken
inzwischen fast alle Gene ab. Dies erleichtert
die Aufkldrung von Funktionen neu ent-
deckter Gene (reverse Genetik) ungemein.
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Das Gen hinter Darwins Entdeckung -
hundert Jahre Phototropismus
Fasziniert von ihrer Andersartigkeit
stellte Darwin gemeinsam mit seinem
Sohn Francis in dem Buch ,The Power of
Movement in Plants” (1881) die Frage,
wie Pflanzen, ohne ein Nervensystem zu
besitzen, sich durch gezieltes Wachstum
an ihre Umwelt anpassen kénnen. Eines
der Phanomene, das ihn besonders
beschéftigte, war der Phototropismus,
also die Fahigkeit vieler Pflanzen, auf
eine Lichtquelle hin zu wachsen. Er grub
Keimlinge bis zur Spitze in Sand ein und
stellte fest, dass die Richtung des Lichts
in der Spitze der Pflanze wahrgenommen
wird, wahrend die Krimmung in einer
Zone weiter unten stattfand - also dort,
bis wohin bei diesem Versuch gar kein
Licht vordringen konnte (8 Abb. 5.2a).

Er schloss daraus, dass die belichtete
Spitze einen Reiz durch die Pflanze

nach unten in die wachsende Zone des
Sprosses schicken musste. Etwa ein halbes
Jahrhundert spater gelang es aufgrund
der Erkenntnisse von Frits Went (1928)
und Nikolai Cholodny (1927), dieses
Signal zu identifizieren: Auxin, das wohl
wichtigste Pflanzenhormon. In den
hundert Jahren nach Darwins Entdeckung
wurde der Phototropismus in groBer
Ausfihrlichkeit formalphysiologisch
untersucht. Die molekulare Natur des
Photorezeptors, der das Licht wahrnimmt,
blieb jedoch im Dunkeln.

Es war die Ackerschmalwand, die den
Durchbruch brachte: In der Arbeitsgruppe
von Winslow Briggs wurden Mutanten
identifiziert, die nicht mehr in der

Lage waren, sich phototropisch zu
kriimmen (Liscum und Briggs 1995).
Dazu wurde zunéchst eine Mutagenese
mit schnellen Neutronen durchgefiihrt.
Die gewaltige Zahl von 140.000 Pflanzen
wurde durchmustert (sog. Screening).

Die Dosis der Neutronenbestrahlung
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war so gewahlt, dass im Mittel in jedem
Samen eine Mutation zu erwarten war.
Da Mutationen zufallig auftreten, sollte
man mit dieser Zahl von Pflanzen fir
die meisten Gene eine mutierte Version
finden. Nun wurden diese Keimlinge
mit seitlichem Blaulicht einer zuvor
definierten Dauer und Intensitat bestrahlt,
sodass sich die meisten Keimlinge zum
Licht hin krimmten. Einige Keimlinge
blieben gerade - darunter waren
natdrlich auch solche, die einfach kurz
geblieben waren. Hier war also einfach
das Wachstum gehemmt, womit
gleichzeitig auch keine phototropische
Reaktion moglich war — diese Mutanten
waren nattrlich nicht so interessant.
Einige Mutanten waren jedoch genauso
lang wie die unbestrahlten Kontroll-
pflanzen und krimmten sich dennoch
nicht — diese Pflanzen waren das, was man
gesucht hatte. Hier war das Wachstum
nicht betroffen, aber offenbar die
Wahrnehmung oder Verarbeitung des
Lichtreizes unterbrochen (8 Abb. 5.2b).
Um ein Bild zu gebrauchen: Wenn ein
Gefangener nicht zur gedffneten Tire
gehen kann, weil ihm die Beine fehlen,
heilt das noch lange nicht, dass er
blind ist. Man suchte in diesem Screen
jedoch nach Mutanten, die blind sind.
Durch Kreuzung fand man heraus, dass
diese Mutanten vier unterschiedlichen
Genorten (sog. Loci) entsprachen.

Wie l&sst sich so eine Aussage treffen,
wenn man die Natur des betroffenen
Gens doch noch gar nicht kennt? Ganz
einfach: durch klassische Kreuzung. Wenn
zwei Mutanten, die an verschiedenen
Loci betroffen sind, gekreuzt werden,
sollten ihre Nachkommen jeweils

eine intakte Kopie erhalten und daher
»geheilt” sein (B Abb. 5.2¢), also wieder
Phototropismus zeigen (jedenfalls im
Falle von rezessiven Mutationen). Unter
diesen vier Gruppen von Mutanten, die
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B Abb. 5.2 Wie man Mutanten fiir den Photorezeptor des Phototropismus fand. a Darwins Nachweis, dass
die Lichtrichtung in der Spitze von StiBgraskeimlingen liber einen Photorezeptor (X) wahrgenommen und Gber
ein unbekanntes Signal (Y) nach unten in die Wachstumszone geleitet wird. Das Signal Y wurde spater als das
Pflanzenhormon Auxin identifiziert. b Isolierung von Arabidopsis-Mutanten, bei denen der Photorezeptor X
betroffen ist. Es wurden Samen ungerichtet mutagenisiert (in diesem Falle durch schnelle Neutronen). Diese
Samen der M1 (mutagenisierte Generation 1) wurden hochgezogen und die Pflanzen geselbstet (Selbst-
befruchtung). Grund: Die meisten Mutationen sind rezessiv, werden also in der M1 nicht ausgepragt. In der
nachsten Generation sollten sie in einem Viertel der Nachkommenschaft sichtbar werden. Die Keimlinge dieser
M2-Generation werden einem sogenannten Screening unterzogen: Man bestrahlt mit seitlichem Blaulicht,

um eine phototropische Krimmung auszuldsen. Die meisten Keimlinge kriimmen sich, sind also hinsichtlich
des Phototropismus normal (Wildtyp, WT), manche krimmen sich nicht, weil sie im Wachstum betroffen sind
(Zwerg- oder Dwarf-Mutanten, dw). Gesucht wird nach Mutanten, die normal wachsen, sich aber dennoch nicht
krimmen. Bei diesen nph- (fir non-phototropic) Mutanten ist also moglicherweise der gesuchte Photorezeptor
mutiert. ¢ Funktionelle Komplementierung durch Kreuzung. Wenn eine homozygote nph1-Mutante (betroffen
in Chromosom 3) mit einer homozygoten nph4-Mutante (betroffen in Chromosom 5) gekreuzt wird, entstehen
in der F1 Pflanzen, die in beiden Genorten heterozygot sind. Der Phototropismus wird durch die Kreuzung also
,geheilt”, und das ist ein Hinweis, dass die beiden Mutanten in unterschiedlichen Genorten mutiert sind

nph1 bis -4 (fiir non-phototropic) getauft Membranproteins, die im Wildtyp
wurden, war nph1 am spannendsten, wenige Sekunden nach Belichtung zu
weil hier der Phototropismus komplett beobachten war. Signale werden in den
ausgefallen war. Mehrere unterschiedliche meisten Fallen durch membranstéandige
Linien waren in diesem Locus mutiert. Rezeptorproteine wahrgenommen, was
Bei allen fehlte eine durch Blaulicht dann oft durch eine Kinase-Kaskade
ausgeldste Phosphorylierung eines noch von der Plasmamembran zum Zellkern

nicht identifizierten, 120 kDa grof3en weitergemeldet wird. Aus diesen
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Uberlegungen heraus wurde nphT als
heiBer Kandidat fiir den Rezeptor des
Phototropismus gehandelt.

Molekular identifiziert war der
Photorezeptor damit noch lange nicht.
Jahrelang hatte man versucht, aus
Plasmamembranen verschiedener
Pflanzen solche Proteine zu reinigen, die
durch Blaulicht schnell phosphoryliert
werden. Dies war unendlich mithsam und
brachte nicht den erhofften Durchbruch.
Auch hier war es letztendlich ein
genetischer Ansatz, der zum Ziel fiihrte.
Mit ihrer extrem kurzen Generationsfolge
war Arabidopsis hier das Modell der Wahl,
weil sich hier eine Mutation mit dem in

» Abschn. 5.2.3 beschriebenen Verfahren
des Map-based Cloning gut und schnell
kartieren lasst: Hierzu wird die Mutante
mit einer méglichst unterschiedlichen
Arabidopsis-Pflanze (die einem anderen
sog. Okotyp entspricht) gekreuzt, eine
moglichst groe F2-Population erzeugt
und dann Uber genetische Kartierung

der Ort der Mutation méglichst genau
eingegrenzt. Im Falle von nph1 konnte
gezeigt werden, dass die Mutation nur
etwa 26 cM (Centimorgan) von dem
morphologisch gut erkennbaren Marker
glabral (der fir die Bildung von Haaren
wichtig ist — solche Mutanten sind also
gleichsam ,nackt”) entfernt war. Das ist
molekulargenetisch gesehen immer noch
eine riesige Distanz, auf der Hunderte von
Genen liegen kénnen. Man wiederholte
daher das Verfahren nun mit molekularen
Markern, die tiber PCR nachweisbar sind,
und suchte nach solchen, die ndher an
nph1 lagen. Tatsachlich gelang es, zwei
solcher Marker zu finden, die am Ende
nur noch 0,3 cM entfernt lagen. An dieser
Stelle nutzte man nun die Hilfe eines
ganz anderen Modellorganismus, ndmlich
Hefe (» Kap. 3). Man hatte namlich das
gesamte Genom von Arabidopsis in
handliche Stiicke zerschnitten, diese in
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sogenannte Yeast Artificial Chromosomes
(YACs) verpackt und das Ganze in Hefe
eintransformiert. Die Mengen wurden so
eingestellt, dass jede Hefezelle im Mittel
ein solches YAC abbekam. Man erhielt
also eine Sammlung von Hefeklonen,

die das gesamte Arabidopsis-Genom
abbildeten (eine sog. YAC-Bibliothek).
Nun musste man nur noch den Hefeklon
finden, der das YAC mit dem nph1 enthielt
(8 Abb. 5.3). Dies gelang tiber PCR mit
den neu gefundenen eng benachbarten
Markern. Jetzt musste das in der PCR
amplifizierte DNA-Fragment nur noch
sequenziert werden.

In diesem YAC waren naturlich immer
noch mehrere Gene enthalten. Aber durch
Vergleich der Sequenzen aus Wildtyp
und den nphT1-Mutanten gelang es, den
DNA-Abschnitt zu finden, wo sich beide
Versionen unterschieden. Bei manchen der
nphi-Mutanten war nur eine einzige Base
ausgetauscht, bei anderen war der ganze
Bereich bei der Neutronenbestrahlung
zerschlagen und dann verkehrt wieder
zusammengesetzt worden.

Was war das nun fir ein Gen? NPH1
stellte sich als eine 120 kDa grof3e
Serin-Threonin-Proteinkinase heraus,
hatte also genau die gleiche GroRe wie
das schon bekannte Membranprotein,
dessen Phosphorylierung bei der
nph1-Mutante nicht nachweisbar war.
Weiterhin enthielt dieses Protein zwei
sogenannte LOV-Domaénen, die man

von anderen Organismen schon als
Bindestelle fiir Flavine kannte. Flavine
absorbieren blaues Licht, ihr Spektrum
dhnelt bis ins Detail dem Wirkungs-
spektrum des Phototropismus. Das
klingt alles sehr Giberzeugend, war aber
noch kein echter Beweis dafiir, dass die
Mutation dieses Proteins wirklich die
Ursache des fehlenden Phototropismus
war. Es kénnte ja dennoch sein (auch
wenn es nicht sehr wahrscheinlich wirkt),


http://dx.doi.org/10.1007/978-3-662-54868-4_3
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B Abb. 5.3 Beweis, dass NPH1 den Photorezeptor
des Phototropismus codiert. Dieser Beweis wurde
tiber funktionelle Komplementierung durch Trans-
formation gefiihrt. Aus umfangreichen genetischen
Kartierungen wurden die Chromosomenbereiche
identifiziert, wo die nph1-Mutation sitzt. Durch
Transformation der Mutanten mit Chromosomen-
stlicken von Arabidopsis-Wildtyp, die in den Modell-
organismus Hefe eingefiihrt wurde (yeast artificial
chromosomes), konnte der Phototropismus wiederher-
gestellt werden (sog. rescue). Durch Eingrenzung der
eingebrachten Gene konnte man so schlieflich den
mutierten NPH1-Locus genau bestimmen

dass eine zweite, unerkannte Mutation
verantwortlich ist. Der Beweis wurde nun
so gefiihrt, dass man eine intakte Version
des mutmaBlichen NPH1-Gens in die
nph1-Mutante eintransformierte. Siehe
da, die transgenen Mutanten waren nun
wieder in der Lage, sich phototropisch
zu krimmen (B Abb. 5.3). Durch diese
funktionelle Komplementation (sog.
rescue) war gezeigt, dass eine intakte
Version des NPH1-Gens notwendig und
hinreichend ist, um nach Belichtung
Phototropismus auszulésen. Mehr

als hundert Jahre nach Darwins
Entdeckung war es damit gelungen, den
Photorezeptor zu isolieren

Dass dies ausgerechnet mithilfe des
Modellorganismus Arabidopsis gelang,
war fir viele in diesem Feld tiberraschend:
Der Phototropismus von Arabidopsis ist

namlich nicht sehr ausgepragt und auch
nicht so ,ordentlich” wie der von Getreide-
keimlingen, dem System, mit dem Darwin,
Cholodny und Went gearbeitet hatten.
Auch die Biochemie von Arabidopsis ist
aufgrund der Zwergenhaftigkeit dieser
Pflanze und der zahlreichen sekundaren
Pflanzenstoffe alles andere als einfach.

Es war letztlich die exzellente Genetik

in diesem Modellorganismus, die den
Durchbruch brachte.

5.2 Methoden und Ansatze

Die Zuordnung biologischer Funktionen zu
einzelnen Genen nutzt bei vielen Modell-
organismen (z.B. Hefe) die Technik der
homologen Rekombination. Dabei werden
einzelne Gene gezielt ausgeschaltet oder ver-
andert. Dazu wird ein Konstrukt eingebracht,
das bestimmte Erkennungssequenzen trégt,
die das Konstrukt zu ganz bestimmten Stel-
len des Genoms leitet und dort integriert.
Bei Pflanzen gibt es eine solche homologe
Rekombination jedoch nicht (in » Abschn.5.5
sind neueste Entwicklungen beschrieben, um
diese Limitierung des Modells Arabidopsis zu
iiberwinden). Bei der Transformation werden
die eingebrachten Konstrukte also irgendwo
ins Genom der Zielzelle eingebaut. Diese
Besonderheit der hoheren Pflanzen - auch
bei der Modellpflanze Reis ist das so, » Kap. 6,
wihrend bei Moosen, zu denen die Modell-
pflanze Physcomitrella gehort, eine homo-
loge Rekombination mdglich ist — beeinflusst
natiirlich die Strategie, wie man Vorwdrts-
und reverse Genetik durchfiihren kann, ganz
entscheidend. Da Mutationen und Trans-
formationen nicht gezielt durchgefithrt wer-
den konnen, sind fiir Arabidopsis thaliana
genetische Screens umfangreicher Mutanten-
sammlungen zentral. In weltweit vernetz-
ten Datenbanken und Mutantenkollektionen
werden die dabei gewonnenen Informatio-
nen und Mutanten einer groflen Zahl von
Forschungsgruppen zuginglich gemacht. Bei
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der Arbeit mit Arabidopsis thaliana ist daher
die Zusammenarbeit der zahlreichen Labors,
die tiber diesen Modellorganismus forschen,
besonders wichtig (sog. Network Payoff).

5.2.1 Mutantenkollektionen

Da die molekulare Maschinerie fiir eine homo-
loge Rekombination bei Arabidopsis thaliana
nicht vorhanden ist oder zumindest bislang
nicht aktiviert werden konnte, kann man ein
Gen von Interesse nicht gezielt ausschalten.
Man ging daher einen alternativen Weg und
baute umfangreiche Kollektionen von Mutan-
ten auf, in denen man dann nach einem
bestimmten Phanotyp (Vorwirtsgenetik) oder
einem bestimmten mutierten Gen (reverse
Genetik) sucht. Hierfiir werden, je nach Ziel-
richtung, unterschiedliche Strategien der
Mutagenese eingesetzt, die unten beschrieben
sind. Die Zahl von Mutanten ist iiber die Jahre
inzwischen so grof3 geworden, dass fiir fast
alle Gene mehrere Mutanten zur Verfiigung
stehen. Damit nicht jedes Labor von Neuem
die aufwendige genetische und phénotypische
Aufklarung dieser Mutanten durchfithren
muss, wird in weltweit zugénglichen Daten-
banken alles genetische und phénotypische
Wissen, was es jeweils zu einer Mutante gibt,
vernetzt. Das erspart viel Arbeit und erlaubt
es, deutlich schneller die Verbindung zwischen
Gen und Funktion zu ziehen.

Um solche Mutantenkollektionen zu erzeu-
gen, geht man im Wesentlichen zwei unter-
schiedliche Wege:

Bei der induzierten Mutagenese werden

iber Bestrahlung oder tiber chemische

Substanzen Mutationen erzeugt, die ent-

weder auf dem Austausch einzelner Basen

(Punktmutationen, die Regel fiir chemi-

sche Mutagenese) oder dem Verlust kur-

zer, manchmal auch langerer Basenfolgen

(Deletionen, die Regel fiir strahlungs-

induzierte Mutagenese) beruhen.
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Bei der Insertionsmutagenese wird
mithilfe des pflanzenpathogenen
Bodenbakteriums Agrobacterium
tumefaciens ein mobiles DNA-Stiick

(die sog. T-DNA) aus dem Ti-Plasmid
(fiir tumour-inducing) in das Genom
von Arabidopsis thaliana eingefiigt. Man
nimmt an, dass die T-DNA zufillig im
Genom eingebaut wird. Da die Sequenz
der T-DNA bekannt ist, kann man nun
mithilfe von PCR-basierten Verfahren die
flankierenden Sequenzen identifizieren.
Da das Genom von Arabidopsis bekannt
ist, kann man damit auch sagen, wo die
T-DNA-Insertion sitzt. Diese Information
wird in einer Datenbank abgelegt und ist
zundchst eigentlich nicht sehr spannend.
Spannend wird es erst, wenn irgendwo
auf der Welt jemand sich fiir dieses Gen
interessiert, in der Datenbank diese
Mutantenlinie heraussucht und dann
Samen davon bestellt. Eine dhnliche,
historisch altere Strategie benutzt
springende Gene (sog. Transposonen),
hat aber bei Arabidopsis thaliana
gegeniiber der T-DNA-Mutagenese

stark an Bedeutung verloren (fiir andere
Modellpflanzen, vor allem Reis, sieht das
anders aus, Ndheres in » Kap. 6).

Im Folgenden werden diese beiden Strategien
etwas genauer betrachtet, damit die jeweiligen
Vor- und Nachteile dieser Ansitze sichtbar
werden.

= Induzierte Mutagenese

Klassische Mutagenese wird vor allem auf
chemischem Wege durch Ethylmethan-
sulfonat (EMS) erreicht, in manchen Fillen
setzt man auch Bestrahlung mit schnellen
Neutronen ein. Im Vergleich zur Insertions-
mutagenese ist die induzierte Mutagenese
tatsdchlich weitgehend symmetrisch. Ein kri-
tischer Punkt, an dem sich Erfolg und Miss-
erfolg dieser Strategie letztlich entscheiden,
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sind die Intensitit der Mutagenese und
die Grofle der mutagenisierten Popula-
tion. Hier geht es einerseits darum, mog-
lichst fir alle Gene von Arabidopsis eine
Mutation zu erzeugen, andererseits sollten
die Mutantenlinien mdglichst nur an einer
Stelle mutagenisiert sein, weil andernfalls
die Zuordnung von Genotyp und Phénotyp
zweideutig wird (und Beispiele fiir solche
Fehlinterpretationen sind recht zahlreich).
Bei dieser Kalkulation {iiberlegt man, wie
viele Zellen des Embryos (aus praktischen
Griinden werden vor allem Samen muta-
genisiert) zu den Keimzellen der nichsten
Generation beitragen (nur die Mutationen
in diesen Zellen werden schliefllich ver-
erbt). Auflerdem gibt es Erfahrungswerte
fiir die durch eine bestimmte Behandlung
erzeugte Wahrscheinlichkeit, dass ein Gen
mutiert wird. Diese Wahrscheinlichkeit
folgt einer Poisson-Verteilung — diese asym-
metrische Verteilung kann man zum Bei-
spiel auch anwenden, wenn man ausrechnen
will, wie viele Pflastersteine von einem, von
zwei oder von drei Regentropfen getroffen
werden. Aus solchen Berechnungen kommt
man zu Schitzungen, dass eine Behandlung
von wenigen tausend Samen mit 15mM
EMS fiir 12 h ausreichend ist, um mindes-
tens drei Allele pro Genort zu erzielen. Da
die meisten Mutationen rezessiv sind (es geht
ja eine Funktion verloren; solange ein funk-
tionelles Allel vorhanden ist, sieht man daher
oft keinen Phanotyp), muss man wieder erst
eine Runde Selbstbefruchtung einlegen, bis
man dann in der folgenden Generation (der
sog. M2) nach dem Phdnotyp von Interesse
suchen kann. Da im reifen Embryo etwa zwei
Zellen zur Keimbahn der ndchsten Genera-
tion beitragen werden, hat man in der M1 in
der Regel genetische Chiméren. Man muss
die Samen also von verschiedenen Regio-
nen des Bliitenstandes ernten, um sicher zu
sein, dass man homozygot mutierte Samen
findet. Die induzierte Mutagenese erlaubt
Vorwirtsgenetik, eine reverse Genetik
(Zuordnung einer Funktion zu einem zuvor
bekannten Gen) ist hier im Gegensatz zu den
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Insertionsmutanten zunachst einmal nicht
moglich.

= Insertionsmutagenese durch T-DNA

Agrobacterium tumefaciens ist ein Boden-
bakterium, das durch Verwundungsstoffe
angelockt wird und sich an verletzten
Wurzeln von zweikeimblittrigen Pflanzen
ansiedelt. Mithilfe des Ti-Plasmids kann
es die Wirtszellen so umsteuern, dass ein
wucherndes Gewebe entsteht, das besondere
Aminoséduren herstellt, die Opine, die sonst
in der Pflanze gar nicht vorkommen und die
das Bakterium als exklusive Nahrungsquelle
nutzen kann. Agrobacterium lebt also in die-
sem Tumorgewebe wie die Made im Speck.
Das Ti-Plasmid codiert verschiedene Pro-
teine, die fiir diese komplexe Umsteuerung
notwendig sind, beispielsweise Proteine,
die einen Kanal bilden, durch den dann der
eigentliche Ubeltiter, die T-DNA, in die
Wirtszelle eindringen kann. Diese T-DNA
wird dann fest ins Genom des Wirts ein-
gebaut und bei jeder Zellteilung als Tritt-
brettfahrer weitergegeben. Die T-DNA tragt
einerseits Gene fiir hormonelle Wachstums-
faktoren der Pflanze (dadurch kommt es zur
Tumorbildung), andererseits Gene, die fiir die
Bildung der unkonventionellen Aminosauren
(der Opine) verantwortlich sind (damit stellt
Agrobacterium sicher, dass ihm niemand
die Beute vom Teller stiehlt, weil andere
Zellen mit diesen Opinen nichts anfangen
konnen). Die Details dieses Piratenstiicks
finden sich in » Kap.1. Fur die Insertions-
mutagenese hat man nun die T-DNA ,ent-
waftnet, diese Gene herausgeschnitten und
nur die Sequenzteile iibriggelassen, die fiir
den Transfer in die Wirtszelle und den Ein-
bau ins Genom notwendig sind. Damit wird
verhindert, dass die Mutanten Tumoren tra-
gen, wodurch sie fiir die Untersuchung von
Funktionen wertlos wiirden. Neben der ,,Ent-
waffnung® wird an der T-DNA noch eine
zweite Anderung angebracht - man fiigt
einen sogenannten Selektionsmarker ein.
In der Regel handelt es sich um ein Enzym,
das ein bestimmtes Antibiotikum (zumeist
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Hygromycin oder Kanamycin), alternativ
das Totalherbizid BASTA, abbauen kann. In
Gegenwart der selektiven Substanz (Hygro-
mycin, Kanamycin oder BASTA) iiberleben
also nur jene Zellen, die eine T-DNA in ihr
Genom eingebaut haben. Die iiberlebenden
Pflanzen sind also mit einer hohen Wahr-
scheinlichkeit auch tatsdchlich transgen -
eine solche Selektion spart viel Zeit, Geld und
Arbeit. Die Entwicklung solcher Selektions-
marker war einer der Griinde, warum die
T-DNA-Mutagenese so erfolgreich wurde.
Der zweite Grund war die Entwicklung einer
Methode, womit die Zielpflanze mit einer
sehr hohen Effizienz transformiert werden
kann. Dies wurde durch die sogenannte Flo-
ral-Dip-Methode (» Abschn.5.2.2) méglich
gemacht. Damit konnten binnen kurzer Zeit
Zehntausende von transformierten Linien
erzeugt werden. Da die T-DNA ungerichtet
ins Genom eingebaut wird, entstehen aus
einem  Transformationsansatz ~ mehrere
unterschiedliche ~ Mutantenlinien. ~ Daher
wird die Nachkommenschaft einer solchen
Transformation (die T1) erst noch einmal
selbstbefruchtet und dann die T2-Gene-
ration analysiert. Obwohl diese Strategie
ungeheuer erfolgreich war, sind viele Einzel-
heiten der T-DNA-Insertion noch nicht ver-
standen. Beispielsweise ist es noch unklar,
warum die T-DNA an bestimmten Stellen des
Genoms inseriert (die Insertion erfolgt zwar
ungerichtet, ist aber nicht vollkommen sym-
metrisch - es gibt also durchaus Stellen des
Genoms, die von der T-DNA ,verschmiht*
werden, und fiir diese Stellen ist es dann
auch schwierig, Insertionsmutanten zu fin-
den). Auflerdem hingt die Wahrscheinlich-
keit fiir den Einbau der T-DNA davon ab, in
welchem physiologischen Zustand sich die
Zielzelle befindet. Vor Kurzem konnte man
zeigen, dass die Insertion beim Floral Dip
relativ spét in der Entwicklung erfolgt, wenn
die ,Keimbahn“ fiir die mannlichen und die
weiblichen Keimzellen schon festgelegt ist.
Vor allem der Embryosack (also der weib-
liche Gametophyt) scheint bevorzugtes Ziel
der T-DNA zu sein. Haufig kommt es bei der
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Insertion zu komplizierten Abweichungen -
so konnen Tandems oder Fragmente von
T-DNA-Sequenzen eingebaut werden, oder es
gibt Mehrfachinsertionen an verschiedenen
Stellen. Dies wird haufig ignoriert und fiihrt
dann zu Fehlschliissen. Daher ist es wich-
tig, dass fir T-DNA-Linien immer eine
sogenannte Genotypisierung durchgefiihrt
wird. Dabei wird mithilfe von Southern Blot-
ting, erganzt durch PCR-basierte Verfahren,
tberpriift, ob die T-DNA vollstindig und
nur an dieser Stelle eingebaut wurde. Wie
bei allen Mutantenansitzen sollte man durch
mehrere Generationen von Selbstbefruchtung
sicherstellen, dass man es mit einer Ein-
fach-Insertion zu tun hat. Nur so kann die
eindeutige Zuordnung Gen-Funktion sicher-
gestellt werden. Der ganz grofle Vorteil der
T-DNA-Mutagenese ist die Moglichkeit,
reverse Genetik zu betreiben — wenn, mithilfe
einer Datenbank, Mutanten im Gen von Inte-
resse aufgespiirt sind, kann man sich diese
aus der Sammlung zuschicken lassen und
dann, natiirlich nach Uberpriifung des Geno-
typs, den zugehorigen Phéanotyp suchen.

= Insertionsmutagenese durch Trans-
posonen

Die Entdeckung der ,springenden Gene"
(Transposonen) durch Barbara McClintock
(1950) war die Grundlage einer alternativen
Form der Insertionsmutagenese. Die bio-
logische Funktion dieser mobilen genetischen
Elemente liegt vermutlich darin, die genetische
Variabilitit als Rohmaterial fiir evolutionire
Veranderungen zu steigern. Technisch kann
man mit Transposonen aber auch recht einfach
Mutationen erzeugen. Hierfiir wurden durch
Transformation zwei Transposonsysteme aus
Mais (Ac/Ds bzw. En/I) in Arabidopsis tha-
liana eingebracht. Diese Systeme bestehen aus
zwei Komponenten - einem Aktivator (z.B.
Ac), der die Mobilisierung der zweiten Kom-
ponente (z. B. Ds) aktiviert. Beide Komponen-
ten missen also zusammenkommen, damit
die Gene zu springen beginnen. Man benutzt
daher zwei Starterlinien von Arabidopsis,
denen jeweils eine der beiden Komponenten
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des Mais-Transposonsystems eingefiigt wurde
(z.B. eine Ac- und eine Ds-Linie). Durch
Kreuzung kommen die beiden Elemente
zusammen, und es entstehen Mosaikpflanzen,
die dann in der F2-Generation unterschied-
liche Mutanten liefern. Um die Mutanten stabil
zu halten, muss man das System aber auch wie-
der abschalten kénnen. Dies geschieht durch
relativ. komplexe Selektionsstrategien (die
beiden Transgene sind mit unterschiedlichen
Selektionsmarkern gekoppelt), die auch nicht
hundertprozentig zuverléssig sind. Aufgrund
dieser Komplexitat spielt Transposonmuta-
genese im Vergleich zu T-DNA-Insertions-
mutagenese inzwischen eine nur noch
untergeordnete Rolle und sei hier nur der his-
torischen Vollstandigkeit halber erwédhnt.

= Nutzung natiirlicher Diversitat

Als Ausgangsmaterial fiir die Mutanten-
kollektionen ging man von einer Handvoll
sogenannter Okotypen (wie Landsberg erecta,
Columbia oder Wassilewska) aus. Diese leiten
sich eigentlich von Feldsammlungen ab. Da
aber Arabidopsis thaliana sich natirlicher-
weise nur zu einem sehr geringen Grade
auskreuzt, sind diese Okotypen im Grunde
genetisch in den meisten Loci einheitlich.
Wenn ein bestimmtes Gen in einem solchen
Okotyp ohnehin schon inaktiviert ist (dies
kann entweder durch eine Mutation, aber
auch durch sog. Silencing auftreten), ist es in
der aus einem solchen Okotyp abgeleiteten
Mutantenkollektion natiirlich schwer oder
gar unmoglich, sogenannte Loss-of-Function-
Mutationen in dem entsprechenden Gen zu
finden. In solchen Fillen kann man jedoch
die grofle natiirliche Variation innerhalb der
Art Arabidopsis thaliana nutzen, die ja welt-
weit vorkommt, sodass zahlreiche solcher
Okotypen zur Verfiigung stehen. Dies ist
vor allem auch dann interessant, wenn man
es mit Merkmalen zu tun hat, die flieflend
sind (sog. quantitative Traits). Man kann
dann Okotypen kreuzen, die sich hinsicht-
lich dieses Merkmals stark unterscheiden
und dann mithilfe spezieller statistischer Ver-
fahren herausfinden, welcher der zahlreichen

Markerunterschiede mit dem Merkmal kor-
reliert ist. Auf diese Weise gelang es zum
Beispiel durch eine Kreuzung zwischen
Landsberg erecta und einem Okotyp von den
Kapverdischen Inseln, molekulare Kompo-
nenten der circadianen Uhr zu identifizieren.

5.2.2 Transformation

Mutationen fithren in der Regel zu einem Aus-
fall der entsprechenden Genfunktion (Loss of
Function). Im Gegensatz dazu kann auch ein
Gen neu eingefiihrt oder verstirkt exprimiert
werden, um Einblick in seine Funktion
zu erhalten. Eine solche Gain-of-Function-
Strategie setzt voraus, dass der Modellorganis-
mus genetisch transformiert werden kann. Die
Transformation von Pflanzen wurde deutlich
frither entwickelt als die Transformation viel-
zelliger Tiere. Hintergrund ist die sogenannte
Totipotenz der pflanzlichen Zelle, eine Eigen-
schaft, die bei Tieren nur den vieldiskutierten
pluripotenten Stammzellen zukommt.
Eigentlich ist Totipotenz eine Eigenschaft,
die sich aus der Mitte des 19. Jahrhunderts
formulierten Zelltheorie von Schwann und
Schleiden ableitet. Wenn wirklich die Zelle als
Grundeinheit des Lebens fungiert, sollte sie
auch fiir vielzellige Organismen in der Lage
sein, alle Lebensfunktionen hervorzubringen.
Der experimentelle Nachweis dieser Voraus-
sage war freilich nicht einfach. Zwar gelang
es schon 1907, Zellkulturen aus tierischem
Gewebe herzustellen, aber daraus tierische
Organe zu regenerieren, blieb fast ein Jahr-
hundert ein unerfiilltes Ziel und wurde letzt-
endlich erst durch die Entwicklung induzierter
pluripotenter Stammzellen ermdglicht. Die
Erzeugung pflanzlicher Zellkulturen hinkte
zunidchst hinterher und war erst 1939 erfolg-
reich, aber als man in den 1950er-Jahren ent-
deckte, dass sich die Entwicklung pflanzlicher
Zellen durch Phytohormone, vor allem Auxine
und Cytokinine, in weiten Grenzen steuern
lasst, war der Weg frei: Schon 1965 gelang
Vasil und Hildebrandt die erste vollstandige
Regeneration einer Pflanze aus einer einzelnen
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Korperzelle. Bei dieser somatischen Embryo-
genese wird ein differenziertes Gewebe (etwa
ein Blattstiick) durch Behandlung mit Auxinen
in ein ungeziigelt proliferierendes, sogenanntes
Kallusgewebe umgewandelt. Diese Kalluszellen
konnen nun, beispielsweise tiber das oben
beschriebene Agrobacterium-System, trans-
formiert werden. Durch einen auf der T-DNA
eingebauten Selektionsmarker (in der Regel
ein Gen, das eine Antibiotikaresistenz ver-
mittelt, hiufig auch ein Gen, das eine Resis-
tenz gegen ein Totalherbizid kodiert) kann
man die nicht transformierte Zellen des Kallus
durch Anzucht auf dem selektiven Medium
(also dem Antibiotikum) ausmerzen, sodass
nur die erfolgreich transformierten Zellen
ibrigbleiben. Nun wird im néchsten Schritt
das Phytohormon Cytokinin zugesetzt und
Auxin weggelassen. Dadurch werden die Zel-
len angeregt, sich zu differenzieren und einen
Embryo zu bilden, der schon nach kurzer Zeit
nicht von einem auf natiirlichem Wege ent-
standenen Embryo zu unterscheiden ist. Die
aus dem Kallus auswachsenden Pflinzchen
tragen nun das eingefithrte Gen und konnen
entnommen und in ganz gewdhnliche Erde
umgesetzt werden. Nach der Bliite bilden sie
Samen, die teilweise transgen sind (Achtung:
die T-DNA wurde ja nur in eine Kopie des
jeweiligen Chromosoms eingefiigt, die trans-
gene Pflanze ist also beziiglich des Transgens
heterozygot). Durch eine zweite Selektions-
runde, oft erginzt durch molekulargenetische
Untersuchungen (das Transgen oder, noch ein-
facher, der Selektionsmarker, lassen sich durch
PCR-basierte Methoden oder einen Southern
Blot nachweisen) kann man dann homo-
zygot transgene Linien erzeugen. Diese geben
das eingefithrte Gen auf natiirlichem Wege
genauso weiter wie die anderen Gene auch.
Genetische Transformation von Pflan-
zen beruht also auf der Fihigkeit zur somati-
schen Embryogenese. Die ersten transgenen
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Pflanzen stammten daher aus Arten, die sehr
leicht einen Kallus bilden und daraus nach
Cytokininbehandlung eine neue Pflanze
bilden koénnen. Das ist vor allem fiir die
Nachtschattengewédchse der Fall. Die ersten
transgenen Pflanzen waren daher Tabak, bald
gefolgt von Tomate und Kartoffel. Die Bras-
sicaceen, zu denen auch Arabidopsis zahlt,
galten viele Jahre lang als nicht verniinftig
transformierbar. Dies dnderte sich schlagartig
durch eine neue und einfache Methode, die
zudem noch eine sehr hohe Rate von trans-
formierten Pflanzen liefert. Bei dem Floral
Dip wird eine kurz vor der Bliite befindliche
Pflanze einfach kopfiber ein eine Suspen-
sion von Agrobakterien getaucht, die zuvor
mit dem Zielgen transformiert worden waren
(B Abb.5.4). Durch Anlegen eines milden
Vakuums dringt die Suspension in die Inter-
zellularen ein. Dadurch werden viele Zellen
transformiert, mit einer recht hohen Wahr-
scheinlichkeit sind darunter auch die Vor-
lduferzellen der Keimbahn. Offenbar scheint
vor allem der weibliche Gametophyt (der sog.
Embryosack) sehr leicht T-DNA aufzunehmen.
Damit wird also auch die Eizelle transgen,
die daraus entstehenden Samen sind also fiir
das Transgen heterozygot. Werden die Sim-
linge mithilfe eines ebenfalls eingebrachten
Selektionsmarkers selektiert, {iberleben nur
diese Transformanten. Durch eine - bei
Arabidopsis natiirlicherweise ohnehin domi-
nierende - Selbstbefruchtung entstehen dann
in der ndchsten Generation zu einem Viertel
homozygot transgene Pflanzen, die dann diese
Eigenschaft stabil weitervererben. Das Floral
Dip erlaubt also eine Transformation, ohne
dass dazu der Weg iiber somatische Embryo-
genese notwendig ist. Dieser Durchbruch
bei der Transformationstechnologie erginzt
damit die Mutantenkollektionen und macht
Arabidopsis zum zentralen genetischen Modell-
system der Pflanzen.
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Blihende
Pflanze

Transformation
durch Eintauchen in
Agrobakterienkultur

Samenreifung
und -ernte im
Sammelbehalter

B Abb. 5.4 Transformation von Arabidopsis mithilfe der Floral-Dip-Methode

5.2.3 Vom Phanotyp zum Gen -
Map-based Cloning und
T-DNA

Wenn das Genom eines Organismus sequen-
ziert ist, kann man damit zundchst noch nicht
sehr viel anfangen. Erst wenn man heraus-
gefunden hat, welche Funktion die einzelnen
Gene ausiiben, wird dieses molekulare Wissen
fruchtbar. Um bei Arabidopsis den einzelnen
Genen ihre biologische Funktion zuordnen
zu konnen, sind die in Mutantenkollektionen
aufgespiirten Phinotypen nach wie vor sehr
wichtig. Auch wenn dies hiufig {ibersehen
wird, hédngt der Erfolg einer Zuordnung
von Gen und Funktion letztlich daran, ob
es gelingt, einen Phédnotyp zu finden, der
geeignet ist. Warum?

Es wire naiv zu glauben, dass jedem Gen
nur ein einzelnes Merkmal zugeordnet wer-
den kann. Ein Organismus ist keine Maschine,
bei dem man ein Zahnrddchen herausnimmt
und alle anderen Teile so bleiben, wie sie vor-
her waren. Eher hat man es mit kommunizie-
renden Rohren zu tun - wird an einer Stelle
etwas verandert, wird der Defekt an anderer

Stelle kompensiert. Pflanzen, die aufgrund
ihrer Sesshaftigkeit eine besonders hohe
Flexibilitat entwickeln mussten, um iiberleben
zu konnen, sind in Sachen Kompensation
besondere Meister. Haufig wird beim Ausfall
eines Gens also gar kein Phinotyp sichtbar.
Auflerdem sind viele Gene in sogenannten
Genfamilien organisiert - von dem Photo-
rezeptor Phytochrom kennt man in Arabidop-
sis zum Beispiel funf Versionen -, wenn eine
davon mutiert wird, kann das in den meisten
Fallen von einem der anderen vier ausgebtigelt
werden, ohne dass sich ein Phénotyp (zu
erwarten wire eine ,,Rotblindheit) aufspiiren
ldsst. Auch den umgekehrten Fall gibt es - ein
Gen fillt aus und dies fiihrt zu drastischen
Verdnderungen in tiberraschend vielen Merk-
malen (in der Genetik spricht man von Pleio-
tropie). So etwas kann etwa passieren, wenn
das betroffene Gen relativ weit oben in der
Hierarchie einer Signalkaskade als Schalter
fiir verschiedene Vorginge wirkt. Man weifd
dann zwar, dass man ein wichtiges Gen an der
Angel hat, aber wirklich schlauer wird man
davon nur, wenn man herausfindet, wie die
verdanderten Vorginge miteinander verwoben
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sind. In anderen Worten: Genfunktionen las-
sen sich nur dann verstehen, wenn man die
Physiologie des jeweiligen Modellorganis-
mus recht genau kennt. Dafiir miissen die
verschiedene Organisationsebenen (Physio-
logie des Gesamtorganismus, Morphologie
und Anatomie, Zellbiologie, Genaktivierung,
Biochemie) in einer integrierten Betrachtung
miteinander vernetzt werden (» Kap.8). Je
genauer man einen Phénotyp erkldren kann,
umso einfacher wird es, die Zuordnung zur
Funktion einzelner Gene zu erschlieflen. Das
heifit aber auch: Je spezifischer ein Phénotyp,
umso einfacher wird es. Ein Phénotyp wie
»generell leicht verlangsamtes Wachstum® ist
sicherlich schwerer zu knacken als ein Phéno-
typ wie ,vollig normal, nur bei schwachem
Blaulicht verlangsamtes Wachstum®.

Ist es nun gelungen, in einer Mutanten-
kollektion einen geeigneten Phanotyp zu fin-
den, gibt es zwei Méglichkeiten:

Hat man es mit einer Insertionsmutante
zu tun, kann man nun die (bekannte) Sequenz
der Insertion (in den meisten Fallen handelt es
sich ja um die T-DNA aus Agrobacterium) dazu
einsetzen, die Nadel im Heuhaufen zu finden.
Das klassische Verfahren bestand darin, dass
man die DNA durch geeignete Kombinationen
von Restriktionsenzymen in Stiicke schnitt,
diese auf groflen Sequenziergelen auftrennte
und dann mithilfe einer radioaktiv markier-
ten Sonde gegen die T-DNA im Southern
Blot nachwies, welches Stiick die T-DNA ent-
hielt. Dieses Stiick wurde dann kloniert und
sequenziert. Inzwischen werden jedoch vor
allem PCR-basierte Verfahren eingesetzt, wobei
man einen Oligonucleotid-Primer innerhalb
der T-DNA-Sonde platziert und dann ver-
sucht, ein Stiick der flankierenden Sequenzen
zu amplifizieren. Da das Arabidopsis-Genom
inzwischen durchsequenziert ist, kann man
mithilfe dieser flankierenden Sequenz in der
Regel schnell herausfinden, welches Gen in der
vorliegenden Mutante betroffen ist.

Wurde die Mutante tiber Induktionsmuta-
genese erzeugt, ist der Weg zum Gen deut-
lich langwieriger. Hierbei muss man in einem
Map-based Cloning genannten Verfahren tiber
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Kreuzungen den Ort der Mutation kartieren.
Im ersten Schritt versucht man durch Kreu-
zung mit anderen Referenzmutationen, deren
Genort schon aus fritheren Studien bekannt ist,
herauszufinden, auf welcher Kopplungsgruppe
(also Chromosom) die Mutation liegt. Liegt
die neue Mutation auf demselben Chromo-
som wie die Referenzmutation, erscheinen
sie genetisch gekoppelt, segregieren in der F2
also nicht gemédfl dem zweiten Mendel'schen
Gesetz. Fiir Arabidopsis sind inzwischen neben
klassischen morphologisch sichtbaren Markern
eine grofle Zahl von Sequenzmarkern verfiig-
bar, die sich tiber PCR nachweisen lassen, was
solche Kartierungen ungemein beschleunigt.
Nachdem das Chromosom bestimmt ist, kann
man nun eine grofle Kreuzungspopulation her-
stellen und dann fiir verschiedene Referenz-
marker, die fiir dieses Chromosom bekannt
sind, messen, wie oft die betroffene Mutation
tiber Crossing-over aus der Kopplung mit
dem jeweiligen Referenzmarker ausbricht.
Je hoher diese Héufigkeit, umso weiter sind
Mutation und Referenzmarker voneinander
entfernt, und so lasst sich der Ort des mutier-
ten Gens schnell so weit eingrenzen, dass
man bald weif$, welche Kandidatengene in
Frage kommen. Uber Komplementierung
(B8 Abb.5.3) kann man nun feststellen, wel-
ches dieser Kandidatengene die Mutante ,,ret-
ten“ kann. Auf der Basis des entschliisselten
Arabidopsis-Genoms  ist dieses Verfahren
inzwischen bei Weitem weniger zeitaufwendig
wie zu Anfangszeiten. Wie oben erwihnt,
sind nicht fiir alle Gene T-DNA-Mutanten
verfiigbar, weil die Insertion nicht voll-
stindig symmetrisch iiber das Genom ver-
teilt ist. Aulerdem lassen sich fiir ein tieferes
Verstindnis von Genfunktionen wertvolle
Punktmutationen eben nur iiber chemische
Mutagenese erreichen.

Ein Fallbeispiel aus der Anfangszeit der
funktionellen Genomik zeigt, welchen Zeit-
vorteil die damals neu entwickelte Insertions-
mutagenese mit sich brachte: Im Labor von
Gerd Jiirgens war es in einem heroischen
Ansatz gelungen, Mutationen zu finden, die
auf die Entstehung der Korper-Grundgestalt
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des Arabidopsis-Embryos Einfluss nehmen
(Mayer etal. 1991). Besonders spannend war
eine Mutante, bei der die Meristeme in der
Spitze von Spross und Wurzel fehlten, sodass
letztlich ein mehr oder minder richtungsloser
Gewebsklumpen entstand. Diese Mutante
bekam daher den Namen gnom und erinnerte
in ihrem Habitus an die bei der Fruchtfliege
Drosophila  aufgekldrten Mutanten  bicoid,
oskar und nanos, wo die Entstehung der ante-
rior-posterioren Polaritét (also die Ausbildung
von ,vorne“ und ,,hinten®) gestort war. Mithilfe
von Map-based Cloning wurde dann mit Hoch-
druck versucht, den mutierten Genort zu fin-
den. Da das Genom von Arabidopsis zu dieser
Zeit noch nicht sequenziert war, musste man
vor allem mit morphologischen Merkmalen
arbeiten und hatte dadurch weit weniger Mar-
ker zur Verfiigung. Die Kartierung zog sich
also tiber mehrere Jahre hin. Zu diesem Zeit-
punkt wurden im Labor von Ken Feldmann in
USA die ersten T-DNA-Mutantenkollektionen
aufgebaut. Unter diesen Mutanten gab es auch
sogenannte emb- (Embryogenesis-)Mutanten,
und eine davon, emb30, zeigte eine frappie-
rende Ahnlichkeit zu gnom. Tatsichlich konn-
ten sich die beiden Mutanten durch Kreuzung
nicht komplementieren, was darauf hindeutete,
dass dasselbe Gen betroffen war. Ubrigens:
Dieser trivial daherkommende Befund ist
experimentell alles andere als trivial, da homo-
zygote gnom/emb30-Mutanten derartig gestort
sind, dass sie niemals auswachsen, geschweige
denn Nachkommen zeugen konnen - man
musste hier also mit heterozygoten Pflanzen
arbeiten und wberpriifen, ob in etwa 25 % der
Nachkommenschaft den gnom/emb30-Phi-
notyp zeigten. Leider konnte Gerd Jiirgens die
Friichte dieser miithsamen Vorarbeiten nicht
selbst ernten — die Information, dass emb30 im
selben Gen betroffen war wie gnom, gelangte
in die Hdnde eines konkurrierenden Labors,
und dann war es nur noch eine Sache von
Wochen, bis die in der Linie emb30 durch die
T-DNA markierte Sequenz dieses spannenden
Gens aufgeklért und sehr hochrangig publiziert
war - iberraschenderweise entpuppte sich
gnom ndmlich nicht als Transkriptionsfaktor

(im Unterschied zu den Polarititsfaktoren bei
Drosophila). Ubrigens zeigte dieser unerwartete
Befund auch, dass der Symmetriebruch bei
Pflanzen nach anderen Gesetzmifligkeiten
funktionieren muss.

5.2.4 Zelluladre
Entwicklungsgenetik:
Enhancer-Trap-Linien

Die Aufklirung der gnom-Mutante zeigt
beispielhaft die fiir das Modell Arabidopsis
besonders fruchtbare Verbindung aus Gene-
tik, Entwicklungsbiologie und Zellbiologie.
Da Pflanzenzellen sich nicht bewegen, voll-
zieht sich die Gestaltbildung bei Pflanzen
iiberwiegend durch Zelldifferenzierung. Die
Frage, wie einzelne Zellen dazu kommen, sich
von ihren Nachbarinnen zu unterscheiden, ist
mit einem klassisch biochemischen Ansatz
nur schwer zugénglich. Schon das Problem,
wie man experimentell einen bestimmten Typ
von Zellen so weit aufreinigen kann, dass bio-
chemische Untersuchungen moglich werden,
ist nur fir ganz wenige Fille erfolgreich gelost
worden. Auch hier war es schliefSlich ein auf
Mutantenkollektionen basierender Ansatz,
der fir das Modell Arabidopsis eine Losung
brachte.

Dazu wurde eine sogenannte Enhancer
Trap konstruiert: Diese umfasst ein Reporter-
gen, das unter die Kontrolle eines sogenannten
Minimalpromotors  gestellt wurde. Dieser
Minimalpromotor enthélt zwar alles, was not-
wendig ist, um die Transkription durchzu-
fihren, aber ihm fehlen jegliche stromauf
gelegene Motive, um eine solche Transkription
auch tatsichlich anzuschalten. Als Reporter-
gene werden wahlweise entweder das Griin
fluoreszierende Protein (GFP) oder Glucuro-
nidase (GUS) eingesetzt. Auf der Basis diesen
Konstrukts wird nun mithilfe von Agrobacte-
rium eine Sammlung transgener Linien erzeugt.
An sich ist keine Expression der Reportergene
zu erwarten, es sei denn, ein anderer Promo-
tor in der Nahe der Enhancer Trap ist aktiv und
erzeugt daher aktivierende Signale, sogenannte
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Enhancer, wodurch der nahebei eingefiigte, an
sich schlummernde Minimalpromotor akti-
viert wird. Im Fall von GFP ldsst sich dann eine
griine Fluoreszenz nachweisen, im Fall von GUS
kann man durch Zugabe des kiinstlichen Subs-
trats X-Gluc eine blaue Farbung erzeugen. Da
das transgene Konstrukt bei der Transformation
zufillig ins Genom eingefiigt wird, bekommt
man eine Vielzahl unterschiedlicher Linien, bei
denen die Enhancer Trap jeweils in der Nach-
barschaft unterschiedlicher Gene inseriert
wurde. Im néchsten Schritt durchsucht man
diese Mutantenkollektion nach interessanten
Expressionsmustern. Wurde die Enhancer Trap
beispielsweise nahe bei einem Gen eingefiigt,
das in den SchliefSzellen der Spalt6ffnungen
aktiv ist, wird man eine Pflanze erhalten, bei
denen der Reporter in den SchliefSzellen zu
sehen ist, nicht aber in den anderen Zellen. Mit
etwas Gliick und Geduld erhdlt man so eine
Sammlung von Pflanzen, bei denen bestimmte
Gewebe oder Zelltypen markiert sind. Eine
berithmte Sammlung solcher Linie wurde von
Jim Haseloff in Cambridge erzeugt (Laplaze
etal. 2005), um unterschiedliche Zelltypen in
der Wurzel von Arabidopsis markieren zu kon-
nen (B Abb. 5.5).

Was ldsst sich nun mit solchen Linien
anfangen? Man kann damit beobachten, wie
sich ein bestimmter Zelltyp wihrend der
Entwicklung verhdlt und auf diese Weise

Wy

Wurzelhaube Columella
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etwa klédren, ob es festgelegte Abstammungs-
linien gibt. Bei Arabidopsis gibt es solche Cell
Lineage tatsichlich, was eine ziemliche Uber-
raschung war. Die pflanzliche Entwicklung ist
ja stark von der Umwelt abhingig, und daher
hatte man nicht damit gerechnet, dass die
Abstammungslinie eines Zelltyps festgelegt
ist. Wie in » Abschn. 5.3 noch néher diskutiert
wird, handelt es sich dabei um eine Besonder-
heit von Arabidopsis. Man kann die Enhancer
Trap aber auch dazu einsetzen, bestimmte
Zelltypen anzureichern, sodass sie fiir bio-
chemische oder molekulargenetische Unter-
suchungen zugénglich werden. Dazu wird das
in der Medizin gingige Verfahren des Fluore-
scence-assisted Cell Sorting (FACS) eingesetzt.
Dabei werden in einem Gemisch von Zellen
bestimmte Typen fluoreszierend markiert (in
der Medizin setzt man dafiir fluoreszierend
markierte Antikorper ein, die bestimmte Zel-
len erkennen, andere aber nicht) und dann
so durch eine diinne Kapillare geleitet, dass
die Zellen in Reihe hintereinander passieren
miissen. Dann fallen sie einzeln an einem
Laserstrahl vorbei, der im Fall einer fluores-
zierenden Zelle einen elektrischen Impuls an
zwei elektrostatisch aufgeladene Metallplatten
schickt, sodass die fluoreszierend markierte
Zelle elektrostatisch abgelenkt wird und aus
der Kette der fallenden Zellen heraus in ein
anderes Sammelgefif} gelangt. Auf diese Weise

Ruhendes Zentrum  Endodermis

B Abb. 5.5 Enhancer-Trap-Linien mit GFP als Reporter, mit denen verschiedene Zelltypen markiert werden
koénnen. Von links nach rechts: Wurzelkappe, Columella, ruhendes Zentrum, Endodermis und Cortex, Zentral-

zylinder. (Haselofflab, Cambridge)
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konnen die Zellen also automatisch sortiert
werden. Diese Methode funktioniert mit ver-
einzelten Zellen sehr gut - beispielsweise
kann man damit sehr schnell und kosten-
sparend die verschiedenen Zellen in einer
Blutprobe trennen und auszidhlen. Bei Zellen
im Gewebeverband, wie den durch Zellwinde
verbundenen Pflanzenzellen, ist das Verfahren
zunéchst einmal nicht ohne Weiteres anwend-
bar -mit einem Trick aber doch: Man verdaut
einfach die Zellwand mithilfe von Enzymen.
Die zellwandlosen Protoplasten losen sich
voneinander, sodass man einzelne Zellen
erhidlt (es muss nur in einem isotonischen
Medium gearbeitet werden, weil sonst die
wandlosen Zellen anschwellen und platzen
wiirden). Wird nun die Wurzel einer Pflanze
verdaut, wo der Enhancer Trap beispielsweise
in der Endodermis aktiv ist, erhdlt man eine
Mischung aus fluoreszierenden Zellen (das
sind diejenigen, die das Transgen exprimie-
ren, also die Zellen der Endodermis) und
vielen nicht fluoreszierenden Zellen (das sind
Zellen, die aus anderen Geweben der Wurzel
stammen). Diese Protoplastenmischung kann
man nun iber FACS auftrennen und dann
Transkriptom oder Proteom der getrennten
Zelltypen vergleichen. Mit etwas Gliick fin-
det man so molekulare Faktoren, die sich
bei Endodermiszellen unterscheiden, und
gewinnt Einblick in die molekularen Grund-
lagen der Zelldifferenzierung.

5.3 Biologie und Entwicklung von
Arabidopsis

Als kleine, konkurrenzschwache Pflanze hat
Arabidopsis die okologische Strategie vervoll-
kommnet, kurzzeitige Storungen der Vege-
tationsdecke zu nutzen, um schnell seine
Entwicklung zu vollziehen und dann in Form
von Samen so lange zu {iberdauern, bis sich
eine neue Chance zur Fortpflanzung bietet. In
Anpassung an diese Strategie entwickelten sich
genau jene Merkmale, die Arabidopsis zu einer
idealen Modellpflanze machen: kurzer Lebens-
zyklus, viele Nachkommen, kleines Genom
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und robuste Entwicklung. Die Embryonal-
entwicklung von Arabidopsis ist durch
stereotype Reihenfolgen von Zellteilungen
gekennzeichnet. Schon wihrend der spéteren
Embryonalentwicklung werden in den beiden
Polen des Embryos Bildegewebe (Meristeme)
angelegt, die wahrend der gesamten Lebens-
dauer der Pflanze neue Zellen nachliefern,
aus denen die Organe (Blitter und Wurzeln)
gebildet werden. Diese Meristeme werden,
ausgehend von wenigen Stammezellen, stetig
aufrechterhalten. Die Aktivitit dieser Stamm-
zellen wird durch Signale aus ihrer Umgebung
so reguliert, dass ein Gleichgewicht zwischen
Differenzierung und Zellteilung erhalten
bleibt. Da die pflanzliche Entwicklung an die
Umwelt angepasst und daher offen ist, muss
auch nach der Anlage von Organen die Dif-
ferenzierung von Zellen flexibel bleiben. Bei-
spielsweise wird im wachsenden Blatt durch
Ausschiittung  hemmender Peptide durch
schon differenzierte Spaltéffinungen verhindert,
dass sich in der Nachbarschaft weitere Epi-
dermiszellen zu Spaltoffnungen umbilden.
Erst, wenn durch zusitzliche Zellteilungen
die Distanz zwischen den Spaltéffnungen
angestiegen ist, kann an den Stellen, an denen
die Menge des hemmenden Signals niedrig
genug ist, eine weitere Spaltéffnung entstehen.
Durch solche Regelkreise wird sichergestellt,
dass trotz der offenen Entwicklung stets ein
Gleichgewicht zwischen Differenzierung und
Zellteilung aufrechterhalten wird. Das Spross-
Meristem kann abhéngig von der Tageslinge
von der offenen vegetativen Entwicklung auf
eine abgeschlossene generative Entwicklung
umgestimmt werden. Dafiir wird in den Blit-
tern abhdngig von Licht ein Transkriptions-
faktor gebildet, der iiber das Leitsystem ins
Meristem transportiert wird und dort die
Umstimmung der Stammzellen auslést. Dabei
entstehen vier Blattkreise, die durch ver-
schiedene Kombinationen dreier weiterer
Transkriptionsfaktoren (A, B, C) zu Kelch-,
Kron-, Staub- und Fruchtblattern differenzie-
ren. In Staub- und Fruchtblittern entstehen
durch Meiose die haploiden Keimzellen, die
jedoch nicht sofort in einer Befruchtung
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verschmelzen, sondern zunéchst einen wenig-
zelligen, haploiden Gametophyten bilden
(ménnlich: Pollenschlauch, weiblich: Embryo-
sack). Zwei der drei Zellen des Pollenschlauchs
machen dann eine Befruchtung mit Zellen
des Embryosacks durch. Daraus entsteht zum
einen der neue (diploide) Embryo, zum ande-
ren eine triploide Endosperm-Mutterzelle,
die das den Embryo versorgende Néhrgewebe
hervorbringt.

5.3.1 Arabidopsis ist ein
Therophyt

Arabidopsis hat seine schnelle Entwicklung
und sein Minimalgenom natiirlich nicht ent-
wickelt, ,damit® eines Tages die funktionelle
Pflanzengenetik davon profitieren kann. Wie
bei anderen Modellorganismen auch sind diese
besonderen Eigenschaften als Teil einer Uber-
lebensstrategie entstanden. Bei Pflanzen heif3t
Uberleben vor allem: Licht als Nahrungsquelle
moglichst gut nutzen zu kénnen. Pflanzen kon-
nen nicht mal kurz eben ,,an die Sonne gehen',
daher sind kleine Pflanzen wie Arabidopsis in
der Konkurrenz um das Licht gegeniiber ande-
ren Arten, vor allem Strauchern und Baumen,
eindeutig im Nachteil. Eine Chance haben
solch kleine Pflanzen eigentlich nur, wenn die
Vegetationsdecke kurzzeitig gestort wird — das
kann passieren, wenn der Sturm eine Schneise
in den Wald schldgt, an einem steilen Fluss-
ufer ein Stiick abbricht und offenliegt, oder
wenn durch Waldbrinde die Biume elimi-
niert werden. Um solche Gelegenheiten nut-
zen zu kénnen, muss die Keimung lange Zeit
unterdriickt werden konnen (Dormanz). Erst,
wenn die Gelegenheit gilinstig ist, wird die
Dormanz abgeschaltet und die Entwicklung
aktiviert, sodass sehr schnell viele neue Samen
gebildet werden, bevor die kurzzeitig gestorte
Vegetationsdecke sich wieder schliefit. Die
Schnelligkeit der Entwicklung von Arabidopsis
ist also in Anpassung an solche (zumeist nur
fir eine gewisse Zeit gegebenen) Stérungen der
Vegetationsdecke entstanden. Pflanzen mit die-
sem Lebensstil heiflen Therophyten.
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Warum sind Therophyten fiir den Men-
schen interessant? Die meisten unserer
Kulturpflanzen sind einjahrig und folgen
daher dieser Strategie. Im Grunde hat der
Mensch kiinstlich durch den Ackerbau ein
Biotop geschaffen, dessen Vegetationsdecke
stindig durch regelméafiiges Pfliigen und Jaten
offen gehalten wird. Ubrigens ist diese Acker-
nische nicht nur fiir die Kulturpflanzen attrak-
tiv, sondern auch fiir andere Therophyten, die
aber freilich nicht durch Ablieferung ihrer
Produkte ,zuriickzahlen®, sondern gleichsam
als , Kulturparasiten® von der menschlichen
Anstrengung profitieren. Haufig sind solche
sUnkrauter nahe Verwandte der jeweiligen
Kulturpflanze.

Eine evolutiondr entstandene Strategie zur
Verminderung der Konkurrenz hat also dazu
gefithrt, dass die Schmalwand genau diese
Eigenschaften auf die Spitze getrieben hat,
die fiir ein genetisches Modellsystem glan-
zend geeignet sind. Freilich sollten wir nicht
vergessen, dass manche Besonderheiten von
Arabidopsis ebenfalls Ausdruck einer Thero-
phytenstrategie sind und daher nicht uniiber-
legt als ,modellhaft* auf Pflanzen mit einer
anderen Okologischen Strategie {iibertragen
werden sollten.

Beispielsweise ist die Embryonalentwick-
lung (» Abschn.5.3.2) mit ihrer fast schon
stereotypen Folge von Zellteilungen eine
Besonderheit von Arabidopsis, die dhnlich wie
die stereotype Zellteilungsfolge des Wurms
Caenorhabditis  elegans in Anpassung an
besonders kurze Vermehrungszyklen entstand.
Vermutlich aus einem &hnlichen Grund zéhlt
Arabidopsis zu den wenigen Bedecktsamern, die
nicht in Symbiose mit Mykorrhizapilzen leben
und hierfiir natiirlich nicht als Modellorganis-
mus taugen.

5.3.2 Embryonalentwicklung

Die Embryonalentwicklung von Arabidopsis
beginnt mit einer bei allen Bedecktsamern
vorkommenden exotischen Besonderheit
(die man weder bei der Schwestergruppe
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der Nacktsamer noch bei den Vorfahren der
Bedecktsamer, den Farnpflanzen, beobachten
kann): Die Befruchtung ist doppelt. Ein
Spermakern des Pollenschlauchs verschmilzt
mit der Eizelle und bildet die diploide Zygote
als erste Zelle des Embryos. Es gibt jedoch
noch einen zweiten Spermakern. Dieser
sucht sich den diploiden Zentralzellkern,
sodass also ein Zellkern mit drei Chromo-
somensdtzen entsteht. Der Zentralzellkern ist
deswegen diploid, weil er wihrend der Ent-
wicklung des Embryosacks (mehr dazu in
» Abschn.5.2.1) aus der Fusion zweier haploi-
der sogenannter Polzellkerne hervorgegangen
ist. Aus dieser zweiten Befruchtung wird also
ein triploider Kern gebildet, dieser liefert das
Endosperm, ein Nihrgewebe fiir den jungen
Embryos. Bei vielen Pflanzen (beispielsweise
bei den Getreiden, » Kap. 6) spielt das Endo-
sperm spdter eine wichtige Rolle fiir die Kei-
mung. Es ist sozusagen die Mitgift der Mutter,
die in den ersten Tagen nach der Keimung
von dem jungen Keimling mobilisiert und
aufgenommen wird. Bei Arabidopsis (so wie
bei allen anderen Kreuzbliitlern oder Bras-
sicaceen) ist die Bedeutung des Endosperms
fiir den Keimling jedoch nur marginal - hier

Hypophyse
Apikale
Zelle
Basale Suspensor
Zelle (stirbt ab)
Bas
des
Zweizell- Oktanten-
stadium stadium

O Abb.5.6 Embryogenese bei Arabidopsis. Die kiinftige
Zellen des frihen Embryos zurilickverfolgen. Aus einer asy

werden schon in der spiteren Embryonal-
entwicklung die Ressourcen aus Endosperm
und Mutterpflanze innerhalb des Embryos
gespeichert. Dazu schwellen die Keimblitter
an und bilden sich zu Speicherorganen um,
die dann nach der Keimung ,angezapft"
werden konnen und auch ganz schnell
zusammenschrumpfen (@ Abb. 5.6).

Die befruchtete Zygote teilt sich asym-
metrisch in eine basal stark vakuolisierte
Zelle, aus der ein embryonales Versorgungs-
organ, der Suspensor (eine Art Nabelschnur
des Pflanzenembryos), hervorgeht, und eine
apikale, wenig vakuolisierte Zelle, aus der der
eigentliche Embryo entsteht (8 Abb. 5.6). Die
basale Zelle wandelt sich nun durch mehrere
gerichtete Teilungen in einen mehrgliedrigen
Stil mit einer stark aufgeblihten Basalzelle
um. Der Suspensor stirbt gegen Ende der
Embryonalentwicklung durch programmier-
ten Zelltod ab, tragt also nicht zur spiteren
Pflanze bei — auch darin dhnelt er iibrigens der
Nabelschnur. Freilich gibt es eine Ausnahme,
die oberste Zelle des Suspensors, die Hypo-
physe, teilt sich abweichend von den anderen
Suspensorzellen lings und wird letztendlich
zur Columella, dem Herzen der Wurzelkappe

Spross- Keimblatt

meristem

Hypocotyl

} Wurzel

Stammzellen (= 2)
Wurzelkappe (= x)

ale Zelle
Suspensors

Jung-
pflanze

n Organe des Keimlings lassen sich bis in bestimmte
mmetrischen Teilung der Zygote gehen die Vor-

ldufer von Suspensor und eigentlichem Embryo hervor. Im globuldren Stadium (zweites Bild von links) wird die
oberste Zelle des Suspensors, die Hypophyse, gebildet, die spater zur Wurzelkappe wird. Im Herzstadium sind
die Bereiche des Keimlings alle schon abgebildet und werden nur noch durch Zellteilungen und anschlieende

ZellvergroéBerung entfaltet. (Zdenek Opatrny aus Nick und

Opatrny, Applied Plant CellBiology (Springer))
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in der jungen Keimwurzel. Die aus der ers-
ten Teilung der Zygote entstandene apikale
Zelle durchlauft wihrenddessen eine stereo-
type Folge von Lings- und Querteilungen,
bis sich eine kleine Kugel, der globuldre
Embryo, herausgebildet hat. Schon im Acht-
zellstadium kann man hier den Grundaufbau
des spiteren Keimlings erkennen: Aus den
beiden Spitzenzellen gehen die beiden Keim-
blatter und das Apikalmeristem hervor, aus
dem basal davon gelegenen Giirtel Hypocotyl
und Wurzel (die also entwicklungsgeschicht-
lich sehr eng zusammenhingen) und aus
den Zellen, die der Hypophyse angrenzen,
das ruhende Zentrum der Wurzel, das spé-
ter das Wurzelmeristem hervorbringt. Diese
polare Anordnung wird schon in diesem frii-
hen Stadium durch einen gerichteten Trans-
port des Pflanzenhormons Auxin geordnet,
und hier fand man auch den Ansatzpunkt
zum Verstdndnis der gnom-Mutante. Bei die-
ser Mutante ist namlich eine Komponente
des Vesikeltransports betroffen. Dies hat zur
Folge, dass ein Membrantransporter fiir Auxin
nicht korrekt platziert werden kann. Dadurch
wird schon die erste Teilung der Zygote ver-
schoben - diese teilt sich in der gnom-Mu-
tante namlich symmetrisch (also abweichend
zur asymmetrischen Teilung im Wildtyp).
Im Gefolge wird dann auch die durch den
Auxinfluss geordnete Zuweisung von Ent-
wicklungswegen im jungen Embryo durch-
einandergebracht, es entsteht weder eine
richtige Hypophyse, noch kénnen die beiden
Meristeme an den Polen des Embryo angelegt
werden. Das Resultat ist ein ungeordneter
Gewebsklumpen. Werden die Meristeme
jedoch richtig angelegt (was einen geordneten
Auxinfluss von apikal nach basal voraussetzt),
bringen diese nicht nur alle weiteren Organe
des Embryos hervor, sondern bleiben auch im
Laufe der weiteren Entwicklung der Pflanze
aktiv - das ganze weitere Leben hindurch. Erst
wenn Arabidopsis Bliiten bildet, verbraucht
sich das apikale Meristem bei der Bildung der
Bliitenorgane (daher endet das Wachstum - so
wie bei vielen anderen Bliitenpflanzen auch -
in dem Moment, wo die Bliite vollstindig ist).
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5.3.3 Vegetative Entwicklung

Das nie endende Wachstum von Pflanzen
setzt voraus, dass in den Meristemen die sich
differenzierenden Zellen immer wieder nach-
geliefert werden. Dies geschieht sowohl in der
Spitze der Wurzel wie in der Spitze des Spros-
ses mithilfe von Stammzellen. Diese Stamm-
zellen teilen sich selbst eher selten, liefern
aber immer wieder Tochterzellen nach, die
sich stark teilen und einen bestimmten Zell-
typ hervorbringen. Diese Stammzellen wirken
also wie eine Art Auge des Sturms und wer-
den daher als ruhendes Zentrum bezeichnet.
Angelegt werden die ruhenden Zentren schon
sehr frith in der Entwicklung, ndmlich im
Achtzellstadium - das ruhende Zentrum der
Waurzel entsteht aus den Zellen des Embryo,
die an die Hypophyse grenzen (8 Abb. 5.6).
Da die pflanzliche Gestaltbildung sehr
ergebnisoffen ist, kann die Zahl von Stamm-
zellen nicht genetisch festgelegt sein, sondern
muss abhiangig von den Bedingungen stindig
neu angepasst werden. Eine Stammzelle muss
sich teilen, um etwa die Nachlieferung der
Gewebe in den im Sprosskegel auswachsenden
Blattern zu gewdhrleisten. Andererseits muss
diese Teilung begrenzt werden, weil sonst der
Sprosskegel zu abnormer Grofle anschwellen
wiirde und die neu angelegten Blétter dann
keine Verbindung zum Leitsystem der Pflanze
bekdmen. Woher ,weif3* die Stammzelle, wie
oft sie sich teilen muss, damit diese Balance
eingehalten wird? Auch hier brachten Mutan-
ten den entscheidenden Durchbruch: Bei der
Mutante wuschel verbrauchen sich die Stamm-
zellen in einer Vielzahl von kleinen Blittern,
bis der Sprosskegel gleichsam ,aufgebraucht®
ist und die Pflanze dadurch nicht mehr
weiterwachsen kann. Im Gegenteil teilen sich
bei den clavata- Mutanten (lat. fir ,keulen-
formig®) die Stammzellen, ohne zu Bldttern zu
differenzieren, wodurch der Sprosskegel nackt
bleibt und keulenférmig aufschwillt. Uber
Vorwirtsgenetik gelang es, die molekulare
Natur von wuschel und clavata aufzukldren
und molekulare Sonden zu konstruieren, mit
denen sichtbar gemacht werden konnte, in



138

welchen Zellen des Sprosskegels diese Fak-
toren aktiv sind. Dabei stellte sich heraus,
dass beide Faktoren gar nicht in den Stamm-
zellen selbst erzeugt werden, sondern in den
benachbarten (schon differenzierten) Zellen —
wuschel unterhalb der Stammzellen, clavata
oberhalb. Die Genprodukte werden jedoch in
die Stammzellen transportiert und entfalten
dort entgegengesetzte Wirkungen: wuschel
erhilt den Zustand der Stammzelle aufrecht,
clavata fordert hingegen die Differenzierung.
Das Verhiltnis der beiden Faktoren hingt
davon ab, welcher Anteil der Zellpopulation
schon differenziert ist und wie viele Zel-
len noch in Wartestellung verharren. Wenn
diese Anteile vom Gleichgewicht abweichen,
wird also automatisch entsprechend mehr
oder weniger von den beiden Gegenspielern
gebildet. Wie bei einer Art chemischem Ther-
mostaten wird so flexibel und robust tber
Riickkopplung eine Balance aus Stammzellen
und differenzierenden Zellen eingestellt. Fiir
die Stammzellnische der Wurzel hat man nah
verwandte Gene identifiziert, die auf dhnliche
Weise zusammenwirken. Durch Pflanzen-
hormone, neben dem schon erwahnten Auxin
ist es vor allem das Hormon Cytokinin, ldsst
sich der Sollwert verschieben. Dies erlaubt es
der Pflanze, in Abhéngigkeit von der Umwelt
(vor allem abhdngig von Licht) mehr oder
weniger Bldtter zu bilden - die Synthese
von Pflanzenhormonen, aber auch die Ver-
arbeitung hormoneller Signale ist in hohem
Mafle umweltabhingig und ermoglicht der
Pflanze, ihre Entwicklung flexibel an die
Umweltbedingungen anzupassen.

Die vielfiltigen und verwobenen Signal-
wege, die alle Aspekte der vegetativen Ent-
wicklung von Pflanzen steuern, sind molekular
mithilfe entsprechender Mutanten untersucht
worden und fiir viele Entwicklungsleistungen —
etwa die Verarbeitung verschiedener Licht-
signale oder die Bildung von Wurzelhaaren
oder Trichomen - kennt man inzwischen
schon eine grofle Zahl der daran beteiligten
Proteine. Wie in Pflanzen sind anders. Warum?
geschildert, war die Identifizierung vor allem
erfolgreich, wenn ein klar umgrenzter Phinotyp
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resultierte und wenn die Biologie des betroffenen
Entwicklungsschrittes schon relativ gut durch-
drungen war. Vor allem durch Mutationen in der
Synthese, der Perzeption und der Verarbeitung
hormoneller Signale ist der Modellorganismus
Arabidopsis fir das Verstandnis pflanzlicher Ent-
wicklung sehr wertvoll geworden.

Beispielhaft fiir die zahlreichen, mithilfe
dieses Modells verstandenen Entwicklungs-
vorginge ist unter Too many mouths die Auf-
kldrung von Spaltéffnungsmustern dargestellt.

Too many mouths - woher weif} ein
Blatt, wieviel Spaltoffnungen es
brauchen wird?

Landpflanzen besitzen eine luft- und
wasserundurchlassige AuBBenschicht,

die Cuticula, um den unkontrollierten
Verlust von Wasser unterbinden zu
kdnnen. Fir die Photosynthese ist jedoch
der Zutritt von Kohlendioxid notwendig,
ebenso wird der Transport des in den
Wurzeln aufgenommenen Wassers
durch die Verdunstung an den Blattern
(Transpiration) getrieben. Der gesteuerte
Austausch von Wasser und Kohlendioxid
in den Blattern geschieht mithilfe eines
von Gefal3pflanzen neu entwickelten
Zelltyps, den SchlieBzellen. Abhangig
von Wassergehalt des Gewebes und
Intensitat der Photosynthese kdnnen
diese SchlieBzellen ihre Turgeszenz
unter Kontrolle eines komplexen
Signalnetzwerks verdndern. Zwischen
den SchlieBzellen ist die Cuticula durch
einen Spalt durchbrochen, der in eine
sogenannte Atemhohle fiihrt, von wo
aus das eingewanderte Kohlendioxid

zu den photosynthetisch aktiven

Zellen vordringen kann. Nicht nur der
Offnungszustand dieser Spaltéffnungen
muss genau reguliert werden, auch ihre
Anzahl bedarf einer Steuerung: Wére

die Dichte der Spaltéffnungen zu hoch,
verlore das Blatt auf unkontrollierte Weise
Wasser und welkte, wére sie zu gering,
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ware durch den nicht ausreichende
Zutritt von Kohlendioxid die Ausbeute der
Photosynthese geschmalert. Nun ware
denkbar, dass die Spaltoffnungen gleich
bei der Anlage des Blatts im Sprosskegel
festgelegt werden (dhnlich wie beim
Modellorganismus Caenorhabditis
elegans der Zelltyp durch eine stereotype
Zellteilungslinie bestimmt ist). Freilich
stlinde ein solcher Mechanismus der
notgedrungen flexiblen Entwicklung von
Pflanzen diametral entgegen. Ob ein Blatt
grof3 wird und daher viele Spaltéffnungen
bendtigt oder ob es klein bleibt und daher
nur wenige Spaltéffnungen anlegen
muss, entscheidet sich ja erst wahrend
der Entwicklung und hangt zum Beispiel
entscheidend davon ab, ob durch die
Beschattung eines benachbarten Blattes
die Lichtintensitat heruntergesetzt ist
oder nicht. Schlief3zellen entstehen

daher erst wdhrend des Blattwachstums.
Dabei aktivieren schon differenzierte

139

Epidermiszellen ein neues Entwicklungs-
programm, wobei sie sich in raumlich
streng festgelegter Weise erneut zu teilen
(8 Abb. 5.7a). Sie benehmen sich also
eigentlich wie ein kleines Meristem —
freilich ist die Zahl der Teilungen begrenzt
(zumeist nur auf 2-5 Teilungen), im
Gegensatz zu den ,echten” Meristemen
in der Wurzelspitze, im Sprosskegel oder
dem fiir das Dickenwachstum wichtigen
Kambium fehlen also Stammzellen, und
man spricht daher von Meristemoiden.
Die Anlage dieser Meristemoide folgt
einem klaren Muster - nie findet

man Spaltéffnungen, die unmittelbar
aneinander angrenzen, stets wird ein
Mindestabstand eingehalten. Schon
bestehende Schliezellen scheinen in
ihrer Nachbarschaft die Bildung weiterer
Meristemoide zu unterdriicken. Erst,
wenn durch das Blattwachstum die
Spaltéffnungen auseinanderriicken,
entsteht in ihrer Mitte, dort wo diese

too many mouths
Null-Mutante

epidermal patterning factor 1
Uberexpressionslinie

B Abb. 5.7 Aufklérung von Spaltéffnungsmustern mithilfe des Modellsystems Arabidopsis. a Anlage einer
neuen Spaltoffnung aus einer gewohnlichen Epidermiszelle durch eine rdumlich orientierte und abgeschlossene
Sequenz von Zellteilungen (Fallbeispiel Tradescantia tricolor). b Molekulares Modell der Spaltéffnungsmusterung
bei Arabidopsis. Angelegte Spalt6ffnungs-Meristemoide sezernieren das Peptid epidermal patterning factor

1 (epf1). Dieses wird als Ligand von der Rezeptorkinase too many mouths (tmm) gebunden, worauf in der
Empféngerzelle ein MAPK-Weg aktiviert wird, der den Zellzyklus anhalt und so verhindert, dass sich diese Zelle
durch Teilung in einen Spaltéffnungsapparat weiterentwickeln kann. Bei Ausfall von too many mouths entstehen
Klumpen aneinanderhdngender Spaltéffnungen. Bei Uberexpression von epidermal patterning factor 1 wird in
allen Epidermiszellen der MAPK-Weg aktiviert, sodass keine Spaltéffnungen entstehen kénnen
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hypothetische Hemmwirkung am
geringsten sein sollte, ein neues
Meristemoid.

Das Muster der Spaltéffnungen ist

also nicht a priori festgelegt, sondern
muss wahrend der Entwicklung immer
wieder neu bestimmt werden. Eine
solche offene Musterbildung ist fur die
vegetative Entwicklung von Pflanzen
sehr typisch und ist daher am Modell
Arabidopsis intensiv beforscht worden:
Das Muster von Wurzelhaaren, Trichomen
auf den Blattern, Blattnerven fiir den
Stofftransport oder die Anlage neuer
Blattprimordien im Sprosskegel sind
weitere Beispiele fuir offene Musterbildung
und folgen dhnlichen Prinzipien.

Es ist plausibel und vermutlich auch
zutreffend, offene Musterbildung Giber
Hemmfelder zu erkldren, die in der
Nachbarschaft der schon bestehenden
Strukturen die Neubildung weiterer
solcher Strukturen unterdriicken. Freilich:
Ohne eine Kenntnis der molekularen Natur
dieses Hemmsignals lassen sich solche
Erklarungsmodelle nicht experimentell
Uberprifen. Wieder einmal war es die
Kombination aus Mutantenkollektion und
Vorwartsgenetik, die hier zum Durchbruch
fuhrte: In der Arbeitsgruppe von Fred
Sack wurden Tausende von Mutanten
mikroskopisch nach abweichenden
Spaltéffnungsmustern durchmustert
(Yang und Sack 1995). Als Ergebnis

dieser heroischen Anstrengung konnten
tatsachlich verschiedene Gruppen

von Mutanten gefunden werden. Die
beriihmteste davon wurde auf den Namen
too many mouths getauft (B Abb. 5.7b),
weil bei ihr die Spaltéffnungen (Stomata,
von griechisch stoma fiir ,Mund”) keinen
Mindestabstand mehr einhielten, sodass
die Blattunterseite mit ungeordneten
Klumpen von Spaltéffnungen Gibersat
waren. Bei dem in dieser Mutante
betroffenen Gen handelte es sich also

offenbar um einen negativen Regulator
der Meristemoidanlage. In der Tat konnte
too many mouths tiber Vorwartsgenetik
als Mutation in einer Rezeptor-Kinase
identifiziert werden. Diese Kinase aktiviert
einen MAP-Kinaseweg, der wiederum
den Zellzyklus stoppt, sodass keine
Zellteilung stattfinden kann. Ein Rezeptor
braucht einen Liganden - dieser blieb
jedoch lange unbekannt. Die Losung
ergab sich unerwarteterweise aus einem
genetischen Screen, der aus ganz anderen
Griinden durchgefiihrt worden war: Aus
dem Arabidopsis-Genomprojekt waren
zahlreiche kleine Peptide vorausgesagt
worden, von denen noch nicht einmal
bekannt war, ob sie tatsachlich existierten,
geschweige denn, wofiir die Pflanze

sie gebrauchen kann, von denen man
jedoch aufgrund eines Sequenzmotivs
annahm, dass sie sezerniert wurden

und daher moéglicherweise als

Signale fur die Zell-Zell-Kommu-

nikation eingesetzt wiirden. Um diese
Frage zu klaren, wurde ein typischer
Reverse-Genetik-Ansatz durchgefiihrt.
Die mutmagBlich sezernierten Peptide
wurden unter Kontrolle eines starken
viralen Promotors (hierbei wird bei
Pflanzen haufig der 35 S-Promotor des
Blumenkohl-Mosaikvirus eingesetzt) zur
Uberexpression gebracht und dann der
Phénotyp dieser Uberexpressionslinie
untersucht. Eine dieser Linien war
sozusagen das Gegenstiick zur Mutante
too many mouths: Hier fehlten die
Spaltéffnungen fast vollkommen. Das
Peptid bekam folglich den Namen
epidermal patterning factor 1, weil

es offensichtlich mit der Musterung

der Spaltoéffnungen zu tun hatte und
moglicherweise der lange gesuchte
Hemmfaktor war (B Abb. 5.7b).

Aber wie lief3 sich feststellen, ob epidermal
patterning factor 1 tatsachlich der Ligand
von too many mouths war? Auch dieser
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Nachweis erfolgte genetisch, Giber eine
sogenannte Epistasie-Analyse. Man
kreuzte einfach den homozygoten

Uberexprimierer von epidermal patterning
factor 1 mit der homozygoten Mutante too

many mouths. Wenn epidermal patterning
factor 1 tatsachlich der Ligand von too
many mouths war, sollte der Effekt dieses
Uiberreichlich gebildeten Hemmsignals

verschwinden, wenn da niemand war, der

dieses Hemmsignal wahrnehmen konnte.
In der Tat war die Doppelmutante nicht
von der Einzelmutante too many mouths
zu unterscheiden. Wiirde epidermal
patterning factor 1 seine Hemmung der
Spaltéffnungsbildung auf einem anderen
Wege bewirken, hatte man erwartet, dass
die Spaltéffnungsklumpen zumindest
teilweise verschwunden wéren. Die
Mutation too many mouths war also
epistatisch tiber die Uberexpression

von epidermal patterning factor 1, und
das war ein Uberzeugender Beleg

fur die These, dass mit epidermal
patterning factor 1 tatsachlich den lange
gesuchten Bindepartner von too many
mouths entdeckt war. Die molekulare
Identifizierung der beiden Gegenspieler
erlaubte es nicht nur, zelluldre Sonden
zu entwickeln, mit denen sich das
Verhalten der beiden Proteine bei der
Musterbildung direkt beobachten

lieB, sondern auch weitere Mitspieler

zu finden, die bei der Feinjustierung
dieser Musterung eine Rolle spielen.
Nur wenig spéater gelang der Nachweis,
dass die Musterung der Epidermis auch
schon wahrend der Embryogenese tiber
einen dhnlich aufgebauten Regelkreis
funktioniert, der verwandte molekulare
Komponenten nutzt.
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5.3.4 Generative Entwicklung

Die generative Entwicklung, also die Bildung
von Bliten und Samen, folgt véllig ande-
ren Gesetzen als die vegetative Entwicklung.
Die Bliite ist ndmlich in ihrem Wachstum
begrenzt. Im Gegensatz zur offenen Ent-
wicklung des vegetativen Meristems, das im
Grunde unbegrenzt weiterwachsen kann
und abhingig von den Umweltbedingungen
unterschiedliche Mengen von Organen lie-
fert, geht das Blittenmeristem in der Bildung
der Fortpflanzungsorgane auf, ist also in sei-
ner Entwicklung vorbestimmt. In der Tat ist
die Morphologie der Bliite einer Pflanzenart
immer festgelegt, ganz gleich, unter welchen
Bedingungen die Pflanze angezogen wird.
Das ist auch der Grund, warum die Taxono-
mie und Systematik von Bliitenpflanzen sich
vor allem auf Bliitenmerkmale bezieht. Schon
Carl von Linné hatte erkannt, dass Zahl und
Gestalt von Bliitenorganen sich zwar zwischen
Arten unterscheiden, aber innerhalb einer Art
in hohem Masse konstant sind.

Die Ausfithrung des generativen Ent-
wicklungsprogramms ist also genetisch fest-
gelegt, der Zeitpunkt, wann dieses Programm
aktiviert wird, ist jedoch durchaus von der
Umwelt abhéngig. Das ist auch leicht zu ver-
stehen, weil eine Pflanze, die zur falschen
Jahreszeit blitht, nur geringe Chancen hat,
sich erfolgreich fortzupflanzen. Solche ,,Aus-
reifler” haben also im Lauf der Evolution
wenig zum Genpool der entsprechenden Art
beigetragen. Obwohl die Umwelt also das
~Wie“ der Bliitenentwicklung nicht zu beein-
flussen scheint, entscheidet sie doch tiber das
~Wann“. Wichtigster Taktgeber ist dabei die
Tageslange, weil damit die Pflanze unabhangig
von der jeweiligen Temperatur ihre zeit-
liche Position im Jahreslauf bestimmen kann.
Pflanzen in gemifligten Zonen, so auch
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Arabidopsis, sind zumeist sogenannte Lang-
tag-Pflanzen - wenn die Tage linger werden,
kiindet das den Sommer an. Bei vielen Pflan-
zen der subtropischen Wiisten und Halb-
wiisten wird das Blithen jedoch durch kurze
Tage ausgelost und fillt dadurch mit der Zeit
der winterlichen Niederschlige zusammen.
Die Abhidngigkeit des Blithzeitpunkts von
der Tagesldnge wird mit dem Begriff Photo-
periodismus bezeichnet und wurde seit den
30er-Jahren des letzten Jahrhunderts inten-
siv untersucht. Mithilfe von ausgekliigelten
formalphysiologischen Untersuchungen fand
man heraus, dass die Messung der Tageslinge
durch einen Photorezeptor erfolgt, der den
langwelligen Teil des Spektrums wahrnimmt
und einer tagesrhythmischen Dynamik
unterliegt. Dieser Photorezeptor konnte spa-
ter, nicht zuletzt aufgrund seiner Rolle beim
Photoperiodismus, als Phytochrom identi-
fiziert werden.

Aus klassischen Pfropfversuchen war
schon lange bekannt, dass die Wahrnehmung
der Tagesldnge nicht im Sprossmeristem selbst
stattfindet, sondern in den Bléttern. Dabei
wurde eine Pflanze durch die richtige Tages-
linge ,in Stimmung gebracht® und danach
in eine obere Hilfte (die also das Sprossme-
ristem enthielt) und in eine untere Hilfte
getrennt (die also die Laubblitter enthielt).
Eine nicht induzierte Pflanze erfuhr dieselbe
Behandlung. Die Teile wurden kreuzweise
tber Pfropfung wieder zusammengefiigt,
und dann wartete man darauf, was passieren
wiirde. Das Sprossmeristem der induzierten
Pflanze safy nun also auf einer Unterlage aus
nicht induzierten Blittern. Dieses Meristem
blithte nicht. Dagegen kam das Sprossme-
ristem der nicht induzierten Pflanze auf der
induzierten Unterlage zur Bliite. Daraus fol-
gerte man, dass die Blitter die Tageslinge
messen und dann ein Signal erzeugen, das
nach oben ins Sprossmeristem geschickt wird
und dort das Sprossmeristem von vegetativer
auf generative Entwicklung umschaltet. Fir
dieses Blithsignal pragte Michael Chailakhyan
schon 1936 den Begriff Florigen (von lat. flor
Bliite und genere hervorbringen). Obwohl
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man intensiv nach diesem Florigen suchte,
gelang es sieben Jahrzehnte lang nicht, ein
Florigen-Molekiil dingfest zu machen. Erst
2005 kam der Durchbruch - mittels Mutanten
der Modellpflanze Arabidopsis.

Mutanten des Photoperiodismus zu fin-
den ist eine relativ einfache Angelegenheit,
man kann die Pflanzen beispielsweise in
Phytokammern unter Kurztag-Bedingungen
anziehen und nach Mutanten suchen, die
trotz dieser fir Arabidopsis unterdriickenden
Bedingungen friihzeitig blithen. Umgekehrt
kann man unter Langtag-Bedingungen nach
Mutanten suchen, die verzogert blithen.
Innerhalb weniger Jahre wurden auf diesen
Wegen eine stattliche Anzahl von mutmafili-
chen Mutanten des Photoperiodismus isoliert
und auch die betroffenen Gene identifiziert.
Wirklich erhellend war das zunidchst ein-
mal nicht. Um unter den vielen Kandidaten
die wirklich relevanten Gene herauszufiltern,
musste man auf die in den Jahrzehnten zuvor
entwickelten formalphysiologischen Unter-
suchungen zuriickgreifen. Aus den Pfropf-
versuchen war ja schon bekannt, dass die
Wahrnehmung der Tageslange in den Bléttern
erfolgt. Also begann man damit, die identi-
fizierten Gene danach zu durchmustern, ob
ihre Aktivitdit in den Bldttern rhythmisch
gesteuert wurde. In der Tat stellte sich her-
aus, dass das Gen CONSTANS besonders
interessant war: Dieses Gen wird etwa zwolf
Stunden nach Tagesbeginn abgelesen, das
neu gebildete Protein ist jedoch nur im Licht
stabil, im Dunkeln wird es augenblicklich ubi-
quitiniert und im Proteasom abgebaut. Da
im Kurztag die Sonne schon untergegangen
ist, bevor CONSTANS transkribiert wird,
findet man also zwar die Transkripte die-
ses Gens, aber nicht das Protein. Im Langtag
wird das Protein jedoch vor Sonnenuntergang
gebildet, und unter Einfluss von Phytochrom
(und des Blaulichtrezeptors Cryptochrom)
bleibt das CONSTANS Protein stabil. Man
findet dieses Protein nur im Phloem von Blit-
tern, trotz intensiver Suche konnte weder das
Protein noch seine Transkripte im Apikal-
meristem nachgewiesen werden, trotz seines
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spannenden Regulationsmusters kommt es
daher nicht als Florigen infrage. CONSTANS
ist ein Transkriptionsfaktor, der in den Kern
einwandert und dort die Aktivitit ande-
rer Gene steuert. Darunter ist auch das Gen
Flowering Locus T (FT), das man ebenfalls
schon einige Jahre zuvor entdeckt hatte, das
aber seinerzeit nicht als besonders spannend
empfunden worden war. Erst als man sich
anschaute, welche Gene durch FT (auch dies
ein Transkriptionsfaktor), gesteuert werden,
anderte sich das: eines der Ziele des FT-Pro-
teins ist ndmlich ein Gen (mit dem Kiirzel
FD) das die Stammzellen im Meristem so
umsteuern kann, dass sie sich nicht mehr als
Stammzellen weitererhalten, sondern in Form
von Bliitenorganen differenzieren. Folglich
war das FD-Protein auch nicht in Blattern,
sondern nur in den Spitzen der Sprosse zu fin-
den (wo die Bliiten entstehen). Wenn das FD-
Gen ein Ziel fiir das FT-Protein darstellt, muss
also dieses Protein, dessen Gen ja in den Blat-
tern abgelesen wird, in das Apikalmeristem
gelangen. Zunédchst nahm man an, dass die in
den Bldttern abgelesenen Transkripte von FT
in die Spitze des Sprosses transportiert und
dort in Protein iibersetzt wiirden. Dies stellte
sich spater als falsch heraus - mithilfe einer
GFP-Fusion konnte gezeigt werden, dass das
FT-Protein selbst ins Apikalmeristem ein-
wandert und dort tiber FD die Umsteuerung
zur Blitenentwicklung einleitet. Die mehr
als sieben Jahrzehnte wiahrende Jagd nach
dem Florigen war also am Ziel angekommen,
und die Gruppe von George Coupland am
Max-Planck-Institut fiir Ziichtungsforschung
in Ko6ln bekam fiir diese bahnbrechende Ent-
deckung 2008 den Nobelpreis fir Chemie
(Uberblick in Corbesier und Coupland 2006).

Was ist nun der nidchste Schritt? Unter
der Wirkung des FD-Proteins werden die
Stammzellen im Apikalmeristem umgesteuert.
Wihrend der vegetativen Entwicklung durch-
laufen diese Zellen asymmetrische Teilungen:
Wihrend eine Tochterzelle das Stammzell-
verhalten ihrer Mutter iibernimmt und also
~ewig jugendlich® bleibt, bildet die andere Zelle
Nachkommen, die sich zu den verschiedenen
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Geweben des Sprosses differenzieren, vor allem
zu den Anlagen der Blittern, den Blatt-Pri-
mordien. In Antwort auf die Aktivierung des
FD-Gens durch das FT-Protein geben die
Stammzellen ihre ,ewige Jugend“ auf und
differenzieren sich vollstindig, wobei die
Bliittenorgane entstehen. Schon Goethe hatte
entdeckt, dass die Organe der Bliite eigentlich
nichts anderes sind als umgewandelte Blitter.
In seinem Buch ,Metamorphose der Pflanze"
erfasste er auch schon mit erstaunlicher Klar-
sicht, nach welchen Gesetzmifligkeiten die
Bliite entsteht: Die Organe der Bliite sind ndm-
lich nichts anderes als Blattkreise, die unter-
schiedlich ausgepragt werden. Dabei entstehen
die auflen liegenden Bliitenorgane zeitlich frii-
her als die inneren: Zunichst werden also die
Kelchblitter angelegt, danach die Kronblatter,
danach die ménnlichen Organe (die Staub-
blitter) und zuletzt die weiblichen Organe
(die Fruchtblitter). In seinem Buch beschrieb
Goethe auch schon Abweichungen von der
Normalentwicklung - beispielsweise konnte
er nachweisen, dass bei den sogenannten
gefiillten Bliiten einfach nur die beiden inneren
Organkreise durch Bliitenbldtter ersetzt sind.
Heutzutage werden solche Fille als homdo-
tische Mutanten bezeichnet - ein an einer
bestimmten Stelle vorkommendes Organ wird
durch ein anderes Organ ersetzt, das gewohn-
lich an einer anderen Stelle gebildet wiirde. Das
Organ selbst sieht normal aus, abnormal ist
nur sein Ort. Die beriihmtgewordene Frucht-
fliegen-Mutante antennapedia, bei der anstelle
einer Antenne ein Bein gebildet wird, das aber
ansonsten aussieht wie ein ganz gewohnliches
Bein, wire ein typisches Beispiel fiir eine solche
homéotische Mutation.

Mithilfe solcher homdotischer Mutan-
ten gelang es nun, die Morphogenese der
Bliite aufzukldren: Die Bliitenorgane werden
abhingig von drei Typen von genetischen
Schaltern (Transkriptionsfaktoren) festgelegt,
die man der Einfachkeit halber als A, B und C
bezeichnete (8 Abb. 5.8).

Die A-Gene sind in den beiden am ers-
ten angelegten Blattkreisen aktiv, die B-Gene
folgen um genau einen Blattkreis versetzt
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Fruchtblatter Staubblatter
(Karpelle, Kp) (Stamina, St)

— Kronblatter
(Petalen, Pe)

— Kelchblatter
(Sepalen, Se)

“ “

O Abb. 5.8 ABC-Modell der Blitenbildung. (» http://
www.adonline.id.au/flowers/images/abc-model.png
(Vorlage))

spater, und zuletzt werden die C-Gene aktiv
(also in den letzten beiden Blattkreisen). Die-
ses Zeitmuster fithrt nun also dazu, dass im
duflersten Blattkreis nur A-Gene aktiviert
sind. Diese Blatter bilden sich dann als Kelch-
blatter aus. Im nichsten Wirtel sind zusétzlich
zu den A- Genen auch B-Gene am Werk, und
es entstehen Kronblitter. Noch einen Blatt-
kreis spater sind die A-Gene ausgeschaltet,
dafiir wirken die B-Gene gemeinsam mit den
nun angeschalteten C-Genen. Diese Blit-
ter werden Staubblatter, und im letzten Kreis
sind nur noch C-Gene aktiv und es entstehen
Fruchtblatter (B Abb.5.8). Die Verbindung
von einem bestimmten zeitlichen Muster der
Expression und der Fahigkeit, verschiedene
Kombinationen einzugehen, fithrt so in jedem
der vier Blattkreise zu einer eigenen, spezi-
fischen Aktivitdit dieser Genschalter (man
vermutet, dass diese Transkriptionsfaktoren
verschiedene Dimere bilden kénnen, entweder
mit ihresgleichen oder mit einem Faktor einer
anderen homootischen Klasse). Das Homo-
dimer AA schaltet vermutlich Kelchblattgene

Kapitel 5 - Arabidopsis thaliana (Ackerschmalwand)

an, wahrend das Heterodimer AB Kron-
blattgene aktiviert. Im nachfolgenden Blatt-
kreis wird durch das Heterodimer BC die
Entwicklung mannlicher Geschlechtsorgane
(Staubblitter) angestoflen, wihrend im letz-
ten, innersten Blattkreis das Homodimer CC
die Entstehung der Fruchtblitter als weiblicher
Geschlechtsorgane aktiviert wird. Dieses ele-
gante Modell kann zahlreiche Beobachtungen,
auch zur Entstehung von Bliitenmutanten,
erklaren. Beispielsweise ergibt sich der Phéno-
typ der Mutante pistillata 2 (Ausfall der
B-Funktion) zwanglos, wenn man annimmt,
dass AA Homodimere nicht nur im duflersten,
sondern auch im nichstinneren Wirtel aktiv
sind, sodass zwei Kreise von Kelchblittern
entstehen, die Kronblitter also fehlen. In den
beiden innersten Wirteln sind durch das Feh-
len der B-Funktion nur CC-Homodimere
aktiv, sodass die Staubbldtter durch Frucht-
blatter ersetzt sind.

Das urspriingliche Modell ist inzwischen
etwas erweitert worden - beispielsweise
konnte eine weitere D-Funktion nachgewiesen
worden, die innerhalb der Fruchtblitter die
Bildung von Samenanlagen anschaltet. Gleich-
zeitig konnte eine E-Funktion identifiziert
werden, die fiir die Umsteuerung des Meris-
tems von vegetativer (unbegrenzter) in eine
generative (begrenzte) Entwicklung wichtig
ist und aus der die A-Funktion durch eine
Genverdopplung hervorgegangen ist. Trotz
dieser Erweiterungen von Details liefert das
ABC-Modell nach wie vor die fundamentale
Erklarung fiir die Festlegung der Bliitenorgane.

Innerhalb der beiden inneren Blattkreise,
in Staub- und Fruchtblittern, findet dann die
Meiose statt. Im Gegensatz zu den meisten
vielzelligen Tieren gehen die entstehenden
haploiden Keimzellen nicht unmittelbar eine
Verschmelzung zu einer diploiden Zygote
ein, sondern fithren erst einmal ein (freilich
sehr begrenztes) Eigenleben, indem sie meh-
rere Mitosen durchlaufen, sodass also ein
kleiner haploider Organismus, der Gameto-
phyt, entsteht. In den Fruchtblittern wird ein
Embryosack aus acht Zellen gebildet, der eine
ausgeprigte Polaritdt aufweist: Die Eizelle und
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zwei sogenannte Synergiden sind auf der Seite
der Eintrittsoffnung (Mikropyle) angeordnet,
am gegentiberliegenden Pol finden sich drei
Antipoden und in der Mitte des Embryosacks
zwei haploide Zellen, die zu einer diploiden
Polzelle verschmelzen (8 Abb. 5.9).

Auf der minnlichen Seite ist die Ent-
wicklung des Gametophyten noch starker
reduziert. Im Pollensack entsteht der haploide
Pollen und durchlduft bei vielen Pflanzen
noch im Pollensack eine erste Mitose. Diese
Mitose ist formativ, da den beiden Tochter-
zellen ein unterschiedliches Entwicklungs-
schicksal zugewiesen wird: Die Spermazelle
teilt sich innerhalb des auswachsenden Pollen-
schlauchs ein zweites Mal, wihrend die vege-
tative Zelle sich nicht mehr teilt und auch
nicht in die folgende Generation eingeht.
Sie hat die Funktion, den auswachsenden
Pollenschlauch (der also einem aufs Auflerste
reduzierten Gametophyten entspricht) zu ver-
sorgen. Nachdem der Pollenschlauch im Inne-
ren des Fruchtblatts die Mikropyle erreicht
hat und nun in den Embryosack eindringt,
verschmilzt der eine Spermakern mit der
Eizelle zur Zygote, der andere Spermakern
mit der (diploiden) Polzelle, sodass also eine
triploide Zelle entsteht. Wéahrend sich aus der

Mikropyle

Synergiden /
Eizelle

Integument %Z

Endosperm-
vorlaufer-
zellen

Antipoden

B Abb.5.9 Embryosack. (Vorlage aus einer alten
Arbeit von van Lammeren (nicht mehr feststellbar))
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Zygote der eigentliche Embryo entwickelt, bil-
det diese triploide Zelle das Endosperm, also
das Néhrgewebe, das den wachsenden Emb-
ryo versorgt. Ahnlich wie die vegetative Zelle
des Pollenschlauchs trigt also dieser zweite
Spermakern nicht zur Vererbung bei.

5.4 Verwandte Modellorganismen

Arabidopsis thaliana ist viel zu klein, um als
Nutzpflanze von wirtschaftlichem Interesse
zu sein. Sein Nutzen fiir die Menschheit ergibt
sich ausschliefllich aus seiner Modellhaftig-
keit. Allerdings gibt es nahe Verwandte von
Arabidopsis thaliana, die als Modellorganis-
men unmittelbar angewandten Wert besitzen:
Die nahe verwandte Art Arabidopsis halleri
(Hallersches Schaumkraut) hat sich darauf
spezialisiert, auf schwermetallverseuchten
Boden zu wachsen. Sie kann vor allem Zink
aus dem Boden aufnehmen und in groflen
Mengen in ihre Blitter einlagern. Verantwort-
lich fiir diese Eigenschaft ist das Enzym
Nicotianamin-Synthase, dessen Produkt Nico-
tianamin Schwermetallionen sehr gut kom-
plexieren kann. Auf dieses Enzym wurde man
aufmerksam, als man die durch Schwermetall
induzierten Gene in Arabidopsis halleri mit
der Expression in Arabidopsis thaliana ver-
glich. Wenn man die Expression von Nicotia-
namin durch einen RNAi-Ansatz verhinderte,
verschwand die Fihigkeit zur Zinkaufnahme.
Die starke Anreicherung von Zink in
den Blittern dieser Pflanze sollte eigent-
lich dazu fithren, dass sich diese Art mit
Zink formlich vergiftet. Freilich zeigte sich,
dass Arabidopsis halleri nicht nur ein Hyper-
akkumulator fiir Zink ist, sondern auch eine
stark erhohte Toleranz fiir Zink besitzt. Beide
Eigenschaften sind jedoch nicht gekoppelt
und werden getrennt voneinander vererbt.
Die Aufnahme von Zink ist von groflem
angewandtem Interesse: Einerseits lasst sich
diese Art zum Dekontaminieren von schwer-
metallverseuchten Boden einsetzen (sog. Phy-
toremediation). Andererseits kann man nun
in Nutzpflanzen wie Reis oder Weizen auf
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ziichterischem Wege versuchen, die Nicotia-
namin-Pegel zu steigern. Hintergrund ist der
in vielen Gegenden der Welt verbreitete Zink-
mangel, den man ausgleichen konnte, indem
man die Zinkaufnahme von Getreide steigert
(sogenannte Biofortifikation).

Etwas weiter entfernt steht die wichtige
Gattung Brassica (Kohl), die nicht nur als
Gemiise (Kohl mit zahlreichen Kultur-
formen) genutzt wird, sondern mit dem Raps
(Brassica napus) einen der wichtigsten nach-
wachsenden Rohstoffe liefert. Raps ist eigent-
lich keine urspriingliche Pflanzenart, sondern
entstand aus einer natiirlichen Kreuzung zwi-
schen Gemiisekohl (B. oleraceae) und dem
»Unkraut® Riibsen (B. rapa). Der zunichst
sterile Hybrid erlangte dann durch eine spon-
tane Verdopplung seiner Chromosomen (Allo-
polyploidie) seine Fruchtbarkeit wieder und
wurde zu einer eigenen Art, die unter den
Verwandten von Arabidopsis wohl die 6ko-
nomisch bedeutsamste Rolle spielt. Grund
dafiir ist das Ol, das in den Keimblittern der
reifen Embryonen gespeichert wird und schon
vor vier Jahrtausenden in Indien als Lampe-
ndl genutzt wurde. Gehalt und Zusammen-
setzung des Ols wurde schon seit Mitte des 20.
Jahrhunderts intensiv ziichterisch bearbeitet.
Zum einen wurde durch Reduktion (,,Null-
Raps®) und schlieSlich vollige Elimination der
gesundheitsschéddlichen Erucasdure (,Doppel-
Null-Raps“) das Ol auch fiir die menschliche
Erndhrung erschlossen, zum anderen wurde
seine urspriingliche Nutzung fiir technische
Ole vorangetrieben. Inzwischen gehen etwa
drei Viertel des in Deutschland angebauten
Rapséls in die Erzeugung von Biodiesel mit
stark steigender Tendenz. Dazu wird das Ol
mit Methanol verestert, um als Kraftstoft taug-
lich zu werden. Weltmarktfithrer fiir Raps
sind freilich Kanada und China, wo ein sehr
hoher Anteil von iiber 90 % als transgener
Raps angebaut wird. Eintransformiert wur-
den vor allem Resistenzen gegen sogenannte
Totalherbizide wie ,BASTA" oder ,,Roundup’,
um so konkurrierende Unkrauter einddmmen
zu konnen. Vor allem in Kanada kam es
dabei durch Riickkreuzung mit der Elternart

Riibsen zur Auskreuzung des Transgens, was
unter Bedingungen einer Behandlung mit
diesen Totalherbiziden einen Selektionsvor-
teil verleiht, sodass inzwischen grofle Anbau-
flichen in Kanada mit herbizidresistenten
Raps-Ritbsen-Hybriden zu kdmpfen haben
(sog. Super Weeds). Weitere gentechnische
Ansitze versuchen, den Fettsdurestoffwechsel
iiber sogenanntes Metabolic Engineering so zu
verandern, dass Produkte mit zugeschnittenen
technischen  Eigenschaften (z.B. hohen
Schmelzpunkten fiir Schmieréle) entstehen.
In der Offentlichkeit bekannt wurde hierbei
vor allem der sogenannte ,Plastikraps®, bei
dem durch Einfithrung bakterieller Gene der
Fettsdurestoffwechsel so umgebaut wurde,
dass Polyhydroxybutanoat entsteht, aus dem
Weichplastik hergestellt werden kann. Auf-
grund des nach wie vor niedrigen Olpreises
ist dieses Verfahren zurzeit jedoch noch nicht
marktfihig.

5.5 Limitierungen des Modells
Arabidopsis

So wie fiir andere Modellorganismen auch
gibt es fiir Arabidopsis gewisse Grenzen der
Ubertragbarkeit, an denen nicht unbesehen
von diesem Modell auf andere Pflanzen
geschlossen werden kann. Im Grunde haben
diese Grenzen mit der sogenannten Ver-
kiirzung zu tun, die ein Kennzeichnen aller
Modelle ist (eine genauere Betrachtung die-
ses wichtigen Punkts findet sich in » Kap. 8).
Bei Arabidopsis ergeben sich die Grenzen
der Ubertragbarkeit vor allem aus seiner
okologischen Strategie, als Therophyt durchs
Leben zu kommen. Zentral fiir diese Strategie
ist ein extrem schneller Entwicklungszyklus.
Vor allem die fiir Pflanzen untypischen stereo-
typen Zellteilungsfolgen wihrend der Embryo-
genese sind vermutlich als Anpassung an diese
spezielle 6kologische Strategie von Arabidopsis
zu sehen. Diese fixierten Teilungsmuster fithr-
ten zu dem Eindruck, dass die Differenzierung
von Zellen schon zu einem sehr frithen Zeit-
punkt der Embryonalentwicklung stattfinde,
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wodurch die Analyse von Entwicklungs-
mutanten stark vereinfacht erschien. Aus
diesem Grund wurde Arabidopsis gelegent-
lich als ,,Caenorhabditis der Pflanzenbiologie®
bezeichnet - auch fiir das Modell Caenorhab-
ditis elegans (das iibrigens eine dhnliche Stra-
tegie verfolgt) beobachtet man namlich solche
stereotypen Zellteilungen (s. auch Zellschicksal
durch Zellteilung).

Dieser Aspekt der Embryonalentwicklung
scheint also vollig aus der fiir Pflanzen typi-
schen, flexiblen Entwicklung herauszufallen.
Es bedurfte hier recht raffinierter Laser-Ab-
lationsversuche, um zu zeigen, dass auch
bei Arabidopsis das Zellschicksal flexibel ist
und durch Signale der benachbarten Zel-
len bestimmt wird und nicht durch einen
Determinationsvorgang ganz am Anfang der
Embryonalentwicklung  (Zellschicksal durch
Zellteilung).

Zellschicksal durch Zellteilung -
Arabidopsis als ,Caenorhabditis” der
Pflanzenwelt?

Da sich viele Zelltypen bei Arabidopsis
bis in die friihe Embryonalentwicklung
zuriickverfolgen lassen, die Abfolge von
Zellteilung also (fir Pflanzen untypisch)
sehr stereotyp verlauft, entstand der
Eindruck, dass die Zelldifferenzierung
moglicherweise durch diese starre

Folge von Zellteilungen festgelegt sei.
Zellschicksal durch Zellteilung ist ein
Mechanismus, der fiir die Entwicklung des
Modellorganismus Caenorhabditis elegans
gezeigt wurde. Im Grunde wére dann der
endgultige Bauplan schon als festgelegte
Karte im befruchteten Ei niedergelegt
und wiirde nur noch mosaikartig in den
Endzustand Ubersetzt. Um ein solches
Mosaikmodell Gberpriifen zu kénnen,
misste man eigentlich Transplantations-
versuche durchfiihren, wobei eine

Zelle aus ihrer normalen Umgebung
entnommen und an einen neuen Ort
verpflanzt wird. Danach kann man
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fragen, ob sie sich gemaf ihrer Herkunft
entwickelt (Mosaikentwicklung) oder ob
sie das flr den neuen Ort angemessene
Schicksal annimmt (Regulationsent-
wicklung). Mit solchen Versuchen konnten
etwa Spemann und Mangold zu Beginn
des 20. Jahrhunderts zeigen, dass Zellen
in Amphibien UGber Signale determiniert
werden, die sie von den Nachbarzellen
erhalten (Spemann 1936; » Kap. 7). Fur
Pflanzen sind solche Transplantationen
nicht durchfiihrbar, denn die Zellen

sind Uber starre Zellwdnde miteinander
verbunden. Uber einen kleinen Trick
gelang es dann aber doch, fiir die
Wurzel von Arabidopsis die Idee von
Spemann und Mangold zu kopieren: Dazu
wurde eine sogenannte Laserablation
eingesetzt, wobei zwei Infrarotlaser

auf ein Ziel im Gewebe fokussiert und
synchronisiert werden, sodass die

von ihnen abgegebenen Quanten
genau gleichzeitig in dieser Zielstelle
ankommen und sich durch komplexe
quantenoptische Effekte aufaddieren.
Dabei entsteht in der Zielstelle (und

nur dort) sehr starkes sichtbares Licht
(Zweiphotonen-Prinzip), wahrend in der
Umgebung nur biologisch wirkungslose
Infrarotstrahlung auftritt. Wenn die
Energie der beiden Laser hochgefahren
wird, kann nun die Zielzelle im Fokus
formlich bis zum Kollaps ausgebrannt
werden, ohne dass die Nachbarzellen
darunter leiden. Da pflanzliche Gewebe
wegen des Turgordrucks unter einer
starken Gewebespannung stehen,
werden nun benachbarte Zellen in die
Leerstelle hineingedriickt und haben,
so wie bei einer Transplantation, ihren
Ort veréndert. Am Wurzelmeristem von
Arabidopsis, das durchsichtig ist, 1asst
sich diese Laserablation besonders gut
durchfiihren. Innerhalb dieses Meristems
findet man Bereiche aus wenigen Zellen,
die sich danach in die unterschiedlichen
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Gewebe der Wurzel wie Wurzelhaube,
Rindengewebe, Endodermis oder
Zentralzylinder differenzieren. Uber

einen Enhancer-Trap-Ansatz wurden auch
Mutantenlinien erzeugt, bei denen ein
Reportergen (zumeist GFP) nur in einem
bestimmten Zelltyp exprimiert wird. Nun
kann man einzelne dieser Zellen mit dem
Laser zerstéren und dann fragen, ob die
einwandernde Zelle sich herkunfts- oder
ortsgemaR entwickelt. Dies lasst sich
daran erkennen, ob sie ihren bisherigen
Expressionstyp des Reporters beibehalt
(herkunftsgemaBe Zelldifferenzierung)
oder den Expressionstyp der

eliminierten Zelle annimmt (ortsgemafe
Zelldifferenzierung). Dies wurde in einer
Reihe von spektakuldren Arbeiten von Van
den Berg in den 1990er-Jahren untersucht
(Van den Berg et al. 1995). Dabei zeigte
sich, dass die Zellen sich immer ortsgemaf
verhalten - sie ,vergessen” also
vollstdndig, wie sie vorher differenziert
waren, und passen ihre Differenzierung an
die neue Umgebung an. Dieser ,zellulare
Alzheimer” zeigte eindeutig, dass
Arabidopsis eben nicht der ,Caenorhabditis
der Pflanzenwelt” ist, sondern sich so
verhdlt wie andere Pflanzen auch: Das
Zellschicksal ist nicht festgelegt, sondern
wird durch Signale von den Nachbarzellen
bestimmt.

Bei anderen Pflanzen ware man auf

die kuriose Idee der determinierten
Zelldifferenzierung nie gekommen,

weil dort die Zellteilungsfolgen sehr
variabel sind. Hier wurde also aufgrund
einer biologischen Besonderheit des
Modellorganismus Arabidopsis ein
Konzept entwickelt, das Gberhaupt

nicht ,fur Pflanzen” modellhaft war. Nur
mithilfe von sehr ausgebufften Techniken
konnte man zeigen, dass das Modell in
diesem Punkt nicht ,vollig aus der Art
geschlagen” ist.

5.6 Neue Entwicklungen

Mit Ausnahme der Moose geht Pflanzen die
homologe Rekombination weitgehend ab,
was die Analyse transgener Pflanzen sehr
erschwert. Das eingefithrte Gen wird weit-
gehend zufillig irgendwo im Genom eingesetzt
und dann abhéngig von seiner Umgebung
unterschiedlich stark exprimiert. Man erhalt
aus einem Transformationsversuch daher die
ganze Bandbreite von starker bis vollig fehlen-
der Expression und muss mithsam mehrere
Linien mit unterschiedlichen Expressions-
niveaus vergleichend untersuchen, um zu
Schliissen iiber die Funktion des exprimierten
Transgens zu gelangen.

Gezielte Transformation steht daher schon
seit Langem auf der Wunschliste der Pflanzen-
wissenschaften. Hier konnten nun in den
letzten Jahren mithilfe des Modellorganismus
Arabidopsis entscheidende Fortschritte erzielt
werden. Wenn das Transgen stabil in das
Genom integriert wird, setzt dies voraus, dass
die DNA an dieser Stelle unterbrochen wird
und dann wieder mit den Enden des Trans-
gens verschmilzt. Wenn es nun geldnge, solche
Strangbriiche gezielt an ganz bestimmten Stel-
len des Genoms zu setzen, wiirde das Trans-
gen dann bevorzugt an diesen Stellen iber
einen non-homologous end-joining (NHE])
genannten Prozess eingesetzt werden.

Genau diese Idee wurde iiber verschiedene
Ansitze verfolgt. Uber Einfithrung von ver-
dnderten Nucleasen wurde versucht, gezielt an
bestimmten Stellen Strangbriiche zu setzen.
Vor allem Zinkfinger-Nucleasen standen hier
im Brennpunkt, weil sich die Bindedoméanen
von Zinkfinger-Proteinen so entwerfen lassen,
dass sie an bestimmte Nucleotidmotive der
DNA binden. Auch sogenannte transcription
activator-like effectornucleases (TALENs) aus
dem pflanzenpathogenen Bakterium Xanthomo-
nas wurde eingesetzt, um gezielte Strangbriiche
zu erzeugen. Der grofie Durchbruch kam aber
mit dem CRISPR/Cas-System. Die Abkiirzung
steht fir clustered regularly interspaced short
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palindromic  repeats/CRISPR-associated — und
bezeichnet ein bei Bakterien und Archaeen vor-
kommendes System von Nucleasen, die iiber
kurze (nur 23 Basenpaare sind notig) RNA-
Sequenzen an ihren Zielort geleitet werden und
dort dann Doppelstrangbriiche erzeugen. Da
die eigentliche Nuclease (Cas) konstant ist und
die Spezifitit durch die leitende RNA-Sequenz
entsteht, hat man hier ein modular (,,LEGO-
artig®) aufgebautes Werkzeug, mit dem man
jede beliebige Zielstruktur auf der DNA schnei-
den und dort iiber NHE] ein Transgen einfiigen
kann.

Durch diese ganz neue Entwicklung wurde
eine im Vergleich zu Modellsystemen mit homo-
loger Rekombination entscheidende Begrenzung
des Modells Arabidopsis durchbrochen. Vom
bescheidenen ,Mauerbliimchen’, das nur in
einer sehr begrenzten Therophyten-Nische
tiberleben konnte, entwickelte sich Arabidopsis
durch die wissenschaftlichen Fortschritte der
letzten zwei Jahrzehnte zu einem sehr wichtigen
Modellorganismus und liefert ein schones Bei-
spiel fiir die These, dass ein Modellorganismus
etwas ganz anderes ist als eine in der Natur ent-
standene Lebensform. Der Modellorganismus
Arabidopsis ist vielmehr ein in hohem Mafle
skinstliches®, sprich: durch wissenschaftliche
Kunst fiir experimentelle Zwecke abgedndertes
System.

Literatur

Chailakhyan MK (1936) Nowye fakty za gormonnoy
teori rastitel'nowo razwiwenja. CR Akad Nauk
SSSR 13:79-83 (Neue Fakten fir eine Hormon-
theorie der pflanzlichen Entwicklung)

Cholodny N (1927) Wuchshormone und Tropismen bei
Pflanzen. Biol Zentralblatt 47:604-626

Corbesier L, Coupland G (2006) The quest for florigen: a
review of recent progress. J Exp Bot 57:3395-3403

149

Darwin F, Darwin C (1881) The power of movements in
plants. John Murray, London

Laplaze L, Parizot B, Baker A, Ricaud L, Martiniére A,
Auguy F, Franche C, Nussaume L, Bogusz D, Haseloff
J (2005) GAL4-GFP enhancer trap lines for genetic
manipulation of lateral root development in Arabi-
dopsis thaliana. J Exp Bot 56:2433-2442

Liscum E, Briggs WR (1995) Mutations in the NPH1
locus of arabidopsis disrupt the perception of
phototropic stimuli. Pant Cell 7:473-485

Mayer U, Torres-Ruiz RA, Berleth T, Miséra S, Jirgens
G (1991) Mutations affecting body organization in
the Arabidopsis embryo. Nature 353:402-407

McClintock B (1950) The origin and behaviour of
mutable loci in maize. Proc Natl Acad Sci USA
36:344-355

Spemann H (1936) Experimentelle Beitrdge zu einer
Theorie der Entwicklung. Springer, Berlin

Van den Berg C, Willemsen V, Hage W, Weisbeek P,
Scheres B (1995) Cell fate in the Arabidopsis root
meristem determined by directional signalling.
Nature 378:62-65

Vasil V, Hildebrandt AC (1965) Differentiation of
Tobacco Plants from Single, Isolated Cells in
Microcultures. Science 150:889-892

Went FW (1928) Wuchsstoff und Wachstum. Rec des
Travaux Botaniques Néerlandais 25:1-116

Yang M, Sack FD (1995) The too many mouths and
four lips mutations affect stomatal production in
Arabidopsis. Plant Cell 7:2227-2239

Weiterfiihrende Literatur

Coen ES, Meyerowitz EM (1991) The war of the whorls:
genetic interactions controlling flower develop-
ment. Nature 353:31-37 (Historische und sehr
klare Darstellung des ABC-Modells der Bluten-
bildung)

Fauser F, Roth N, Pacher M, llg G, Sdnchez-Fernandez
R, Biesgen C, Puchta H (2012) In planta gene tar-
geting. Proc Natl Acad Sci USA 109:7535-7540
(Fundierte und gut zusammengefasste Ubersicht
zum Thema gezielte Transgenese in Pflanzen)

Page DR, Grossniklaus U (2002) The art and design
of genetic screens: Arabidopsis thaliana. Nature
Genetics 3:124-136 (Eine Ubersichtsdarstellung
zur Mutagenese und zur Nutzung von Mutanten-
kollektionen fir die funktionelle Genomik in Ara-
bidopsis)



	5 Arabidopsis thaliana (Ackerschmalwand)
	5.1  Arabidopsis als Modellsystem: wozu und warum?
	5.2  Methoden und Ansätze
	5.2.1  Mutantenkollektionen
	5.2.2  Transformation
	5.2.3  Vom Phänotyp zum Gen – Map-based Cloning und T-DNA
	5.2.4  Zelluläre Entwicklungsgenetik: Enhancer-Trap-Linien

	5.3  Biologie und Entwicklung von Arabidopsis
	5.3.1  Arabidopsis ist ein Therophyt
	5.3.2  Embryonalentwicklung
	5.3.3  Vegetative Entwicklung
	5.3.4  Generative Entwicklung

	5.4  Verwandte Modellorganismen
	5.5  Limitierungen des Modells Arabidopsis
	5.6  Neue Entwicklungen
	Literatur




