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Einleitung

1. Einleitung

Gestalt, Entwicklung und Funktion eines vielzelligen Organismus beruhen auf
effizienter Kommunikation zwischen den einzelnen Zellen und Organen. Pflanzen
verfiigen nicht liber ein dem Nervensystem der Tiere vergleichbares System, und
Hormone sind in Pflanzen mafgebliche Regulatoren bei der Pflanzenentwicklung und
der Verarbeitung biotischer und abiotischer Reize. Hormone sind chemische
Regulationsfaktoren, die als kleine Molekiile vorkommen und bereits in geringen
Konzentrationen ihre Wirksamkeit zeigen.

Der Grundstein zur Hormonforschung in Pflanzen wurde schon 1881 in dem
Buch ,,The Power of Movement in Plants* von Charles und Francis Darwin gelegt, in
dem die phototrope Kriimmung von Avena sativa Keimlingen beschrieben wurde. Fast
50 Jahre spéter zeigten Cholodny und Went, dass es ein mobiles Signal geben musste,
das fiir die Kriimmung der Koleoptile verantwortlich ist und das durch einseitige
Applikation eine differentielle Zellstreckung hervorrufen kann (Went, 1926). Diese
chemische Substanz wurde von Went Auxin nach dem griechischen Wort avlavm
(vermehren, wachsen) benannt und spiter als Indol-3-essigsdure (IAA) identifiziert

(Kogl et al., 1934).

1.1 Auxin

In der Pflanze kommen neben IAA auch andere Auxine vor wie z.B. Indol-3-
Buttersdure (IBA), Phenylessigsdure (PAA) oder 4-Chlor-IAA (4 CI-IAA). In der
Landwirtschaft werden synthetische Verbindungen mit Auxinwirkung verwendet, die
sich oft durch eine hohere Stabilitit auszeichnen und als Bewurzelungshilfe oder
Herbizid eingesetzt werden. Hauptsyntheseort von Auxin in der Pflanze sind die
meristematischen Gewebe von Spross-Apex, Bléttern, Bliiten, oder sich entwickelnden
Samen. Auxine leiten sich chemisch von der Aminoséure Tryptophan ab und werden
hauptsédchlich aus diesem Vorldufer synthetisiert (Bartel, 1997). Dennoch gibt es auch
einen Tryptophan-unabhdngigen Syntheseweg, bei dem die Biosynthese aus der
Tryptophanvorstufe Indol-3-Glycerinphosphat erfolgt. Der GroBteil des Auxins liegt im
Pflanzengewebe biologisch inaktiv vor und ist liber die Carboxylgruppe esterartig an

myo-Inositol, Aminosduren, Peptide oder Zucker konjugiert. Diese inaktiven Konjugate
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dienen wahrscheinlich zur Aufrechterhaltung der Auxinhomdostase oder als
Speicherform (Woodward und Bartel, 2005). Durch Hydrolyse kann konjugiertes Auxin
aktiviert werden (Bartel und Fink, 1994). Auxinabbau erfolgt durch direkte Oxidation
freien IAAs oder mit Asparaginsdure konjugierten IAAs (IAA-Asp).
Konzentrationsabhingig verschiebt sich der Anteil von direkter Oxidation von freiem
Auxin in Richtung IAA-Asp-Abbauroute bei erhdhten endogenen Auxingehalten (Ostin
et al., 1998).

1.1.1 Auxintransporter und ihre Verteilung

Es ist mittlerweile anerkannt, dass nicht nur die Auxinbiosynthese (Petersson et al.,
2009), sondern auch der gerichtete Auxintransport von Zelle zu Zelle essentiell ist, um
IAA-Maxima oder -Minima zu erzeugen und aufrecht zu erhalten, die fiir die
Entwicklung und Adaption innerhalb der Pflanze nétig sind (Galweiler et al., 1998;
Friml et al., 2002a; Benkova et al., 2003; Friml et al., 2003; Sorefan et al., 2009).

Bei niedrigerem pH-Wert (pH 5,5) im Apoplasten als im Symplasten (pH 7,0)

liegt Auxin hauptséchlich als protonierte Form vor, so dass es iiber die Plasmamembran

ins Zytoplasma diffundieren

kann. Dort wird es aufgrund des : apikal

IAAH =—T |AA +Ht

hoheren pH-Wertes deprotoniert
und kann als IAA™ die Zelle dann Zellwand

nicht mehr passiv verlassen IAAH ph=T.0

(Abb. 1). Da der passive IAA- Plasma- ”
membran | AA-+H

Efflux
Transporter
Gradienten ausreicht, konnen PIN-Familie

Influx nicht fiir den Auxin-

transport  gegen  bestehende

Jodsueluixny Jalejod

IAAH

Proteine aus der AUXI/LAX Influx / pH=5.5
Familie den Transport unter- Transporter [ é
AUX1 IAAH basal

stiitzen (Bennett et al., 1996;

Swarup et al., 2008). Sie dienen Abb. 1: Schematische Darstellung der Chemiosmotischen-Hypothese

+ - des polaren Auxintransports (nach Rubery und Sheldrake, 1974). Auxin
als H'/IAA" Symporter (Yang wird von AUXI1 in protonierter Form an der apikalen Seite einer Zelle
und Murphy, 2009) und sind je  aus dem Apoplasten ins Zellinnere transportiert. In der Zelle diffundiert

ungerichtet das deprotonierte Auxin durch das Zytoplasma und polar
nach Zelltyp symmetrisch oder  verteilte PIN-Proteine vermitteln den Export in den Apoplasten am
Ubergang zur nichsten Zelle.
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asymmetrisch, aber in den meisten Fillen gegensitzlich zu PIN lokalisiert, um eine
gerichtete Transportrichtung zu ermdglichen. Das Zusammenwirken von Influx- und
Effluxtransportern ist in der ,,chemiosmotischen Hypothese* (Rubery und Sheldrake,
1974; Goldschmith, 1977) zu dem gerichteten, polaren Transport auch gegen
Konzentrationsgradienten formuliert worden. In hoheren Pflanzen wie z.B. Arabidopsis
thaliana gibt es mehrere Influx- und Efflux-Transporter, die an der Plasmamembran
lokalisieren und unabdingbar fiir den interzellularen Auxintransport sind. Dem TAA-
Influx durch Diffusion oder AUX1/LAX Proteine steht der IAA-Efflux entgegen, der
durch P-Glykoproteine (PGP) und PIN-Formed (PIN)-Proteine geleistet wird (Delker et
al., 2008).

Die Gruppe der P-Glykoproteine (PGP) aus der ABCB-Transporter-Familie
beinhaltet als bestcharakterisierteste Mitglieder die Proteine PGP1, PGP4 und PGP19,
die sowohl in pflanzlichen als auch heterolog in tierischen Zellen exprimiert, IAA
exportieren konnen (Geisler et al., 2005; Petrasek et al., 2006; Cho et al., 2007). Sie sind
vor allem unpolar in der Plasmamembran lokalisiert und es wird angenommen, dass sie
der Riickdiffusion von TAAH nach dem Herauschleusen durch Efflux-Transportern
entgegen wirken (Mravec et al., 2008). Hierdurch wird der polare Auxintransport
unterstiitzt. Weiterhin interagieren PGP-Proteine mit PIN-Proteinen und bestimmen die
Substratspezifitit des Transports fiir [AA (Blakeslee et al., 2007; Titapiwatanakun et al.,
2009). Benzoesdure (BA) wird in Transportversuchen gewdhnlich als Kontrolle
eingesetzt, da sie als schwache organische Sdure in ihren Eigenschaften dem Auxin
dhnelt, aber dennoch nur in geringen Mengen transportiert wird (Geisler et al., 2005).
So konnte sowohl bei heterologer Expression von PIN und PGP in tierischen Zellen, als
auch in planta gezeigt werden, dass der BA-Transport nur bei gemeinsamer Expression
von PGP- und PIN-Proteinen unterdriickt war (Blakeslee et al., 2007).

Die aus der Familie der PIN-Formed (PIN) stammenden Proteine ermoglichen sowohl
im pflanzlichen als auch in heterologen Systemen Auxin-Efflux (Petrasek et al., 2006;
Yang und Murphy, 2009) und konnen apikal, basal oder lateral verteilt sein, in
Abhingigkeit vom jeweiligen PIN-Protein, Zelltyp oder Entwicklungskontext. Die acht
in Arabidopsis vorkommenden PIN-Proteine besitzen eine charakteristische hydrophile
Mitteldoméne, die zwei hydrophobe Bereiche aus jeweils 4-5 Transmembrandoménen
trennt. Durch die Lénge der hydrophilen Domédne bestimmt, lassen sich die PIN-
Proteine in zwei Unterklassen aufteilen: den Typ 1 (PIN1, PIN2, PIN3, PIN4 und PIN7)
mit einem ldngeren hydrophilen Bereich, und Typ 2 (PINS, PIN6 und PIN8) mit einem



Einleitung

kiirzeren hydrophilen Bereich (Mravec et al., 2009). Die intrazellulare Lokalisierung der
PIN-Proteine ist durch ihre jeweiligen hydrophilen Bereiche vorgegeben, wodurch
Typ 1 PIN-Proteine mit der Plasmamembran assoziiert sind, jedoch Typ 2 Proteine mit
dem Endoplasmatischen Reticulum (ER) in Verbindung gebracht werden. Die PIN-
Verteilung im Pflanzengewebe hédngt nicht von der Zuordnung zu Typ 1 oder Typ 2,
sondern vielmehr von dem einzelnen PIN-Protein und dessen Expressionsort ab. So
lokalisiert PIN1 apikal in der Epidermis von Spross-Apexen, Embryonen und Gynoecia,
wiahrend es im Leitgewebe von Embryonen, Blittern, Stingeln und Wurzeln basal
verteilt ist (Galweiler et al., 1998; Benkova et al., 2003; Friml et al., 2003; Sorefan et
al., 2009). Durch die basale Lokalisierung von PIN-Proteinen wird im oberen Teil der
Pflanze synthetisiertes Auxin in Richtung Wurzel transportiert. Eine laterale Verteilung
wird vor allem durch PIN3 vermittelt, welches auf der inneren Seite der Spross-
Endodermiszellen zu finden ist und den Auxinstrom in das vaskulare Leitgewebe
zuriickfiihrt (Friml et al., 2002a; Zadnikova et al., 2010). In den Columellazellen der
Wurzelhaube, in denen auch PIN4 und PIN7 lokalisiert sind, liegt PIN3 apolar vor
(Kleine-Vehn et al., 2010) und lenkt den Auxinstrom in die lateralen Bereiche der
Wurzelhaube um. PIN2 ist apikal in der lateralen Wurzelhaube und den Epidermiszellen
lokalisiert. In den Cortexzellen der Wurzel ist PIN2 hingegen basal lokalisiert und somit
mitverantwortlich  fiir die Auxinzirkulation und die Aufrechterhaltung des
Auxinmaximums in der Wurzelspitze (Miiller et al., 1998) (Abb. 2 A, B). Die iibrigen
PIN-Proteine des Typs 2 finden sich in der ER-Endomembran und fiir PIN5 konnte
gezeigt werden, dass es den intrazelluliren Auxintransport und die Auxinhomdostase
mitreguliert (Mravec et al., 2009).

Die polare Verteilung von PIN-Proteinen héngt von ihrem gezielten
intrazelluldren Transport ab, der durch den Phosphorylierungsstatus der Proteine
bestimmt wird. So konnte durch eine Mutation im Mittelteil des hydrophilen Bereichs
von PINI eine Verdnderung der Lokalisierung von basal zu apikal verursacht werden
(Wisniewska et al., 2006). Die Ser/Thr Protein Kinase PINOID (PID) kann direkt in
vivo und in vitro diesen hydrophilen Bereich phosphorylieren wobei die Protein
Phosphatase 2A (PP2A) dazu antagonistisch wirkt (Michniewicz et al., 2007). Ein hoher
Grad an PIN-Phosphorylierung, der entweder durch Uberexpression von PID (Friml et
al., 2004) oder durch Hemmung von PP2A (Michniewicz et al., 2007) erreicht werden
kann, filhrt somit zu einer apikalen Lokalisierung von PINI1 (Friml et al., 2004;
Michniewicz et al., 2007).
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A : Auxin B 3

Synthese

Stele
Ruhendes Zentrum

Abb.2: (A) Polarer Auxinfluss durch die

+ kl j Pflanze. (B) Verteilung der PIN Proteine in der

Wurzelspitze und Auxinzirkulation (nach
Kleine-Vehn und Friml, 2008).

1.1.2 Intrazellulare Migrationswege (Endomembranfluss)

PIN-Proteine sind Transporter und somit integrale Membranproteine. Sie werden im ER
synthetisiert und mit dem Endomembranfluss zu und zwischen ihren Zielmembranen
verteilt. Neu synthetisierte PIN-Proteine falten sich zundchst im ER. Hier werden auch
die ersten Schritte der Glykosylierung vermittelt, bevor der weitere Transport zum
Golgi-Apparat erfolgt. Der Golgi-Apparat besteht aus mehreren Zisternen und
ankommende Vesikel wandern von der cis-Seite zur trans-Seite und gelangen zum ER
abgewandten trans-Golgi-Netzwerk (TGN) (Jurgens, 2004). Am TGN werden Proteine
sortiert und entweder auf den Weg zur Plasmamembran oder zur Vakuole gebracht

(Viotti et al., 2010) (Abb.3).
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Abb. 3: Schematische Darstellung des subzellularen Membranflusses, der der Verteilung, Polarisation
und Degradation von PIN-Proteinen zu Grunde liegt. BFA, Brefeldin A; EE, frilhes Endosom; ER,
Endoplasmatisches Reticulum; MVB, multi-vesicular bodies; PVC, pre-vakuoldres Kompartiment; RE,
Recycling Endosom; TGN, Trans-Golgi Netzwerk; WM, Wortmannin (Grunewald und Friml, 2010).

Nach Erreichen ihrer Zielmembranen ist die Verteilung von PIN-Proteinen nicht
abgeschlossen, sondern unterliegt dynamischen Recycling-Prozessen, die bei
plasmamembranlokalisierten PIN-Isoformen durch Membraninternalisierung eingeleitet
wird (Dettmer et al., 2006; Lam et al., 2007). Die endozytotische Migration von PIN-
Proteinen an der Plasmamembran beginnt mit der Bildung von Vesikeln, die Clathrin-
beschichtet sind. Diese Vesikel fusionieren mit ,.frithen® Endosomen die als eine
Sortierungs- und Recycling-Station dienen (Abb. 3). Gerade Endosomen sind nicht
statische, sondern miissen als dynamische Kompartimente betrachtet werden, die sich
standig verdndern und entwickeln (Dettmer et al., 2006; Lam et al., 2007). In diesem
komplexen System der ,.friihen® Endosomen treffen der sekretorische und der
endozytotische Weg zusammen (Abb. 3). ,,.Spite” Endosomen sind ,,multi-vesicular
bodies“ (MVB) oder pre-vakuolire Kompartimente (PVC) die wiederum als

Sortierungsstation vor der lytischen Vakuole stehen (Robinson et al., 2008) und den
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Abbau sowie das Recycling von PIN-Proteinen regulieren (Abb. 3). Die lytische
Vakuole ist dquivalent zum tierischen Lysosom, das als Kompartiment dem Abbau von
Proteinen und der Speicherung von Degradationsprodukten dient. Es ist also wichtig
festzuhalten, dass PIN-Proteine nicht statisch an der Plasmamembran vorliegen, sondern
stindigen dynamischen endo- und exozytotischen Prozessen in der Zelle unterliegen
(PIN-Cycling; Abb. 3).

Die beschriebenen Schritte des PIN-Cyclings kdnnen durch geeignete Farbstoffe
und pharmakologische Agenzien sichtbar gemacht und beeinflusst werden.
Beispielsweise ist mit Hilfe eines lipidbindenden Indikators (FM4-64) die
Visualisierung der Endozytose moglich. FM4-64 lagert sich in die Plasmamembran und
andere Membranen ein, fluoresziert erst in der hydrophoben Umgebung und markiert
somit von der Plasmamembran stammende Vesikel (Vida und Emr, 1995). Die
Schlussfolgerung, dass PINs nicht statisch an der Plasmamembran lokalisiert sind
sondern fortlaufend internalisiert werden, beruhte u.a. auf der Beobachtung, dass
fluoreszenzmarkierte PIN-Proteine mit FM4-64-markierten Vesikeln kolokalisieren
(Paciorek et al., 2005; Jelinkova et al., 2010). Mit Tyrphostin A23 existiert ein
Werkzeug, mit dem der Clathrin-abhingige endozytotische Schritt des PIN-Cyclings
beeinflusst werden kann und demnach die Internalisation von PIN-Proteinen
(Dhonukshe et al., 2007). Im tierischen System ist Tyrphostin A23 ein gut
charakterisierter Inhibitor, der die Interaktion zwischen der Fracht Clathrin-
beschichteter Vesikeln und den Adaptin-Proteinen stort, die das Rekrutieren der Ladung
in die Vesikel vermitteln (Banbury et al., 2003). Durch pharmakologische Behandlung
mit Brefeldin A (BFA) konnte gezeigt werden, dass PIN-Proteine von den Endosomen
wieder zuriick zur Plasmamembran bewegt werden, da die BFA-Behandlung zur PIN-
Akkumulation in sogenannten BFA-Korpern fiihrt, die nach Auswaschen des BFAs
wieder abgebaut werden. Die PIN-Proteine nehmen dann wieder ihren angestammten
Platz an der Plasmamembran ein (Geldner et al., 2001).

Die zyklische Bewegung der PIN-Proteine von der Plasmamembran zu den
Endosomen und wieder zuriick wird mit Hilfe von ,,ADP-ribosylation factors* (ARFs)
gesteuert, die essentiell fiir den intrazellularen Endomembranfluss sind. Sie vermitteln
Entstehung, Verschmelzung und Richtung von Vesikeln, die Fracht zwischen
intrazelluldren Kompartimenten befordern. ARFs sind an der Oberfliche der
Vesikelmembran lokalisiert, wo sie mit ihren Aktivatoren den ,,guanin nucleotide

exchange factors® (GEFs) zusammentreffen (Donaldson und Jackson, 2000). Ein
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bekannter ARF-GEF in Pflanzen ist GNOM, der mit den ,recycling“ Endosomen
assoziiert ist und an dem Riicktransport von basal lokalisierten PIN-Proteinen zur
Plasmamembran beteiligt ist (Abb. 3) (Geldner et al., 2003). GNOM ist BFA-sensitiv
(Steinmann et al., 1999) und so ist sowohl in gnom-Mutanten, als auch nach
pharmakologischer BFA Behandlung, PIN hauptsichlich in der basalen Lokalisierung
gestort (Kleine-Vehn et al., 2008b). Da die AUX1 Lokalisierung in gnom-Mutanten
nicht verandert ist (Fischer et al., 2006; Kleine-Vehn et al., 2006), AUX1 aber in BFA-
Korpern akkumuliert (Grebe et al., 2002), liegt die Annahme nahe, dass es fiir AUX1
einen ARF-GEF vermittelten BFA-sensitiven, aber GNOM-unabhéngigen Weg geben
muss. Bestétigt wird dies durch eine BFA-insensitive GNOM Variante, in der unter
anderem die PIN2-Lokalisierung noch eingeschriankt BFA-sensitiv ist (Geldner et al.,
2003).

Die Fracht der Endosomen kann entweder zuriick iiber den GNOM-abhéngigen,
BFA-sensitiven Weg in Richtung Plasmamembran, oder zum PVC kanalisiert werden.
Das PVC fungiert wieder als eine Art Sortierungsstation fiir Proteine, die entweder zum
Abbau in der lytischen Vakuole bestimmt sind, oder recycelt und in Richtung
Plasmamembran transportiert werden. Wortmannin stellt einen effektiven Inhibitor der
Phosphatidylinositol 3-Kinase dar, hemmt PVC-basierenden Endomembranfluss und
fiihrt zur Schwellung der PVCs (Emans et al., 2002; Oliviusson et al., 2006). Auch BFA
kann den Transport vom Endosom zur Vakuole storen, was auf einen BFA-sensitiven
ARF-GEF vermittelten Weg zwischen ,,friihen” Endosomen und PVC schlielen lésst
(Kleine-Vehn et al., 2008a). Um Proteine zur Vakuole zu befordern, existieren in
Pflanzenzellen sogenannte ,,vacuolar sorting receptors® (VSRs), die nach der Abgabe
der Liganden recycelt werden (Seaman, 2005). Diesen Schritt vermittelt ein Retromer-
Komplex, der aus einem ,,sorting nexin® (SNX)-Dimer und aus einem ,,vacuolar protein
sorting* (VPS)-Trimer der Proteine VPS26, VPS29, VPS35 besteht (Bonifacino und
Hurley, 2008) und in Pflanzenzellen auf der Oberfliche der PVCs lokalisiert ist (Jaillais
et al., 2006; Oliviusson et al., 2006; Jaillais et al., 2007). Es wird gemutmaBt, dass die
Retromer-Proteine SNX und VPS die Balance zwischen dem Abbau iiber die Vakuole
und dem Recycling von PIN-Proteinen in der Pflanze regulieren (Kleine-Vehn et al.,

2008a).
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1.1.3 Gravitropismus

Auxin ist ein so wichtiger Regulator bei einer Vielzahl von pflanzlichen Wachstums-
und Entwicklungsprozessen, dass vorgeschlagen wurde, die Abkiirzung fiir das
essentieclle Hormon IAA (Indole-3-acetic acid) bedeute in Wirklichkeit ,,influences
almost everything” (Weijers und Jurgens, 2004). Ein Beispiel fiir eine gut
charakterisierte auxinvermittelte physiologische Reaktion, die zur Pflanzenplastizitit
beitrdgt, ist der Gravitropismus, der mit asymmetrischer Auxinumverteilung und
differentieller Zellstreckung einhergeht.

Die Wahrnehmung des gravitropen Reizes in der Wurzel erfolgt in spezialisierten
Zellen, den Statozyten, die stirkehaltige Amyloplasten enthalten, die Statolithen
genannt werden. Die intrazellulire Bewegung der Statolithen oder bei ihrer
Umverteilung ausgeiibte Druckidnderungen vermitteln der Zelle Informationen tiber die
rdumliche Orientierung relativ zum Gravitationsvektor (Hejnowicz und Sievers, 1981).
Die Perzeption dieses Reizes, der von den Statolithen ausgeht, ist bislang nicht im
Detail geklart. F-Aktin, in dem die Statolithen feinmaschig aufgehéngt sind, konnte bei
der Reizwahrnehmung eine Rolle spielen (Collings et al., 2001; Morita, 2010). Dennoch
zeigen Versuche, bei denen das F-Aktin durch Latrunculin B inhibiert wurde,
kontroverse Resultate, da sich eine Forderung der Kriimmungsreaktion und der
Sedimentierung zeigte (Hou et al., 2003; Hou et al., 2004). Gesichert ist, dass nach der
Sedimentierung der Statolithen eine Umverteilung der vorher nicht polar orientierten
PIN3-Proteine durch Transzytose auf die in Orientierung zum Gravitationsvektor neue
Unterseite der Zelle erfolgt (Kleine-Vehn et al., 2010). Hierdurch wird die Richtung des
Auxinstroms auf die Wurzelunterseite umgelenkt. Diese resultierende asymmetrische
IAA-Akkumulation fiihrt aufgrund des niedrigeren Auxinoptimums der Wurzel zur
Wachstumshemmung der Wurzelunterseite und folglich zur Reorientierung der
Wurzelspitze nach unten. PIN2, das apikal in Epidermis und Cortex lokalisiert ist,
verandert seine Polarisierung nicht wie PIN3, sondern unterstiitzt durch asymmetrische
Verteilung die Umlenkung des Auxinstroms. Ermoglicht wird die Asymmetrie durch
PIN2 Abbau in der lytischen Vakuole auf der dem Gravitationsvektor abgewandten
Seite (Kleine-Vehn et al., 2008a). Die asymmetrische Auxinverteilung wéhrend des
Gravitropismus ist sehr gut charakterisiert. Allerdings konnte die Konzentrations-
zunahme auf der Unterseite von Pflanzenorganen auch fiir andere Komponenten gezeigt

werden. So  lokalisierte nach  Gravistimulation unter anderem  Inositol
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1,4,5-Trisphosphat (Perera et al., 1999), ein mdglicher Botenstoff, und spiter eine
Saccharose-Synthase (Long et al., 2002) auf der neuen Unterseite. In Hordeum vulgare
und Oryza sativa wurde nachgewiesen, dass ein weiteres klassisches
Wachstumshormon, Gibberellin (GA), asymmetrisch, aber zeitversetzt verzogert zu
Auxin, entlang des Gravitationsvektors akkumulierte (Cui et al., 2005; Wolbang et al.,
2007). Die Wechselwirkung von GA und IAA ist bislang nur wenig untersucht worden

und steht im Fokus der vorliegenden Arbeit.

1.1.4 Auxinwechselwirkung mit der GA-Biosynthese und
GA-Perzeption

Der Wirkbereich eines Hormons wird oft isoliert nur im Kontext von Pflanzenwachstum
und Entwicklung betrachtet; jedoch sind komplexe Vorginge meist ein Ergebnis aus
einer Vielzahl kombinierter Signale. Hierbei ist besonders wichtig zu beachten, dass
Hormone ihre Biosynthese und/oder Perzeption gegenseitig beeinflussen konnen, so
dass ein einem Hormon zugeschriebener Effekt moglicherweise von einem anderen
Hormon vermittelt wird.

Ein Beispiel fiir die Vernetzung zweier Phytohormone ist die Beziehung von
Auxin und GA. So fordert Auxin in A. thaliana die Transkription der Gibberellin
20-Oxidase 1 (GA200x1), eines Schliisselenzyms der GA-Biosynthese, und nimmt
damit Einfluss auf den GA-Gehalt der Pflanze (Nemhauser et al., 2006). In Pisum
sativum wurde die positive Wirkung von Auxin auf den GA-Gehalt in der Pflanze durch
Entfernen der endogenen Auxinquelle gezeigt. Die gesunkenen GA-Gehalte konnten
dann durch exogene Applikation von Auxin wieder komplementiert werden (Ross et al.,
2000). Bei Hemmung des Auxintransports in der Wurzel wird die GA-Signal-
transduktion negativ durch Wechselwirkung mit dem Abbau von DELLA-Proteinen
beeinflusst (Fu und Harberd, 2003), die transkriptionelle Repressoren der GA
vermittelten Antwort darstellen (Hartweck, 2008). DELLA-Proteine wurden nach dem
Besitz des Aminosduremotivs DELLA benannt (Peng et al., 1997). Die synergistische
Wirkung von Auxin und GA wurde in Populus tremula x tremuloides durch
gleichzeitige Applikation der beiden Hormone untersucht. Dabei wurde gezeigt, dass
der Auxingehalt des Stamms bei Behandlung mit IAA und GA stédrker anstieg als bei
alleiniger TAA-Gabe (Bjorklund et al., 2007). Da auch die PINI-Transkription
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gesteigert wurde, postulierten Bjorklund et al. (2007), dass GA und IAA gemeinsam

den Auxintransport férdern.

1.2 Gibberelline

Zur gleichen Zeit als Went seine Hafer-Koleoptile-Versuche durchfiihrte, untersuchte
der Japaner E. Kurosawa die Bakanae-Krankheit bei Reispflanzen ("verriickter Reis"),
die sich in elongierten Internodien und diinnen Blittern duBert (Kurosawa, 1926).
Verantwortlich war ein pflanzenpathogener Pilz, Gibberella fujikuroi, der bioaktives
GA synthetisiert und somit diese Symptome verursachte (Phinney, 1983). Einige Jahre
spéter konnte aus der Pilzkultur dann GAj; als erster Vertreter der Gibberelline isoliert

werden (Yabuta, 1935).

1.2.1 GA-Biosynthese und GA-Perzeption

In Pflanzen existieren iiber hundert verschiedene Gibberelline, von denen GA;, GA3
(pilzlich) und GA4 nachweislich biologisch aktiv sind. Wie Auxine sind Gibberelline an
einer Vielzahl physiologischer Prozesse beteiligt, wie z.B. der Bliiten- und
Samenentwicklung, der Samenkeimung, der Sprosselongation, der Blattentfaltung und
der Kontrolle des Tagesrhythmus (Olszewski et al., 2002). Interessanterweise tritt der
GA-Signalweg evolutiondr gesehen erst sehr spédt in Erscheinung. So werden ,,alte*
zelluldre Prozesse wie die Zellelongation in  Physcomitrella ohne Hilfe von GA
reguliert, obwohl schon Teile der konservierten GA-Signaltransduktion vorhanden sind
(Hirano et al., 2007; Vandenbussche et al., 2007; Yasumura et al., 2007).

Gibberelline sind Produkte des Sekundirstoffwechsels und werden aus der
Terpenoidbiosynthese abgeleitet. Der erste Schritt der GA-Biosynthese wird von einer
ent-Kauren-Synthase vermittelt und das entstehende Produkt wird dann weiter oxidiert
(Yamaguchi, 2008). Dieser Schritt kann durch die synthetischen Pflanzenwachstums-
regulatoren Paclobutrazol oder Uniconazol gehemmt und so die GA-Biosynthese
unterbrochen werden (Izumi et al., 1985; Burden et al., 1987). Die weiterfiihrenden
Schritte von ent-Kauren zum biologisch aktiven GA werden von GA20-Oxidasen und
GA3-Oxidasen tibernommen. Die Inaktivierung erfolgt durch Umwandlung in GAg oder

GAj;4 mittels einer GA2-Oxidase (Abb. 4).
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Abb. 4: Vereinfachte Darstellung der GA-Biosynthese in Pflanzen und deren Schliisselenzyme (griin).
Die GA-Vorstufen (blau) werden bis zum aktiven GA (rot) durch mehrere Schritte oxidiert und kdnnen
durch weitere Oxidation wieder inaktiviert werden (braun). Paclobutrazol und Uniconazol (gelb)
inhibieren Cytochrom P450-abhiangige Monooxigenasen und somit die GA-Biosynthese (nach
Yamaguchi, 2008).

Schliisselkomponenten des GA-Signalwegs sind die kernlokalisierten DELLA-
Proteine, transkriptionelle Repressoren, die GA-Antworten und das Wachstum
unterdriicken (Peng et al., 1997; Dill und Sun, 2001; Silverstone et al., 2001). In
Arabidopsis gibt es fiinf DELLA-Proteine (Repressor of gal-3 [RGA], GA-insensitiv
[GAI], RGA-LIKEI [RGL1], RGL2 und RGL3), die zur Familie der GRAS-Proteine
(benannt nach den ersten drei klonierten Mitgliedern GAI, RGA und SCL dieser Familie)
gehdren und ein konserviertes DELLA-Motiv in der N-terminalen Doméne gemeinsam
haben (Bolle, 2004). DELLA-Proteine lassen sich verschiedenen physiologischen
Prozessen zuordnen. So vermitteln RGA/GAI GA-abhingige Signale beim vegetativen
Wachstum und der Blithinduktion, RGL2 bei der Samenkeimung und
RGA/RGLI1/RGL2 sind an der Bliitenentwicklung beteiligt (Dill und Sun, 2001; Lee et
al., 2002; Cheng et al., 2004). Die Entdeckung des nicht membranstindigen GA-
Rezeptors war ein weiterer Meilenstein im Verstdndnis der GA-Signaltransduktion
(Ueguchi-Tanaka et al., 2005). So unterdriicken die DELLA-Proteine in Abwesenheit
von GA die Transkription GA-abhédngiger Gene. Steigt die GA-Konzentration in der
Zelle an, bindet der GA-Rezeptor GID1 an GA und kann aufgrund dessen mit DELLA-
Proteinen interagieren. Dies fithrt zur Rekrutierung eines SCF'?/SLY-Komplexes, der
die DELLA-Proteine ubiquitinyliert und damit ithren Abbau iiber das 26S-Proteasom
induziert. Der Abbau des DELLA-Repressors ermdglicht dann die GA-vermittelte
Genexpression (Abb. 5) (Ueguchi-Tanaka et al., 2007).
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Abb. 5: Modell der GA-Signaltransduktion. In Abwesenheit von GA ist die transkriptionelle Antwort von
GA unterdriickt. Bindet GA an den GA-Rezeptor (GID1) wird eine Interaktion mit DELLA Proteinen
(RGA, GAI, RGL1-3) ermoglicht, was zu einer Degradation des Repressors durch das 26S Proteasom
fiihrt. Auf diese Weise werden GA-abhingige Gene aktiviert (nach Hirano et al., 2008).

Uber den Wirkbereich und die Verteilung von GA in Wurzeln wird schon seit langem
spekuliert. Bislang konnte nur mit Promotor-GUS-Fusionen von Genen der GA-
Biosynthese auf den Syntheseort von GA geschlossen werden; eine direkte Darstellung
der GA-Verteilung ist bislang nicht erfolgt (Silverstone et al., 1997; Mitchum et al.,
2006; Desgagne-Penix und Sponsel, 2008; Yamaguchi, 2008). In der Wurzel sind GA1
und GA3o0x2 in der Wurzelspitze, Zellteilungs- und Elongationszone lokalisiert, wobei
GA3ox1 nur im Leitgewebe der Wurzel vertreten ist (Silverstone et al., 1997; Mitchum
et al., 2006). GA20-Oxidasen sind nicht in der Wurzel, also nicht iiberlappend mit den
anderen Biosynthesegenen, exprimiert, was auf einen Transport von Zwischenprodukten
der GA-Biosynthese schlieBen ldsst (Phillips et al., 1995). Da Reporterlinien der GA-
Biosynthese nur indirekte Hinweise auf die GA-Perzeption in der Wurzel geben, wurde
von Ubeda-Thomas et al. (2008) ein neuartiger Ansatz getestet, in dem die GA-
Signaltransduktion durch gewebespezifische Expression einer dominant-negativen
Variante von GAI unterbrochen wurde. Diese Experimente ergaben, dass die GA-
Perzeption in der Endodermis der Wurzel essentiell ist und den Taktgeber fiir die
Elongation anderer Gewebe darstellt (Ubeda-Tomas et al., 2008; Ubeda-Tomas et al.,
2009). Bisher ist jedoch nur ein sehr liickenhaftes Wissen der GA-Biosyntheseorte, des
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Transports von GA oder GA-Vorstufen und des GA-Wirkbereichs vorhanden. Es war

ein Anliegen der vorliegenden Arbeit, die Wirkbereiche von GA néher einzugrenzen.

1.3 Zielsetzung

Der Gravitropismus stellt ein ideales System zur Analyse dynamischer Prozesse in der
Pflanze dar und ist durch die Vielzahl vorhandener Werkzeuge, wie Mutanten und
Reporterlinien, im Hinblick auf Auxin schon gut charakterisiert. Es ist allerdings
anzunehmen, dass ein so komplexer Prozess wie der Gravitropismus nicht nur von
einem Hormon, sondern von einem ganzen Netzwerk verschiedener
Signaltransduktionskaskaden gesteuert wird, die miteinander verwoben sind und
interagieren. Durch vorangegangene Arbeiten gibt es Hinweise, dass GA zumindest in
oberirdischen Organen monokotyler Pflanzen &hnlich wie Auxin eine durch
Gravistimulation induzierte asymmetrische Verteilung zeigt.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob es eine Vernetzung der
beiden Wachstumshormone IAA und GA im Kontext des Gravitropismus in der Wurzel
gibt. Dafiir sollte mittels pharmakologischer und genetischer Manipulation der internen
GA-Gehalte und der GA-Signaltransduktion unter anderem der generelle Einfluss von
GA auf die Kriimmungsreaktion in der Wurzel untersucht werden. Mit Hilfe der
Reporter Linie DR5::GFP, die indirekt die Visualisierung der Auxinverteilung im
Pflanzengewebe ermdglicht, sollte der Einfluss von GA auf Auxinmaxima in der
Wurzel charakterisiert werden. Des Weiteren sollte die mogliche Wechselwirkung von
GA mit der PIN-Transkription und dem dynamischen PIN-Endomembranfluss
quantifiziert werden. Die physiologische Relevanz moglicher PIN-Verdnderungen sollte
durch Auxintransport-Versuche gestiitzt werden. Zur Uberpriifung einer moglichen
asymmetrischen GA-Verteilung auch im Wurzelgewebe wihrend der gravitropen
Kriimmungsreaktion, sollte ein neuer Antikorper gegen GA etabliert werden, um die
endogene GA-Verteilung in der Wurzel zu visualisieren. Unterstiitzend stand eine GA-
sensitive Reporterlinie, RGA::RGA-GFP, zur Verfiigung, in der der GA-vermittelte

Abbau des Reportes in Arabidopsis Wurzeln untersucht werden sollte.
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Abstract

Gravitropic bending of plant organs is mediated by formation of an auxin gradient
between the upper and lower side of the respective organ. Studies in monocot shoots
suggested that besides auxin also gibberellin (GA) shows asymmetric distribution
during gravitropism, but the functional relevance of this observation remains unclear.
Here we addressed a role of GA in root gravitropism of Arabidopsis thaliana by
genetically and pharmacologically manipulating GA metabolism and signaling. We
show that manipulations of GA content and response in the root affect both auxin
distribution during gravitropism and gravitropic response. Immunostaining using an
antibody directed against GA detected asymmetry of GA distribution in the root tip
during the gravitropic response. We observed that GA treatments specifically increased
plasma membrane amounts of PIN auxin transporters independent of transcriptional
regulation suggesting that GA affects root auxin distribution by stabilization of the
gravitropic regulator PIN2. Manipulations of GA levels or GA signaling affected
intracellular PIN2 accumulation in response to the trafficking inhibitor Brefeldin A. We
propose that the observed increase in PIN2 stability may be due to a GA effect on the
retromer complex causing enhanced recycling of PIN2 from the prevacuolar
compartment to the trans-Golgi network with the consequence of less PIN2 trafficking

to the lytic vacuole.

Introduction
Auxin and gibberellin (GA) are classical growth hormones and both have been
originally identified by their obvious effects on elongation growth. The first
experimental system to characterize auxin activity was based on auxin-induced
elongation of Avena coleoptiles (Went, 1926). GA, on the other hand, was isolated from
the fungus Gibberella, the cause of “foolish seedling disease” characterized by
extremely elongated stem internodes in rice plants (Phinney, 1983). The longer lag time
of GA-stimulated growth as compared with the lag time of auxin effects suggests
different underlying mechanisms for regulation of cell expansion by these two
hormones.

Cell elongation plays not only a role in general growth but is specifically
important for plant tropistic responses which are accomplished by asymmetric growth
of plant organs. Following a gravitropic stimulus, auxin distribution is changed in stem

and root tissues resulting in a higher auxin accumulation at the sides of organs oriented
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towards the gravity vector (lower sides) (Muday, 2001). In the stem the increased auxin
concentration causes upward bending due to a positive effect of higher auxin
concentrations on cell elongation, while roots, having their auxin optimum at a lower
concentration (Tanimoto, 2005), show inhibition of cell elongation and as a
consequence roots bend downwards (Hasenstein and Evans, 1988). The gravity-induced
changes in auxin distribution are mediated by polar, cell-to-cell auxin transport,
dependent on activity of AUX1/LAX influx carriers (Bennett et al., 1996; Swarup et al.,
2008) PIN efflux carriers (Géalweiler et al., 1998; Petrasek et al., 2006) and ABCB auxin
transporters (Noh et al., 2001; Geisler et al., 2005; Blakeslee et al., 2007; Friml, 2010).
PIN auxin efflux carriers show polar subcellular localization that determines
directionality of intercellular auxin flow (Friml et al., 2004; Wisniewska et al., 2006).
Thus, gravity-induced changes in the polarity of PIN localization as observed for PIN3
in root columella cells (Friml et al., 2002; Harrison and Masson, 2008) might provide a
mechanism for initial redirection of auxin fluxes triggering root gravitropic bending. In
addition to PIN3 polarity changes, also asymmetric PIN2 degradation on the upper
versus lower side of the root is important for the gravitropic growth (Abas et al., 2006;
Kleine-Vehn et al., 2008). Modifications in PIN localization and PIN protein amount
are facilitated by changes of intra-cellular PIN trafficking. PIN proteins cycle between
the plasma membrane and an endosomal compartment (Dhonukshe et al. 2007) and both
its recycling back to the plasma membrane and trafficking to the vacuole are sensitive to
brefeldin A (BFA), an inhibitor of ADP-ribosylation factor GTP-exchange factors
(ARF-GEFs) (Geldner et al., 2001; Kleine-Vehn et al., 2008; reviewed in Kleine-Vehn
and Friml, 2008). Starting from the endosome PIN proteins may traffic to different
subcellular localizations or be routed via the prevacuolar compartment to the lytic
vacuole for degradation. The rate of degradation can be modulated through retromer, a
cytosolic coat complex involved in retrieving PIN proteins from the degradation
pathway and recycling them back to the plasma membrane (Jaillais et al., 2007;
Oliviusson et al., 2006; Jiirgens and Geldner, 2007; Kleine-Vehn et al., 2008).

With respect to control of gravitropism, the focus of research has been on auxin
and in particular its asymmetric distribution. However, many other factors play a role in
gravitropism and concentration gradients along the gravitropic vector have also been
reported for inositol 1,4,5-trisphosphate (Perera et al., 1999) and sucrose synthase

(Long et al., 2002). Notably, in some monocot species including rice and barley,
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asymmetric accumulation of both auxin and GA at the lower side of gravistimulated
organs has been reported (Cui et al., 2005; Wolbang et al., 2007).

The interaction of auxin and GA in regulation of gravitropic growth likely
involves the coordinated cross-talk of the two plant growth regulators. Auxin has been
shown to influence GA biosynthesis by increasing expression of GA20ox1, encoding a
key enzyme of GA biosynthesis in Arabidopsis (Nemhauser et al., 2006). In addition,
inhibition of auxin transport in Arabidopsis roots negatively affects GA signal
transduction by interfering with degradation of DELLA proteins (Fu and Harberd,
2003), transcriptional repressors regulating the GA response (Hartweck, 2008). Plants
with reduced auxin transport or signaling showed a delayed degradation of the GFP-
tagged DELLA protein RGA after GA treatment in comparison with control plants (Fu
and Harberd, 2003).

Here, we investigate a possible cross-talk of auxin and GA in regulating root
gravitropic response. We show that GA modulation of root gravitropism correlates with
GA-induced changes in the amount and distribution of membrane localized PIN
proteins. Using a drug-free assay to visualize the impact of GA on PIN degradation in
lytic vacuoles we demonstrate that GA regulates stability of PIN proteins providing a

plausible mechanism for a GA effect on auxin distribution and tropistic growth.

Results

GA is required for root gravitropic response

We studied the effect of GA concentration changes and altered GA signal transduction
on root gravitropism. To manipulate GA signaling and GA concentrations in the plant,
we used genetical and pharmacological approaches (Figure 1A). Effects of elevated GA
signaling were studied in the Arabidopsis pentuple mutants carrying lesions in all five
DELLA repressors (Feng et al., 2008) and, therefore, GA signal transduction is
permanently turned on in this mutant, mimicking high GA concentrations. Comparative
analyses were done with wildtype seedlings treated with 50 uM exogenous GA. Root
responses to GA depletion were characterized in the GA biosynthetic ga/-3 mutant with
low endogenous GA concentrations (Sun and Kamiya, 1994) and results were
compared to the gravitropic phenotype of seedlings treated with the GA biosynthesis
inhibitor uniconazole. Positive manipulations with both GA levels and signaling as well
as negative manipulations with GA levels, all reduced gravitropic responses of

Arabidopsis roots (Figure 1B and C). Both, pharmacological treatments and genetic
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analyses showed the same pronounced effects on root gravitropism. These data show

that balanced levels of GA and GA signaling are required for root gravitropic responses.

GA is required for auxin distribution during root gravitropic response

Auxin accumulates at the lower side of graviresponding organs including roots after
gravitropic stimulation (Muday, 2001). This asymmetric auxin distribution is also
reflected by increased activity of auxin response reporters such as DR5rev::GFP
(Ulmasov et al., 1997; Friml et al., 2003; Ottenschliger et al., 2003) at the lower side of
the root (Figure 2A). We used DR5rev::GFP to monitor a possible role of GA signaling
on establishment of asymmetric auxin distribution in the root tip during the gravitropic
response. Both, pharmacological and genetical manipulations with GA levels or
signaling disturbed establishment of the asymmetric auxin distribution in the root tip
following gravistimulation (Figure 2). Roots treated with GA failed to establish
asymmetric DR5rev::GFP signal after gravistimulation and showed a symmetrically
increased signal in the lateral root cap (Figure 2B) that was not detected in non-
stimulated roots. On the other hand, inhibition of GA biosynthesis by uniconazole
completely prevented lateral accumulation of DR5rev::GFP signal (Figure 2C). The
data indicate that GA is involved in the establishment of an auxin gradient in the root

tip, consistent with the effects of GA on root gravitropic response.

Gravity stimulation induces asymmetric distribution of GA and GA response

Based on published data showing asymmetric GA distribution after gravitropic
induction of shoots in monocot species (Cui et al., 2005; Wolbang et al., 2007) and our
observations of a GA role in root gravitropism we next tested whether gravitropic
stimulation leads to changes in GA distribution. Since direct measurements of GA
distributions are not feasible in Arabidopsis roots, we performed whole mount immuno
analysis of root tips using an antibody raised against BSA conjugated GA. Control
experiments with the antibody directed against GA showed unspecific binding of the
secondary antibody to the lateral root cap but demonstrated specific binding of the
primary antibody to epidermal cells of the cell division and elongation zones (Figure
3A, B). To confirm specificity of the anti GA antibody, additional experiments were
carried out. The serum containing the antibody directed against GA was depleted of the
GA specific antibody by incubating the serum with BSA-coupled GA prior to

immunostaining experiments. This treatment drastically decreased the immune signal in
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the root epidermis and, therefore, showed that the antibody specifically detected GA in
the epidermal cell layer of roots (Supplemental Figure 1 online). To proof that the
antibody directed against BSA conjugated GA does not detect plant proteins related to
BSA, an anti BSA antibody was used for control experiments. The anti BSA antibody
did not cross react with plant proteins in the Arabidopsis root (Supplemental Figure 2
online). Increased signals after GA treatment but significantly weaker signals obtained
with the gal/-3 mutant or uniconazole-treated seedlings confirmed that we detect
specific labeling of GA (Figure 3C and Supplemental Figure 3A-C online). Following
gravistimulation, the GA-specific labeling revealed asymmetric GA distribution with
stronger signal at the lower side of the root (Figure 3D and Supplemental Figure 3E- F
online).

Since DELLA degradation depends on GA concentrations, we reasoned that
changes in GA distribution can also be visualized by monitoring the GFP-tagged
DELLA protein RGA-GFP. We observed a statistically significant (P <0,05) decrease of
the RGA-GFP signal at the lower side of the root tip 3 h after gravistimulation (Figure
3E-G), indicating an increase of GA at the lower root side. Analysis of GA20oxI
expression during root gravitropism showed an initial decrease in GA20ox1 expression
followed by upregulation of GA200x1 expression (see Supplemental Figure 2A online)
pointing to a general increase in root GA biosynthesis in response to a gravitropic
stimulation unrelated to the moving of the seedlings to dark (see Supplemental Figure
4B online). Upregulation of the auxin responsive GH3./ gene before induction of
GA200x1 expression indicates a chronological order of changes in hormone distribution
during gravitropism (see Supplemental Figure 4A online). GA concentrations seem to
rise only after an initial increase of auxin concentration.

Notably, the asymmetric accumulation of GA in response to gravistimulation
occurred in the cells where the key regulator of root gravitropism, the PIN2 auxin
transporter is expressed as demonstrated by co-localization of GA antibody staining and
PIN2-GFP localization (See Supplemental Figure 5 online). In summary, these
observations show that following gravistimulation and establishment of auxin
asymmetry, also a lateral GA gradient across the root is established as demonstrated by

increased levels of GA and GA response at the lower side of the root.

20



Manuskript

GA increases PIN protein levels independent of PIN transcription

The asymmetric auxin distribution during gravitropism requires activity of the auxin
efflux carrier PIN2 (Luschnig et al., 1998; Wisniewska et al., 2006) that is an important
component of root gravitropism (Luschnig et al., 1998; Miiller et al., 1998). To test for a
mechanism, by which GA is involved in root gravitropism, we studied effects of GA on
PIN2 expression using PIN2::PIN2-GFP plants (Abas et al., 2006). GA-treated
PIN2::PIN2-GFP showed a stronger signal at the plasma membrane (Figure 4A-B and
G; Figure 9A and B) while uniconazole application caused a decrease in the GFP signal
(Figures 4A, C and G). Comparative studies with PIN1-, 3-, 4-, and 7- GFP gave similar
results (Supplemental Figure 6 online). Additionally, PIN2::PIN2-GFP line was crossed
into the background of the GA biosynthetic mutant ga/-3. The PIN2-GFP signal was
decreased in PIN2::PIN2-GFP x gal-3 lines compared to controls and could be
reconstituted to wild type levels by GA treatment (Figures 4D-F and I). Furthermore,
the western blot analysis using anti-PIN2 antibody confirmed effects of GA on PIN2
levels in the root (Figure 4K). The dominant negative GA signaling mutant gaidl7
expresses a GAI protein with truncated DELLA domain that is resistant to GA induced
degradation and, therefore, constitutively suppresses GA signaling. Consistent with the
data from roots of uniconazole treated seedlings and the gal-3 mutant the gaidl7
seedling also contains lower PIN2 protein amounts compared to wildtype plants (Figure
4K). These results show that GA levels and signaling positively regulate abundance of
different PIN proteins in the root.

Real time PCR analyses of GA-treated seedlings revealed no significant effects
of GA on PIN2 transcription (Supplemental Figure 7), while a significant GA-induced
decrease of GA20ox1 expression showed that gene expression in the root was generally
GA responsive (see Supplemental Figure 4C online). These results indicate that GA
regulates PIN protein levels independently of PIN transcription and most likely
stabilizes PIN proteins at the plasmamembrane. This conclusion was corroborated by
analysis of TA::PIN2-GFP plants that allow dexamethasone inducible expression of
PIN2. After dexamethasone induction of PIN2 expression in a TA::PIN2-GFP line for
24 h, dexamethasone was washed out and seedlings were treated with GA and DMSO
as control, respectively. The GA treatment drastically inhibited degradation of PIN2
proteins compared to controls (Figure 5).

Changes of auxin localization in the root tip have also been described as a response to

ethylene treatment (Ruzicka et al., 2007). To test whether the observed increase of
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PIN2-GFP levels after GA treatment is mediated indirectly by increased ethylene
production in root tissues, we combined GA treatment with inhibition of ethylene
biosynthesis by silver ions. We did not observe a difference to the results obtained with
GA-treated PIN2::PIN2-GFP plants (Supplemental Figure 8 online). These results show
that GA positively regulates amounts of PIN proteins independently of regulation of

PIN transcription.

GA inhibits vacuolar trafficking-mediated PIN degradation

The observed increase in protein stability after GA treatment seems to be specific for
PIN proteins, since plasma membrane amounts of the auxin influx carrier AUXI1
(Bennett et al., 1996), the auxin transporter P-glycoprotein19 (PGP19), (Blakeslee et al.,
2007) and aquaporin PIP2 (Baiges et al., 2002) a plasma membrane protein not
involved in auxin related processes, were not influenced by GA (see supplemental
Figure 9 online). The data indicate that GA specifically influences the stability of PIN
proteins at the plasma membrane.

PIN2 protein amount at the plasma membrane is regulated by a balance between
vacuolar trafficking-mediated degradation and constitutive recycling back to the plasma
membrane (Kleine-Vehn et al., 2008). Targeting of GFP-tagged proteins to the lytic
vacuole can be visualized by inhibition of vacuolar degradation in the dark leading to
accumulation of GFP in the vacuoles (Tamura et al., 2003). PIN2::PIN2-GFP plants
kept in the dark showed a prominent vacuolar GFP signal in addition to the signal from
plasma membrane localized PIN2-GFP protein (Figures 6A). In contrast, the vacuolar
PIN2-GFP signal in GA-treated plants kept in the dark was not visible, while the PIN2-
GFP plasma membrane signal was notably increased (Figures 6B). Analysis of the
fluorescence quantification profiles of GA treated and control roots clearly showed
higher PIN2-GFP signals at the plasma membrane and no vacuolar signal after GA
application (Figures 6A-B). Reciprocal sets of experiments in uniconazole treated and
gal-3 mutant plants confirmed the GA effect on PIN2 vacuolar targeting. Under the
conditions of low GA concentrations a significant PIN2-GFP signal was observed in the
lytic vacuoles in contrast to untreated and wild type plants (Figures 7A-D). Time of
dark treatment was optimized to avoid saturation of PIN2-GFP signals in uniconazole
treated seedlings and gal-3 plants. As a consequence, vacuolar signals of controls
(Figure 6A and Figure 7A and C) vary in intensity. Collectively, these experiments
strongly suggest that GA influences PIN2 degradation by regulating the rate of its
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trafficking into the lytic vacuole, high GA levels inhibiting whereas low GA levels
promoting PIN2 vacuolar trafficking.

GA inhibits vacuolar PIN trafficking downstream of BFA action

Next we tested, which step of the vacuolar trafficking pathway is affected by GA. To
evaluate if GA-mediated increase of plasma membrane localized PIN protein is caused
by a general effect of GA on endocytosis, we studied uptake of the endocytosis marker
FM4-64 in gal-3 and pentuple mutants and after GA and uniconazole treatment.
Changed GA concentrations or GA signaling did not influence uptake of FM4-64 as
compared to untreated controls (see Supplemental Figure 10 online). These results show
that GA does not act on endocytosis.

Following internalization from the plasma membrane, PIN proteins are in the
endosomes sorted either for the recycling back to the plasma membrane or for further
trafficking towards the vacuole (Kleine-Vehn and Friml, 2008). Both, the recycling and
to lesser extent vacuolar trafficking are sensitive to the vesicle budding inhibitor BFA
(Kleine-Vehn et al., 2008). We treated roots of PIN2::PIN2-GFP plants with GA
followed by application of BFA. BFA treatment aggregates different types of
endosomes (Geldner et al., 2001) and thus allows better visualization of the endosomal
cargos including PIN proteins. GA treatment preceding BFA application to roots
increased the PIN2-GFP signal in BFA bodies as compared to controls not treated with
GA (Figures 8 A-B). In contrast, low GA concentrations in the roots of the ga/-3 mutant
or uniconazole treated roots reduced the PIN2-GFP signal in BFA endosomes as
compared to controls (Figures 8C-F). The observed increase of the PIN2-GFP signal in
BFA endosomes further supports that GA influences PIN trafficking and suggests that

GA inhibits vacuolar trafficking at or downstream of BFA-sensitive endosomes.

SNX1 is an inevitable component of GA mediated PIN stabilization

At the PVC sorting of membrane proteins towards the lytic vacuole or back to the
plasmamembrane via retromer is controlled. Components of the retromer complex are
SNX1 and VPS29 (Jaillais et al., 2006; Jaillais et al., 2007). In order to study the role of
retromer for GA mediated stabilization of PIN proteins, we investigated the effect of
GA on PIN2 protein amounts in a snx/-/ knock out line that is impaired in retromer

dependent recycling of membrane proteins (Figure 9A and C)(Kleine-Vehn et al.,
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2008). Analyses of GA treatments of a snx/-1 x PIN2::PIN2-GFP line showed that
SNX1 is necessary for the GA effect on PIN2 protein stabilization (Figure 9).

GA controls PIN stability downstream of P13 Kinase activity

Wortmannin treatment affects endocytotic processes at steps before or at the
prevacuolar compartment (PVC) by inhibition of phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)
and elicits formation of so called “wortmannin compartments”. Kleine-Vehn et al.
(2008) reported interception of PIN2-GFP translocation to the lytic vacuole by
wortmannin and deduced that PI3K activity is necessary for regulation of PIN protein
trafficking to the lytic vacuole. We reasoned that GA treatment should decrease the
PIN2-GFP signal in wortmannin compartments with the assumption that a target of GA
activity involves endocytic steps before or at the PVC. However, we did not observe a
change of the PIN2-GFP signal in wortmannin compartments of roots with altered GA
concentration (see Supplemental Figure 11 online), suggesting that GA does not inhibit

trafficking between early endosome/trans-Golgi network (TGN) and PVC (Figure 11).

Decrease of GA levels and response restores 35S::PIN1 gravitropic growth

To test the physiological relevance of GA regulation of PIN degradation, we made use
of a line overexpressing PIN1 under the control of the 35S-promoter (Benkova et al.,
2003). The 35S::PINI roots show a severe agravitropic phenotype (Figure 10A)
presumably due to the ectopic presence and apolar localization of PIN1 in the root
epidermis cells (Wisniewska et al., 2006; Mravec et al., 2008). The down regulation of
GA signaling in the dominant negative DELLA mutation gaid/7 (Peng et al., 1997) or
decrease of endogenous GA levels by uniconazole treatment of 35S::PINI seedlings
lead to the increased degradation of PIN1 and decrease of ectopic PIN1 levels (Figure
10D and E).

Notably, this decrease correlated with rescue of normal gravitropic growth in
358::PIN1 x gaidl7 or uniconazole-treated 35S::PINI roots (Figure 10B and C). Newly
built adventitious roots showed a wildtype gravitropic orientation and the tips of
agravitropically growing roots reoriented their growth towards the gravity vector
(Figure 10C).

These observations further confirm the transcriptional regulation-independent
GA effect on PIN stability and demonstrate that GA regulation of PIN stability has a

physiological impact on root growth.
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Discussion

Asymmetry of GA modulates auxin transport and distribution during root
gravitropism

Requirements for gravitropism are temporal asymmetry of growth induced by temporal
asymmetry of auxin distribution. Auxin elevates GA biosynthesis in Arabidopsis by
increased expression of the GA biosynthesis genes GA200x1 and GA20ox2 (Frigerio et
al., 2006) and accumulation of auxin on the lower side of a gravitropically induced root
will presumably lead to a corresponding increase of GA concentrations. Recent
publications from monocot species (Cui et al., 2005; Wolbang et al., 2007) and our
results in Arabidopsis show that GA does in fact exhibit asymmetric distribution after
gravitropic stimulation of plant organs. Due to GA-mediated stabilization of PIN2
protein (Figure 4), the observed increase of GA on the lower side of the root will
increase PIN2 amounts at the plasma membrane, concurrent with enhanced PIN2
degradation on the upper side of the root as described (Abas et al., 2006; Kleine-Vehn et
al. 2008). Our data suggest that re-routing of the auxin stream during gravitropism is not
only achieved by a change of PIN3 localization and PIN2 degradation on the upper root
side but, in addition, by a GA induced stabilization of PIN2 protein on the lower root
side. The observed inhibition of root gravitropism by GA (Figure 1B and C) and the
lateral DR5—monitored auxin response after GA treatment (Figure 2B) are most likely
caused by the GA-induced increase of PIN2 protein amounts. As a consequence of
higher PIN2 amounts, more auxin will be redirected from the root tip to the lateral
columella cells causing an increase in auxin concentrations that is visualized by the
lateral DR5rev::GFP signal. A general stabilization of PIN2 in the root tip will prevent
or diminish PIN2 degradation on the upper side of the root during gravitropism and,
therefore, inhibit the establishment of the auxin gradient necessary for gravitropic
bending of the root (Figure 2B). In contrast, a decrease of GA contents in the ga/-3
mutant or in roots treated with uniconazole will decrease PIN2 amounts and may then
mimic the agravitropic pin2 mutant (Luschnig et al., 1998; Chen et al., 1998; Utsuno et
al., 1998; Miiller et al., 1998).

GA specifically stabilizes PIN proteins
The effect of GA on PIN2 protein amount is non-transcriptional (Figure 5,

Supplemental Figure 7) and most likely involves stabilization of PIN2 protein by a GA-
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mediated change in intracellular trafficking of PIN proteins (Figure 11). Plasma
membrane proteins targeted for degradation are endocytosed and subsequently
hydrolyzed by proteases in the lytic vacuole after a passage through the early and late
endosomes. Degradation rate of plasma membrane proteins may be regulated by
retromer-dependent retrieval of proteins from vacuolar trafficking (Jaillais et al., 2007).
During gravitropism, PIN2 is degraded on the upper side of the root during a defined
time period and subsequently PIN2 protein levels recover back to normal involving the
retromer complex with the core components SNX1 and VPS29 (Abas et al., 2006;
Kleine-Vehn et al., 2008). We showed that GA did not generally affect uptake of the
endocytosis marker FM4-64 and accumulation of PIN2-GFP in wortmannin bodies was
not influenced by changes in GA concentrations or DELLA-signaling, but GA increased
the PIN2-GFP signal in the so called BFA bodies mainly consisting of early and
recycling endosomes (Figure 8). We conclude that GA does not interfere with steps of
the retrograde trafficking before the PVC suggesting that GA might modulate PIN2
retrograde transport from the PVC to the early endosome/TGN. Our conclusions are
supported by the observation that the effect of GA on PIN protein stabilization depends
on the retromer component SNX1 (Figure 9). The data on the stabilizing effect of GA
on PIN proteins are corroborated by the characterization of the double mutant
358::PINI x gaidl7. Ectopic expression of PIN1 under the control of the 35S promoter
results in basal/lower side localization of PIN1 in root epidermis cells (Wisniewska et
al., 2006) opposite to PIN2 showing apical/upper side orientation. Presumably the
antipodal orientation of two PIN proteins in root epidermis cells causes the severe
agravitropic phenotype of 35S::PINI seedlings. Interference with GA signaling by
introgression of the dominant negative allele gai or treatments with the GA biosynthesis
inhibitor uniconazole decrease PIN1 protein amounts by enhanced degradation and re-
establish gravitropism (Figure 10).

In conclusion, we propose that GA increases PIN2 stability by enhancing PIN2
recycling from the PVC to the early endosome/TGN through interaction with the
retromer complex (Figure 11). GA is a factor involved in late steps of gravitropism after
the initial auxin gradient has been established. Based on the different kinetics of auxin
and GA effects on cell elongation, auxin may control the early response of the root to a
gravitropic stimulus and GA subsequently maintain gravitropic curvature by
consolidating the auxin stream along the lower side of the root. The emerging picture

involves GA as a part of the complex network controlling asymmetric phytohormone
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distribution during gravitropic responses. Future studies of the GA effects on PIN

stability will elucidate mechanisms regulating cellular PIN trafficking and stability.

Methods

Plant Material and Growth Conditions

Seeds were surface sterilized with 70 % ethanol supplemented with 0.05 % Tween and
dried on sterile filter paper. Plants were grown vertically on 2 Murashige and Skoog
including vitamins (MS) (Duchefa) with 1% sucrose, 0.5 g/L MES and pH 5.7 under a
16 h light/8 h dark photoperiod at 22/18 °C. Dark treatments were performed in the light
period.

The pentuple mutant (ID: N16298) (Feng et al., 2008) was obtained from the
Nottingham Arabidopsis Stock Centre (NASC). gal-3 (Sun et al., 1992; Wilson et al.,
1992), gaidl7 (Peng et al., 1997), 35S::PIP2-GFP (Cutler et al., 2000), 35S::PINI
(Benkova et al., 2003), DR5rev::GFP (Friml et al., 2003), AUX1::AUXI-GFP (Swarup
et al., 2004), PIN7::PIN7-GFP (Blilou et al., 2005), PIN2::PIN2-GFP (Tanaka et al.,
2006), PGP19::PGP19-GFP (Mravec et al., 2008), snx-1 x PIN2::PIN2-GFP (Kleine-
Vehn et al, 2008), TA::PIN2-GFP (Abasetal., 2006), SNXI::SNXI-GFP
(Jallais et al., 2006) were described previously. Combinations of mutations and reporter

lines were obtained by crossing individual lines.

Pharmacological treatments and experimental conditions

Chemicals were applied in solid or liquid Murashige and Skoog (MS) medium or by
spraying 7 d-old seedlings with AgNO; (20 mM stock in H,O; f.c. 20 uM), BFA (50
mM stock in ethanol; f.c. 50 uM), DEX ( 30mM stock in DMSO; f.c. 30 uM), ( GA3
(100 mM stock in DMSO; f.c. 50 uM), uniconazole (10 mM stock in DMSO; f.c.
10 uM), paclobutrazole (10 mM stock in DMSO; f.c. 10 uM) or wortmannin (10 mM
stock in DMSO; f.c. 30 uM). Mock treatments were done by spraying equal amounts of
solvent (DMSO). Double treatments were performed within an 1 h interval.

Dark treatments were done as described previously (Kleine-Vehn et al. 2008). To
compare protein concentrations in the lytic vacuole, epidermal cells at the interface of
the meristematic and elongation zone were recorded. For live cell GFP imaging a Leica
DM6000 CS, TCS SP5 AOBS confocal laser scanning microscope was used and

fluorescent signals were quantified using the integrated Leica quantification module
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(LAS AF 2.1.0). Fluorescent measurements were done on the original Leica image files.
All independent experiments were carried out at least in triplicates. Representative
images are shown. Statistics were evaluated with GraphPad QuickCalcs t-test

(http://graphpad.com/quickcalcs/index.cfm).

Quantitative Analysis of Root Gravitropism

5 d-old seedlings were grown vertically and GAs3 (Duchefa) or uniconazole (Wako Pure
Chemical Industries, Ltd) was applied for 3 h and 2 d, respectively, before plates were
turned through 135 ° for additional 12 h gravity stimulation in the dark. All gravi-
stimulated roots were assigned to one of the eight 45 ° sectors on a gravitropism
diagram. The length of bars in the diagram represents percentage of seedlings assigned
to the respective sector. For time course experiments 7 d old seedlings were gravi-
stimulated in the light by a 90 ° rotation and the angle that root tips were deviating from
the vertical plane were recorded after 2.5, 4, 6, 8 and 24 h using ImageJ software (NIH,
USA).

Immunodetection of gibberellic acid in roots and competition assay

Whole-mount immunolocalization was done as described (Paciorek et al., 2006) after a
pre-fixation step using a freshly prepared 3 % N-Ethyl-N'-(3-dimethylaminopropyl)
carbodiimide hydrochloride (EDAC) (Sigma) -solution in PBS for 1 h (Benkova et al.,
2003). Antibodies were diluted as follows: 1:100 BSA (Agrisera), 1:200 DyLight 488
(Agrisera), 1:100 anti-GAj3 (Agrisera), and 1:150 for Atto647N conjugated anti-rat/goat
(kindly provided by Stefan Jakobs, Max Planck Institute for Biophysical Chemistry,
Gottingen). Antibody depletion experiments to identify GA specific signals were carried
out with GA3-BSA conjugate obtained from Agrisera. Anti GA antibody and GA3-BSA
conjugate were used in an 1:10 ratio. The setup for antibody depletion was designed
with competition calculator from Agrisera. Antibody and GA3;-BSA conjugate were
incubated in 1x PBS (24 h, 4 °C, rotator) in a total volume of 225 pL and then used as a
primary antibody for immunodetection of GA in paraformaldehyde fixed and BSA
blocked root samples. In parallel non-depleted serum was used to differentiate between

GA specific and non-specific signals in the immunolocalization experiments.
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Immunodetection of PIN proteins in roots

Automated whole mount protein immunolocalization was done as described (Sauer et
al. 2006). The anti-PIN1 rabbit antibody (Paciorek et al., 2005) was used at dilution
1:500.

Membrane protein extraction and SDS-PAGE analysis

100 mg of roots from seedlings (5—6 DAG) were homogenized and resuspended in
extraction buffer (50 mM Tris at pH 6.8, 25 % (v/v) D-Sorbitol, 1.5 % (w/v) insoluble
poly vinylpolypyrrolidone, 10 mM Na EDTA, 10 mM NaEGTA, 1 mM 14-
dithioerythritol (DTE), 50 mM NaF, 10 mM potassium phosphate buffer pH 7.8, 40 mM
B-glycerophosphate, 0.2 % (w/v) casein and protease inhibitors: 1 mM benzamidine, 1
mM PMSF, 3.5 pg ml™' E64, 1 ug ml' pepstatin, 1 pg ml" leupeptin, 1 pg ml"’
aprotinin and 1 Roche complete mini protease inhibitor tablet per 10 ml. Three steps of
extraction were followed by centrifugation in a standard benchtop centrifuge (2100 rpm
for 2 min, 4 °C). Collected supernatant was combined, mixed by vortexing and
centrifuged (14,000 rpm for 90 min, 4 °C). Pellets were resuspended in 50 mM Tris at
pH 7.5, 20 % glycerol, 2 mM EGTA, 2 mM EDTA, 50-500 uM DTE, and protease
inhibitors as above. Equal amounts of protein were separated by 10 % SDS—Urea
PAGE, probed with affinity-purified anti-PIN2 (1:20; Abas et al 2006), followed by
HRP-conjugated donkey anti-rabbit IgG (1:10,000; ECLtm Western Blotting Detection
Reagents from GE Healthcare).

RT-PCR

RNA extraction of 50 mg root material was performed according to the manufactures
manual (innuPREP Plant RNA-Kit; Analytik Jena). DNA digestion was done using the
turboDNA-free-Kit from Ambion (Applied Biosystems). cDNA synthesis was
performed with 1,5 pug of total RNA, 20 pmol of oligo(dT) (18 dT) oligonucleotides as
described in the manual of the RevertAid™ H Minus First Strand cDNASynthesis-Kit
(Fermentas).

The iCycler system (Bio-Rad) was used for amplification and quantification of cDNA
using QuantiTect primers from Qiagen for PIN2 (QT00843850), PIN7 (QT00864122)
and as reference UBQ5 (UBQS5sense 5-GACGCTTCATCTCGTCC-3" and
UBQ5antisense 5'-GTAAACGTAGGTGAGTCCA-3" (Zander et al., 2010; Kesarwani
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et al., 2007). To monitor pharmacological treatments, we determined GA20oxI
expression  using gene  specific = GA20oxI  primers (GA20sense  5'-
CCGTAACTGTAGAAGACT-"3 and GA20antisense 5'-
TACTCTTGATACACCTTCCT-"3). AtGH3.1 cDNA was amplified using the primers
GH3.1sense 5-AACTTATGCCGACCATTAAAGAA-'3 and GH3.lantisense 5'-
TCTAGACCCGGCACATACAA -'3. The amplification mix consisted of 1x NHy
reaction buffer (Bioline), 2 mM MgCl,, 100 uM dNTPs, 0.4 pM of primers, 0.25 units
of BIOTaq DNA polymerase (Bioline), 10 nM fluorescein (Bio-Rad), 1:100000 diluted
SYBR Green I solution (Cambrex), 1 pL of a 1:10 dilution of cDNA as template, and
double distilled water to a total volume of 25 puL.. The PCR regime consisted of an initial
90 s denaturation step at 95 °C followed by 40 cycles of 20 s at 95 °C, 20 s at 55 °C,
and 40 s at 72 °C. Calculations were done according to the 27**“" method (Livak and

Schmittgen, 2001).

DEX depletion assay

TA::PIN2-GFP seedlings were grown on solid /2 MS for 6 d and transferred to 30 uM
DEX supplemented solid /2 MS media for 24 h. After washing 3 x 20 min in liquid %
MS without sucrose the roots were mounted in 3 % glycerine with 50 uM GAj; or equal

amount of GA solventand PIN2-GFP signal was recorded after 2, 4, 6, 7 and 24 h.

Accession Numbers

Sequence information of genes described in this article is filed in the Arabidopsis
Genome Initiative database under the following accession numbers: AUXI,
AT2G38120; GAI, AT4G02780;, GAI, AT1G14920; GH3.1, AT2G14960; PGPI9,
AT3G28860; PINI, AT1G73590; PIN2, AT5G57090; PIN3, AT1G70940; PIN4,
AT2G01420; PIN7, AT1G23080; PIP2, AT3G53420; RGA, AT2GO01570; RGLI,
AT1G66350; RGL2, AT3G03450; RGL3, AT5G17490; SNX1, AT5G06140.
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Figure 1. Scheme of experimental design to study impact of altered GA levels and signaling on root

gravitropism.

(A) Pharmacological treatments and analysis of GA biosynthesis and signaling mutants have been used to
study GA effects on PIN2 transcription, PIN2 stability and gravitropism. uniconazole (Uni): GA
biosynthesis inhibitor; gal-3: GA biosynthesis mutant; pentuple: pentuple mutant of all five Arabidopsis
DELLA genes (B) Gravi-stimulated roots were assigned to one of the eight 45° sectors on a gravitropism
diagram. The length of bars in the diagram represents percentage of seedlings assigned to the respective
sector. (C) Time course of root re-orientation after gravistimulation. WT: wildtype plants without
treatment, WT + GA: wildtype plants pretreated for 3 h with 50 uM GA, WT + Uni: wildtype plants
pretreated for 2 d with 10 uM uniconazole; gal-3: GA biosynthesis mutant; pentuple: pentuple mutant of

all five DELLA genes, WT: wildtype plants without treatment, (n

experiments were repeated three times).

8 seedlings per treatment,

35



Manuskript

100 [um]

60 80

40

9%

40 60 80 100

20

60 80 100

40

20

Figure 2. Altered GA levels affect the auxin-response marker DR5rev::GFP in gravitropically induced
roots.

Arabidopsis DR5rev::GFP seedlings were pre-treated with (A) DMSO (GA and uniconazole solvent); (B)
50 uM GA for 3 h; (C) with 10 uM uniconazole for 2 d, and subsequently gravitropically induced for 1.5
h. Graphs in A, B, C show fluorescence profile of the root tip; arrows indicate direction of the gravity
vector. Scale bar: 50 pm.
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Figure 3. Detection of asymmetric GA localisation in gravitropically induced roots by immuno staining
and analysis of the GA-response marker RGA-GFP.

Seedlings were grown vertically or gravitropically induced for 3 h and immuno staining was performed
with a GA specific antibody. (A) vertically grown root; (B) vertically grown root, primary antibody
omitted as control; (C) gal-3 mutant; (D) root gravitropically induced for 3 h; arrows indicate direction of
the gravity vector; graph shows fluorescence profile of the indicated area in D; (E) Arabidopsis
RGA::RGA-GFP line grown vertically; (F) Arabidopsis RGA::RGA-GFP line gravitropically induced for
3 h, boxes indicate areas used for quantification of fluorescence signal intensities, (G) quantification of
RGA::RGA-GFP signal on upper and lower sides of control and gravistimulated roots by image analysis.
Scale bars A-D: 50 um; E,F: 100 pm.
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Figure 4. Effect of altered GA levels on plasma membrane localized PIN2 amounts.

Arabidopsis PIN2::PIN2-GFP seedlings were treated with (A) DMSO; (B) 50 uM GA for3 h; (C) 10 uM
uniconazole for 2 d; (D) PIN2::PIN2-GFP seedling, untreated control; (E) PIN2::PIN2-GFP x gal-3; (F)
PIN2::PIN2-GFP x gal-3 treated for 3 h with 50 uM GA; Scale bar: 50 um; (G) quantification of
PIN2::PIN2-GFP expression by image analysis in seedlings treated as described in A, B, C; (H) color
code of fluorescence signal intensities shown in A, B, C; (I) quantification of PIN2::PIN2-GFP
expression by image analysis in seedlings treated as described in D, E, F; (K) Western Blot of plasma
membrane proteins from roots; treatments and mutant lines from left to right: 3 h DMSO (GA control), 3
h 50 uM GA, 2 d DMSO (uniconazole control), 2 d 10 uM uniconazole, untreated wildtype (pentuple
control), pentuple mutant, untreated wildtype (gaid17, gal-3 control), gaidl7, gal3.
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Figure 5. GA decreases degradation rate of de novo synthesized PIN2 protein.
PIN2 expression was induced in 74::PIN2-GFP seedlings by treatment with 30 pM DEX
for 24 h. After depletion of DEX by washing, roots were mounted in 3 % glycerine with or
without GAj; and PIN2-GFP signal intensities were recorded after the indicated time
points. (A) Control roots treated with DMSO (B) Roots treated with 50 uM GAj. (C)
Control without DEX and 24 h GA treatment. A PINZGEP
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Figure 6. Altered GA levels impair PIN2 targeting to the lytic vacuole.

After treatment in the light seedlings were transferred to the dark for 6 h. PIN2::PIN2-GFP seedlings
were pre-treated with (A) DMSO (GA solvent); (B) 50 uM GA for 3 h; graphs show fluorescence profile
across indicated section. Scale bar: 25 pm.
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Figure 7. Altered GA levels impair PIN2 targeting to the lytic vacuole.
After treatment in the light seedlings were transferred to the dark for 6 h. PIN2::PIN2-GFP seedlings
were pre-treated with (A) DMSO (uniconazole solvent);
PIN2::PIN2-GFP signal after 3 h dark in untreated roots; (D) PIN2.:PIN2-GFP signal in gal-3 seedlings
after 3 h dark; graphs show fluorescence profile across indicated section. Star indicates the border

20
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(B) 10 uM wuniconazole for 2 d; (C)

between two cells and the corresponding membrane signal. Scale bar: 25 um.
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Figure 8. Response of PIN2-GFP trafficking to altered GA levels.

PIN2::PIN2-GFP  signal in BFA endosomes after treatment with (A) DMSO for
3 h (GA control); (B) 50 uM GA for 3 h; (C) DMSO for 2 d (uniconazole control); (D) 10 uM
uniconazole for 2 d; (E,F) PIN2-GFP signal in BFA endosomes of (E) PIN2::PIN2-GFP and (F)

PIN2::PIN2-GFP x gal-3 seedlings. Scale bar: 50 um.
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Figure 9. GA mediated stabilization of PIN2 protein is SNX1 dependent.

PIN2::PIN2-GFP and snxI-1 x PIN2::PIN2-GFP seedlings were treated with with (A, C) DMSO (GA
solvent); (B, D) 50 uM GA for 3 h; (E) quantification of PIN2::PIN2-GFP signal intensities by image
analysis in seedlings treated as described in A-D; (F) color code of fluorescence signal intensities shown
in A-D; (n = 8 seedlings per treatment,experiments were repeated three times). Significant differences
between treatments are indicated by *** with P<0.001. Scale bar: 50 um.
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Figure 10. Suppression of the 35S::PIN1 agravitropic phenotype by gaiAl7.

(A) 35S::gaid17 was introgressed into 35S::PINI background and root growth analysis was done on
vertical plates. Root growth of 35S::gaidl7, 35S::PIN1, and wildtype Landsberg erecta seedlings is
shown for comparison; (B, C) 35S::PINI were germinated on %2 MS medium and subsequently sprayed
with (B) DMSO and (C) 10 uM uniconazole. Pictures were taken two weeks after start of treatments.
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Figure 10. Suppression of the 35S::PIN1 agravitropic phenotype by gaiAl7.

(D-G) Simultanous immunolocalization of PIN1 and PIN2 in root tips of (D) 35S::PINI (E) 35S::PINI x
358::gaiAl7 (F) 35S::gaid17 and (G) wildtype Landsberg erecta seedlings. Arrowheads indicate apolar
localization of PINs in the PIN1 overexpression line and depletion of PIN1 signal in 35S::PINI x
358::gaidl7. Antibodies against PIN1 and PIN2 were used in the same sample to show apolar, ectopic
PINT1 localization in relation to the PIN2 signal in epidermis cells. (H) quantification of PIN1 and PIN2
plasma membrane signal by image analysis. Significant differences between lines are indicated by
different letters with P< 0.001. Scale bars A-C: 1 cm and D-E: 12 um, arrows indicate direction of the

gravity vector.
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Figure 11. Hypothetical model of GA effect on PIN2 recycling via retromer.

PIN2 endocytosed to an endosomal compartment either cycles back to the plasma membrane via a
GNOM dependent pathway or traffics to the lytic vacuole through PVC. The retromer complex allows
retrieval of PIN2 from the degradative pathway back to an endosomal compartment. Specific inhibitors
are available to interfere with vesicle trafficking. Wortmannin disturbs PVC function and causes
formation of wortmannin compartments and BFA inhibits GNOM leading to accumulation of PIN2 in
BFA compartments. GA had no effect on PIN2-GFP signal in wortmannin compartments but elevated
PIN2-GFP signal in BFA compartments. The data suggest that GA increases retrieval of PIN2 via
retromer leading to stabilization of PIN2 at the plasma membrane.
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Supplemental Figure 1 Depletion of GA specific immune staining by BSA-coupled GA.

Anti-GA serum was depleted of GA specific antibody by incubation with GA3-BSA conjugate prior to
use for immunostaining of roots. (A) immunostaining using non-depleted anti-GA serum; (B)
immunostaining using GA3;-BSA conjugate depleted anti-GA serum (C). Quantification of immunosignal
in the areas indicated in A and B. (n = 8 seedlings per treatment, experiments were repeated two times).
Significant differences between treatments are indicated by *** with P<0.001. Scale bar 50 pm.

Supplemental Figure 2
Comparison of immuno staining
with anti GA and anti BSA
antibody.Immuno staining of roots
was performed with antibodies
directed against GA and BSA,
respectively. (A) anti-GA antibody;
(B) primary anti-GA antibody
omitted as control; (C) anti-BSA
no anti GA antibody; (D) primary anti-BSA
antibody omitted as control. Scale
bar: 50 um.

anti BSA no anti BSA
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DR5rev::GFP T _

Supplemental Figure 3. Detection of GA localisation in the root tip by immuno staining.

All shown roots were immuno stained with an antibody directed to GA. Seedlings were treated with (A)
DMSO; (B) 50 uM GA for 3 h; (C) 10 uM uniconazole for 2 d, arrows designate detection of GA in A, B
and indicate decrease of GA after uniconazole treatment in C; (D- F) immuno staining of gravitropically
induced DR5rev::GFP seedlings showing asymmetry of the DRS5rev::GFP signal and GA specific
immuno staining. (D) GFP signal, (E) signal of GA antibody (F) overlap of signals shown in D and E.
Scale bars A- C: 50 um; DF: 75 um, arrows in D-F indicate direction of the gravity vector.
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Supplemental Figure 4. Effect of GA treatment and gravistimulation on G420ox1 and GH3.1 expression
in the root.

Realtime PCR analysis was performed with cDNA obtained from gravitropically induced roots, vertically
grown roots as controls, and roots treated for 3 h with 50 uM GA. To avoid any influence of phototropic
stimulation, the gravitropic experiments were done after transfer to dark. Control experiments indicated
that GA20o0x1 expression was induced by dark treatments per se, but compared to controls the gravitropic
stimulus gave a significantly and consistently stronger response during gravitropism. (A) time course of
GA20ox1 and GH3.1 expression after gravitropic induction; (B) time course of GA20ox! and GH3.1
expression in non-gravitropically induced roots after transfer of roots to the dark; (C) GA20oxl
expression in roots treated for 3 h with 50 uM GA. (A, B: n =4 pools of roots from 30 — 40 seedlings; C:
n = 6 pools of roots from 30 — 40 seedlings).

CRA

PIN2::PIN2-GFP anti GA

Supplemental Figure 5. Co-localisation of GA and PIN2 in the root tip.
PIN2::PIN2-GFP seedling showing the (A) GFP signal; (B) signal of GA antibody;
(C) co-localisation of signals shown in A and B. Scale bar: 25 um.
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Supplemental Figure 6. Effect of altered GA levels on plasma membrane localized PIN amounts.

Arabidopsis lines expressing PIN1, 2, 3, 4, and 7 as GFP fusion under control of the native promoters
were treated with (A) DMSO; (B) 50 uM GA for 3 h, (C) 10 uM paclobutrazole for 2 d.
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Supplemental Figure 7. Expression analysis of PIN2 and PIN7 by Realtime-PCR in GA treated roots.
Realtime PCR analysis was performed with cDNA obtained from control roots and roots treated for 3 h
with 50 uM GA, (n=6 pools of roots from 30 - 40 seedlings). Scale bar: 50 um.
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Supplemental Figure 8. GA effect in PIN2::PIN2-GFP seedlings compromised in ethylene signalling.
Seedlings were grown on medium containing 20 uM AgNO; for 7 d and treated with (A) DMSO for 3 h
(GA solvent) and (B) 50 uM GA for 3 h. Scale bar: 50 um.
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Supplemental Figure 9. Effect of altered GA levels on plasma membrane proteins.

(A-D) PIP2::PIP2-GFP; (E-H) AUXI::AUXI-GFP; (I-M) PGP19::PGPI19-GFP; (A, E, 1) treatment
with DMSO (GA and paclobutrazol solvent) for 3 h; (B, F, K) treatment with 50 uM GA for 3 h, (C, G,
L) treatment with 10 uM paclobutrazole for 2 d. (D, H, M) quantification of expression by image analysis
in analysed lines. Scale bar: 50 pm.
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Supplemental Figure 10. Effects of altered GA levels on FM4-64 uptake.

Uptake of the endocytosis marker FM4-64 in roots treated with (A) DMSO (GA and uniconazole
control); (B) 50 uM GA for 3 h; (C) uniconazole for 2 d; (D) untreated wildtype control; (E) gal-3
mutant; (F) pentuple mutant. Scale bar: 25 um.

Supplemental Figure 11. Accumulation of
PIN2-GFP in wortmannin compartments is not
changed by altered GA levels.

PIN2-GFP signal in wortmannin compartments
of PIN2::PIN2-GFP seedlings after treatment
with (A) DMSO for 3 h (GA control); (B) 50
puM GA for 3 h; (C) DMSO for 2 d
(Uniconazole control); (D) 10 uM Uniconazole
for 2 d; (E,F) PIN2-GFP signal in wortmannin
compartments of (E) PIN2::PIN2-GFP and (F)
PIN2::PIN2-GFP x gal-3 seedlings. Scale bar:
50 pm.
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3. Zusammenfassung des Manuskripts

Auxin und Gibberellin zdhlen beide zu den klassischen Wachstumshormonen. Da sie
dhnliche Wirkbereiche in der Pflanze abdecken, ist eine Vernetzung der beiden
Hormone anzunehmen. In vorangegangenen Studien wurde ein direkter Einfluss von
Auxin auf die GA-Biosynthese und GA-Perzeption nachgewiesen. In der vorliegenden
Arbeit sollte komplementér die Wechselwirkung von GA auf auxinrelevante Prozesse
untersucht werden. Der Gravitropismus ist ein ideales System, um dynamische,
auxinabhingige Prozesse wie Auxinverteilung und PIN-Endomembranfluss in der
Wurzel darzustellen. Um den GA-Gehalt oder die GA-Signaltransduktion in Pflanzen
gezielt zu verdndern wurden pharmakologische und genetische Manipulationen
durchgefiihrt. Sowohl bei geringeren GA-Gehalten, wie sie nach Uniconazolbehandlung
oder in der gal/-3 GA-Biosynthesemutante vorliegen, als auch bei erhohten GA-
Gehalten oder konstitutiv aktivierter GA-Signaltransduktion in der pentuple-Mutante
war die gravitrope Kriimmungsreaktion der Wurzel schwicher verglichen mit der des
Wildtyps oder unbehandelter Kontrollen. In der pentuple-Mutante sind die DELLA-
Gene RGA, GAI, RGLI, RGL2 und RGL3 durch T-DNA Insertionen defekt (Feng et al.,
2008). Zur Visualisierung der asymmetrischen Auxinverteilung wihrend der
gravitropen Kriimmungsreaktion wurde ein auxinsensitives Promotorkonstrukt
(DR5::GFP) verwendet. Interessanterweise akkumulierte nach Gravistimulation bei
gleichzeitiger GA-Behandlung Auxin symmetrisch, wihrend bei geringeren GA-
Gehalten (Uniconazolbehandlung) keine laterale Auxin Akkumulation erfolgte. Um
Verdnderungen der endogenen GA-Gehalte wihrend des Gravitropismus zu zeigen,
wurde ein GA-sensitiver Reporter (RGA::RGA-GFP) verwendet, der bei erhohten GA-
Gehalten abgebaut wird. Es konnte gezeigt werden, dass parallel zur asymmetrischen
Auxinverteilung das RGA-GFP Signal auf der Unterseite gravistimulierter
Wurzelspitzen signifikant schwicher wurde. Unterstiitzend zum indirekten Nachweis
der GA-Verteilung durch einen Reporter, konnte ein GA-spezifischer Antikdrper
etabliert werden, mit dem direkt die endogene GA-Verteilung im Wurzelgewebe
visualisiert wurde. Die asymmetrische GA-Verteilung wihrend der gravitropen
Kriimmungsreaktion konnte durch eine asymmetrische GA-Detektion iiber den GA-
spezifischen Antikdrper in der Zellteilungs- und Elongationszone der Wurzelepidermis
bestitigt werden. Des Weiteren wurden die Effekte von GA auf die PIN-Transkription
und -Proteingehalte untersucht. Durch GA-Behandlung verdnderte sich die PIN2
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Expression nicht, jedoch zeigten sich verdnderte PIN-Proteingehalte nach GA- oder
Uniconazolgabe. Damit iibereinstimmend zeigte sich gegeniiber Kontrollpflanzen ein
verzogerter Abbau des dexamethasoninduzierten PIN2-GFP Signals in GA-behandelten
Pflanzen. Dieser Stabilisierungseffekt von GA scheint spezifisch fiir PIN-Proteine zu
sein, da andere plasmamembranassoziierte Auxintransporter (AUX1 und PGP19) und
ein Aquaporin (PIP2) nicht durch verdnderte GA-Gehalte beeinflusst wurden. Der PIN-
Proteingehalt der Plasmamembran wird durch eine Balance zwischen Degradation in
der lytischen Vakuole und konstitutivem Recycling zuriick zur Plasmamembran
reguliert (Kleine-Vehn et al., 2008a). Eine Erhohung der PIN-Proteinmenge an der
Plasmamembran kann bei nicht-transkriptioneller Kontrolle durch Erniedrigung der
Endozytose, Erhohung der Exozytose oder verdndertes Recycling erhoht werden. Da die
Internalisierung von FM4-64, eines Endozytose-Indikators, durch verdnderte GA-
Gehalte nicht beeinflusst war, aber mehr PIN2 in BFA induzierten Endosomen
akkumulierte, liegt der Schluss nahe, dass bei verstirkter GA-Bildung das PIN-
Recycling vom PVC zuriick zu den Endosomen gesteigert war. Um zu testen, ob der
Retromer-abhingige Weg fiir den GA-induzierten Anstieg der PIN-Proteine an der
Plasmamembran notwendig ist, wurden die Versuche im Hintergrund einer snxi-
Mutante wiederholt, in der das Retromer-abhéngige Recycling unterbrochen ist. In
dieser Mutante zeigten sich keine GA-induzierten Effekte auf die PIN2-Proteingehalte.
Zur Untermauerung des Einflusses von GA auf den PIN-Proteingehalt und zur
Bestimmung der physiologischen Relevanz der GA-vermittelten PIN-Stabilisierung in
Pflanzen, wurde eine dominant negative Form von GAIl in 35S::PINI-Pflanzen
exprimiert. 35S::PINI-Pflanzen zeichnen sich durch eine ektopische, apolare PIN-
Verteilung aus. Als Resultat der blockierten GA-Signaltransduktion lag PIN1 wieder
polar lokalisiert vor und konnte somit den agravitropen Wurzelphidnotyp von
35S::PIN1-Pflanzen komplementieren.

Die Gesamtheit der Daten lédsst die Hypothese zu, dass nach Gravistimulation GA
auf der Unterseite der Wurzel akkumuliert, wo es die PIN-Stabilitit {iber den Retromer-
abhingigen Weg beeinflusst und so die Balance zwischen Abbau und Recycling von

PIN-Proteinen mitbestimmt.
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4. Zusatzliche Ergebnisse

Im vorangegangenen Manuskript ,,Gibberellin Regulates Root Gravitropism via
Modulation of PIN Stability* wurde der Einfluss von GA auf die PIN-Stabilitdt wihrend
der gravitropen Kriimmungsreaktion der Wurzel gezeigt. Die verdnderten PIN-Gehalte
lassen auf einen verdnderten Auxintransport und Auxinverteilung schlieBen. Die
Ergebnisse zum Einfluss von GA auf Auxintransport und -verteilung werden daher im

folgenden Abschnitt dargestellt.

4.1 Redundante Funktion der DELLA-Gene

DELLA-Proteine  sind  transkriptionelle =~ Repressoren, die = GA-vermittelte
Wachstumsprozesse regulieren und das Wachstum unterdriicken. Erhohte GA-Gehalte
fiihren zum Abbau der DELLA-Proteine iiber das 26S-Proteasom und geben somit die
Transkription GA-abhingiger Gene frei. Die Transkription von DELLA-Genen nahm
nach GA-Behandlung ab (Abb. 6 A). Dieser Effekt war zuvor nur anhand der
Proteinmengen beschrieben worden (Feng et al., 2008). Die Akkumulation von
DELLA-Proteinen wird somit nach GA-Gabe sowohl durch ihren Abbau (Feng et al.,
2008) als auch durch gleichzeitige Transkriptabnahme verringert. Um die Mutante
rga/gai, in der zwei DELLA-Gene ausgeschaltet sind, zu charakterisieren, wurde das
Transkriptionsprofil der iibrigen DELLA-Gene im Hintergrund dieser Mutante erstellt.
Dabei zeigten sich erhohte Expressionen der librigen RGLI-2-3-Gene in der rga/gai-
Mutante, die vermutlich dem Verlust von RGA und GAI entgegensteuern (Abb. 6 B).
Demnach ist die rga/gai-Mutante eine Pflanzenlinie, in der, je nachdem welches
DELLA-Gen betrachtet wird, entweder die GA-Signaltransduktion bei RGA und GAI
konstitutiv aktiviert oder aber durch erhohte RGL-Expression unterdriickt wird. Falls die
unterschiedlichen DELLA-Proteine spezifische Funktionen wahrnehmen, sind in der
rga/gai Doppelmutante also gegensitzliche Effekte auf verschiedene GA-regulierte

Prozesse zu erwarten.
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Abb. 6: Expressionsanalyse von vier DELLA-Genen in der Wurzel. (A) Expression von RGLI, RGL2,
RGL3 und RGA nach einer 3 h GA-Behandlung. (B) Expression von RGLI, RGL2, RGL3 und RGA in der
Doppelmutante rga/gai. In der Doppelmutante sind keine Transkripte von RGA detektierbar. Die Daten
reprasentieren Mittelwerte und SD von einem Experiment mit 3 biologischen Wiederholungen.

4.2 DELLA-abhangige Wechselwirkung zwischen
GA-Signaltransduktion und Auxintransport

Der Zusammenhang von GA und Auxintransport wurde bislang nur in
Sprossabschnitten von Pisum sativum untersucht und dabei eine fordernde Wirkung von
GA auf den Transport '*C-markierten Auxins gezeigt (Jacobs und Case, 1965). Mit
Hilfe von tritilertem [AA sollte nun der Auxintransport in Wurzeln von Arabidopsis
thaliana-Linien mit verdnderten GA-Gehalten und verdnderter GA-Signaltransduktion
nachverfolgt und quantifiziert werden. Dafiir wurden 8 Tage alte A. thaliana Keimlinge
zundchst auf vertikalen 2 MS-Platten angezogen. Die Quelle mit dem radioaktiv
markierten Auxin wurde auf den Ubergang von Spross zu Wurzel platziert und nach
18 h das transportierte [3H]IAA im unteren Wurzelsegment im Szintillationszihler
quantifiziert (Abb. 7A). Als Kontrolle des Transportversuchs bzw. des polaren
Auxintransports, wurde N-1-Naphthylphthalamid Sdure (NPA), ein pharmakologischer
Inhibitor des I[AA-Effluxes, eingesetzt. Durch NPA-Gabe konnte der gemessene
Auxintransport um bis zu 35% gehemmt werden (Abb. 7B). Wurde durch exogene GA-
Applikation die GA-Konzentration erhoht, verringerte sich der Auxintransport.
Unterbrechen der GA-Biosynthese mit Uniconazol, das zu einer geringeren GA-
Konzentration in der Pflanze fiihrt, erh6hte den Auxintransport (Abb. 7C). Ergédnzend
zu den durch pharmakologische Behandlung erhobenen Daten wurde ein Ansatz mit der

GA-Signaltransduktionsmutante pentuple und der GA-Biosynthesemutante gal-3
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durchgefiihrt. Die genetische Beeinflussung von GA-Signaltransduktion und GA-
Biosynthese hatte den gleichen qualitativen Effekt auf den Auxintransport wie die
pharmakologischen Behandlungen: Durch konstitutiv aktivierte GA-Signaltransduktion
wurde die Transportrate gehemmt, wohingegen durch geringere endogene GA-Gehalte
die Transportrate erh6ht wurde (Abb. 7D). Diese Modulierung des Auxintransports
durch GA ist DELLA-abhéngig, da in der pentuple-Mutante keine weitere Hemmung
durch GA-Gabe erreicht werden konnte (Abb. 7 E). Da Insertionsmutanten einzelner
DELLA-Gene oder entsprechende Uberexprimierer keine Unterschiede im
Auxintransport  aufweisen (Daten nicht gezeigt), wurden Doppel- und
Tripelinsertionslinien der DELLA-Proteine verwendet, um eine Gruppe von DELLA-
Proteinen identifizieren zu konnen, die verantwortlich fiir die Transportmodulierung
sind. In der rg/l-2-3-Mutante wurde ein verringerter Transport nachgewiesen. Da in der
rga/gai-Mutante mit erhohter RGL1-2-3 Expression ein verstirkter Transport gemessen
wurde, ist aus den Ergebnissen zu schlieBen, dass RGL1-2-3 den Auxintransport positiv

beeinflusst (Abb. 7F).
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Abb. 7: Auxintransport nach Manipulation der internen GA-Gehalte oder der GA-Signaltransduktion.
(A) Schematische Darstellung des akropetalen Auxintransport-Versuchs. Die [’H]-IAA-Quelle ist auf den
Ubergang von Wurzel zu Spross platziert. Nach 18 h wird das untere Wurzelsegment mit einem Abstand
von 1 cm zur [*H]-Auxinquelle geerntet und die Radioaktivitit im Szintillationszihler quantifiziert. (B)
Inhibierung des Auxintransports durch NPA als Kontrolle. (C) Modulierung des Auxintransports durch
pharmakologische Behandlung mit GA, oder Uniconazol, einem GA-Biosynthese Inhibitor. (D)
Auxintransport in der pentuple-Mutante mit konstitutiver aktivierter GA-Signaltransduktion und der
gal-3-Mutante mit verringerten endogenen GA-Gehalten. (E) Effekt von GA auf die DELLA pentuple-
Mutante. (F) Auxintransport in der Tripelmutante rg//-2-3 und in der Doppelmutante rga/gai. Den
Kontrollen wurden 100 % dpm zugeordnet und die Behandlungen oder Mutanten relativ dazu gestellt. Die
Daten reprasentieren Mittelwerte und SD von einem reprisentativen Experiment (n=3) mit jeweils 8
biologischen Wiederholungen. Sternchen symbolisieren einen signifikanten Unterschied zwischen der
WT-Kontrolle und den Mutanten oder den pharmakologischen Behandlungen entsprechend des student’s
t-tests (*: p<0,1; **: p <0,01; ***: p<0,001).
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4.3 GA-stabilisierte PIN-Proteine verhindern die Insertion de novo
synthetisierter PIN-Proteine an der Plasmamembran

Die im Manuskript ,,Gibberellin Regulates Root Gravitropism via Modulation of PIN
Stability* enthaltenen Daten zeigten, dass GA-Gabe das Retromer-vermittelte Recycling
von PIN-Proteinen steigert und PIN-Proteine, die eigentlich zum Abbau in der Vakuole
bestimmt waren, zuriick an die Plasmamembran befordert. Da Pflanzen mit erhdhten
GA-Gehalten oder konstitutiv aktiver GA-Antwort eine hohere Konzentration von PIN-
Proteinen an der Plasmamembran bei gleichzeitig verringertem Auxintransport zeigten,
wurde die Hypothese aufgestellt, dass ,,alte”, nicht mehr funktionale PIN-Proteine durch
das gesteigerte Recycling den Platz an der Plasmamembran fiir de novo synthetisierte
Proteine blockieren. Um dies zu untersuchen wurde eine Dexamethason (DEX)-
induzierbare PIN2-GFP-Linie verwendet. Nach einer Vorbehandlung mit GA sollten die
endogenen PIN-Proteine stabilisiert werden und dadurch den Platz fiir die zeitversetzt
DEX-induzierten PIN2-GFP-Proteine blockieren. In Abbildung 7 A ist die typische
ektopische PIN2-GFP Lokalisierung nach Expression unter Kontrolle des nicht nativen
DEX-Promotors zu beobachten. Nach GA-Behandlung ist ein signifikanter Verlust der
Fluoreszenz in dem Bereich festzustellen (hervorgehoben durch die weifle Ellipse), in

dem endogene PIN3, PIN4 und PIN7 lokalisiert sind (Abb. 8 B).
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Abb. 8: Vorbehandlung mit GA unterdriickt die Expression von zeitversetzt induziertem PIN2-GFP in
der Wurzelspitze. Pflanzen wurden zuerst 24 h mit GA, bzw. die Kontrollpflanzen mit der gleichen
Konzentration des GA-Losungsmittels (DMSO) behandelt, bevor durch eine 24 h DEX-Induktion PIN2-
GFP ektopisch exprimiert wurde. (A) Kontrollbehandlung mit DMSO. Typische ektopische Verteilung
von PIN2-GFP in der Wurzelspitze unter Kontrolle des nicht nativen Promotors. (B) PIN2-GFP
Expression nach einer GA Vorbehandlung. Die Ellipse deutet den Bereich an, in dem das
Fluoreszenzsignal in (C) quantifiziert wurde. Der Maf3stab in A und B entspricht 50 pm. Die in A und B
gezeigten Bilder sind reprisentativ fiir 3 Experimente (n=8). Die Daten in C représentieren Mittelwerte
und SD von einem reprasentativen Experiment mit jeweils 8 biologischen Wiederholungen. Sternchen
symbolisieren einen signifikanten Unterschied zwischen der DMSO-Kontrolle und der GA-
Vorbehandlung entsprechend des student’s #-tests (**: p < 0,01).

4.4 Synergistische Wirkung von GA und Auxin auf das
Auxinmaximum in der Wurzelspitze und das Wurzelwachstum

Um zu testen, ob die Modulierung des Auxintransports auch einen Effekt auf die
Auxinverteilung und auxinabhéngige Prozesse hat, wurden transgene Linien verwendet,
die GFP unter Kontrolle des synthetischen, auxinsensitiven Promotors DRS
exprimieren. In diesen Linien wurde die Inhibierung des Wurzelwachstums unter
Einfluss von erhdhten Auxingehalten untersucht. Der synthetische DR5-Promotor zeigt
die Auxinantwort einer Zelle und wird verwendet, um Riickschliisse auf die
Auxinverteilung zu ziehen (Ulmasov et al., 1997). Fiir die hier gezeigten Experimente
wurden Pflanzen zunichst fiir 8 Tage auf vertikal orientierten Agarplatten angezogen,

deren Festmedien mit den jeweiligen Hormonen (siche 9.4) versetzt waren wie
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angegeben. GA alleine hatte einen nur geringen Effekt auf die DR5::GFP Expression,
wohingegen das Auxin 1-Naphthylessigsdure (NAA) zu einer starken GFP-
Akkumulation in der Wurzelspitze fiihrte. Die Kombination aus GA und NAA fiihrte zu
einem weit stirkeren Signal als die einzelnen Hormonbehandlungen
zusammengenommen (Abb. 9 A-E). Dieser mehr als additive Effekt von GA und NAA
spiegelte sich auch in der verstirkten Inhibierung der Wurzelelongation wider

(Abb. 9 F).
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Abb. 9: Effekt von GA und NAA auf das Wurzelwachstum und auxinvermittelte DR5::GFP-Expression
in Arabidopsis thaliana. Pflanzen wurden vertikal auf 2 MS Medium, mit den jeweiligen Hormonen
versetzt, angezogen und nach 8 Tagen GFP-Fluoreszenz und Wurzelwachstum quantifiziert. (A-D)
DRS5::GFP-Expression in Wurzelspitzen nach GA, NAA und gleichzeitiger GA- und NAA-Gabe. (E)
Quantifizierung des Fluoreszenzsignals aus A-D. (F) Wurzelldngen von Keimlingen, die wie unter A-D
angegeben behandelt wurden. Der Maf3stab in A-D entspricht 50 pm. Die in A -D gezeigten Bilder sind
reprasentativ fiir 3 Experimente (n=8). Die Daten in E und F reprisentieren Mittelwerte und SD von
einem repréisentativen Experiment mit jeweils 8 biologischen Wiederholungen. Sternchen symbolisieren
einen signifikanten Unterschied zwischen der Kontrolle und den pharmakologischen Behandlungen
entsprechend des student’s ¢-tests (**: p <0,01; ***: p <0,001).

4.5 Die GA-Biosynthese Mutante gal-3 zeigt geringere Auxingehalte
und verminderte Sensitivitat gegentiber exogen appliziertem
Auxin in der Wurzel

Neben den im vorigen Abschnitt beschriebenen Effekten erhohter GA-Gehalte auf die
Auxinverteilung der Wurzelspitze sollten auch Effekte erniedrigter GA-Antworten

untersucht werden. Hierzu wurde die GA-Biosynthese Mutante ga/-3 verwendet, die
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sich durch geringe endogene GA-Gehalte auszeichnet (Wilson et al., 1992; Sun und
Kamiya, 1994). Der auxinsensitive Reporter DR5::GFP wurde im gal-3 Hintergrund
etabliert und die Verteilung der GFP-Fluoreszenz dokumentiert. In der ga/-3-Mutante
akkumulierte weit weniger GFP in der Wurzelspitze als in den Wildtyp-Kontrollen
(Abb. 10 B). Diese Beobachtung stimmt mit verringerten Auxingehalten in Folge
geringer endogener GA-Gehalte iiberein. Die geringeren Auxingehalte in der Wurzel
fiihrten auch zu einem besseren Wachstum auf mit NAA versetztem Medium. Das
Wurzelwachstum der Kontrolle wurde um 40 % gehemmt, wohingegen das Wachstum

der gal-3-Mutante nur um 20 % inhibiert wurde (Abb. 10 C).
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Abb. 10: Auxin Verteilung in der Wurzelspitze und Effekt von exogen appliziertem Auxin auf das
Wurzelwachstum in der GA-Biosynthese Mutante gal-3. (A) DR5::GFP-Signal in der Wurzelspitze. (B)
DR5::GFP-Signal im gal-3 Hintergrund. (C) Auxinvermittelte Inhibierung des Wurzelwachstums durch
exogene Applikation von NAA. Malistab in A und B entspricht 50 pm. Die in A und B gezeigten Bilder
sind reprisentativ fiir 3 Experimente (n=8). Die Daten in C reprisentieren Mittelwerte und SD von einem
repriasentativen Experiment mit jeweils 8 biologischen Wiederholungen. Sternchen symbolisieren einen
signifikanten Unterschied zwischen der WT-Kontrolle und der Mutante entsprechend des student’s #-tests
(***: p<0,001).
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5. Material und Methoden (zuséatzliche Ergebnisse)

5.1 Wachstumsbedingungen und pharmakologische Behandlungen

Fiir alle Experimente erfolgte die Anzucht der Pflanzen unter sterilen Bedingungen. Zur
Oberflachensterilisation wurden die Samen fiir 5 min mit 70 % Ethanol und 0,05 %
Tween behandelt und anschlieend unter der Sterilbank getrocknet. Die sterilen Samen
wurden auf 2 MS-Medium als Festmedium (%2 Murashige & Skoog Medium, 0,05 %
(w/v) MES, 1 % (w/v) Saccharose, 1,5 % (w/v) Plant Agar (Duchefa), pH 5,7 mit 1 M
KOH) in rechteckigen Petrischalen ausgelegt und fiir 24 h bei 4 °C vernalisiert, bevor
sie unter Langtagregime (16 h Belichtungszeit, 120 Photonen pmol m > s Licht,
22 °C) vertikal kultiviert wurden.

Hormone, Inhibitoren und andere Chemikalien wurden wie in Abschnitt 9.4
beschrieben angesetzt und verwendet. Keimlinge wurden vor den Analysen fiir 3 h mit
50 uM GA behandelt oder fiir 3 d auf Festmedium 10 uM Uniconazol kultiviert. Um
den Auxintransport zu inhibieren, wurden Pflanzen 1 h vor dem Versuch auf frisch
hergestellte 10 uM NPA-Platten transferiert und zum besseren Kontakt mit Wasser
benetzt.

Samen der GA-Biosynthese Mutante ga/-3 wurden durch Quellen (7 d, 4 °C) in
einer sterilen, wissrigen 50 uM GA-Losung zur Keimung gebracht. Kreuzungen mit
gal-3 Pflanzen wurden selektiert, indem Samen der F,-Generation erst auf 2 MS
Festmedium angezogen, die gekeimten Samen verworfen und die ungekeimten Samen
dann mit 50 uM GA zur Keimung gebracht wurden. Die aufgrund der GA-Behandlung
gekeimten Samen konnten in Erde transferiert werden und die néchste Generation auf

Homozygotie iiberpriift werden.

5.2 RNA Isolation, cDNA Synthese und quantitative RT-PCR

Aus 50 mg Wurzelmaterial wurde nach Anleitung des Herstellers (innuPREP Plant
RNA, Analytik Jena) Gesamt-RNA extrahiert und ein DNAse Verdau mit turboDNA-
free (Ambion) angeschlossen. Die cDNA Synthese wurde mit 1,5 ng RNA und 20 pmol
oligo(dT) (18 dT) Oligonukleotiden durchgefiihrt (RevertAid™ H Minus First Strand
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cDNASynthesis-Kit, Fermentas). Zur Amplifikation und Quantifikation der cDNA
wurde das iClycler System (Biorad) verwendet. Zielgene wurden mittels
genspezifischer Quantitect (Qiagen) Oligonukleotide amplifiziert. Als Referenzgen zur
Normalisierung diente UBQS5 (10.2) (Kesarwani et al., 2007; Zander et al., 2010). Das
Reaktionsgemisch zur Amplifikation beinhaltete 1x NH4 Reaktionspuffer (Bioline), 2
mM MgCl,, 100 uM dNTPs, 0.4 uM der Oligonukleotide, 0.25 Einheiten BIOTaq
DNA-Polymerase (Bioline), 10 nM Fluorescein (Bio-Rad), 1:100000 verdiinntes SYBR
Green I (Cambrex), 1 pL einer 1:10 Verdiinnung der cDNA als Matrize. Mit
destilliertem Wasser wurde das Reaktionsgemisch auf ein Gesamtvolumen von 25 pL
gebracht. Das PCR-Programm zur Amplifikation bestand aus einem initialen 90 s
Denaturierungsschritt bei 95 °C, gefolgt von 40 Zyklen von 20 s bei 95 °C, 20 s bei
55°C, und 40 s bei 72 °C. Zur Fehlerminimierung wurden drei technische sowie drei
7-AACT

biologische Replikate verwendet und die Expressionsdnderungen nach der

Methode berechnet (Livak und Schmittgen, 2001).

5.3 Quantifizierung des akropetalen Auxintransports in der Wurzel

Acht Tage alte Pflanzen, vertikal unter Langtagbedingungen auf 2 MS gewachsen,
wurden fiir den Auxintransport-Versuch verwendet. Der akropetale Auxintransport
wurde nach einem modifizierten Protokoll von Rashotte et al. (2000) durchgefiihrt.
Dafiir wurde warme 1,5 % (w/v) Agarose mit 200 nM 3-[5(n)-"HJIAA (26 Ci/mmol;
Amersham), 10 uM ,kaltem* TAA und DMSO mit einer Endkonzentration von 0,2 %
(v/v) gemischt. Nach dem Abkiihlen in dem Deckel eines Szintillationsgefifles wurden
mit einer Pasteurpipette kleine Agraosezylinder ausgestochen und auf den Ubergang
von Wurzel zu Spross platziert. Die vertikal orientierten Platten wurden bei 22 °C fiir
18 h in der Dunkelheit inkubiert, um die Degradation des Auxins durch Licht zu
vermindern. Nach den 18 h wurde das untere Wurzelsegment mit einem Abstand von
lem zur [H]-Auxinquelle geerntet und in eine Mischung aus 10 mL
Szintillationsfliissigkeit (Lumasafe plus, Luma-LSA B.V, Groningen, Niederlande) und
I mL H,O gegeben. Die Probe wurde dann in einem Szintillationszéhler (Tri-Carb
2800TR, Perkin Elmer, Waltham, MA, USA) fiir 10 min vermessen. Die Experimente

wurden dreimal mit jeweils 8 biologischen Replikaten wiederholt.
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5.4 Mikroskopie

Die Mikroskopierarbeiten wurden mit einem konfokalen Laser-Raster-Mikroskop der
Firma Leica, Typ DM 6000, TCS SP5 AOBS an 8 Tage alten Pflanzen durchgefiihrt.
Die Wurzeln wurden in einer 3 % Glyzerinlosung betrachtet. Fluoreszenzintensititen
wurden mit Hilfe des Leica Quantifizierungsmoduls der LAS AF (2.1.0) Software
ausgewertet. Dafiir wurden die Grauwerte jeweils in der gleichen Bezugsfldche in jedem
Bild bestimmt. Die Experimente wurden dreimal mit jeweils 8 biologischen Replikaten

wiederholt.

5.5 Statistische Auswertung

Die Signifikanz mittels student’s #-Test der einzelnen Experimente wurde mit Hilfe
eines frei verfiigbaren Internetprogramms bestimmt (http://graphpad.com/quickcalcs/

index.cfm).

62



Zusammenfassung der zusdtzlichen Ergebnisse

6. Zusammenfassung der zusatzlichen Ergebnisse

Die im Manuskript ,,Gibberellin Regulates Root Gravitropism via Modulation of PIN
Stability* gezeigten Daten demonstrieren einen Einfluss von GA auf die PIN Stabilitit
wihrend der gravitropen Kriimmungsreaktion der Wurzel von A. thaliana. In den
zusitzlichen Experimenten sollte der Zusammenhang zwischen dem positiven Einfluss
von GA auf den PIN-Proteingehalt und einem mdglichen Einfluss auf den
Auxintransport bzw. die Auxinverteilung in der Wurzel untersucht werden. Dafiir wurde
in mit pharmakologischen Agenzien behandelten oder mutierten Pflanzenlinien mit
Hilfe tritiierten Auxins der polare Auxintransport quantifiziert. Interessanterweise fiithrte
die Applikation exogenen GAs zu einem verringerten Auxintransport, wihrend durch
Uniconazolbehandlung verringerte endogene GA-Gehalte verstirkten Auxintransport
zur Folge hatten. Diese durch pharmakologische Behandlungen erhobenen Daten
konnten in einem genetischen Ansatz bestitigt werden, in dem entweder die pentuple-
Mutante mit konstitutiv angeschalteter GA-Signaltransduktion, oder die ga/-3-Mutante
mit sehr geringen endogenen GA-Gehalten, verwendet wurde. Ein moglicher Grund fiir
den Widerspruch von geringerem Auxintransport trotz stabilisierter PIN-Proteine
konnte das durch GA erhohte Recycling von ,,alten” bzw. nicht mehr funktionalen PIN-
Proteinen sein. Es ist technisch bisher nicht moglich die Funktionalitit der GA-
stabilisierten PIN-Proteine in vivo zu iiberpriifen. Experimente mit Dexamethason-
induzierbaren PIN2-GFP Linien deuten darauf hin, dass durch GA-Behandlung an der
Plasmamembran stabilisierte PIN-Proteine die Insertion von de novo synthetisierten
PIN-Proteinen verhindern. Zusétzlich zum Auxintransport wurde die Auxinverteilung
bei verdnderten GA-Gehalten in der Wurzel untersucht. Exogene Applikation von GA
fiihrte zu einem verstiarkten DRS5::GFP-Signal in der Wurzelspitze. Die gemeinsame
Gabe von GA und Auxin fiihrte zu einer synergistischen Wirkung auf den DRS5-
Promotor. Das verstarkte DR5::GFP-Signal lidsst auf erhohte Auxingehalte in der
Wurzel schlieBen. Bestirken liel sich diese Hypothese durch eine erhohte Sensitivitét
GA-behandelter Pflanzen auf exogenes Auxin. Komplementir dazu zeigte die gal-3-
Mutante, in der die GA-Biosynthese genetisch unterbrochen ist, ein schwécheres
DR5::GFP-Signal und war weniger sensitiv auf exogen appliziertes Auxin.
Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass GA den Auxintransport und den

daraus resultierenden Auxingehalt in der Wurzel moduliert.
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7. Diskussion des Manuskripts und der zusatzlichen Ergebnisse

Komplexe Wachstums- und Entwicklungsprozesse der Pflanzen werden von
verschiedenen Phytohormonen gesteuert, die teilweise iiberlappende Funktionen haben
(Jaillais und Chory, 2010). Die Wirkung der Phytohormone ist dabei nicht isoliert zu
sehen, sondern Phytohormone zeigen oft eine Vernetzung von Signaltransduktions-
kaskaden, um bestimmte physiologische Reaktionen zu vermitteln. Zu Beginn dieser
Arbeit war bereits bekannt, dass Auxin in 4. thaliana die Expression der GA-
Biosynthesegene GA20ox! und GA20ox2 induziert (Frigerio et al., 2006). In
vorangegangenen Arbeiten wurde am Beispiel der gravitropen Kriimmungsreaktion
demonstriert, dass GA zumindest in oberirdischen Organen monokotyler Pflanzen
dhnlich wie Auxin eine durch Gravistimulation induzierte asymmetrische Verteilung
zeigt (Cui et al., 2005; Wolbang et al., 2007). Bislang war eine mdgliche mechanistische
Vernetzung von Auxin und GA bei der gravitropen Kriimmungsreaktion nicht
untersucht worden. Sowohl Auxin als auch GA steuern das Streckungswachstum von
Zellen, daher war eine Arbeitshypothese dieser Arbeit, dass asymmetrisch vorliegendes
GA zur Kontrolle der gravitropen Kriimmungsreaktion beitragt. Ziel dieser Arbeit war
es, diese Vernetzung von GA und Auxin auf der Ebene des Gravitropismus in Wurzeln
von A. thaliana zu beschreiben.

In der folgenden Diskussion beziehen sich die Angaben zu ,,Figures* (Fig.) auf

das Manuskript und ,,Abbildungen‘ (Abb.) auf das Kapitel ,,zusdtzliche Ergebnisse*.

7.1 Wahrend der gravitropen Krimmungsreaktion beeinflusst
asymmetrische GA-Verteilung die Etablierung des
Auxingradienten

Die gravitrope Kriimmungsreaktion von A. thaliana ist durch zeitlich begrenztes,
asymmetrisches Wachstum gekennzeichnet, das mit einer asymmetrischen
Auxinverteilung einhergeht. Es sollte untersucht werden, ob der Einfluss von Auxin auf
die Transkription der GA-Biosynthesegene GA20oxI und GA20ox2 (Frigerio et al.,
2006) und den damit verbundenen GA-Gehalt in der Pflanze im Gravitropismus der
Waurzel ein Rolle spielt. Die hier erarbeiteten Daten weisen darauf hin, dass wihrend der

gravitropen Krimmungsreaktion der Wurzel zuerst das auxinresponsive Gen GH3.!
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verstarkt exprimiert wird und danach zeitversetzt das GA-Biosynthesegen GA20ox1
(Supplementary Fig. 4). Diese Beobachtung deutet darauf hin, dass es in der Wurzel
nach gravitroper Induktion zuerst zu einem Anstieg der Auxingehalte und hierdurch
ausgelost zur Zunahme der GA-Konzentration kommt. Daten von monokotylen
Pflanzen (Cui et al., 2005; Wolbang et al., 2007) und hier prisentierte Ergebnisse
(Fig. 3) zeigen, dass es in gravistimulierten Organen zusétzlich zur Erhhung der GA-
Gehalte zu einer asymmetrischen Verteilung von GA kommt. GA hat wiederum
direkten Einfluss auf die PIN-Proteingehalte in der Wurzel und kann somit zur schon
beschriebenen asymmetrischen PIN2-Verteilung zwischen Ober- und Unterseite der
Waurzel nach gravitroper Reizwahrnehmung beitragen. PIN2 wird auf der Oberseite der
Wurzel verstirkt abgebaut (Kleine-Vehn et al., 2008a) und die zur Auxinakkumulation
zeitversetzte GA-Akkumulation auf der Unterseite konnte zu einer verstirkten, lang
anhaltenden PIN2 Stabilisierung fithren. Dies konnte die anfénglich initiierte
differentielle Degradation unterstiitzen, indem die auf der Unterseite lokalisierten PIN2-
Proteine durch die asymmetrische, auxininduzierte GA-Akkumulation stabilisiert
werden. Die GA-induzierte PIN2 Stabilisierung &duflerte sich in hier gezeigten
Experimenten in einer symmetrischen, lateralen Auxinverteilung in GA-behandelten,
gavistimulierten Wurzeln, die mit der Auxin-Reporterlinie DR5::GFP visualisiert
wurde (Fig. 2). Auffillig war, dass die symmetrische, laterale Auxinverteilung nur nach
GA-Gabe bei gleichzeitiger Gravistimulation zu beobachten war und nicht bei alleiniger
GA-Gabe (Daten nicht gezeigt). Dies ldsst auf gravi-induzierte Auxinsynthese in der
Wurzelspitze schlieBen. Ottenschlager et al. (2003) demonstrierten, dass in Pflanzen, in
denen der Auxintransport durch NPA gehemmt war, nur nach Gravistimulation ein
gegeniiber vertikal gewachsenen, NPA-behandelten Kontrollpflanzen verstirktes,
ausgeweitetes DR5-Signal in der Wurzelspitze beobachtet wurde. Demnach wiirde das
nach Gravistimulation synthetisierte Auxin in der Wurzelspitze akkumulieren. Die
beobachtete Inhibierung des Gravitropismus nach GA-Behandlung (Fig. 1) ist somit
wahrscheinlich auf die GA-induzierte PIN2 Stabilisierung zurlickzufiihren, die als Folge
den Aufbau einer Auxinasymmetrie verhindert. Entsprechend fiihrten niedrigere GA-
Gehalte durch Fehlen eines GA-Biosynthesegens in der gal-3-Mutante oder
hervorgerufen durch Uniconazolgabe zur erhohten Degradation der PIN2-Proteine
(Fig. 7 A-D) und die differentielle Degradation, die zur Etablierung des
Auxingradienten ndotig ist, wiare demnach erschwert. Dies konnte den agravitropen

Phénotyp der pin2 Insertionslinie nachahmen, in der durch Fehlen der lateral verteilten

65



Diskussion

PIN2-Proteine der Auxinfluss nicht mehr effektiv umverteilt werden kann (Chen et al.,
1998; Luschnig et al., 1998; Miiller et al., 1998; Utsuno et al., 1998).

Nicht nur fiir hohere GefdBpflanzen wird vermutet, dass GA eine Rolle im
Gravitropismus spielt. Fiir Bryophyten wie Physcomitrella patens konnte auch ein
Effekt von GA auf die Protonemataentwicklung und deren gravitrope Ausrichtung
gezeigt werden (Chaban et al., 1999; Vandenbussche et al., 2007). Interessant wire zu
kldren, ob das P. patens Homolog der ER-lokalisierten Arabidopsis PIN-Proteine,
PpPINA, in dhnlicher Weise auf GA reagiert wie AtPINs und vor allem wie der GA-
Reiz in P. patens wahrgenommen und verarbeitet werden kann, obwohl die GA-
Signaltransduktionshomologe in P. patens teilweise nicht funktional sind

(Vandenbussche et al., 2007).

7.2 GA moduliert die Balance zwischen PIN-Abbau und
PIN-Recycling

Auxinefflux erfolgt durch polar verteilte PIN-Proteine, die als Schliisselregulatoren an
einer Vielzahl auxinvermittelter Entwicklungsprozesse beteiligt sind (Friml et al.,
2003). Die Menge an PIN-Proteinen an der Plasmamembran kann iiber de novo
Synthese, Recycling, Transcytose oder Degradation reguliert werden und demnach sehr
dynamisch auf Stimuli reagieren (Delker et al., 2008; Kleine-Vehn et al., 2008a;
Grunewald und Friml, 2010; Kleine-Vehn et al., 2010). Ein Ziel dieser Arbeit war es,
Ursachen und Mechanismen der GA-vermittelten Erhohung der PIN-Gehalte zu
beschreiben. Die PIN-Transkription in der Wurzel konnte durch GA-Gabe nicht
verindert werden (Supplementary Fig. 7). Ubereinstimmend konnte gezeigt werden,
dass in einer Dexamethason induzierbaren PIN2-GFP Linie das GFP-Signal nach
kurzeitiger Induktion und gleichzeitiger GA-Gabe verglichen zu der Kontrolle ldnger
erhalten blieb (Fig. 5). Daher kann man davon ausgehen, dass der positive Effekt von
GA auf den PIN-Proteingehalt (Fig. 4 A und B; Fig. 9 A und B) nicht transkriptionell,
sondern durch Beeinflussung der Proteinstabilitét reguliert ist.

Beginnend an der Plasmamembran werden PIN2-Proteine kontinuierlich
internalisiert und iiber Endosomen, die als Sortierungsstation dienen, entweder iiber den
GNOM-abhingigen Weg zuriick an die Plasmamembran oder zum pravakuoldren
Kompartiment (PVC) transportiert (Abb.3). Das PVC dient wiederum als

Sortierungsstation und bestimmt die Balance zwischen Abbau in der lytischen Vakuole
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und dem Recycling zuriick an die Plasmamembran iiber den Retromerkomplex
SNX1/VPS29 (Jaillais et al., 2006; Jaillais et al., 2007). Der dynamische PIN-
Endomembranfluss, der mutmalBlich an dem positiven Effekt von GA beteiligt ist, kann
iiber Inhibitoren, Mutanten und spezifische Markierungen analysiert werden (Abb. 3).
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit war ein experimentelles Ziel zu zeigen, welcher
Schritt des Endomembranflusses durch GA beeinflusst wird. Der endozytotische Schritt
von der Plasmamembran zu den Endosomen wird mit Hilfe des Indikators FM4-64
analysiert. Die Aufnahme des Farbstoffes war nach GA-Gabe nicht verdndert
(Supplementary Fig. 10). Nach Gabe von Wortmannin, das die Funktion der PVC stort
und zur Akkumulation von PIN2 im PVC fiihrt, konnte ebenfalls kein Unterschied in
der Signalstirke der WM-induzierten PVCs festgestellt werden (Supplementary
Fig. 11). Andererseits fiihrte GA-Gabe zu verstirkter PIN2 Akkumulation in BFA-
induzierten Endosomen und inhibierte die Degradation in der lytischen Vakuole (Fig. 6-
8). Dies zusammen ldsst auf ein gefordertes Recycling iiber den Retromerkomplex von
dem PVC zu den Endosomen schlieBen (Abb. 11). Zusétzlich war in der snx/-Mutante
der positive Effekt von GA auf die PIN-Stabilitét aufgehoben (Fig. 9). SNX1 ist mit an
der Regulation der gravitropen Kriimmungsreaktion beteiligt und snx/-Mutanten zeigen
einen agravitropen Phéanotyp (Jaillais et al., 2006). Voraussetzung fiir die gravitrope
Kriimmungsreaktion sind zeitlich aufeinander folgende Degradations- und
Aufbauvorginge von PIN-Proteinen, die Asymmetrie erst einleiten und dann wieder
aufheben. Fiir den netto PIN2-Proteingehalt wihrend des Gravitropismus wurden zwei
zeitlich voneinander getrennte Zunahmen gezeigt, wobei die spiter erfolgende SNX1-
abhéingig ist (Kleine-Vehn et al., 2008a). Demnach ist SNX1 wahrscheinlich fiir die
verstirkte Riickgewinnung von PIN2 vom PVC nétig bei zeitlich ausgedehnten
Krimmungsreaktionen der Wurzel (Kleine-Vehn et al.,, 2008a). Die zur
Auxinakkumulation zeitversetzte, asymmetrische Akkumulation von GA nach
gravitroper Stimulation konnte diesen SNX1-abhingigen, zeitversetzten regulatorischen
Schritt im Gravitropismus beeinflussen und dementsprechend die anfanglich initiierte
differentielle Verteilung von PIN2 iiber Stabilisierung der PIN2-Proteine auf der
Wurzelunterseite aufrechterhalten. Die Ergebnisse der Charakterisierung der
Doppelmutante 35S::PINI x gaidl7 bestitigen den Stabilisierungseffekt von GA auf
PIN-Proteine (Fig. 10). Uberexpression von PIN1 unter einem 35S-Promotor fiihrten zu
ektopischer, basaler Lokalisierung von PIN1 in Wurzelepidermiszellen (Fig. 10 D). Als

Folge war in den Wurzelepidermiszellen PIN1 den PIN2-Proteinen gegeniiberliegend
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angeordnet. Dieses Phdnomen ist wahrscheinlich fiir den dramatisch agravitropen
Phénotyp von 35S::PINI Pflanzen verantwortlich (Benkova et al., 2003; Wisniewska et
al., 2006). Die dominant negative Form von GAIl gaidl7 unterbricht die GA-
Signaltransduktion, wodurch die PIN-Degradation gesteigert ist. Die erhdhte
Degradation scheint insbesonders das ektopisch exprimierte PIN zu beeinflussen und als
Folge des PIN-Abbaus ist die Wuchsrichtung der Wurzel entlang des
Gravitationsvektors wieder hergestellt (Fig. 10 A). Eine abgeschwichte Suppression des
Phénotyps wurde durch Uniconazolgabe erreicht, die durch Absenken des niedrigeren

GA-Gehalts ebenfalls die Degradationsrate von PIN-Proteinen erhohte (Fig. 10 C).

DMSO+FM4-64 GA+FM4-64 PIN2 DMSO+BFA GA+BFA
r 4 V& N ; J

PIN2  DMSO+WM

PIN2  DMSO+dunkel GA+dunkel

Abb. 11: Arbeitshypothese zur Erkldrung des Effekts von GA auf das retrograde Recycling von PIN2
und dessen Endomembranfluss. Beginnend an der Plasmamembran (PM) werden PIN-Proteine
kontinuierlich internalisiert und {iber Endosomen, die als Sortierungsstation dienen, entweder durch das
GNOM-abhéngige Cycling zuriick an die Plasmamembranoder zum PVC transportiert. Hier werden sie
neu sortiert und entweder mit Hilfe des Retromerkomplexes SNX1/VPS29 zuriick an die Plasmamembran
gebracht oder es erfolgt der Transport zur Vakuole und Abbau. Die Analyse des PIN-Recycling ist mit
Hilfe spezifischer Inhibitoren oder Mutanten, die in den Endomembranfluss eingreifen bzw. darin gestort
sind, moglich. WM stort die Funktion des PVC und fiihrt zur Akkumulation von PIN2-Proteinen in
diesen. BFA inhibiert unter anderem das GNOM-abhéngige Cycling und fiihrt zur Akkumulation in BFA-
Kompartimenten, die Endosomen &quivalent sind. GA hat keinen Einfluss auf das PIN2-Signal in
WM-Kompartimenten und die Internalisation des Endozytoseindikators FM4-64. PIN2 akkumuliert aber
nach GA- und BFA-Behandlung verstérkt in BFA-Kompartimenten und die Degradation in der lytischen
Vakuole ist inhibiert, was auf ein gefordertes Recycling vom PVC zu den Endosomen schliefen lasst.
Zusétzlich ist der GA-Effekt in der snx/-Mutante auf die PIN2-Stabilitdt nicht mehr nachweisbar und
diese Beobachtung deutet darauf hin, dass GA die geforderte Stabilisierung iiber Retromer-vermitteltes
Recycling reguliert und SNX1-abhingig ist.
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7.3 GA und seine Wirkung auf den Auxintransport

Apikale Spross- und Blattmeristeme sind Hauptsyntheseorte von Auxin, das als einziges
pflanzliches Hormon nachweislich polar transportiert wird und somit in der Pflanze
einen axialen Auxingradienten vom Spross zur Wurzel etabliert. Der vom Sprossapex
kommende Auxinstrom kehrt sich in der Wurzelspitze wieder um und das Auxin wird
von der Wurzelspitze ausgehend basipetal in Richtung Spross transportiert (Tanimoto,
2005). In ["H]IAA Transportversuchen wurde gezeigt, dass erhdhte GA-Gehalte oder
eine konstitutiv aktive GA-Signaltransduktion zu geringeren ["H]IAA Transportraten
filhrten und komplementdr dazu geringere GA-Gehalte in der ga/-3 Mutante, oder
verursacht durch Uniconazolgabe den ["H]IAA Transport verstirkten (Abb. 7). Auf den
ersten Blick stehen diese Daten im Widerspruch zum im Manuskript gezeigten
stabilisierenden Effekt von GA auf PIN-Proteine, bei dem GA die PIN-Konzentration
an der Plasmamembran erhoht (Fig. 4 B), denn durch erhéhte PIN-Konzentration sollte
der Auxintransport eher gefordert sein. Eine Begriindung fiir den Widerspruch von
verringertem Auxintransport trotz erhohter PIN-Konzentration konnte eine verdnderte
Funktionalitit der PIN-Proteine sein. Die Hypothese, dass durch erhdhte GA-Gehalte in
der Pflanze verstérkt nicht mehr funktionale PIN-Proteine recycelt und statt zur Vakuole
an die Plasmamembran transportiert werden, konnte durch den indirekten Nachweis
GA-stabilisierter PIN-Proteine gestiitzt werden, welche die Lokalisierung bzw. Insertion
de novo synthetisierter PIN-Proteine verhindern. Dafiir wurden DEX-induzierbare
PIN2-GFP Pflanzen mit GA vorbehandelt, um endogene PIN-Proteine wie PIN3, PIN4
und PIN7 in der Wurzelspitze zu stabilisieren, um dann zeitversetzt PIN2-GFP zu
induzieren. Es zeigte sich eine signifikante Reduktion des ektopisch exprimierten PIN2-
GFP-Signals in GA-vorbehandelten Pflanzen in dem Bereich der natiirlich
vorkommenden PIN-Proteine (Abb. 8). Diese Beobachtungen weisen darauf hin, dass
PIN-Proteine durch gesteigertes SNX1-abhdngiges Recycling immer wieder zuriick an
die Plasmamembran transportiert werden, anstatt sie abzubauen. Daher konnten sie in
threr Funktionalitdit anhand des erhohten Alters eingeschrinkt sein und ihre
Transportaufgabe nicht mehr effektiv wahrnehmen. Eine weitere Erklarung fiir den GA-
inhibierten Auxintransport konnten PIN-Proteine aus der zweiten Unterklasse wie PINS
sein, die ER-lokalisiert sind und die durch ihre Aktivitidt das zytosolisch verfiigbare
Auxin fiir den interzellularen Transport limitieren, der von Typ 2 PIN-Proteinen

vermittelt wird (Mravec et al., 2009). Die Daten von Mravec et al. (2009) zeigten, dass
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bei Uberexpression von PIN5 der Auxinexport gehemmt und konsequenterweise in der
pin5-Mutante der Auxinexport gesteigert war. Es erscheint also denkbar, dass GA nicht
nur Typ 1 PIN-Proteine stabilisiert, sondern auch Einfluss auf den Typ2 PIN-
Proteingehalt hat und somit das Auxin fiir den polaren Transport limitiert. Es ist aber
noch nicht bekannt, ob Typ 2 PIN-Proteine genauso iiber den Retromer-abhingigen
Weg recycelt werden wie Typ 1 Proteine.

Veridnderungen im Auxintransport spiegeln sich auch in der Auxinverteilung in
der Wurzelspitze wieder, wie durch den DRS5::GFP-Reporter visualisiert wurde (Abb. 9
und 10). Interessant ist, dass durch Inhibierung des Auxintransports durch NPA-Gabe
oder in der pin4-Mutante das DRS5::GFP-Signal in der Wurzelspitze verstirkt und
ausgeweitet wird (Friml et al., 2002b), vergleichbar dem DRS5::GFP-Signal in GA-
behandelten Pflanzen (Abb. 9). Ein dhnlicher Effekt wurde fiir die A. thaliana pin2-
Mutante gezeigt, in der Auxin verglichen zur Kontrolle verstirkt in der lateralen
Wurzelhaube akkumulierte (Sabatini et al., 1999; Ottenschlager et al., 2003). Wiirde der
gesamte Auxintransport der Wurzel durch GA gehemmt werden, sollte Auxin, das im
Wurzelmeristem synthetisiert wurde, in der Wurzelspitze akkumulieren und ein
verstarktes DRS5::GFP-Signal verursachen. Verbliiffend ist, dass gleichzeitige
Applikation von NPA und Auxin zu einer starken Akkumulation des DRS5::GFP-Signals
in der Wurzelspitze und der lateralen Wurzelhaube fiihren (Ottenschlager et al., 2003).
Dieses Phanomen wurde bei gleichzeitiger Gabe von GA und NAA verifiziert (Abb.
9 C). Im Kontrast zu diesen Beobachtungen stehen Daten die aus Transportversuchen in
oberirdischen Pflanzenorganen stammen und den positiven Effekt von GA auf den
Auxintransport beschreiben (Jacobs und Case, 1965; Bjorklund et al., 2007). Vielleicht
unterscheidet sich nicht nur Auxin in der Dosis-Wirkung-Beziehung zwischen Spross
und Wurzel, sondern auch GA. Tanimoto et al. (1994) postulieren, dass die native
Wirkung von GA wachstumsfordernd auf die Wurzel ist, jedoch reagiert die Wurzel

deutlich sensitiver auf GA als das Hypokotyl.
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7.4 GA wirkt Uber die Beeinflussung des Auxingehalts auf das
Wurzelwachstum

Eine Stérung von Auxinhaushalt oder Auxinperzeption fiihrt dazu, dass der Effekt
exogen applizierten Auxins verstirkt oder abgeschwicht wird. Daher konnen Stérungen
der Auxinhomdgostase z.B. iiber den Grad der Inhibierung der Wurzelelongation durch
exogen appliziertes Auxin quantifiziert werden (Ruzicka et al., 2007; Delker et al.,
2010). Keimlinge, die auf GA-versetztem Medium wuchsen, hatten leicht reduzierte
Wurzelldngen und gleichzeitige NAA- und GA-Gabe fiihrte zu einer mehr als additiven
Reduktion der Wurzelelongation. Der mehr als additive Effekt von GA und Auxin auf
die Wurzelelongation wurde in einer vorangegangenen Verdffentlichung beschrieben
(Desgagne-Penix und Sponsel, 2008), aber nicht in Bezug zum Auxingehalt in der
Wurzelspitze und daraus resultierende Zellelongation gesetzt. Die GA-
Biosynthesemutante ga/-3 hat kiirzere Wurzeln, weniger Meristemzellen und nicht
vollstindig elongierte Wurzelzellen (Achard et al., 2009; Ubeda-Tomas et al., 2009).
Durch geringere Auxingehalte in der Wurzel, wie anhand der DRS.:GFP-Expression
bestimmt, ist die A. thaliana gal-3-Mutante weniger sensitiv gegeniiber exogen
appliziertem Auxin verglichen mit der Situation in Kontrollpflanzen (Abb. 10). In
Versuchen zur Elongation von Protoplasten oder Pflanzenorganen wurde gezeigt, dass
Auxin die Zellelongation und Zellteilung fordert (Rayle et al., 1970; Rayle und Cleland,
1992; Campanoni und Nick, 2005). Basierend auf den Ergebnissen dieser Arbeit ist eine
mogliche Erklidrung fiir den Wurzelphénotyp von gal-3, dass die verringerten GA-
Gehalte eine Abnahme der Auxinkonzentration zur Folge haben und somit Zellteilung
im Meristem und Zellelongation in der Streckungszone negativ beeinflussen. Ob die
verdnderten Auxingehalte durch den modulierten Auxintransport oder durch direkte
oder indirekte Beeinflussung der Auxinbiosynthese verursacht werden, bleibt zu kléren.
In silico Analysen mit Hilfe eines frei verfligbaren Analyseprogramms
(Geneinvestigator; https://www.genevestigator.com) der Auxinbiosynthesegene nach
GA-Stimulus oder in der gal/-3 Mutante zeigten keine auffilligen Verdnderungen
(Daten nicht gezeigt). Damit konnte teilweise der Wurzelphinotyp von ga/-3 Mutanten

tiber den GA-modulierten Auxintransport erkléren werden.
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7.5 Zukunftige Arbeiten

Die in dieser Arbeit prisentierten Daten weisen eine Vernetzung der beiden
Wachstumshormone Auxin und Gibberellin wdhrend der gravitropen Kriimmungs-
reaktion der Wurzel nach. Der vorgeschlagene Mechanismus der Vernetzung beinhaltet
ein GA-reguliertes retrogrades Recycling von PIN-Proteinen iiber den SNXI-
abhingigen Weg im PIN-Endomembranfluss. Demnach kann GA aktiv die PIN-
Konzentration an der Plasmamembran regulieren. Zu kliren wire, wie genau GA das
SNX1-abhéngige Recycling beeinflusst, bzw. wo der molekulare Ansatzpunkt von GA
liegt. Desweiteren ist ein zukiinftiges Ziel zu untersuchen, ob Typ 2 PIN-Proteine wie
PINS auch durch GA beeinflussbar sind und ob sie iiber das SNX1-abhingige Recycling
reguliert werden konnen, um die teilweise Inkongruenz zwischen verringerten

Transportraten und erhohter PIN-Konzentration endgiiltig zu kléren.
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9. Anhang

9.1 Abkulrzungsverzeichnis

ARF ADP-ribosylation factors

At Arabidopsis thaliana

AUX1 AUXI1/LAX-Protein

BFA Brefeldin A

BSA Rinderserumalbumin

d Einheit fiir Tag

DEX Dexamethason

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinséure

GA Gibberellinsdure

GAI GA-Insensitive

gaiA17 Dominant negative Form von GAI; deletierte DELLA-Doméne

GEF guanin nucleotide exchange factors

GFP Griin fluoreszierendes Protein

GIDI1 GA-insensitive dwarf

FM4-64 N-(3-triethylammoniumpropyl)-4-(6-(4-(diethylamino) phenyl)
hexatrienyl) pyridinium dibromid

h Einheit flir Stunde

‘HIAA Indol-3-essigsdure, 3-[5(n)-"H]IAA, tritiiert

IAA Indol-3-essigsdure

KOH Kaliumhydroxid

M mol pro Liter

MES 2-(N-Morpholino)ethansulfonsdure

MS Murashige und Skoog Medium

MVB multi vesicular bodies

NAA 1-Naphthylessigsaure

NPA N-1-Naphthylphthalamid S&ure

PAC Paclobutrazol

pentuple Linie mit Mutation in allen fiinf DELLA-Proteinen
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PCR Polymerasekettenreaktion

pH negativ dekadischer Logarithmus der Protonenkonzentration
PID PINOID

PIN PIN-Formed

PGP P-Glykoprotein

PM Plasmamembran

Pp Physcomitrella patens

PP2A Phosphatase 2A

PVC pre-vakuolédres Kompartiment
0X Oxidase

RGA Repressor von gal-3

RGL1 RGA-LIKE]

RGL2 RGA-LIKE?

RGL3 RGA-LIKE3

RNA Ribonukleinsdure

RT-PCR Realtime Polymerasekettenreaktion
S Einheit fiir Sekunde

SNX sorting nexin

TGN trans-Golgi-Netzwerk

Uni Uniconazol

VPS vacuolar protein sorting

WM Wortmannin
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9.2 Verwendete synthetische Oligonukleotide

Nr: Name Sequenz Verwendung

1 RGA205 TCGCTTAGTAGTTAGTACTC Genotypisierung
2 RGA253 CATAGACCATAGTATTCGTGA Genotypisierung
3 RGA212 GGTGATTTTCACGGTGGTTG Genotypisierung
6 gai-t6 300 CTAGATCCGACATTGAAGGA Genotypisierung
7 gai-t6 304 TCGGTACGGGATTTTCGCAT Genotypisierung
8 GAI 302 AGCATCAAGATCAGCTAAAG Genotypisierung
37 RT UBQS5_fwd GACGCTTCATCTCGTCC RT-PCR

38 RT _UBQS5_rev GTAAACGTAGGTGAGTCCA RT-PCR

44 GAI Stab fwd GTAACGGCATGGATGTTGC Genotypisierung
45 GAI Stab_rev TGGTCTAAGCTCAAGCATCG Genotypisierung
51 GFP_fwd CTGTTCCATGGCCAACACTT Genotypisierung
52 GFP _rev TTTGGAAAGGGCAGATTGTG Genotypisierung
79 RT GA20o0x1_fwd CCGTAACTGTAGAAGACT RT-PCR

80 RT _GA200x1 rev. ATACTCTTGATACACCTTCCT RT-PCR

95 LBbl.3 ATTTTGCCGATTTCGGAAC Genotypisierung
92 Pinl In-Ex fwd  AGAAGACGGTGGTCCTGCTA Genotypisierung
93 Pinl_In-Ex_rev GCAGGTCCAACGACAAATCT Genotypisierung
138 vps29-3 LP GCGGCTGATCTACCTCCTAAG Genotypisierung
139 vps29-3 RP CAAAATAACAAGCGAGCCAAC Genotypisierung
173 RT GH3.1_fwd AACTTATGCCGACCATTAAAGAA RT-PCR

174 RT _GH3.1 rev TCTAGACCCGGCACATACAA RT-PCR

179 snx1-1_LP TCAAATTAGGCAATGGCGTAC Genotypisierung
180 snx1-1_RP TATGCAAATTGCAGTCCTTCC Genotypisierung
201 GABI-kat T-DNA CCCATTTGGACGTGAATGTAGACAC Genotypisierung
Qiagen RT PIN2 QT00843850 RT-PCR
Qiagen RT_PIN7 QT00864122 RT-PCR
Qiagen RT _RGA QT00713720 RT-PCR
Qiagen RT GAI QTO00858354 RT-PCR
Qiagen RT RGLI QTO00887670 RT-PCR
Qiagen RT RGL2 QT00887670 RT-PCR
Qiagen RT RGL3 QT00831474 RT-PCR
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9.3 Verwendete Arabidopsis thaliana Linien

Name Okotyp | Transgen Spender
Landsberg | Ler Prof. Dr. Jiri Friml, VIB
erecta Plant Systems Biology,
Gent, Belgien
DR5::GFP|Col-0 | Auxin-responsiver Promotor mit Prof. Dr. Jiri Friml, VIB
GFP fusioniert (Friml et al., 2003) Plant Systems Biology,
Gent, Belgien
rga/gai Ler Kreuzung zweier DELLA T-DNA Prof. Dr. Jiri Friml, VIB
Insertionslinien: »ga24 und gai-t6 Plant Systems Biology,
(Dill and Sun, 2001) Gent, Belgien
TA::PIN2- | Col-0 |Dexamethason indizierbares PIN2- | Dr. Christian Luschnig,
GFP GFP (Abas et al., 2006) Universitit fiir
Bodenkunde, Wien,
Osterreich
pentuple | Col-0 |Kreuzung der fiinf DELLA T-DNA | Nottingham Arabidopsis
+ Ler |Insertionslinien: gai-6, rga-t2, rgll- | Stock Centre, University
1, rgl2-1, rgi3-1 NASC ID: 16298 | of Nottingham, United
(Feng et al., 2008) Kingdom
gal-3 Ler Neutronen Mutagenese des GA1- Nottingham Arabidopsis
Locus NASCID: 3104 (Sun et al., | Stock Centre, University
1992) of Nottingham, United
Kingdom
rgll-2-3 | Ler Kreuzung dreier DELLA T-DNA |Prof. Dr. Tai-ping Sun,

Insertionslinien: rgll-1, rgl2-1,
rgl3-1 (Tyler et al., 2004)

Duke University, Durham,
NC, USA
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9.4 Hormone und Inhibitoren

Name Stammlosung Endkonzentration = Losungsmittel  Lagerung
ACC 500 mM 50 uM FE H,O frisch
AgNO; 20 mM 20 uM FE H,O -20°C
BFA 100 mM 50 uM SP DMSO -20°C
CHX 100 mM 50 uM FL DMSO -20°C
DEX 10 mM 10 uM FE DMSO -20°C
FM4-64 2 mM 2 uM FL DMSO RT/dunkel
GA3 50 mM 50 uM SP/10uM FE DMSO -20°C
IAA 100 mM 10 uM SP DMSO frisch
MG132 50 mM 50 uM FL DMSO -20°C
NAA 10 mM 0,1 uM FE DMSO -20°C
NPA 100 mM 10 uM FE DMSO frisch
PAC 10 mM 10 uM SP DMSO -20°C
PAO 30 mM 30 uM SP DMSO -20°C
Tamoxifen 10 mM 2 uM FE DMSO -20°C
Tyr23A 30 mM 30 uM FE DMSO -20°C
Uni 100 mM 10 uM SP DMSO -20°C
WM 10 mM 10 uM SP DMSO -20°C

Abkiirzungen: FE fest; FL fliissig; SP sprithen. Die Abkiirzungen beziehen sich auf die
Art des Medium wéhrend der Behandlung. FE, Substanz wird iiber festes 2 MS-
Medium appliziert, auf dem die Keimlinge wachsen. FL, Substanz wird iiber fliissiges '2
MS-Medium appliziert, so dass die Keimlinge schwimmend in diesem inkubieren
konnen. SP, Keimlinge werden direkt auf dem festen 2 MS-Medium, auf dem sie

gewachsen sind, bespriiht und auf der Platte inkubiert.
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