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Einleitung

1. Einleitung

1.1.  Pflanzenwachstum und Phytohormone

Pflanzen als sessile Organismen zeichnen sich durch polares Wachstum aus. Diese Polaritat
wird schon in der friihen Embryonalentwicklung vor der ersten Zellteilung festgelegt und
fuhrt dazu, dass sich der ganze pflanzliche Korper, die Organe und Gewebe an einer polaren
Achse orientieren, an deren oberem Ende das Spitzenapikalmeristem und am unteren Ende
das Wurzelapikalmeristem steht. Diese asymmetrische Entwicklung wird schon vor der
ersten Teilung in der Zygote festgelegt, in der sich die Vakuole in den unteren basalen Teil
der Zelle und der zytoplasmatische Anteil des Zelllumens in den apikalen Teil der Zelle
bewegt. Wahrend dieser Zeit polarisiert die Zelle und verlangert sich entlang dieser Achse
bis es zu einer asymmetrischen Teilung zwischen apikaler und basaler Halfte der Zelle
kommt. Fast der ganze Embryo und die spatere Pflanze entstehen aus der kleineren,
apikalen Zelle. Aus der basalen Zelle, die hauptsachlich aus Vakuole besteht wird zunachst
der Suspensor, welcher den Embryo mit dem vaskuldren Gewebe der Mutterpflanze
verbindet (Laux und Jurgens, 1997). Aus der Zelle des Suspensors, welche dem Embryo am
nachsten liegt entwickeln sich spater nur die Kolumella und das Ruhezentrum im

Apikalmeristem der Wurzel.

Wachstum und Entwicklung sind streng regulierte Prozesse, die im Rahmen der natirlichen
Entwicklung der Pflanze von inneren Entwicklungsprogrammen wie auch von duferen
Faktoren wie Licht, Temperatur, Wasser, dem Nahrstoffgehalt im Boden oder auch dem
Vorkommen von Frallfeinden bestimmt werden. Pflanzen haben viele Strategien
entwickelt, auch die &ulleren Reize wahrzunehmen. Licht wird zum Beispiel durch
spezialisierte Photorezeptoren wahrgenommen, die es der Pflanze ermdglichen, eine
Lichtquelle zu lokalisieren und auf sie zuzuwachsen (Whippo und Hangarter, 2006). Ein
anderes Beispiel sind Rezeptoren, die der Abwehr verschiedener Schadorganismen dienen,
auf bestimmte Substanzen reagieren, die bei der Beschddigung des Gewebes frei werden
und eine Signalkaskade in Gang setzen, die zur Produktion pflanzlicher Abwehrstoffe flihren
kénnen (Schilmiller und Howe, 2005). Die Ubermittlung der wahrgenommenen Reize
erfolgt innerhalb der Pflanze mithilfe chemischer Signale, deren wichtigste als
Phytohormone beschrieben werden. Ein wichtiges Signal fiir jede pflanzliche Zelle stellt das
Phytohormon Auxin dar. Die Lokalisation von Transportern dieses Hormons wird standig je

nach Entwicklungsstufe des Embryos oder auf Grund externer Stimuli angepasst, so dass
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Auxin sehr flexibel in das Zielgewebe transportiert werden kann. So andert sich die
Verteilung des Auxinmaximums stdandig an Schlisselstellen der Embryonalentwicklung.
Auch spater wird das polare Wachstum der Pflanze durch den Auxingradienten
aufrechterhalten, da er gewebe- und richtungsspezifisch Zellteilung und -streckung
induziert oder hemmt und dem Wachstum somit eine Richtung vorgibt.

Die wichtigsten Phytohormone, die den ganzen Lebenszyklus von der Keimung, liber die
Ausbildung von Friichten, bis zum Abwurf der Blatter bestimmen, sind Auxine, Gibberelline,
Ethylen, Cytokinine, Abscisinsdure und die Brassinosteroide. Weitere wichtige Hormone,
die besonders relevant sind fiir die Pathogenabwehr sind Jasmonsdure und Salicylsaure.
Diese Signal-Botenstoffe liegen im pflanzlichen Gewebe ausnahmslos in sehr geringer
Konzentration vor, sind aber dennoch in der Lage, liber weite Strecken durch Bindung an
spezialisierte Rezeptorproteine gravierende Anderungen im Wuchs der Pflanze
hervorzurufen. So wird Auxin hauptsachlich im Apikalmeristem einer Pflanze gebildet, sorgt
aber dennoch dafiir, dass weiter unten am Spross liegende Seitentriebe nicht auswachsen,
damit die sogenannte Apikaldominanz gewahrleistet bleibt. Dieser Prozess wird jedoch
nicht allein durch Auxin kontrolliert, sondern beruht auf dem Zusammenspiel mehrerer
Phytohormone wie beispielsweise Cytokinin und anderer Substanzen (Tanaka et al., 2006).
Allgemein ist hervorzuheben, dass die meisten Adaptionen von Pflanzen an Umweltreize
von dem Zusammenspiel einer Vielzahl von Hormonen und anderen regulatorischen
Komponenten gesteuert werden. Dennoch kann man viele grundlegende pflanzentypische
Reaktionen auf die Wirkweise hauptsachlich eines Phytohormons reduzieren. So wird
Auxin, dessen Bezeichnung sich vom altgriechischen avéavw (,,wachsen”) ableitet, in der
Literatur auch oft als Wachstumshormon beschrieben, da es wichtige Prozesse der
pflanzlichen ~ Embryonalentwicklung, des  Wurzelwachstums und auch der

Sprossentwicklung reguliert (Teale et al., 2006).

1.2.  Auxin als Vermittler direktionalen Wachstums

Auxin war das erste, wissenschaftlich untersuchte Phytohormon. Schon im spaten 19.
Jahrhundert wurde der Effekt des sogenannten Phototropismus von Charles Darwin
untersucht und in seinem Artikel ,The Power of Movement in Plants“ von 1880
beschrieben. Spater fand Frits Went heraus, dass es moglich war, die Substanz, die die
Krimmung hervorrief, aus einer abgeschnittenen Coleoptile eines Grasgewachses in einen
Agarblock diffundieren zu lassen (Went, 1926). Somit war bewiesen, dass es sich um eine
chemische Substanz handeln musste, die sich auf Grund ihrer Eigenschaften als

authentisches Pflanzenhormon qualifizierte (Teale et al., 2006). Mitte der 1930-iger stellte
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sich heraus, dass es sich bei der chemischen Substanz um Indol-3-Essigsaure (IAA) handelt,
welche das haufigste in der Pflanze natirlich vorkommende Auxin ist. Heute ist bekannt,
dass Auxine wichtige Regulatoren der pflanzlichen embryonalen und postembryonalen
Entwicklung und des Gravi- und Phototropismus darstellen. Damit nehmen sie Einfluss auf
die Zellteilung, die Zellstreckung und auch die Differenzierung von Geweben (Teale et al.,
2006). Viele Aspekte, wie Auxin diese Prozesse reguliert, sind jedoch noch unbekannt und
Gegenstand der aktuellen Forschung.

Ein besonderer Fokus dieser Arbeit lag auf der Untersuchung molekularer Mechanismen,
Uber die Auxin die gravitrope Kriimmungsreaktion von Pflanzen vermittelt, welche dazu
fiihrt, dass sich Spross und Wurzel nach dem Schwerkraftvektor orientieren. Legt man eine
Pflanze auf die Seite, so beginnt sich der Spross wieder nach oben zu biegen und die Wurzel
nach unten. Dieser Effekt ist darauf zurlickzufiihren, dass sich Auxin nach Reorientierung
der Pflanze relativ zum Schwerkraftvektor asymmetrisch im Pflanzenkorper verteilt. Fir den
Spross bedeutet dies, dass sich Auxin an der lateralen Seite sammelt und das Gewebe dort
dazu anregt schneller zu wachsen. In der Wurzel ist der Prozess der gleiche, jedoch hat
Auxin dort eine gegensatzliche Wirkung. Ein Transport an die laterale Seite fihrt hier zu
einer Hemmung des Wachstums, so dass sich das Gewebe an der Oberseite der Wurzel,
mehr streckt als die Unterseite. Die Wahrnehmung der Reorientierung relativ zum
Schwerkraftwinkel beginnt sowohl im Spross, als auch in der Wurzel in starkehaltigen
Geweben. Fir das Wurzelgewebe wurde die sogenannte Statolythen-Theorie aufgestellt,
welche besagt, dass sich die Lage starkehaltiger Amyloplasten innerhalb der Columella-
Zellen der Wurzelspitze nach der Schwerkraft orientiert (MacCleery und Kiss, 1999). Andert
sich die Orientierung der Wurzelspitze, so fallen diese Amyloplasten innerhalb der Zelle auf
die Seite und l6sen damit eine Signalkaskade aus, die zur Umverteilung von Auxin fihrt.
Wie diese Umorientierung der Amyloplasten jedoch innerhalb der Zelle wahrgenommen
wird und ob dies der einzige Weg der Schwerkraftperzeption ist, ist bisher nicht eindeutig
geklart. Man nimmt aber an, dass das Aktinzytoskelett dabei eine Rolle spielt (Morita,
2010). In jedem Fall kann dieser Effekt experimentell genutzt werden, um Pflanzen auf
auxinvermittelte Prozesse zu untersuchen und Mutanten zu identifizieren, die Stérungen in

der Auxinantwort und somit veranderte Kriimmungsreaktion aufweisen.

1.3. Die Biosynthese von Auxin

Die Auxinsynthese ist ein komplexer Prozess, der noch nicht ganzlich verstanden ist. Die

Auxinsynthese findet hauptsachlich in jungen Geweben statt und im Meristem des Sprosses
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und der Wurzelspitze (Ljung et al., 2001). Es wurden bisher flinf Synthesewege postuliert,
von denen vier Tryptophan (Trp)-abhdngig sind und einer Trp-unabhangig (Mano und
Nemoto, 2012). Trp wird zundchst durch mehrere Reaktionen aus Chorismat im
Chloroplasten gebildet (Radwanski und Last, 1995) und durch verschiedene enzymatische
Reaktionen zu Indol-3-Essigsaure umgewandelt.

1. Indol-3-acetamid (IAM)-Weg:

Der IAM-Weg wurde zunachst fir bakterienspezifisch gehalten. Das Bakterium
Agrobacterium rhizogenes enthalt auf seinem Ri-Plasmid zwei Enzyme, die Trp zu IAA
konvertieren. Die Gene dafir wurde auxl und aux2 genannt und kodieren fir eine
Oxygenase und eine Hydrolase (Gaudin et al., 1993). Ein Gen, fir ein im Cytoplasma
vorliegendes Protein mit Hydrolase-Funktion das IAM zu IAA umwandelt, wurde aus
Nicotiana sp. isoliert und NtAMI1 genannt (Nemoto et al., 2009). Ein homologes Gen wurde
ebenfalls flr Arabidopsis thaliana (A. thaliana) identifiziert (AtAMI1) (Pollmann et al.,
2003). Das Intermediat IAM konnte in vielen Pflanzen nachgewiesen werden, unter anderen
auch in Citrusfriichten, Kirbisgewachsen und A. thaliana, aber auch in monokotylen
Pflanzen wie Mais und Reis (Lemcke et al., 2000; Mano and Nemoto, 2012; Pollmann et al.,
2002; Sugawara et al., 2009), was daflir spricht, dass der IAM-Weg im Pflanzenreich weit
verbreitet ist. Dennoch wurde bisher kein Gen identifiziert, welches dem auf dem Ri-
Plasmid kodierten auxI1-Gen entspricht und die Reaktion von Trp zu IAM katalysiert. Eine
weitere Moglichkeit ist, dass dieses Intermediat durch den Trp-unabhdngigen Weg
synthetisiert wird.

2. Indol-3-Pyruvat (IPA)-Weg

Der IPA-Weg beschreibt die Synthese von Trp Uber IPA katalysiert durch TRYPTOPHAN
AMINOTRANSFERASE OF ARABIDOPSIS 1 (TAA1l). ldentifiziert wurde das Gen durch
Analysen an Mutanten, welche unter anderem Defekte in der Ethylen-Antwort aufwiesen
(Stepanova et al., 2008). Spater fanden Yamada et al. heraus, dass TAAl isogen mit
TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE 2 (TIR2) ist (Yamada et al., 2009). Der Syntheseweg Gber
IPA kommt nicht nur in Pflanzen vor, sondern auch in Bakterien. Dort wird IPA durch eine
Indol-3-Pyruvat-Decarboxylase zu Indol-3-Acetaldehyd (IAD) decarboxyliert (Costacurta et
al.,, 1994) und anschlieRend zu IAA oxidiert. In Pflanzen wurde kein Enzym identifiziert,
welches die Reaktion von IPA zu IAD katalysiert. Zudem konnte IAD bisher nur in Erbsen-
Gewiéchsen nachgewiesen werden (Quittenden et al.,, 2009). Kandidaten fir Aldehyd-
Oxidasen (AO), welche IAD zu IAA umsetzen, wurden in mehreren Pflanzenspezies
nachgewiesen. Unter anderem in A. thaliana (Seo et al., 1998). Diese Enzyme zeichnen sich

durch ein breites Substratspektrum aus und spielen in vielen Entwicklungsprozessen eine
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entscheidende Rolle (Mendel und Bittner, 2006). Neuste Studien belegen, dass IPA auch ein
Substrat fur Enzyme der YUCCA (flavin monooxygenase-like proteins (YUC))-Familie
darstellen (Mashiguchi et al.,, 2011). Die Produkte der YUC-Gene wurden bisher einer
separaten, vom IPA-Weg unabhdngigen IAA-Synthese zugeordnet, dem sogenannten
YUCCA-Weg, obwohl TAA-Mutanten und YUC-Mutanten dhnliche Phanotypen ausbilden
(Zzhao, 2010). Ein neuer Weg postuliert eine zweistufige Reaktion von Trp Uber IPA
(katalysiert von TAA1) zu IAA (katalysiert von YUC1) und scheint den Hauptsyntheseweg fiir
IAA in Pflanzen darzustellen (Mashiguchi et al., 2011).

3. Der Tryptamin (TAM)-Weg

Der Erste Schritt des TAM-Weges ist die Decarboxylierung von Trp zu Tryptamin durch eine
Trp-Decarboxylase (TDC). Hierbei handelt es sich um cytosolisch vorkommende Enzyme,
welche sowohl in dikotylen als auch in monokotylen Pflanzen nachgewiesen wurden. TAM
stellt in Pflanzen ein Intermediat bei der Herstellung von Alkaloiden und Serotonin dar.
TDC-Uberexpressionslinen weisen hohe Gehalte an TAM auf, jedoch nicht an IAA (Songstad
et al., 1990), dafiir aber an Serotonin, was daflir spricht, dass TAM eher zur Produktion
dieser Stoffe als zur IAA-Synthese genutzt wird. Von Zhao et al wurde postuliert, dass TAM
ein Zwischenschritt in der IAA-Synthese ist und von Proteinen der YUCCA-Familie zu N-
hydroxytryptamin oxidiert wird, das wiederum eine Vorstufe zu IAA darstellen sollte (Zhao
et al., 2001). Dieses Konzept wurde von Tivendale et al. allerdings wiederlegt, so dass es
bisher kaum Hinweise dafiir gibt, dass der TAM-Weg in Pflanzen der Synthese von IAA dient
(Tivendale et al., 2010).

4. Der Indol-3-acetaldoxim (IAOX)-Weg

Der IAOX-Weg wurde bisher nur in Brassicaceen nachgewiesen, und die Enzyme CYP79B2
sowie CYP79B3, die aus Trp IAOX synthetisieren, wurden bisher nur hier gefunden (Hull et
al., 2000). IAOX ist ein Intermediat der Synthese von Sekunddrmethaboliten wie Indol-
Glucosinolaten, Camalexin und Indol-3-Acetonitril (IAN) (Hansen und Halkier, 2005).
Zundchst wurde angenommen, dass IAN eine Vorstufe von |AA darstellt. Dies konnte jedoch
bis heute nicht bestatigt werden und man nimmt an, dass es eher als Phytoalexin wirkt und
eine Rolle in der Abwehr gegen Pilze einnimmt (Pedras et al., 2002).

Fiir den Trp-unabhdngigen Weg wird angenommen, dass das Indol-3-Glycerinphosphat oder
Indol, aus welchem Trp synthetisiert wird, eine Vorstufe von IAA darstellt (Zhang et al.,,
2008). Es gibt also einige mogliche Wege, die zur Bildung von IAA flhren. Keiner dieser
Wege ist jedoch bisher in all seinen Details erfasst. Am wahrscheinlichsten ist ein
Zusammenspiel mehrerer Wege in Pflanzen, wobei es wohl auch Spezies-exklusive

Synthesemdglichkeiten gibt, die sich evolutiondar in Anpassung an bestimmte



Einleitung

Gegebenheiten entwickelt haben konnten. Der hauptsachlich genutzte Weg zur Synthese
von IAA kénnte jedoch der von Mashiguchi et al. vorgeschlagene Weg lber IPA sein, was
durch die TAA1-Aktivitat entsteht und von Enzymen der YUCCA-Familie zu IAA umgesetzt

wird.

1.4. Der gerichtete Transport von Auxin durch pflanzliche Gewebe

Der Transport von Auxin innerhalb einer Pflanze und auch innerhalb einer Zelle ist streng
reguliert. Auxin ist flr eine Vielzahl von Prozessen wie die Embryonalentwicklung, die
Entwicklung der Gewebeidentitdt, polares und tropisches Wachstum und auf zelluldrer
Ebene fir die Zellteilung, Zelldifferenzierung oder auch die Zellexpansion notig (Lofke et al.,
2012). Da die Auxinsynthese hauptsachlich in meristematischen Geweben stattfindet, muss
das Hormon durch andere Gewebe transportiert werden. Dieser Transport findet im
Zentralzylinder statt. Da das Apikalmeristem den Hauptsyntheseort fiir Auxin darstellt, wird
dieses hauptséachlich unidirektional Richtung Wurzel transportiert. Eine weitere Moglichkeit
des Transports ist der nicht polare Transport iber das Phloem, der lber ,source-sink“-
Verhiéltnisse funktioniert (Friml, 2003). Dabei wird IAA durch das Auxin-Import-Protein
AUXIN RESISTANCE 1 (AUX1) in das vaskulare Gewebe geschleust. Dieser Transport ist unter
anderem fiir das Auswachsen von Lateralwurzeln notig. Mutanten, denen AUX1 fehlt zeigen
im Vergleich zum Wildtyp weniger Lateralwurzeln, da weniger IAA (ber das Phloem
Richtung Wurzel transportiert wird (Marchant et al., 2002).

Der polare Transport ist jedoch die Hauptform der Auxinverteilung und findet ausschlieRlich
mit der aktiven, freien Form des Auxins statt, was nicht durch Konjugation an zum Beispiel
Aminosauren, Methylgruppen oder auch ganze Peptide inaktiviert wurde (gebundenes,
inaktives IAA wird nur wenig transportiert) (Ludwig-Muller, 2011). Der Transport freien
Auxins von Zelle zu Zelle findet Gber Import- und Exportproteine in der Zellmembran statt,
wobei der Import von IAA auch (ber freie Diffusion stattfinden kann. Hierbei kann die im
Apoplasten vorliegende lipophile, protonierte Form durch die Plasmamembran
diffundieren. Innerhalb der Zelle kommt es dann zu einer Deprotonierung, wodurch eine
Diffusion aus der Zelle ausgeschlossen wird. Fiir diesen Weg ist aktiver Transport essenziell.
Der Import von IAA wird neben der Diffusion von den Transportproteinen AUX1 und LIKE
AUX1 (LAX) koordiniert. AUX1 und die Importer LAX1-LAX3 scheinen als Protonen/Auxin-
Symporter zu funktionieren (Carrier et al., 2008). Mutanten der korrespondierenden Gene
zeigen Defekte in der Entwicklung des embryonalen Ruhezentrums und der Kolumellazellen

der Wurzel (Ugartechea-Chirino et al.,, 2010). AuBerdem zeigt die auxI-Mutante
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agravitropes Wachstum, wodurch deutlich wird, dass der aktive Auxin-Import in Zellen nicht
allein durch Diffusion ausgeglichen werden kann und wichtig fiir die Reaktion auf gravitrope
Stimulation ist (Bennett et al., 1996). Eine weitere Klasse der Auxinimporter ist der NITRATE
TRANSPORTER 1.1 (NRT1.1), welcher zu vermehrter Auxinaufnahme bei Stickstoffmangel
flihrt (Krouk et al., 2010). Dies deutet auf eine Verbindung der Nahrstoffwahrnehmung
durch die Pflanze und zielgerichteten Wachstum hin.

Die vielleicht prominentesten Vertreter von Proteinen zum polaren Auxintransport sind die
Auxinexporter. Zu diesen zahlen die PIN-FORMED- (PIN) und die ATP-BINDING-CASSETTE B-
(ABCB) Auxineffluxproteine. PIN-Proteine lassen sich in zwei Typen unterteilen. Zu den
typischen Exportern zdhlen PIN1, 2, 3, 4 und 7. Diese PIN-Isoformen zeichnen sich durch
eine lange hydrophile Region in ihrer Mitte aus und werden daher auch als lange Exporter
bezeichnet. PIN5, 6 und 8 besitzen dagegen nur eine sehr kurze hydrophile Region und
zahlen zu den atypischen kurzen PINs (Lofke et al., 2012). Manchmal wird PIN6 wegen
seiner Ahnlichkeit zu Exportern mit langer hydrophiler Region zu den typischen PINs gezihlt
(Krecek et al., 2009). Diese hydrohile Region scheint wichtig fiir die Bindung an die
Plasmamembran zu sein, da die typischen PINs ausnahmslos dort lokalisieren. Die
atypischen PINs hingegen lokalisieren intrazellular, wie etwa PIN5 am ER, wo es wohl eine
Rolle bei der intrazelluldaren Homdostase des Auxins eine Rolle spielt (Mravec et al., 2009).
Im Gegensatz zu AUX1, welches sowohl symmetrisch als auch asymmetrisch je nach Zelltyp
an der Membran lokalisiert, zeigen die plasmamembranstdandigen PINs asymmetrische
Verteilungsmuster und liegen meist polar an einer Seite der Membran vor (Blilou et al.,
2005; Swarup et al., 2001). Auch die gewebespezifische Expression ist stark reguliert und
andert sich wahrend der Entwicklung der Pflanze. So sind manche PINs in bestimmten
Geweben in der Embryonalentwicklung vertreten und erst spater wieder an anderer Stelle
relevant. PIN1 zeigt das breiteste Expressionsmuster (ber Gewebe und Entwicklungsstadien
und ist in apikalen Geweben des friihen Embryostadiums, innerhalb des vaskuldren
Gewebes bis fast in die Wurzelspitze, im Sprossspitzenmeristem und in sich entwickelnden
Organen vorhanden (Krecek et al.,, 2009). PIN2, 3 und 4 sind hauptsachlich in der
Wourzelspitze vertreten und spielen eine wichtige Rolle bei der Auxinumverteilung nach
gravitroper Stimulation (Friml et al., 2002a; Friml et al., 2002b; Muller et al., 1998). PIN7
lokalisiert ebenfalls in der Wurzelspitze, ist aber auch bei der Embryonalentwicklung
wichtig. PIN5 ist ubiquitar exprimiert, wahrend PIN8 nur im mannlichen Gametophyten
vorkommt (Krecek et al., 2009). Die PIN-Aktivitit kann (ber viele Faktoren reguliert
werden, unter anderem (ber traskriptionale Regulation, Abbau, subzelluldren

Vesikelverkehr oder Transportaktivitat. Zum Beispiel induziert Auxin die Transkription
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langer PINs, jedoch nicht die der kurzen, wie fiir PIN5 gezeigt wurde (Mravec et al., 2009).
Ein anderes Beispiel ist der subzelluldre Vesikelverkehr. PIN-Proteine werden standig
zwischen der Plasmamembran und Endomembranen transportiert, um eine flexible
Lokalisierung zu gewahrleisten. PIN1 lokalisiert an der basalen Seite der Plasmamembran in
den Zellen im Zentralzylinder. PIN2 lokalisiert in Kortexzellen basal und in der Epidermis an
der apikalen Membran. PIN3, 4 und 7 zeigen weitestgehend keine Praferenz, da sie
hauptsachlich in der Wurzelspitze lokalisieren und dort vornehmlich die Verteilung von

Auxin zu allen Seiten regeln.

PIN1
PIN2

PIN3

PIN4
PIN7

Auxin-
Konzentrations-
gradient

Abb. 1.1: Der gerichtete Transport von Auxin durch pflanzliche Gewebe. PIN-vermittelte Richtung
des Auxintransports in den Geweben der Wurzelspitze und die durch sie erzeugten Auxingradienten
in A. thaliana. PIN1 transportiert Auxin im Zentralzylinder (Zz) zur Wurzelspitze. PIN3, 4 und 7
beteiligen sich ebenfalls an diesem Transport, wobei PIN3 und PIN7 Auxin auch in den
Kolumellazellen (C) zu den Seiten transportieren. PIN7 wird zudem auch fir das provaskulare
Gewebe beschrieben. PIN4 transportiert Auxin in das Ruhende Zentrum (Rz), liegt aber auch
teilweise in den Kolumellazellen vor. PIN2 lokalisiert in der Epidermis (E) und dem Kortex (K).
Verandert nach Krecek et al., 2009.

PINs ermoglichen eine schnelle und flexible Umverteilung von Auxin. Bei gravitroper
Stimulation zum Beispiel oder auch im Falle von Phototropismus muss Auxin zligig

asymmetrisch im Pflanzengewebe verteilt werden. Diese asymmetrische Verteilung wird
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dadurch gewahrleistet, dass die PIN-Proteine den Fluss des Auxins in den Geweben durch

ihre polare Verteilung vorgeben (Wisniewska et al., 2006) (siehe Abb. 1.1).

1.5. Maediatoren der polaren PIN-Verteilung

Die Lokalisation von PINs an die apikale oder an die basale Membran wird Uber zwei
antagonistische Mechanismen gesteuert. So ist eine Phosphorylierung von PINs in ihrer
langen hydrophilen Region eine wichtige Voraussetzung fiir die Rekrutierung an die apikale
Seite der Plasmamembran (Dhonukshe et al., 2010). Die erste Protein-Kinase, die in diesem
Zusammenhang identifiziert wurde, war PINOID (PID), eine Serin/Threonin-Kinase
(Benjamins et al., 2001). 2010 wurden zwei weitere dieser Kinasen, WAG1 und WAG?2
entdeckt (Dhonukshe et al., 2010). Alle diese Protein-Kinasen lokalisieren unpolar zu allen
Seiten der Plasmamembran. PINs werden an der Plasmamembran phosphoryliert und Gber
einen komplexen Transzytoseweg an die apikale Plasmamembran rekrutiert (Kleine-Vehn et
al., 2009). In PID- oder auch WAG1- oder 2-Uberexpressionsmutanten kommt es so zu einer
verstarkten apikalen Lokalisation von PIN1, welches normalerweise nur an der basalen
Membran lokalisiert (Dhonukshe et al., 2010). Dies fihrt unter anderem zum Verlust der
gravitropen Krimmungsantwort der Wurzel.

Ein Gegenspieler der PID- und WAG-Kinasen ist die PROTEIN PHOSPHATASE 2A (PP2A),
welche PINs dephosphorylieren kann (Kleine-Vehn et al., 2009). Der antagonistische Weg,
der PIN-Proteine an die basale Plasmamembran rekrutiert, wird weiterhin durch GNOM,
einen GDP/GTP-Austauschfaktor fir kleine G-Proteine (GEF) der ARF Klasse (ARF-GEF)
gesteuert. ARF-Proteine spielen eine Rolle beim Vesikelverkehr und der Vesikelknospung
(Geldner et al., 2003). GNOM lokalisiert in endosomalen Einschllssen, die Recycling-
Endosomen genannt werden und scheint die Rekrutierung von nicht-phosphorylierten PINs
an die basale Membran zu vermitteln (Geldner et al., 2003). PP2A dient also als Vermittler
zwischen dem GNOM-abhdngigen basalen Weg und dem GNOM-unabhangigen apikalen
Weg der Rekrutierung, da der Phosphorylierungsstatus der PIN-Proteine dariber
entscheidet, zu welcher Membran sie transportiert werden (Kleine-Vehn et al., 2009).

Ein weiterer wichtiger Faktor, der auf die polare Verteilung der PIN-Proteine Einfluss
nimmt, ist die Zellwand. Wie kirzlich herausgefunden wurde, zeigen Pflanzen mit einer
Mutation im Gen fiir die CESA3 (Cellulose Synthase Catalytic Subunit A3) Stérungen in der
polaren Verteilung von PIN-Proteinen (Feraru et al., 2011). CESA3 ist Teil des Cellulose
Synthase Komplexes (CSC), welcher Beta-1,4-Glucane synthetisiert, die dann assoziieren

und Cellulose-Mikrofibrillen bilden (Desprez et al., 2007). Kommt es zu einer Stoérung der
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Zellwandintegritat, verlieren auch die PIN-Proteine ihre polare Lokalisation und verteilen
sich unpolar an der ganzen Membran. Dieser Effekt zeigt sich am deutlichsten, wenn
Pflanzen mit zellwandverdauenden Enzymen wie Cellulase behandelt werden. Diese
Behandlung fihrt nach kurzer Zeit zu einer Ablésung der Zellwand von der Membran und
schon nach kurzer Zeit setzt auch die Umverteilung der PIN-Proteine ein (Feraru et al.,
2011).

Auch Auxin selbst nimmt Einfluss auf die PIN-Verteilung, da es die Endozytose der
Transportproteine aktiv verhindern kann. Dies geschieht (iber die Bindung von Auxin an ein
extrazelluldr an der Plasmamembran liegendes Protein namens AUXIN BINDING PROTEIN 1
(ABP1). ABP1 nimmt durch einen bisher nicht gdnzlich verstandenen Mechanismus Einfluss
auf die Clathrin-vermittelte Endozytose von PIN-Proteinen, so dass diese in Anwesenheit
von Auxin die Membran nicht mehr verlassen und endozytiert werden (Robert et al., 2010).
Neuere Studien zeigten, dass ROP-GTPasen ebenfalls involviert sind (Xu et al., 2010) und
einen Regulator zwischen ABP1 und der Clathrin-vermittelten Endozytose darstellen. Xu et
al. zeigten beispielsweise, dass die Verzahnung von Epidermiszellen durch einen ABP1-
gesteuerten Prozess liber ROP6 und ROP2 vermittelt wird.

Fiir die polare Lokalisation von PIN-Proteinen ist also ein Zusammenspiel multipler
Mechanismen notwendig, deren Summe letztendlich bestimmt, wie sich der Auxinfluss
innerhalb der Wurzel verteilt. Fallt nur einer dieser Mechanismen aus, kann es zu
gravierenden Storungen, besonders in der Polaritdt des Wachstums kommen.

Neben der selektiven Verdanderung der Genexpression bestimmter beteiligter Enzyme ist
die experimentelle Behandlung mit chemischen Substanzen eine weitere Moglichkeit, die
PIN-Verteilung zu beeinflussen. Das Pilzgift Brefeldin A (BFA) ist ein Hemmstoff fir
Endozytose-Prozesse von Membranproteinen, da es selektiv den GNOM-vermittelten
Transport zur Plasmamembran hemmt und unter anderem PIN-Proteine in sogenannten
BFA-Korper einschliet (Kleine-Vehn et al., 2008). BFA ist somit ein selektives Werkzeug, mit
dem Transportprozesse basal lokalisierender PIN-Proteine wie PIN1 oder kortikalen PIN2s

untersucht werden kénnen.

1.6.  Wahrnehmung von Auxin und Auxinsignaltransduktion

Auxine regulieren nicht nur ihren eigenen Transport, sondern nehmen auch massiv Einfluss
auf die Genexpression bei Prozessen wie Zellteilung und Differenzierung (Tan et al., 2007).
Dabei wird das Hormon Uber einen Signalweg wahrgenommen, in dessen Mittelpunkt der

SCFA™TRLE3_Ubiquitin-Ligase-Komplex steht. Dieser Komplex umfasst die Proteine
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ARABIDOPSIS SKP1-LIKE 1 oder 2 (ASK1, ASK2), CULLIN1 (CUL1), RING-BOX PROTEIN 1
(RBX1) und eines der F-Box-Protein, TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE 1 (TIR1) oder AUXIN-
BINDING F-BOX (AFB), von dem es fiinf Paraloge (AFB1-AFB5) gibt. SCF-Komplexe nehmen
in vielen Signalwegen regulatorische Funktionen ein, indem sie gezielt Proteine durch
Ubigiutinierung fiir den Abbau durch das 26S-Proteasom markieren. Das 26S-Proteasom ist
ein groRer, aus mehreren Untereinheiten bestehender, ATP-abhangiger Protease-Komplex,
welche ubiquitinierte Zielproteine entfaltet (Santner and Estelle, 2010; Voges et al., 1999)
und zu kurzen Peptiden abbaut (Fu et al., 2001; Yang et al., 2004). Die Ubiquitinierung eines
Zielproteins beginnt mit der Aktivierung von Ubiquitin durch das Ubiquitin aktivierende
Enzym E1, welches Ubiquitin ATP-abhangig aktiviert. E2 konjugiert den aktivierten
Ubiquitin-Rest anschliefend an einen Lysin-Rest des Zielproteins, welches durch die E3-
Einheit rekrutiert wird (Pickart, 2001). Die Zielspezifitat der E3-Einheit wird dabei durch das
F-Box-Protein vermittelt. Die Konjugation mehrerer Ubiquitine (Polyubiquitinierung) fiihrt
anschlieRend zur Degradierung des Zielproteins durch das 26S-Proteasom.

Die Degradierung von Proteinen, die durch den SCF-Komplex markiert wurden, stellt in
vielen Hormonsignalwegen einen regulatorischen Schritt dar, darunter nicht nur Auxin,
sondern auch Jasmonat, Gibberellin und Ethylen. Der Aufbau des SCF-Komplexes ist dabei
in seinem Grundgerist wenig variabel. Im Genom von A. thaliana kommen lediglich funf
Cullin-Proteine vor, von denen jedoch nur CUL1 und CUL2 Teil des SCF-Komplexes sein
konnen. Flr RBX1 gibt es im Genom von A. thaliana lediglich 2 Gene und fir ASK 21 (Cheng
et al., 2004; Marrocco et al., 2003; Moon et al., 2004; Risseeuw et al., 2003; Takahashi et
al., 2004). Die F-Box-Proteine stellen wahrscheinlich ein variables Element dar, da diese mit
Uber 700 Kandidaten im Genom von A. thaliana vertreten sind (Moon et al., 2004) und
damit eine breite Substratspezifitdit und auch eine groRe Bandbreite an regulierbaren
Signalwegen ermoglichen. Flir den Auxinsignalweg ist das bekannteste und am besten
erforschte F-Box-Protein TIR1. Tan et al. konnte 2007 zeigen, dass IAA an TIR1 bindet und
dadurch die Substratbindungs-Aktivitit von TIR1 erhoht. Substrate der SCFA™™E3-Ligase
sind Transkriptionsregulatoren der AUX/IAA-Familie, welche von TIR1/AFBs spezifisch

erkannt und zur Ubiquitinierung bereitgestellt werden (siehe Abb. 1.2).
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Abb 1.2: Auxinsignaltransduktion {ber den SCFAFB/T'Rl-KompIex. ARFs binden spezifisch an

Promotorregionen von auxinregulierten Genen und induzieren oder hemmen die Transkription.
AUX/IAAS binden an ARFs und inhibieren sie damit. AUX/IAAs sind wiederum Ziele fur den 26S-
Proteasom-vermittelten Abbau. Sie werden spezifisch von TIR1, der F-Box-Protein-Untereinheit des
SCFM"® ™ Komlexes erkannt und durch Ubiquitin zum Abbau markiert. Die Aktivierung dieses
Prozesses wird durch die Bindung von Auxin an TIR1 vermittelt. Die Darstellung wurde von Prof. Dr.
Ingo Heilmann zur Verfiigung gestellt

Im Genom von A. thaliana gibt es 29 Gene fur AUX/IAA-Proteine, denen eine konservierte
Degronsequenz gemeinsam ist, die spezifisch durch den SCF-Komplex erkannt wird (Tan et
al., 2007). AUX/IAAs binden ihrerseits an AUXIN RESPONSE FACTORS (ARFs), von denen im
Genom von A.thaliana 23 kodiert sind (Teale et al, 2006). ARFs sind

Transkriptionsfaktoren, die die Genexpression von AUXIN RESPONSE ELEMENTS (ARE)
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entweder reprimieren oder stimulieren. lhre regulatorische Funktion wird durch Bindung an
AUX/IAAs inhibiert und erst durch auxininduzierte Degradierung von AUX/IAAs durch das
Proteasom ermdglicht, wie in Abbildung 1.2 dargestellt.

Da eine Vielzahl an ARFs, AUX/IAAs und neben TIR1 auch noch fiinf AFB-Proteine existieren,
gibt es eine Vielzahl von Kombinationsmdglichkeiten, die eine auxinvermittelte
Genexpression auslosen konnen. Dies wird unter anderem auch dadurch begiinstigt, dass
AUX/IAAs sowohl Homo- als auch Heterodimere mit anderen AUX/IAAs, aber auch mit
verschiedenen ARFs bilden kdnnen (Teale et al., 2006).

Eine Besonderheit, die anhand der Kristallstruktur von TIR1 entdeckt wurde, war, dass
innerhalb des F-Box-Proteins ein Inositolhexakisphosphat (InsPg) als Kofaktor gebunden ist
(Tan et al., 2007). TIR1 besitzt eine ausgedehnte Leucin-rich-repeat (LRR-Domane), die aus
18 Einzel-LRRs besteht. Diese bilden zusammen die Auxin- als auch die Substratbindetasche.
Innerhalb dieser Struktur ist der InsPs-Kofaktor gebunden und durch mehrere, auch in
anderen AFBs konservierte Aminosauren koordiniert. Bislang ist die Funktion des InsPg-
Kofaktors unbekannt. Es wird jedoch angenommen, dass InsPg auf Grund seiner Lage
innerhalb von TIR1 fur die strukturelle Integritat von TIR1 von Bedeutung ist (Hao und Yang,
2010).

Ein Hinweis auf die Funktionalitat des Kofaktors liefern Studien, die kiirzlich zur Entdeckung
von Inositolpentakisphosphat (InsPs) innerhalb von CORONATIN INSENSITIVE 1 (COI1), dem
zu TIR1 homologen F-Box-Protein mit Funktion in der Signalleitung von Jasmonat fiihrten
(Mosblech et al., 2011; Sheard et al., 2010). Dort konnte unter anderem durch Yeast-two-
Hybrid-Experimente gezeigt werden, dass COI1 mit seinem Interaktionspartner JAZ
(jasmonate ZIM-domain) schlechter bis gar nicht interagiert, wenn Aminosauren fehlen, die
den Kofaktor koordinieren (Mosblech et al., 2011). Somit ist auch eine Funktion von InsPg
fiir TIR1 und die AFBs nicht unwahrscheinlich. Die Beobachtung Inositol-haltiger Kofaktoren
in TIR1 und auch COI1 erscheint besonders relevant vor dem Hintergrund friiherer Befunde,
dass sich Inositolpolyphosphat-Gehalte in Mais und Haferpflanzen bei gravitroper
Stimulation vorriibergehend dndern (Perera et al., 1999; Perera et al., 2001) und auch in A.

thaliana entsprechende Anderungen nach Verwundung beschrieben wurden (Mosblech et

al., 2008).

1.7. Phosphoinositide und Inositolpolyphosphate

Die Entdeckung Inositol-haltiger Kofaktoren der F-Box-Proteine TIR1 und COI1 sowie eine

mogliche Funktion von Membranphospholipiden bei der polaren Verteilung der PIN-

13



Einleitung

Proteine riickte den Stoffwechsel der Phosphoinositide (Pls) und Inositolpolyphosphate
(IPPs) in den Fokus der Untersuchungen dieser Arbeit. Als Hintergrund fiir die im Rahmen
dieser Dissertation beschriebenen Ergebnisse soll daher in den folgenden Kapiteln der
pflanzliche PI- und IPP-Stoffwechsel naher beschrieben und mogliche Verbindungen zum
Auxin-Haushalt der Pflanze vorgeschlagen werden.

Das PI-Netzwerk ist sowohl in Pflanzen, als auch in Tieren und Pilzen weitgehend
konserviert. Pls sind Phospholipide und zahlen zur Gruppe der Phosphoglyzeride.
Phosphoglyzeride bestehen aus einem Glyzerinriickgrat, an das in der sn-1- und der sn-2-
Position Fettsduren verestert sind (Meijer und Munnik, 2003). An der sn-3-Position ist ein
Phosphat verestert, an das im Falle von Pl eine Inositolgruppe gebunden ist. Pl kann an drei
der sechs freien Hydroxylgruppen des Inositolrings phosphoryliert werden. Hierbei handelt
es sich um reversible Reaktionen, die in Anzahl und Position kombinierbar sind und somit zu
mehreren moglichen Derivate flihren (siehe Abb. 1.3), die durch verschiedene Kinasen und
Phosphatasen synthetisiert werden. Sechs dieser sieben moglichen Lipide kommen in
Pflanzen vor (Heilmann, 2009; Meijer and Munnik, 2003). Im Rahmen dieser Arbeit werden
besonders Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PtdIns(4,5)P,) und die Kinasen, welche zur
Synthese dieses Phospholipids notig sind, thematisiert. Ptdins(4,5)P, ist unter anderem ein
Substrat fur die Phospholipase C (PLC), welche das Lipid zu Diacylglycerol (DAG) und
Inositol(1,4,5)trisphosphat (InsP;) hydrolisiert. Wahrend DAG in der Membran verbleibt,
wird InsP; frei und kann weiter zu InsPs und InsPg phosphoryliert werden.

Pls und IPPs nehmen in der Zelle auf verschiedene Prozesse Einfluss und sind unter
anderem wichtig fur den Vesikeltransport, aber auch fiir Signalprozesse (Heilmann, 2009).
Somit spielen sie eine wichtige Rolle bei der Regulation physiologischer Prozesse im

Organismus.
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Abb.: 1.3.: Strukturen der verschiedenen Pls ausgehend von Ptdins. Phosphatidylinositol. PtdIns3P,
Phosphatidylinositol-3-Phosphat; PtdIns4P, Phosphatidylinositol-4-Phosphat; PtdIns5P,
Phosphatidylinositol-5-Phosphat; Ptdins(4,5)P,, Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat; Ptdins(3,4)P,,
Phosphatidylinositol-3,4-bisphosphat;  PtdIns(3,5)P,, Phosphatidylinositol-3,5-bisphosphat. Die
Abbildung zeigt Pls, die mit 16:0 und 18:1*° verestert sind.

1.8.  Synthese von Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat in A. thaliana

Wie im vorigen Abschnitt erwahnt, sind viele Enzyme an der Synthese von Pls beteiligt. Der
folgende Abschnitt wird sich auf Grund der thematischen Relevanz auf die Synthese von
Ptdins(4,5)P, konzentrieren. Vorlaufer aller Phosphoglyzeride ist Phosphatidat (PtdOH).
PtdOH kann durch die CDP-DAG-Synthase mit Hilfe von CTP aktiviert werden, wodurch CDP-
Diacylglycerol (CDP-DAG) entsteht (Ohlrogge und Browse, 1995), welches dann durch eine
Kondensationsreaktion katalysiert durch die PIl-Synthase mit D-myo-Inositol zu Pl
umgewandelt wird (Ohlrogge und Browse, 1995). A. thaliana besitzt zwei PI-Synthasen, PIS1
und PIS2. Beide sind membranstdndig und lokalisieren am ER (Justin et al., 2002; Lofke et
al., 2008). Die Synthese von Phosphatidylinositol-4-phosphat (Ptdins4P) wird durch
Phosphatidylinositol-4-Kinasen (Pl 4-Kinasen) katalysiert, fir die es in A. thaliana vier Gene

gibt, die ubiquitar exprimiert werden (Mueller-Roeber und Pical, 2002). Sie teilen sich ein in
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die Unterfamilien a und B. Eine weitere Unterfamilie y mit 8 Enzymen, die zu den Typ II-
Kinasen gehort, zeigten bisher keine Aktivitdt als Pl 4-Kinase (Galvao et al.,, 2008) in
Pflanzen, obwohl sie eine hohe Ahnlichkeit zu den tierischen Kinasen aufweisen.

Die Unterfamilien a und B kodieren fiir jeweils zwei Enzyme, die sich durch ihre Grof3e
unterscheiden. PIKal und all werden in der Pflanze ubiquitdr exprimiert und zeigen keine
eindeutige subzellulare Lokalisation (Schmid et al., 2005; Stevenson-Paulik et al., 2003). Die
Enzyme der B-Familie kommen peripher an trans-Golgi-Vesikeln vor und sind I6sliche
Cytosolproteine (Preuss et al., 2006).

Fiir die Phosphorylierung von PtdIns4P zu Ptdins(4,5)P, wurden im Genom von A. thaliana
elf kodierende Gene gefunden. Phosphatidylinositol-4-Phosphat-5-Kinasen (PI4P 5-Kinasen)
lassen sich in die Untergruppen A und B unterteilen. Zu den Typ B-Enzymen gehdren die
PIP5K1-PIP5K9. Sie sind langer als die Kinasen des Typ A, da sie mehrere zusatzliche N-
terminale Domanen besitzen, die Funktionen bei der Bindung an die Membran haben
(Meijer und Munnik, 2003) (siehe Abb. 1.4). Typ-B-Enzyme sind mit 80 bis 100 kD groRer als
dieTyp A-Kinasen mit nur 40 bis 50 kD, welche durch PIP5K10 und PIP5K11 reprasentiert
werden (Mueller-Roeber und Pical, 2002; Ischebeck und Heilmann, 2010).

Typ A I e— 46-48 Kd
NT MORN Lin Dim Cat
Typ B 81-92 kd

Abbildung 1.4.: Darstellung der PI4P 5-Kinase Unterfamilien A und B. Zu Typ B gehoren die PIP5K1-
PIP5K9, zu Typ A die PIP5K10 und 11. Typ B-Kinasen besitzen zusatzlich zu der katalytischen Domane
(cat), der Dimerisierungsdomane (Dim) und dem N-Terminus (NT) noch eine MORN-Domane und
einen Linker-Bereich (Lin). Letzterer verbindet die Dimerisierungsdomdne mit der MORN-Domane.
Abbildung von Dr. Till Ischebeck.

PI14P 5-Kinasen lokalisieren in der Zelle unter anderem an der Plasmamembran, im
Cytoplasma, dem Aktincytoskelett und auch dem Kern (Stevenson et al., 2000). Einige
Kinasen wie die PIP5K1, 2, 7, 8 und 9 werden laut GENEVESTIGATOR ubiquitar in der ganzen
Pflanze exprimiert (Zimmermann et al., 2004). Die Kinasen 5, 6, 10 und 11 kommen
hauptsachlich im Pollen vor, wahrend PIP5K 4 im Pollen und der Wurzel und PIP5K3 nur in

der Wurzel vorkommen (Kusano et al., 2008; Schmid et al., 2005; Stenzel et al., 2008).
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1.9.  Funktionen von Ptdins4P und Ptdins(4,5)P,in A. thaliana

In Hefen und Tieren wurde gezeigt, dass Pls eine wichtige Rolle beim sekretorischen
Vesikelverkehr zwischen Golgi und Plasmamembran spielen. Schaltet man in der Hefe
Saccharomyces cerevisiae (S.cerevisiae) die Pl 4-Kinase Piklp durch Mutation aus, so wird
die Sekretion vom Golgi zur Membran komplett unterbunden und es kommt zur
Akkumulation abnormaler, membrandser Strukturen, die ,Berkeley bodies” genannt
werden (Audhya et al., 2000; Strahl et al., 2005; Walch-Solimena und Novick, 1999). Bei
Uberexpression Piklp kommt es hingegen zu Zellwanddefekten, da die Exozytose stark
erhoht ist und vermehrt Enzyme der Zellwandsynthese zur Plasmamembran sezerniert
werden (Schorr et al., 2001) . Pl 4-Kinasen der B-Unterfamilie lokalisieren in A. thaliana in
Wurzelhaaren und in Tabakpollenschlauchen an trans-Golgi-Vesikeln (Preuss et al., 2006;
Szumlanski und Nielsen, 2009). Man nimmt an, dass Pl4KB-Isoformen durch das G-Protein
Ras associated binding protein Adb (RabA4b) und durch das Calcium-sensitive calcineurin B-
like protein 1 (AtCBL1) rekrutiert werden (Preuss et al., 2006). Auch fur Ptdins(4,5)P, sind
Funktionen im Vesikelverkehr postuliert worden. PI4P 5-Kinasen wurden in Tieren, Hefen
und auch Pflanzen hauptsachlich an der Plasmamembran nachgewiesen (Ischebeck et al.,
2008; Kusano et al., 2008; Lee et al., 2007; Sousa et al., 2008) und viele physiologische
Funktionen von PtdIns(4,5)P, sind evolutionar konserviert (Ischebeck et al., 2010). Dennoch
wurden Aktivitaten dieser Kinasen auch im Endomembransystem von Tieren und Pflanzen,
assoziiert mit dem Aktinzytoskelett von Hefen und Pflanzen und im Zellkern von
Saugetieren und Pflanzen gemessen (Davis et al., 2007; Heilmann et al., 1999; Santarius et
al., 2006).

Fiir Hefe wird angenommen, dass Ptdins(4,5)P, eine Rolle bei der Fusion sekretorischer
Vesikel mit der Plasmamembran spielt, da die Uberexpression der hefeeigenen PI4P 5-
Kinase multicopy suppressor of stt4 (Mss4p) Mutationen in Genen fir Proteine der
sekretorischen Maschinerie kompensieren kann (Strahl und Thorner, 2007). Beispiele dafir
sind Sec 8p, Secl0Op oder auch Secl5p; alles Untereinheiten des Multiprotein Exozyst-
Komplexes (Guo et al., 1999; Hsu et al., 1999; TerBush et al., 1996). Wie PI4P 5-Kinasen
jedoch an die Membran rekrutiert werden, ist in Pflanzen bislang nur unzureichend
untersucht (Stenzel et al.,, 2012). Hinweise, dass Sphingolipide dabei eine Rolle spielen
konnten, kommen ebenfalls aus dem Hefesystem, flir das Kobayashi et al. zeigten, dass
Mssdp nach Gabe von Zellgiften, die die Synthese von Sphingolipiden hemmen, nicht mehr
richtig lokalisiert (Kobayashi et al., 2005).

In Hefe und in tierischen Zellen rekrutiert Ptdins(4,5)P, die Exo70-Untereinheit des

Exozystkomplexes an die Plasmamembran und vermittelt so unter anderem, die
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Membranassoziation von CAPS-Proteine (calcium-activated protein for secretion). CAPS-
Proteine sind essentiell fir die Vesikel-Fusion mit der Membran (Berwin et al., 1998; Hay et
al,, 1995). AuRerdem scheint PtdIns(4,5)P, den Aufbau von SNARE Komplexen zu
stimulieren, welche ebenfalls wichtig fiir die Vesikelfusion mit der Zielmembran sind
(Vicogne et al., 2006). PtdIns(4,5)P, spielt nicht nur eine Rolle bei der Exozytose, sondern
auch bei der Endozytose. Dies wurde ebenfalls in Hefemutanten festgestellt, die eine
temperatursensitive Variante von Mssdp exprimieren, da diese Zellen Defekte bei der
Endozytose aufwiesen, nachdem man sie bei der restriktiven Temperatur von 37 °C
inkubierte (Desrivieres et al., 2002). Auch in Tieren konnten &hnliche Mechanismen
gefunden werden, wahrend die Rolle von Ptdins(4,5)P, bei endozytotische Prozessen in
Pflanzen noch weitestgehend unbekannt ist. Einen Beweis fiir das Mitwirken des Lipids bei
diesem Prozess lieferten Studien von Konig et al. in 2008, die zeigten, dass Ptdins(4,5)P,
wahrend Stress-induzierter Endozytose mit Clathrin kolokalisiert (Kénig et al., 2008).
Wesentlich besser erforscht ist der Einfluss von Ptdins(4,5)P, auf das Aktinzytoskelett.
Dieses ist nicht nur relevant fur die innere Stabilitdit der Zelle, sondern ist auch am
Vesikelverkehr, der Zellteilung, der Wahrnehmung exogener Reize und der
Signalweiterleitung beteiligt (Wasteneys und Galway, 2003). In Tieren wurde gezeigt, dass
Ptdins(4,5)P, mit Aktin-bindenden Proteinen (ABPs) interagiert und Einfluss auf ihre
Aktivitdat nimmt. In Anwesenheit von ATP ist es ABPs moglich, die Polymerisation von Aktin
zu inhibieren oder zu unterstiitzen oder Verzweigungen zu induzieren. Im Genom von A.
thaliana wurden einige Kandidaten fiir ABPs gefunden. Andere aus dem tierischen System
bekannte ABPs wie Talin, Vitronectin oder Vinkulin hatten keine homologen
Entsprechungen in Pflanzen (Wasteneys und Galway, 2003). Somit ist anzunehmen, dass
Teile der Zytoskelett-Regulation, wie sie in Tieren bekannt ist, auch in Pflanzen konserviert
sein konnten. In Sdugern und Hefe ist bekannt, dass eine Erhéhung des Ptdins(4,5)P,-
Gehaltes zu einer Verhartung des Aktinskeletts fiihrt und dessen Flexibilitdt senkt (Ojala et
al., 2001; Rozelle et al., 2000; Shibasaki et al., 1997; Yamamoto et al., 2001). Dieser Effekt
wurde unter anderem auf eine Missregulation der ABPs zuriickgefihrt.

Eine weitere Moglichkeit, wie PtdIns(4,5)P, auf das Zytoskelett Einfluss nimmt, ist Gber
einen Mechanismus, der Rho-GTPasen involviert. GTPasen sind in ihrer GTP-gebundenen
Form aktiv und sind essentiell fiir die Polarisierung eukaryotischer Zellen und somit auch fiir
die Morphogenese und Teilung. Sie interagieren mit weiteren Regulatoren wie GDlIs
(guanine nucleotide dissociation inhibitors), GAPs (GTPase activation proteins) und GEFs

(guanidine exchange factors) (Faure und Dagher, 2001).
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GDIs destabilisieren die Interaktion der GTPasen mit der Membran und wirken deshalb als
negative Regulatoren. In vitro konnte gezeigt werden, dass Ptdins(4,5)P, Einfluss auf die
Interaktion von GDP-Rac mit seinem spezifischen GDI nimmt (Faure et al., 1999; Ugolev et
al., 2008). Im pflanzlichen System akkumulieren Rop-GTPasen (Rho of plant) (eine andere
Nomenklatur verwendet die Bezeichnung Rac statt Rop und ist abhangig vom jeweiligen
Autor) einer pflanzenspezifischen Rho-Unterfamilie an der apikalen Plasmamembran polar
wachsender Zellen wie Pollenschlduchen und Wurzelhaaren (Kost, 2008). Auch hier wird
vermutet, dass GDIs negative Regulatoren sind und dass ihre Interaktion mit den GTPasen
durch membranstandiges Ptdins(4,5)P, beeinflusst werden kann (Ischebeck et al., 2011,
Kost, 2008). Ischebeck et al. (2011) zeigten, dass die Uberexpression pollenspezifischer
PIP5PK11 zum Anschwellen der Pollenschlauchspitze von Tabakpflanzen fihrt und das
dieser Effekt mit der Inhibierung von GDIs durch PtdIns(4,5)P, zusammenhangt. Der gleiche
Phanotyp resultiert aus einer Uberexpression von Nt-Rac5, wenn also mehr GTPasen an der
Plasmamembran vorliegen. Wie schon im tierischen System gezeigt, lasst diese
Beobachtung vermuten, dass PtdIns(4,5)P, ein positiver Regulator der hier vorliegenden
Rop-GTPasen ist, indem es Einfluss auf die GroBe des Plasmamembran-assoziierten Rop-
Pools nimmt. Auch ein genereller Einfluss von PtdIns(4,5)P, auf pflanzliche Rop-GTPasen ist
nicht auszuschlieBen. Wie schon zuvor erwdhnt, hat auch Auxin Uber einen noch nicht
ganzlich verstandenen Mechanismus, der Uber ABP1 reguliert wird, Einfluss auf Rop-
GTPasen (Robert et al., 2010), welches in diesem Fall die polare Lokalisierung von Auxin-
Exportern regulieren (Chen et al.,, 2012). Dass auch Pls in diesen Prozess involviert sind,
wurde kiirzlich beschrieben (Mei et al., 2012).

Eine weitere beschriebene Funktion, an der Ptdins(4,5)P, beteiligt ist, ist die Regulation von
lonenkanalen. Der erste entdeckte, durch Ptdins(4,5)P, regulierte lonenkanal war ein
humaner K'-Kanal, der dadurch aktiviert wird, dass er an das Lipid bindet (Hilgemann und
Ball, 1996). Aber auch in Pflanzen fanden sich Beispiele fiir Kalium-Kanéle, die durch

Ptdins(4,5)P, reguliert werden, wie zum Beispiel in Tabak (Ma et al., 2009).

1.10. Synthese und Funktion von IPPs

Neben den als intakte Lipide wirksamen PIs kommen in Pflanzen eine Reihe 16sliche, von Pls
abgeleitete IPPs vor. Die meisten in Pflanzen vorkommenden IPPs entstehen durch
Calciumabhangige Hydrolyse von PtdIns(4,5)P, durch eine PI-PLC (Phosphoinositid-
spezifische PLC) (Mueller-Roeber und Pical, 2002). PI-PLCs differenzieren sich in die finf

Unterfamilien B, vy, 6, € und T und zeichnen sich durch eine hochkonservierte
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Domanenstruktur aus, die sich aus der PH-Domane, der EF-Hand-Domane, einer X- und
einer Y-Domane, welche das katalytische Zentrum bilden und einer Lipid-bindenden C2-
Domaédne zusammensetzt (Tasma et al., 2008). Diese Kernsequenz ist allen PI-PLCs aus
Tieren und Hefen eigen und trifft am besten auf die Isoenzyme der 6-Unterfamilie zu, da die
Isoenzyme der anderen Unterfamilie jeweils noch spezifische inserierte Bereiche aufweisen,
wie sie bisher nur im tierischen System gefunden wurden (Mueller-Roeber und Pical, 2002).
Drastische Unterschiede wurden in der jeweiligen Aktivierung von PI-PLCs der
verschiedenen Familien gefunden. PI-PLCs der B-Unterfamilie werden durch G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren aktiviert, wdhrend y-Enzyme mit Rezeptor Tyrosin-Kinasen
interagieren (Rebecchi und Pentyala, 2000) und €-Enzyme auf heterotrimere G-Proteine
und Ras angewiesen sind (Rhee et al., 1989). Pflanzliche PI-PLCs dhneln am ehesten den
Vertretern der T -Enzyme, besitzen jedoch keine PH-Domane, welche in tierischen PI-PLCs
entscheidend fir die Lokalisierung an der Membran und die Interaktion mit ihrem Substrat
Ptdins(4,5)P, ist (Tasma et al., 2008). Somit muss es einen anderen, bisher unbekannten
Mechanismus der Rekrutierung und Substratfindung geben. Neuere Studien belegten, dass
die C2-Domane pflanzlicher PI-PLCs fir die Lokalisierung an der Membran ausreicht, diese
aber zudem von der Oberflachenhydrophobizitit der Plasmamembran abhangig ist, welche
durch einen Calcium-Stimulus veranderbar ist (Rupwate und Rajasekharan, 2012).

Die durch die Hydrolyse von Ptdins(4,5)P, entstehenden Molekiile InsP; und DAG haben
innerhalb der Zelle diverse Funktionen, insbesondere fiir Signalprozesse. In Pflanzen wird
DAG schnell zu PtdOH umgesetzt, was in Signalprozessen wahrend osmotischen Stress,
Trockenstress, Verwundung und der Pathogen-Antwort eine Rolle spielt (Bargmann et al.,
2009; Lee et al., 2001; Munnik, 2001; Wang et al., 2000). InsP; ist im tierischen als auch im
pflanzlichen System zumindest als Vorstufe ein Regulator der Calcium-Ausschittung. Es
konnten in Pflanzen jedoch bis heute keine Hinweise auf InsPs-gesteuerte Calcium-Kanale
gefunden werden, wie es sie in Tieren gibt. Vielmehr gibt es Hinweise, dass
Inositolhexakisphosphat (InsPg) eine Rolle bei der Ca*-Freisetzung spielen konnte. In
SchlieBzellen der Spaltéffnungen von Pflanzen konnte gezeigt werden, dass Abscisinsdure
zu einem Anstieg der intrazelluliren InsP¢-Gehalte fiihrt, was nach innen gerichtete K'-
Kanéle Calcium-abhangig hemmt (Lemtiri-Chlieh et al., 2000).

Allgemein ist mittlerweile bekannt, dass viele Signalwege von IPPs abhangig sind. Wie zuvor
schon kurz erwahnt, ist InsPs ein Kofaktor in COI1, dem F-Box-Protein, welches wichtig fir
die Signaltransduktion von Jasmonsaure und damit fiir die Verwundungsantwort ist (Sheard
et al., 2010). Mosblech et al. konnten zudem zeigen, dass die Funktion von COI1 deutlich

eingeschrénkt ist, wenn das COIl1-Protein so mutiert ist, dass Kofaktor-bindende
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Aminosauren fehlen (Mosblech et al., 2011). Zudem belegten die Studien, dass Pflanzen mit
erhohten InsPs-Gehalten wesentlich starker von Frallfeinden gemieden werden und zudem
eine erhohte wundinduzierte Genexpression zeigen.

Ahnlich zu COI1 bindet auch TIR1 seinen Kofaktor InsPe. Hier ist die Funktion des IPPs
jedoch noch nicht geklart (Tan et al., 2007). Die Studien an COI1 legen nahe, dass auch InsPg
relevant fir die Funktion der auxinvermittelten Signaltransduktion ist. Einen ersten
Hinweis, dass es einen Zusammenhang zwischen Auxinsignalwegen und der Synthese von
IPPs gibt, lieferten Studien, die zeigten, dass gravitrope Stimulation zu einem starken
Anstieg von InsP;zin den sich krimmenden Geweben von Maispflanzen fiihrte (Perera et al.,
1999). Da es bisher jedoch keinen Hinweis auf eine Funktion von InsP; als moglichen
Interaktionspartner fiir Signalprozesse gibt, gehen neuere Studien davon aus, dass ein
Anstieg in InsP; eher der Synthese hoéherer IPPs wie InsPg dient, als das es selbst eine
Funktion einnimmt (Meijer und Munnik, 2003).

Die Synthese von InsPg ist Gber verschiedene Wege moglich (siehe Abb. 1.5).

Lipidabhdngige Wege Ins(1,4,5,6)P,
Ins(1,4,5)P, < = Ins(1,3,4,5,6)P
/ Ins(1,3,4,5)P, \
Ptdins(4,5)P, Ins(1,2,3,4,5,6)P

2 Ins(1,3,4,5,6)P;

Ins(1,3,4,5)P, /
Ins(1,3,4)P, <

Ins(1,3,4,6)P,
Lipidunabhédngiger Weg

Ins = Ins3P = Ins(3,4)P, = Ins(3,4,6)P, = Ins(3,4,5,6)P, = Ins(1,3,4,5,6)P

Abb. 1.5.: Wege der Synthese von InsPg. Die lipidabhédngige Synthese von InsPs geht von
PtdIns(4,5)P, aus, was durch die PI-PLC zu InsP; hydrolisiert wird. Bisher wurden nicht alle Enzyme,
die die Synthese der verschiedenen IPPs katalysieren in Pflanzen gefunden. Der lipidunabhangige
Weg geht von myo-Inositol, was durch kontinuierliche Phosphorylierung zu InsPg phosphoryliert
wird. Das Modell wurde vereinfacht nach Stevenson-Paulik et al., 2005.

Zwei davon sind lipidabhangig, wahrend der dritte unabhangig ist und von myo-Inositol
Uber eine stufenweise Phosphorylierung zu InsPg flihrt (Stevenson-Paulik et al., 2005). Die
lipidabhdngigen Wege flihren Uber PtdIns(4,5)P,, welches durch die Hydrolyse durch die
PLC zu InsP; umgesetzt wird, was dann durch die Aktivitat zweier Inositolpolyphosphate-
Kinasen IPK1 und IPK2 in mehreren Schritten zu InsPg phosphoryliert werden kann. In der
lipidabhangigen Synthese wird der letzte Phosphorylierungsschritt durch die IPK1 realisiert,
wahrend lipidunabhédngig alternativ auch die IPK2 fiir die Phosphorylierung von InsPs in

Frage kommt.
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1.11. Pflanzenlinien mit Stérungen in der Synthese von Pls und IPPs

Im Rahmen dieser Arbeit wurden drei Pflanzenlinien verwendet, die an verschiedenen
Stellen in der Synthese von Pls oder IPPs manipuliert sind. Die pip5k1 pip5k2-
Doppelmutante wurde durch die T-DNA-Insertion in den Genen fiir die PIP5-Kinasen 1 und
2 so manipuliert, dass die Enzyme nicht mehr exprimiert werden und es zu einer deutlichen
Reduktion der PtdIns(4,5)P,-Gehalte in diesen Pflanzen kommt (siehe Abschnitt 3.1.1.).
Sowohl PIP5K1 als auch PIP5K2 werden in A. thaliana ubiqitar exprimiert und ihr Fehlen
flihrt zu einem starken Phanotyp, der sich durch Zwergwuchs und Infertilitdt auszeichnet
(siehe Abschnitt 3.1.1.)

In einer anderen Pflanzenlinie wird eine menschliche Typ I-Inositolpolyphosphat-5-
Phosphatase (InsP 5-ptase) exprimiert, die spezifisch InsP; hydrolisiert und es so dem
Stoffwechsel entzieht. Dadurch kommt es zu einer Reduzierung der Pl-Gehalte, die fir die
Synthese des InsP; bereitgestellt werden, bei gleichzeitig ansteigender Kinaseaktivitat der
Enzyme zur Synthese der Lipide (K6nig et al., 2007; Perera et al., 2006; Perera et al., 2002).
Beide bisher beschriebenen Pflanzenlinien dienten als Modelle fiir Organismen mit
reduziertem Pl-Gehalt.

Die dritte Pflanzenlinie, die im Rahmen des Projektes untersucht wurde, tragt eine T-DNA-
Insertion im Gen fir die Inositolpolyphosphatkinase 1 (ipk1-1), welche innerhalb der
lipidabhangigen InsPg-Synthese InsPs zu InsPg phosphoryliert. Durch diese Mutation zeigen
die Pflanzen stark reduzierte Gehalte an InsPg, bei gleichzeitiger Akkumulierung von InsP,

und InsPs (Stevenson-Paulik et al., 2005).

1.12. Zwei Hypothesen fiir das Zusammenspiel von Pls und Auxin

Fiir die vorliegende Arbeit wurden zwei Arbeitshypothesen aufgestellt, die verschiedene
Stufen des PI-Metabolismus mit den Signalwegen von Auxin in Verbindung bringen.

Wie zuvor schon beschrieben ist ein wichtiges regulatorisches Lipid, was unter anderem
eine Rolle fir den Vesikeltransport, die Vesikelrekrutierung, die Stabilitdt des
Aktinzytoskeletts, die Steuerung von lonenkanalen und das polare Wachstum spielt. Somit
ist PtdIns(4,5)P, malgeblich daran beteiligt Vesikel bestimmter Zusammensetzung und
Inhalts an die Membran zu bringen. Zu dieser Fracht gehdren unter anderem integrale
Membranproteine wie PINs. PIN-Proteine zeigen eine stark polare Verteilung und sind
durch tranzytotischen Vesikeltransport in einem dynamischen Fluss zwischen der
Plasmamembran und dem Endomembransystem. Eine Hypothese ist, dass Pls Einfluss auf

die Auxin-Homoostase nehmen, da sie maRgeblich am Transport von Auxineffluxproteinen
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beteiligt sind. Um diese Hypothese in vivo zu testen, wurden Pflanzen mit reduzierten
Gehalten an Pls, wie die pip5k1 pip5k2-Doppelmutanten, aber auch die InsP 5-ptase-
exprimierenden Pflanzen auf auxinabhdngige Prozesse untersucht.

Die zweite Hypothese dieser Arbeit beschaftigt sich mit dem Einfluss von IPPs auf die
Signaltransduktion von Auxin. Seit Tan et al. 2007 die Struktur des F-Box-Proteins TIR1
I6sten und InsP¢ als Kofaktor innerhalb der Struktur fanden, war es von besonderem
Interesse die Funktion dieses IPPs zu ergriinden. Um dies zu untersuchen wurden ipk1-1-
Mutanten verwendet, die reduzierte Gehalte an InsP¢ aufweisen (Stevenson-Paulik et al.,
2005) und auf ihre Genexpression nach Gravistimulation, aber auch auf andere Auxin-
regulierte Prozesse hin untersucht. Ziel war es herauszufinden, ob die verringerte
Produktion von InsPg die Signaltransduktion, die zur Transkription auxininduzierter Gene
flihrt, negativ beeinflusst. Zusatzlich wurden in diesem Ansatz auch die InsP 5-ptase-
Pflanzen untersucht, da sie neben einer Reduktion an Pls auch einen verminderten Gehalt

an IPPs zeigen, der auf die standige Hydrolyse von IPPs zuriickzufiihren ist.
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2. Material und Methoden

2.1. Chemikalien

2,4-Dichlorphenoxyessigsaure (2,4-D)
Agar
Agarose

Brefeldin A

Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB)

Chloroform

Cycloheximid
Desoxynukleotidtriphosphate (dNTPs)
Diethyldicarbonat (DEPC)

DNA GroRenmarker Generuler 1kb/
50bp Ladder
Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)
Kaliumhexacyanoferrat(ll)-Trihydrat
Kaliumhexacyanoferrat(lll)
Indol-3-Essigsaure (IAA)

*H-1AA (26 Ci, mmol)
Magnesiumchlorid-Hexahydrat

MES

Murashige und Skoog MS-Medium mit
Vitaminen

2-(1-Naphthyl)essigsdure (NAA)
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumhypochlorid

Phenol
Phenol/Cholorform/Isoamylalkohol
(25:24:1)

RNAlater

Triton X
5-Brom-4-chlor-3-indolyl-B-D-

glucuronsaure (X-Gluc)

Duchefa Biochemie, Haarlem, Niederlande
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Duchefa Biochemie, Haarlem, Niederlande
Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Deutschland
MBI Fermentas, St. Leon Rot, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland

MBI Fermentas, St. Leon Rot, Deutschland

Roth,Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Deutschland
Amersham, Miinchen, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Deutschland

Duchefa Biochemie, Haarlem, Niederlande

Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Deutschland
KMFoptichem, Lohmar, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Deutschland

AppliChem, Darmstadt, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
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2.2. Gerate und Materialien

Gerate:

Centrifuge 5810R
Centrifuge 5415D
Centrifuge 5417D
6890 Series GC System
Mastercycler gradient
Mastercycler personal

Ultrospec 1100 pro

Gel detection system IDA

ABI PRISM" 3100 Genetic Analyser
Mini-PROTEAN 3 Elektrophoreseapparatur
Fluoreszenz- und Hellfeld-Mikroskop BX51
F41-028HQ Filterset fiir gelbes GFP

Color View Il Camera

Centrifuge 5424

Centrifuge 54170R

TProfessional Thermocycler

Fluoreszenz und Hellfeld-

Mikroskop AXIO IMAGER M1

46HE Filterset fur YFP

Flureoszenz und Hellfeld-Mikroskop
Axiovert200M

Hitachi HV-DBO Kamera

LSM 510Meta

Bund Dunkelkammer, Roentgen

hp scanjet 3500c

TissueLyserll von Retsch

Ultrospec 3000

Rotor-Gene 3000
INTAS Gel IX Imager

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Agilent, Waldbronn, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Amersham Biosciences, Freiburg,
Deutschland

Raytest, Straubenhardt, Deutschland
Applied Biosystems, Foster, CA, USA
Biorad, Hercules, CA, USA

Olympus, Hamburg, Deutschland
Olympus, Hamburg, Deutschland
Olympus, Hamburg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Biometra, Gottingen, Deutschland

Carl Zeiss, Jena, Deutschland

Carl Zeiss, Jena, Deutschland

Carl Zeiss, Jena, Deutschland

Hitachi GmbH, Frankfurt, Deutschland
Carl Zeiss, Jena, Deutschland

Lohse Textilbau GmbH, Henstedt-
Ulzburg, Deutschland

Hewlett-Packard GmbH, Boblingen,
Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland

Pharmacia Biotech jetzt GE Healthcare
Europe GmbH, Freiburg, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland

INTAS, Gottingen, Deutschland
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2.3. Enzyme und Reaktionsansatze (,,Kits“)

DNasel

MBI  Fermantas, St. Leon Rot,

Deutschland

RevertAid H Minus M-MulLV Reverse Transkriptase MBI Fermantas, St. Leon Rot,

TaKaRa ExTaq
Hot Tag-DNA-Polymerase
Rotor-Gene SYBR Green PCR Kit

Deutschland
Lonza, Ratingen, Deutschland
Peqlab, Erlangen, Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland

2.4. Software und Programme

Photoshop

Imagel

Rotor Gene 6

DAVID

BAR HeatMapper Plus

LSM 510 software v 4.0

Axiovision Rel. 4.8

Adobe Systems, Miinchen,
Deutschland
(http://rsb.info.nih.gov/ii/)

Qiagen, Hilden, Deutschland

(http://david.abcc.ncifcrf.gov/home.js)

(http://bar.utoronto.ca/ntools/cgi-

bin/ntools heatmapper plus.cgi)

Carl Zeiss Inc., Jena, Germany

Carl Zeiss Inc., Jena, Germany

2.5. Verwendete Oligonukleotide

HSIns forw.
HSIns rev.
AtIPK forw.
AtIPK rev.
AtPIN1 forw.
AtPIN1 rev.
AtPIN2 forw.
AtPIN2 rev.
AtPIN3 forw.
AtPIN3 rev.
AtPIN4 forw.

5-ATGGCGGGGAAGGCGGCCG-3’
5’-TCACTGCACGACACAACACTTG-3
5-ATAGTTCCAACAAATTTTAAGTTTAAG-3’
5’-GATTACAAGGTATGATCCATTTTAAC-3’
5-ATGATTACGGCGGCGGACTTC-3’
5’-TCATAGACCCAAGAGAATGTAGTA-3’
5’-ATGATCACCGGCAAAGACATGT-3’
5’-TTAAAGCCCCAAAAGAACGTAGTA-3’
5’-ATGATCTCATGGCACGACCTCT-3’

5 -TTATAACCCGAGTAGAATGTAGTA-3’
5-ATGATTACGTGGCACGACTTGTA-3’
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AtPIN4 rev.
AtPIN7 forw.
AtPIN7 rev.
SALK_146728
PIPK1 forw.
SALK_146728
PIPK1 rev.
SALK_012487
PIPK2 forw.
SALK_012487
PIPK2 rev.

LBal SALK forw.

5’-TCAAAGGCCAAGAAGAATATAGTAG-3’

5’-ATGATCACATGGCACGACCTCT-3’

5-TTAACGGAAAAAAGAAACAGAGTAAA-3’

5’-ACTAAAGGGCAATAATCCTTCCACC-3’

5-GCAAATTCTCATGGCCAAGTGGA-3’

5-CAGGTTTGATACAATGCACACCAT-3’

5 -TGGGAGTCTGATGGAGAAGCTG-3’
5-TGGTTCACGTAGTGGGCCATCG-3’
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2.6. Pflanzenlinien

Folgende tabellarisch aufgelistete Pflanzenlinien wurden fir

beschriebenen Experimente verwendet:

alle

im Folgenden

Name Art Transgen
Wildtyp Arabidopsis -
thaliana (L.) Heynh.
Okotyp Columbia-0
ipk1-1 Arabidopsis T-DNA Insertion in der Dr. John
thaliana (L.) Heynh. Inositolpolyphosphatkinase York, Duke
Okotyp Columbia-0 IPK1 University,
(Stevenson-Paulik et al, Durham, NC,
2005) USA
InsP 5-ptase Arabidopsis HsInP 5-ptase, exprimiert Dr. Imara
thaliana (L.) Heynh.  die menschliche Typ | InsP Perera,
Okotyp Columbia-0 5-ptase, Linie 2-8 North
(Perera et al, 2006) Carolina
State
University,
Raleigh, NC,
USA

PIN1,2,3,4,7
fusioniert mit GFP

Arabidopsis
thaliana (L.) Heynh.
Okotyp Columbia-0

exprimiert die genannten
Auxinexporter als GFP-
Fusionen

Prof. Dr. Jiti
Friml, VIB
Department
of Plant
Systems
Biology,
Gent, Belgien

DR5::GFP Arabidopsis exprimiert Auxin-abhangig Prof. Dr. Dr.
DR5::GUS thaliana (L.) Heynh. GFP oder GUS Jifi Friml, VIB
Okotyp Columbia-0 Department
of Plant
Systems
Biology,
Gent, Belgien
pip5k1 pip5k2 Arabidopsis T-DNA Insertionen in den Prof. Dr. Ingo
thaliana (L.) Heynh. Phosphatidylinositol-4- Heilmann,
Okotyp Columbia-0  phosphat 5-Kinasen 1und 2  Biochemie,
(Kreuzung) Martin-
Luther-
Universitat
Halle,

Deutschland
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2.7. Pflanzenmedien

MS-Medium (Murashige & Skoog Medium (Duchefa Biochemie, Haarlem, Niederlande)):

0,22 % (w/v) MS-Medium

1 % (w/v) Saccharose

0,05 % (w/w) MES

0,6-1 % (w/w) Agar (Menge variierte je nach Versuchsbedingung)

Aufgefillt wurde mit ddH,0. Der pH-Wert wurde mit 1 M KOH-Lésung auf 5,7-5,9
eingestellt und anschlieBend bei 120°C fiir 20 min autoklaviert (Autoklav, H+P

Labortechnik, OberschleiBheim, Deutschland).

2.8.  Wachstumsbedingung und Kultivierung von Pflanzen

Die Samen fir die jeweiligen Versuche auf MS-Medium wurden zunéchst in einer 6 %-igen
Natriumhypochloridlésung  versetzt mit 0,2 % (w/v) Triton X fir ca. 15min
oberflachensterilisiert. Nach anschlieRender Stratifizierung tiber Nacht wurden die Samen
auf vertikal orientierten MS-Anzuchtspetrischalen unter Langtagbedingungen (7000 Lux,
16 h Licht (21°C)/ 8 h Dunkel (18°C)) oder im Dunkeln fir mehrere Tage (je nach
Versuchsbedingung variierend) angezogen. Fir Kreuzungen der Einzellinien und die
Vermehrung von Samen wurden die Pflanzen auf Erde ausgebracht (Pikiersubstrat 1 der
Firma Klasmann, Gartnerei Kammlott, Erfurt, Deutschland oder Friihstorfer Erde Typ: T25
Str. 1 (Fein), Industrie Erdwerk Archut, Lauterbach-Wallenrod, Deutschland) und zunéchst
fir ca. eine Woche unter einer durchsichtigen Plastikhaube im Kurztag angezogen (7000
Lux, 8 h Licht/16 h Dunkel, A1000, Ser 1.5, Conviron Germany GmbH, Berlin, Deutschland)
angezogen. Nach weiteren fiinf Wochen im Kurztag wurden die Pflanzen in den Langtag bis

zur Bliite bzw. bis zum Abreifen in ein Gewachshaus (Langtag bei etwa 20 °C) transferiert.
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2.9. Kreuzungen verschiedener Pflanzenlinien

Um genetische Eigenschaften in stabilen Hintergriinden zu kombinieren, wurden
verschiedene Pflanzenlinien gekreuzt. Folgende Kreuzungen wurden im Rahmen des

Projektes erzeugt:

Spenderlinie Empfangerlinie Anmerkung
PIN1:GFP unter eigenem ipk1-1 Die Kreuzungen mit
PIN2:GFP Promotor InsP 5-ptase der  pip5k1 pip5k2-
PIN3:GFP pip5k1 pip5k2 (DR5::GUS | Doppelmutante
PIN4:GFP exprimierende Linien wurden von Dr. Till
PIN7:GFP wurden nur mit der Ischebeck erzeugt.
DR5::GFP pip5k1 pip5k2- Die Selektion der
DR5::GUS Doppelmutante stabilen Generation
gekreuzt) fur die Experimente:
diese Arbeit

Die Kreuzungen erfolgten unidirektional mit den Pollen der PIN:GFP/DR5::GFP- bzw
DR5::GUS-exprimierenden Pflanzen. Fir die Kreuzung wurden wie in Abschnitt 2.7
beschrieben zur Blite gebrachte Pflanzen verwendet. Bei der Auswahl der Empfangerblite
wurde darauf zu geachtet, dass Antheren noch nicht entwickelt waren und es damit zu
keiner Selbstung der Pflanze kam. Die noch ungedffnete Empfangerbliite wurde
anschlieend unter einem Stereomikroskop fixiert und von Sepalen, Petalen und Stamina
befreit, so dass nur noch das Pistil zuriickblieb. Von der Spenderpflanze wurde eine
geoffnete Blite mit entwickelten Antheren ausgewadhlt. Diese wurde durch leichtes
Driicken mit einer Pinzette ge6ffnet so dass die Antheren hervortraten. Die Pollen wurden
dann durch leichtes Reiben der Antheren der Spenderpflanze an dem Pistil der
Empfangerpflanze Gbertragen. AnschlieBend wurde die Restbliite der Empfangerpflanze fir
drei bis funf Tage locker in Plastikfolie eingeschlagen, um die Feuchtigkeit zu halten. Um die
daraus entstehende Schote spater besser identifizieren zu kénnen, wurden benachbarte

Bluten entfernt.

2.10. DNA-Isolation aus Pflanzenmaterial

Flir Genotypisierungen wurde aus geerntetem Blattmaterial genomische DNA isoliert. Dazu
wurde ein Blatt in einem 2 ml-PlastikreagiergefaR, welches mit drei Glasperlen (Roth,

Karlsruhe, Deutschland) versetzt war unter Stickstoffkiihlung mittels einer Kugelmihle
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(TissuelLyserll Retsch, Qiagen, Hilden, Deutschland) aufgeschlossen. Das gefrorene Material
wurde anschliefend mit CTAB-Extraktionslosung (2% (w/v) CTAB
(Cetyltrimethylammoniumbromid), 100 mM Tris-HCl, pH 8.0, 20 mM EDTA, 1,4 M NacCl)
versetzt und fir 20 min bei 65 °C inkubiert. Nach kurzem Abkihlen wurde der Probe in
gleichem Volumen Chloroform (CHCl;)/Isoamylalkohol Losung (24:1, v/v) zugefiigt und
anschlieRend fir 3 min bei 7500 g zentrifugiert. 400 ul der oberen Phase wurden
anschlieRend in ein neues 1,5 ml Reagiergefal® Gberfihrt und die DNA durch Zusetzen von
40 ul einer CTAB-NaCl Lésung (10% (w/v) CTAB/ 0,7 % (w/v) NaCl) und von 400 pl
Isopropanol gefallt. Nach ca. 2-4-mindtiger Inkubation wurden die Proben fiir 10 min bei
20000 g sedimentiert. Nach Abnehmen des Uberstandes wurde die gewonnene DNA nach

einmaligem Waschen in 75 % (v/v) Ethanol in 40-50 ul ddH,0 aufgenommen.

2.11. Bestimmung der gravitropen Kriimmung von Wurzeln und Hypokotylen

von A. thaliana

Fir Krimmungsexperimente wurden sechs Tage alte Keimlinge auf MS-Medium in
vertikalen Petrischalen angezogen. Der Versuch wurde sowohl mit im Dunkeln als auch mit
im Langtag gezogen Pflanzen durchgefihrt. Als Drehwinkel wurde 135° nach (Fukaki et al.,
1996) gewahlt. Nach erfolgter Reorientierung wurden Pflanzen in dieser Position fixiert und
die ganze MS-Platte nach verschiedenen Zeitpunkten eingescannt (hp scanjet 3500c). Fir
den Dunkelversuch wurden die Zeitpunkte 0, 24, 48, 72 h gewahlt, fur die im Licht
durchgefiihrten Experimente 0, 4, 7, 24 h. Wurzellange und Krimmungen der Wurzeln und
Hypokotylen wurden anhand der digitalen Bilder mit dem frei erhaltlichen Programm

Imagel (http://rsb.info.nih.gov/ij/) ausgewertet.

2.12. Bestimmung bei der gravitropen Kriimmunsgreaktion veranderter

Transkripte

Fiir die Messung schwerkraftabhdngiger Transkripte wurden Pflanzen fir finf Tage unter
Langtagbedingungen angezogen und bis zur Ernte am nachsten Tag in eine Dunkelkammer
(Kalteanlage YORK Refrigeration, YORK Industriekdlte GmbH & Co. KG, Mannheim,
Deutschland oder Bund Dunkelkammer, Roentgen, Lohse Textilbau GmbH, Henstedt-
Ulzburg, Deutschland) tberfihrt. Die gravitrope Stimulation erfolgte fir die Proben fir das

Transkript-Array fir 20 min gegen einen Null-Minutenwert und fir die real-time PCR fir
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20 min und zusatzlich fiir 40 min gegen den Nullwert. Die gravitrope Stimulation erfolgte

wie oben beschrieben durch Rotation gegen den Uhrzeigersinn um 135°.

2.12.1. Ernte gravitrop stimulierter Wurzelspitzen

Fir die globale Transkriptanalyse mittels eines Transkript-Arrays wurden 300 bis 400
Wurzelspitzen mit einer Ldnge von circa 0,75 cm geerntet. Daflr wurden die
Anzuchtspetrischalen mit 10-15 ml RNAlater (Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Deutschland)
Losung geflutet und die Keimlinge auf einen Objekttrager Giberfiihrt, auf dem vorher 500 pl
RNAlater aufgetragen wurde. Dort wurden die Wourzelspitzen abgeschnitten und

anschlieRend in einem 2 ml-ReaktionsgefaR in flissigem Stickstoff eingefroren.

2.12.2. RNA-Isolation und Reinigung

Die Wurzelproben wurden zunachst mithilfe von Metallkugeln unter Stickstoffkiihlung in
einer Kugelmiihle aufgeschlossen. Die RNA wurde aus dem so aufgeschlossenen Material
anschlieBRend mit der TRIZOL-Methode (Chomczynski und Mackey, 1995) isoliert. Dafir
wurde die Probe zundchst in 1ml Trizol (38% (v/v) Roti-Phenol, 0,8M
Guanidiniumthiocyanat, 0,4 M Ammoniumthiocynanat, 133,6 mM Natriumacetat pH 5,0,
5% (v/v) Glycerin) fir 5 min aufgetaut und kurz kraftig geschittelt. Die bestehenden
Zelltrimmer wurden durch eine 10 minltige Zentrifugation bei 20000g bei 4°C
sedimentiert. Der Uberstand wurde in ein frisches 1,5 ml-ReaktionsgefaR (iberfiihrt. Die
Proben wurden anschlieBend mit 200 ul CHCl; versetzt, fiir etwa 20 s geschiittelt und bei
Raumtemperatur flr 2-3 min inkubiert. Nach einer 15 minitigen Zentrifugation bei 20000 g
und 4 °C wurde der Uberstand in ein neues ReaktionsgefaR tiberfiihrt und zur RNA-Fillung
nacheinander mit einem halben Volumen Isopropanol und einem halben Volumen , high
salt precipitation buffer” (0,8 M Natriumcitrat, 1,2 M NaCl) versetzt. Durch vorsichtiges
Invertieren wurde der Ansatz gemischt und fir 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
erneuter Zentrifugation bei 20000 g und 4 °C wurde der Uberstand griindlich entfernt und
das Sediment zweimal mit 75 % Ethanol gewaschen. Nach kurzem Trocknen wurde das

Sediment, welches die RNA enthalt in 20 pl DEPC-behandeltem ddH,0 gel6st.
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2.12.3. DNase-Behandlung von isolierter RNA

Um mogliche Kontaminationen durch genomische DNA zu minimieren, wurde die RNA nach

der Isolierung mit DNase behandelt. Daflir wurde folgender Ansatz hergestellt.

19-20 pl RNA-Ansatz
1l DNasel (MBI Fermentas, St. Leon Roth, Deutschland)
5 ul Puffer
1 RiboLock

ad 50 pl ddH,0

Die Behandlung wurde nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt und durch Zugabe von

EDTA abgestoppt.

2.12.4. Fallung von RNA fiir das Transkrip-Array

Fiir die RNA-Fallung fir das Transkript-Array wurde das Protokoll des Transcriptom Analysis
Labors (TAL) in Gottingen verwendet. Nach der DNase-Behandlung musste die RNA erneut
gefallt werden, um Reste von EDTA zu entfernen. Der Ansatz wurde dafiir auf 200 pl mit
DEPC behandeltem ddH,O aufgefllt und mit 200 pl eines Phenol/CHCls/Isoamylalkohol-
Gemischs (25:24:1, v/v/v) versetzt und anschlieRend gemischt. Durch anschlieRende
Zentrifugation fiir mehrere Minuten bei 20000 g wurden die Phasen sauber getrennt und
die Oberphase, welche die RNA enthdlt in ein neues Reaktionsgefall Uberfiihrt.
AnschlieRend wurde der Probe die Menge 1/10 des Gesamtvolumens Natriumacetat (3 M,
pH 4,8) und eine dem Gesamtvolumen entsprechende Menge Isopropanol zugefiigt. Nach
grindlichem Mischen wurden die Proben fiir eine halbe Stunde bei -20 °C inkubiert und
anschlieRend fiir 30 min bei 20000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde griindlich entfernt
und der Niederschlag zweimal mit 75 %igen (v/v) Ethanol gewaschen. AnschlieRend wurde
der Niederschlag in 50 pl RNase-freien ddH,0 aufgenommen. Die Qualitdt der RNA wurde

mittels Gelelektrophorese (iberprift.

2.12.5. Fallung von RNA fiir die quantitative RT-PCR

Der DNase-behandelte Ansatz wurde zundchst wie im vorherigen Absatz beschrieben auf
200 ul gebracht und mit 200 pl Phenol versetzt. Nach einer Zentrifugation bei 20000 g fir

10 min wurde die obere Phase in ein neues Reaktionsgefal} Uberfiihrt und mit 400 pl
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CHCls:1soamylalkohol (24:1, v/v) versetzt. Nach einer weiteren Zentrifugation fur 10 min
wurde der Uberstand in ein neues ReaktionsgefaR tiberfiihrt. Fiir die anschlieRende Fallung
der RNA wurden der Probe 2 pl Glycogen, 100 pl Ammoniumacetat (7,5 M) und 750 pl
Ethanol (96 %, v/v) zugegeben. Der Ansatz wurde fiir etwa 15 min bei -80 °C gekuhlt und
anschlieBend 20 min bei 20000 g zentrifugiert. Das Sediment wurde in 75 %igen (v/v)
Ethanol gewaschen, anschliefend getrocknet und in 20 ul DEPC behandelten H,0
aufgenommen. Die Qualitdt der RNA wurde durch auch hier durch Gelelektrophorese
bestimmt und die Konzentration mittels eines Photometers (Ultrospec 3000 Pharmacia

Biotech jetzt GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg, Deutschland) ermittelt.

2.12.6. Elektrophoretische Trennung von Nukleinsduregemischen

Die RNA-Qualitdt wurde Uber elektrophoretische Trennung auf einem 1% (v/v)-igen
Agarose-Gel in TAE-Puffer (40 mM TRIS, pH 7,0, 20 mM Essigsdure, 1 mM EDTA 1 % (w/v)
Agarose) lberprift. Dafir wurden 2 ul der Probe mit 1 ul Probenpuffer (0,4 % (w/v) Orange
G, 0,03% (w/v) Bromphenolblau, 0,03 % (w/v) Xylencyanol PP, 60% (w/v) Glycerol)
versetzt. Nach dem Lauf wurde das Gel ca. 5-10 min in einem Ethidiumbromid-dH,0-Bad
(Ethidiumbromidkonzentration 0,1 % (v/v)) inkubiert und unter UV-Licht photographiert
(INTAS Gel IX Imager, Gottingen, Deutschland). In einer weiteren Spur auf dem Gel wurde
ein DNA-Marker (GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder (Fermentas, St.Leon-Rot, Deutschland)
aufgetragen um die Hohe der ribosomalen RNA-Banden abzugleichen, welche in etwa auf

der Hohe der Banden von 1200 und 1800 bp Grofe laufen.

50x TAE Puffer:

2 M TRIS
0,05 M EDTA (pH 8,0)

1 M Essigsaure

2.12.7. Transkript-Array-Analysen

Die Transkriptanalyse wurde durch Mitarbeiter des Transcriptome Analysis Labors (TAL) in
Gottingen mit praparierter RNA durchgefiihrt. Fir die Transkriptanalyse wurden Agilent
Arabidopsis 4x44K Array Chipsdtze verwendet. Die erhaltenen Rohdaten wurden
gemeinsam mit Dr. Mareike Heilmann (Martin-Luther-Universitat Halle) ausgewertet. Dazu

wurden die Daten mit dem frei verfliigbaren Programm Heatmapper Plus
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(http://bar.utoronto.ca/ntools/cgi-bin/ntools heatmapper plus.cgi) graphisch

ausgewertet. Flr weitere Analysen identifizierter Gengruppen wurde The Database for
Annotation, Visualization and Integrated Discovery (DAVID) v6.7

(http://david.abcc.ncifcrf.gov/home.jsp) verwendet.

2.12.8. Bestimmung spezifischer Transkriptgehalte durch quantitative real-time

RT-PCR

Von den in der Gesamttranskriptanalyse gefundenen Genen wurden ausgewadhlte
Kandidaten mittels quantitativer real-time RT-PCR (qPCR) verifiziert. Daflir wurden
Wourzelspitzen unter vergleichbaren Bedingungen wie fir die Gesamttranskriptanalyse im
Dunkeln geerntet (siebe Abschnitt 2.10.1). Als Dunkelkammer stand ein transportables
Rontgenzelt der Bundeswehr (Bund Dunkelkammer, Roentgen, Lohse Textilbau GmbH,
Henstedt-Ulzburg, Deutschland) zur Verfiigung. Fir die gPCR wurde ein zusatzlicher
Zeitpunkt nach Gravistimulation von 40 min ausgewahlt.

Nach der Ernte der Wurzelspitzen wurde die RNA Isolation wie in Abschnitt 2.10.2
durchgefihrt. Nach DNase-Behandlung und erneuter Fallung der RNA wurde die RNA-
Konzentration photometrisch bestimmt. Fiir die anschlieBende cDNA Synthese (2.10.2.1)
wurden die Konzentrationen aller Proben mit DEPC behandelten ddH,0 auf 250 ng pro
Ansatz eingestellt.

Die gPCR wurde mit einem Rotor-Gene 3000 Geradt (Qiagen, Hilden, Deutschland)
durchgefiihrt und mit der dazugehorigen Software Rotor-Gene 6 (Qiagen, Hilden,

Deutschland) ausgewertet.

Ein gPCR-Ansatz setzte sich wie folgt zusammen:

1 pl cDNA einer 1:10 Verdinnung
7,5 ul SYBRGreen Mix (Qiagen)
1,5 ul QuantiTect-Primer Mix flir das zu untersuchende Gen (Qiagen)

ad 15 ul ddH,0

Fiir jeden Lauf wurden zu jeder Probe Kontrollen mit einem Primer flir Aktin8 (ebenfalls ein
QuantiTect Primer von Qiagen) durchgefiihrt. Zusatzlich wurden Negativkontrollen ohne cDNA
durchgefiihrt um auszuschlieBen, dass die Primer aneinander banden und damit zu falsch

positiven Ergebnissen flihrten.
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Das folgende Programm wurde fiir die qPCR verwendet:

1.95 °C 10 min
2.95 °C 10s
3.60 °C 10s
4.72 °C 15s

Die Schritte 2-4 wurden 40-mal wiederholt.

Die Berechnung der relativen Expression wurde nach der 2;°“-Methode (Livak und

Schmittgen, 2001) durchgefihrt.

2.13. Subzelluldre Verteilung von PIN-Proteinen nach Gabe von Brefeldin A und

Auxin

Um die Verteilung und den intrazelludren Transport von PIN-Proteinen zu verfolgen,
wurden Behandlungen mit Cycloheximid (CHX), Brefeldin A und verschiedenen Auxinen
durchgefihrt. Flir den Versuch wurden sechs Tage-alte Keimlinge verwendet, die zunachst
im Langtag angezogen wurden. Eine halbe Stunde vor dem eigentlichen Experiment wurden
die Pflanzen auf MS-Medium mit 50 uM CHX vorinkubiert um die Neusynthese von PIN-
Proteinen zu stoppen. AnschlieBend wurde ein Mix aus CHX (50 uM), BFA (25 uM) und
gegebenenfalls zusatzlich Auxin (10 uM) (es wurden sowohl NAA als auch IAA getestet) in
MS-Flussigmedium angesetzt. Fir die anschlieRende Mikroskopie wurden die Pflanzen in
diesem Mix fir verschiedene Zeitrdaume (0, 30, 60, 90, 120 Minuten) inkubiert und
anschlieRend mikroskopiert. Aufnahmen wurden sowohl mit einem
Epifluoreszenzmikroskop, als auch mit einem konfokalen Mikroskop aufgenommen. Die
konfokalen Bilder wurden zusatzlich dazu genutzt die Zahl der BFA-Korper pro Zelle zu

ermitteln.

2.14. Mikroskopie

Fiir die Mikroskopie von Wurzelspitzen wurden folgende Mikroskope verwendet: AXIO
IMAGER M1, Axiovert 200M sowie das konfokale LSM 510Meta. Eine Vorselektion
fluoreszierender Keimlinge wurde mit einem SteREO Discovery V8 durchgefiihrt. Die
DR5::GUS-exprimierenden Pflanzen wurden mit Hilfe des Axiovert200M und der

dazugehorigen Farbkamera bei 10- und 20-facher VergroRerung untersucht.
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Die vorliegenden PIN-Proteine, die auf ihre Lokalisation mikroskopisch untersucht wurden,
waren an ein Green Fluoreszent Protein gekoppelt, das erstmalig 1961 aus der Qualle
Aequorea victoria isoliert wurde (Shimomura et al., 1962). GFP zeichnet sich durch ein sich
selbst autokatalytisch bildendes Fluorophor aus (Ormo et al., 1996), was den Vorteil hat,
dass es fiir die Faltung keine katalytische Enzymaktivitdt von auRen braucht. Somit ist es
moglich das funktionstilichtige Protein beliebig in anderen Organismen zu exprimieren. Eine
Weiterentwicklung des GFP zu eGFP (enhanced) durch die Mutagenese -einiger
Aminosauren flhrte zu einer Verstarkung der Fluoreszenz und zu einer erhohten Stabilitat
des Proteins (Janke et al., 2004).

Die Mikroskopie der PIN-Verteilung in den verschiedenen Pflanzenlinien erfolgte zum
groRten Teil mit dem LSM 510Meta bei 40-facher VergroRerung, aber auch mit dem AXIO
IMAGER M1 bei 20-facher VergroRerung. Bei der Mikroskopie mit dem LSM 510 Meta
wurde GFP bei einer Wellenlinge von 488 nm durch einen Ar'-Laser angeregt und mittels
eines Hauptfarbteiler HTF 405/488/514/633 und eines 505-530nm Bandpassfilters
nachgewiesen. Bei der Mikroskopie mit dem AXIO IMAGER M1 wurde ein Axio 46HE
Filterset fir YFP verwendet. Die Bilder wurden mit den dazugehorigen Software-
Programmen fir das Zeiss LSM510 (Zeiss LSM Image Browser version 4.0, Carl Zeiss, Jena,
Deutschland) und fiir das AXIO IMAGER M1, SteREO Discovery V8 und das Axiovert 200M

mit Axiovision Rel. 4.8 (Carl Zeiss, Jena, Deutschland) aufgenommen bzw. ausgewertet.

2.15. Verteilung von DR5::GFP in verschiedenen A. thaliana Linien

Um die subzelluldre Verteilung von Auxin nach Gravistimulation verfolgen zu konnen,
wurden das Auxin-Reporterkonstrukt DR5::GFP verwendet (Prof. Dr. lJifi Friml, VIB
Department of Plant Systems Biology, Gent, Belgien). Das Prinzip der Visualisierung der
Auxin-Umverteilung beruht dabei auf der spezifischen Induktion des DR5-Pormotors durch
das Hormon. Fir die Visualisierung der Auxinverteilung in den Mutanten, wurden die
DR5::GFP-Reporterlinien mit den in Abschnitt 2.9 aufgezahlten Pflanzenlinien gekreuzt.
Keimlinge wurden Uber einen Zeitraum von 90 min gravitrop im Dunkeln stimuliert (135°).
Als Kontrolle dienten DR5::GFP-exprimierende Wildtyppflanzen. Der Verlauf der Auxin-
Verteilung wurde nach den Zeitpunkte 0, 30, 60 und 90 min mit einem konfokalen

Mikroskop verfolgt.
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2.16. Darstellung der Auxinverteilung iiber DR5::GUS

Da es nicht moglich war, den Auxinfluss in pip5k1 pip5k2-Doppelmutanten mit dem
DR5::GFP-Reporterkonstrukt zu verfolgen, wurden heterozygote Mutanten dieser Linie mit
Linien gekreuzt, die ein DR5::GUS-Reporterkonstrukt tragen und anschlieRend auf
homozygote Doppelmutanten selektiert. Fiir das Experiment wurden die Mutanten
zunachst auf horizontalen MS-Platten fir vier Tage im Langtag angezogen. Die
Doppelmutanten wurden aus den so gezogenen Keimlingen selektiert und fiir weitere zwei
Tage auf vertikale Platten transferiert. Mit den Wildtypkontrollen wurde ebenso verfahren.
AnschlieBend wurden die Keimlinge beider Linien fir 4 h auf Platten mit 100 nM |AA, NAA,
2,4-D oder Platten ohne Medienzusdtze umgelegt. Danach wurden sie in die GUS-
Farbelosung (2mM  X-Gluc (20mg in 200l DMSO vorgelost), 100 mM
Natriumhydrogenphosphat (pH 7,0), 10 mM EDTA (pH 7,0), 0,5 mM
Kaliumhexacyanoferrat(ll)-Trihydrat, 0,5 mM Kaliumhexacyanoferrat(lll), 2 % (v/v)Triton-X)
transferiert. Die Farbereaktion beruht darauf, dass die B-Glucoronidase unter dem
auxinsensitiven Promotor DR5 exprimiert wird. Dieses Enzym hydrolisiert X-Gluc zu
Glucuronsaure und 5-Brom-4-chlor-indoxyl. Letzteres wird durch Oxidation zu dem blauen
Farbstoff 5,5'-Dibrom-4,4'-dichlor-indigo umgesetzt. Diese Reaktion erfolgte zum einen fiir
50 min (im Wildtyp kam es bei auxinbehandelten Keimlingen bei langerer Inkubation zu
einer starken Uberfirbung) und in einem zweiten Ansatz fiir 20 h Giber Nacht. AnschlieRend

wurden die Keimlinge bis zur Mikroskopie in 70 % (v/v)-ige Ethanollésung Giberfiihrt.

2.17. Auxintransporttest

Der Transport von Auxin innerhalb eines Keimlings vom Spross bis in die Wurzelspitze
wurde in einem Auxintransporttest (Rashotte et al., 2000) mittels radioaktiv markierten
Auxin (*H-IAA) (Amersham, Minchen, Deutschland) untersucht. Dafiir wurden die
Keimlinge zunachst flr sieben Tage in vertikaler Orientierung angezogen. Anschliefend
wurden jeweils acht Keimlinge einer Linie auf eine neue Anzuchtsplatte transferiert, so dass
die Spross-Wurzel Ubergédnge in einer geraden Linie ausgerichtet waren. Das radioaktiv
markierte Auxin (100 nM) wurde mit nicht-markiertem Auxin (10 uM) in 1% (w/v) Agar
gemischt und in einer kleinen Form erstarren lassen. Aus diesem mit Auxin angereicherten
Agarblock wurden mit einer Pasteurpipette kleine Fragmente ausgestochen und auf den
Spross-Wurzel-Ubergang gelegt. AnschlieBend wurden die Platten fiir 18 h im Dunkeln
inkubiert. Die Messung des Auxin-Transportes erfolgte in einem 1 cm langen Fragment der

Wurzelspitze mittels eines Szintillationszahlers. Dafiir wurden die Wurzelsegmente zuvor
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mit einem Skalpell abgeschnitten und in den SzintillationsgefaBen in 2,5 ml

Szintillationsflissigkeit aufgenommen und fiir 2 min gemessen.
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3. Ergebnisse

In friiheren Arbeiten von Perera et al. wurde, wie bereits in der Einleitung beschrieben,
gezeigt, dass die Kontrolle auxinvermittelter Prozesse, wie z.B. die gravitrope Krimmung
von Pflanzenorganen auch die Beteiligung von Pls und IPPs erfordert (Perera et al., 2006).
AuBerdem ist bekannt, dass IPPs in mehreren Hormonsignalwegen entscheidende
Kofaktoren darstellen. Das Inositolpentakisphosphat ist z.B. ein wichtiger Kofaktor mit
Funktion im Jasmonatrezeptor COI1 (Mosblech et al.,, 2011), welcher starke strukturelle
Ahnlichkeit zum Auxinrezeptor TIR1 aufweist, der ein Inositolhexakisphosphat enthilt. Die
Funktion von InsPg in TIR1 ist bislang unbekannt. In der vorliegenden Arbeit sollte
untersucht werden, ob Pls und verschiedene IPPs eine relevante Funktion fur
auxinvermittelte Prozesse und Signalweiterleitungen einnehmen. Aus diesem Grund
wurden zwei Arbeitshypothesen entwickelt, die bereits in der Einleitung in Abschnitt 1.12.

erlautert wurden.

3.1. Der Einfluss von Ptdins(4,5)P, auf den polaren Auxintransport

Wie in Abschnitt 1.12 bereits erklart, besagt Hypothese |, dass Pls, im Besonderen
Ptdins(4,5)P, einen Einfluss auf die Integration und die Lokalisation von
auxintransportierenden Proteinen haben konnte. Zur gezielten Untersuchung dieser
Annahme wurden verschiedene Pflanzenlinien auf auxinvermittelte Prozesse analysiert, die

im Syntheseweg von Pls gestort sind.
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3.1.1. Charakterisierung der pip5k1 pip5k2-Doppelmutante

In der pip5k1 pip5k2-Mutante ist die Expression zweier ubiquitdr exprimierter PI4P 5-
Kinasen (PIP5K1 und PIP5K2) vermindert, was signifikant reduzierte Gehalte an

PtdIns(4,5)P, zur Folge hat, auch schon in den Einzelmutanten (siehe Abb. 3.1.1).

Abb. 3.1.1.: PtdIns(4,5)P,-Gehalte der
Einzel- und Doppelmutanten der
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Wie in Abbildung 3.1.2 B zu sehen, ist die Expression, die durch eine T-DNA-Insertion in den
Genen der Kinasen unterbunden wird (siehe Abb. 3.1.2.A), innerhalb der Einzel- und

Doppelmutanten auf nahezu Null gesunken im Gegensatz zum Wildtyp.
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Abbildung 3.1.2.: Genetische Charakterisierung der pip5k1 pip5k2-Doppelmutante und der
jeweiligen Einzelmutanten. A:Positionen der T-DNA-Insertion in den Genen fiir die PIP5K1 und
PIP5K2.B: Relative Expression fir PIP5K1 und PIP5K2 im Wildtyp, pip5k1-Mutante, pip5k2-Mutante

und der pip5k1 pip5k2-Doppelmutante. Daten von Dr. Till Ischebeck. Daten stellen Mittelwerte *
Standardfehler von drei Experimenten dar.
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PIP5K1 als auch PIP5K2 sind relevant fiir das normale Wachstum, was an dem stark
ausgepragten Phanotyp der Doppelmutante deutlich wird. Die Pflanzen sind im Gegensatz
zum Wildtyp wesentlich kleiner, haben rétliche, harte Blatter, stark verkiirzte Wurzeln und
bilden keine funktionstiichtigen Antheren aus (siehe Abb. 3.1.3.). Aufféllig ist zudem, dass
sie nach sehr langer Wuchszeit von zehn Monaten kaum Seneszenz zeigen und auch ihre

Apikaldominanz verloren haben. Beide Prozesse werden unter anderem von Auxin

reguliert.

Abb 3.1.3.: Phinotypischer Uberblick der pip5k1 pip5k2-Doppelmutante. Die pip5k1 pip5k2-
Doppelmutante zeigte einen deutlichen Wachstumsphanotyp. A: Pflanzen wurden im Langtag fir
finf Wochen auf Erde angezogen. Links ist eine Wildtyppflanze, rechts die pip5k1 pip5k2-
Doppelmutante dargestellt. B: pip5k1 pip5k2-Doppelmutanten wurden flr zehn Monate im Langtag
angezogen.C: Keimlinge wurden fiir zehn Tage auf MS-Medium im Dauerlicht auf vertikalen Platten
angezogen. Links die Wildtypkontrolle, rechts die Doppelmutante. Abbildungen B und C von Dr. Till
Ischebeck.

Die pip5k1 pip5k2-Doppelmutante wurden von Dr. Till Ischebeck erzeugt und die meisten
der bisher dargestellten Daten wurden von ihm erhoben. Die pip5k1 pip5k2-
Doppelmutante zeigt deutliche Auxin-Phdanotypen, wie beispielsweise fehlende
Apikaldominanz (siehe Abb. 3.1.3.B). Firr das Verstandnis der im Folgenden beschriebenen

Experimente wurden seine Ergebnisse in diese Arbeit aufgenommen.
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3.1.2. Auxintransportmessung mit radioaktiv markiertem IAA

Die pip5k1 pip5k2-Doppelmutante weist, wie im vorherigen Abschnitt geschildert,
gravierende Stérungen in auxinvermittelten Prozessen auf. Aus diesem Grund wurde in
dem im Folgenden beschriebenen Experiment der Transport von Auxin in die Wurzelspitze
mittels radioaktiv markiertem IAA untersucht. Dieses Experiment wurde in Kooperation mit
Dr. Christian Lofke (Institut fir Angewandte Genetik und Zellbiologie (IAGZ)) durchgefiihrt.
Dabei wurde *H-IAA auf die Ubergangszone vom Spross zur Wurzel aufgetragen und 18 h
spater die Menge an radioaktiv markiertem Auxin in einem 1cm groBen Stiick der
Wurzelspitze gemessen. Dieses Experiment wurde sowohl fiir die pip5k1 pip5k2-
Doppelmutante als auch vergleichend fir den Wildtyp durchgefiihrt. Da sich die Pflanzen
vom Wuchs her stark unterschieden, wurden &ltere Pflanzen (zwei Wochen) beider Linien
gewadhlt, da die Mutante nach der normalerweise gewdhlten Zeit von sechs Tagen noch
keine Wurzel von 1 cm Lange besitzt. Trotz der relativ kurzen Wurzel der Doppelmutante
lieRen sich signifikante Unterschiede im Transportverhalten zwischen den Linien feststellen,
da im Vergleich zum Wildtyp wesentlich weniger Auxin in der Wurzelspitze ankam (Abb.
3.2.). Die relative Konzentration des markierten Auxins war in der pip5k1 pip5k2-

Doppelmutante im Vergleich zum Wildtyp um etwa ein Viertel reduziert.
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Abb. 3.2.: Auxintransportmessung mit radioaktiv markiertem IAA. Fir die Auxintransportmessung
wurden Wildtyppflanzen und Doppelmutanten fiir zwei Wochen in vertikaler Orientierung
angezogen und dann Gber mit Nacht mit radioaktiv markiertem Auxin behandelt. 18 h spater wurde
1 cm der Wurzelspitze abgeschnitten und die Menge des dorthin transportierten *H-1AA mittels eines
Szintilationszdhlers gemessen. Daten stellen Mittelwerte + Standardfehler von acht Einzelpflanzen je
Linie eines Experimentes dar. Das Experiment wurde zweimal mit vergleichbaren Ergebnissen
durchgefiihrt. ** = p<0,01 (Student’s t-test).
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3.1.3. Verminderte gravitrope Kriimmung der pip5k1 pip5k2-Doppelmutante

Die zur Verfigung gestellte pip5k1 pip5k2-Doppelmutante wurde auf die Auspragung
auxinabhdngiger Prozesse untersucht. Ein erstes Experiment zur Untersuchung des
Einflusses von PtdInsP(4,5)P, auf auxinabhangige Wachstumsprozesse der Pflanze war die
Verfolgung der gravitropen Kriimmungsreaktion. Dafir wurden Wildtyppflanzen und
Doppelmutanten unter gleichen Bedingungen angezogen. Da sowohl die Krimmung der
Wourzel als auch die des Hypokotyls interessant waren, wurde das Experiment im Dunkeln
durchgefihrt. Nach der Drehung der Anzuchtsplatten um 135° wurden die
Krimmungswinkel nach jedem weiteren Tag gemessen. Dargestellt sind im Folgenden
jedoch nur die Krimmungen nach 24 h, da hier der Effekt am starksten war. Wie in
Abbildung 3.3.A gezeigt, erreichen die Organe des Wildtyps wesentlich hohere
Krimmungswinkel als die der Doppelmutante (Abb. 3.3.B). Beim Wildtyp erreichten die
meisten Hypokotyle innerhalb dieses Experiments einen Krimmungswinkel zwischen 90°
und 120° (Abb. 3.3.C). Die meisten Wurzeln erreichten maximale Krimmungswinkel
zwischen 120° und 150° (Abb. 3.3.C). Die Doppelmutante zeigte nach einem Tag eine
deutlich geringere Krimmung ihrer Organe (Abb. 3.3.D). Die Hypokotyle erreichten
maximale Krimmungswinkel zwischen 60° und 90°, der GroRteil der Wurzeln lediglich
zwischen 30° und 60°. Das von PIP5K1 und PIP5K2 erzeugte PtdInsP(4,5)P, scheint also fur

die Krimmungsreaktion von A. thaliana relevant zu sein.
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Abb. 3.3.: Verminderte gravitrope Kriimmung der pip5k1 pip5k2-Doppelmutante. Keimlinge des
Wildtyps (A) und der Doppelmutante (B) wurden auf ihre Krimmungseigenschaften nach 24 h
gravitroper Stimulation untersucht. A und B zeigen die Keimlinge nach 24 h Drehung um 135°. C und
D zeigen eine graphische Auswertung des Kriimmungsexperiments fir Wildtyp (C) und pip5k1 pip5k2
(D). Grine Balken reprasentieren die gemessenen Hypokotyle, graue Balken die gemessenen
Wourzeln. Die Auswertung fiir die Mutante ist reprasentativ fiir zwei Experimente, die fur den Wildtyp
fir sechs Experimente. Pro Experiment wurden 50-60 Wildtyppflanzen und 25-30 pip5k1 pip5k2-
Pflanzen gemessen.

3.1.4. Veranderte Lokalisation von PIN-Auxin-Efflux-Proteinen in der

pip5k1 pip5k2-Doppelmutante

Die Unterschiede im Auxintransport und der gravitropen Kriimmung im Wildtyp und der
pip5k1 pip5k2-Doppelmutante weisen auf Defekte der Auxinverteilung hin. Wie in der
Einleitung beschrieben, wird Auxin durch Auxin-Efflux-Proteine im Gewebe verteilt. Im
Rahmen des Projektes wurden die pip5k1 pip5k2-Doppelmutante mit Pflanzen gekreuzt, die
PIN1:GFP, PIN2:GFP, PIN3:GFP, PIN4:GFP und PIN7:GFP exprimieren. Naher betrachtet
wurden jedoch nur Kreuzungen mit PIN1:GFP und PIN2:GFP.

Die Verteilung von PIN1:GFP innerhalb der Zellen war in den pip5k1 pip5k2-Pflanzen
teilweise verandert im Vergleich zum Wildtyp (Abb. 3.4.A und E) und zeigte in manchen
Zelle neben der Lokalisierung an der basalen Membran auch eine Verteilung an der

apikalen Membran (Abb. 3.4.B und F). Die Verteilung von PIN1 innerhalb des
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Zentralszylinders war im Vergleich zum Wildtyp deutlich unregelmafRig. Besonders in den
Randbereichen am Ubergang zum Kortexgewebe zeigten nicht alle Zellen ein deutliches
Fluoreszenzsignal des exprimierten PIN1:GFP-Konstrukts. AuRerdem wurde durch die
Fluoreszenz des PIN1:GFP deutlich, dass der Aufbau des Zentralzylindergewebes allgemein
nicht dem des Wildtyps dhnelte und die Zellen oft deformiert erschienen. Bei der
Lokalisierung von PIN2:GFP fielen Unterschiede im Vergleich mit der Wildtypkontrolle (Abb.
3.4.C) auf. PIN2:GFP lokalisierte im Kortexgewebe und der Epidermis der Wildtypkontrolle.
Intrazelluldr lokalisierte PIN2:GFP im Kortex basal und in der Epidermis apikal an der
Plasmamembran (Abb. 3.4.A). Im Gegensatz dazu lokalisierte PIN2:GFP in einigen Zellen der
pip5k1 pip5k2-Doppelmutante auch an anderen Seiten der Plasmamembran zum Beispiel in
der Epidermis auch basal oder an den Seiten statt nur apikal wie im Wildtyp (Abb. 3.4.G und
H). Zudem zeigt die Detailansicht von PIN2:GFP in manchen Fallen keine klare Lokalisation,
sondern teilweise punktférmige bis diffuse Strukturen, die sich an der Plasmamembran
sammelten. Ahnliches war auch bei PIN1:GFP (Abb. 3.4. F) zu beobachten. Die Daten weisen
darauf hin, dass Ptdins(4,5)P, bei der polaren Verteilung von PIN1 und PIN2 eine Rolle

spielt.
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Abb. 3.4.: PIN-Lokalisation im Wildtyp und der pip5k1 pip5k2-Doppelmutante. Lokalisation der
Auxin-Exporter PIN1 (A) und PIN2 (B) in sechs Tage alten Keimlingen im Wildtyp und der
pip5k1 pip5k2-Doppelmutante (C und D). Die Lokalisation wurde mittels fluoreszenzmarkierter
PIN1:GFP- und PIN2:GFP-Reporter dargestellt. PIN1:GFP zeigt Zentralzylinderlokalisation, PIN2:GFP
zeigt Kortex- und Epidermislokalisation. Die Expression von PIN1:GFP in pip5k1 pip5k2-
Doppelmutanten weist auf einen unregelméaRigen, deformierten Aufbau des Zentralzylinders hin.
MaRstab entspricht 20 um.
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Abb 3.4.: Zellulare Lokalisation von PIN1 und PIN2 im Wildtyp und der pip5k1 pip5k2-
Doppelmutante. E und F zeigen Detailansichten der intrazelluldaren PIN1:GFP-Lokalisation in sechs
Tage alten Keimlingen des Wildtyps und der pip5k1 pip5k2-Doppelmutante, G und H fiir PIN2:GFP in
Epidermiszellen. PIN1:GFP lokalisiert im Vergleich zum Wildtyp diffuser in den Zellen der
pip5k1 pip5k2-Doppelmutante (F) und nicht nur an der basalen Plasmamembran. PIN2:GFP zeigt in
der Doppelmutante (H) ebenfalls verdnderte Lokalisation im Vergleich mit dem Wildtyp (G) und liegt
in den abgebildeten Zellen nicht nur apikal, sondern auch basal oder an den Seiten der
Plasmamembran vor. Zuden bilden sich punktformige PIN2:GFP-haltige Strukturen nahe der
Membran aus. Der MaRstabsbalken entspricht 20 um. Bilder sind reprasentativ fiur zwei
Experimente.
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3.1.5. Endozytisches , Cycling” der PIN-Transporter

Fiir die Neuverteilung von Auxin nach Gravistimulation in das Kortexgewebe und die
Epidermis ist hauptsachlich PIN2 als Exporter zustdndig. Es ist auch bekannt, dass der
Gehalt an PIN2 an der Unterseite der Wurzel nach Drehung zunimmt und an der Oberseite
schwéacher wird (Abas et al., 2006). Dieser Prozess beruht zum einen auf einer zelluldren
Umverteilung und Polarisierung von PIN2, als auch dessen Neusynthese. PIN-Proteine
missen innerhalb der Zelle also flexibel transportierbar sein und sind daher standig Exo-
und Endozytose-Prozessen unterworfen. Wie in der Einleitung bereits beschrieben, wird
beispielsweise PIN2 stdndig zwischen der Plasmamembran und dem Endomembransystem
hin- und hertransportiert. Dabei lasst sich zwischen dem Transport an die apikale und die
basale Plasmamembran unterscheiden, weil beide Wege unterschiedlich reguliert werden
(Kleine-Vehn et al., 2008). Dabei stellte sich heraus, dass der Transportweg, welcher PIN2
an die basale Membran lokalisiert, fiir den Transportinhibitor Brefeldin A empfindlich ist, da
dieser das ARF-GEF GNOM inhibiert (Kleine-Vehn et al., 2008). Durch diese Inhibierung ist
es nach Internalisierung von PIN2 nicht mehr moglich, den Transporter von den Endosomen
zuriick zur Plasmamembran zu bringen. Es kommt zu einer Akkumulierung in sogenannten
BFA-K&rpern.

Die Lokalisation von PIN2:GFP wurde in Kortexzellen des Wildtyps und der pip5k1 pip5k2-
Doppelmutante ohne BFA-Behandlung (Abb. 3.5.A und B) und nach 60 min BFA Behandlung
(Abb. 3.5.C und D) verfolgt. Im Wildtyp kam es nach der BFA-Behandlung zu einer
deutlichen Akkumulation von PIN2 in BFA-Kérpern (Abb. 3.5.C). In der Doppelmutante war
das Vorkommen der BFA-Korper nach der gleichen Zeit wesentlich weniger stark
ausgepragt, was daflr spricht, dass der Auxin-Transporter PIN2 in der Doppelmutante im
Vergleich zum Wildtyp weniger beweglich zwischen den Membranen fluktuieren kann oder
dass PIN2 durch seine weniger polare Lokalisation innerhalb einer Zelle der Doppelmutante

weniger anfallig fur die inhibierende Wirkung von BFA ist.
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Abb 3.5.: BFA-Korperbildung im Wildtyp und der pip5k1 pip5k2-Doppelmutante. Wildtyp und
pip5k1 pip5k2-Doppelmutante wurden fir 1 h mit Brefeldin A inkubiert um die Internalisierung von
GFP-markierten PIN2-Proteinen in BFA-K&rpern zu untersuchen. A: Wildtyp ohne BFA, B:
pip5k1 pip5k2-Doppelmutante ohne BFA, C: Wildtyp nach 1 h BFA-Behandlung, D: pip5k1 pip5k2-
Doppelmutante nach 1 h BFA-Behandlung. Das Experiment wurde drei Mal mit vergleichbaren
Ergebnissen durchgefiihrt. Der MaRstabsbalken entspricht 20 um.

Die Daten weisen darauf hin, dass PtdIns(4,5)P, eine wichtige Funktion bei der

endozytotischen Internalisierung und somit bei der polaren Verteilung von PIN2 hat.

3.1.6. Ermittlung der Auxin-Verteilung mittels GUS-Farbung in der pip5k1 pip5k2-

Doppelmutante

Der in der pip5k1 pip5k2-Doppelmutante verdnderte Auxintransport und die gestorte
polare PIN-Verteilung wiesen darauf hin, dass Auxin im Vergleich zum Wildtyp anders im
Gewebe verteilt wird. Um die Verteilung von Auxin in Wurzeln von Wildtyp und
pip5k1 pip5k2-Doppelmutanten zu visualisieren, wurden DR5::GUS-Reporter eingebracht
und die entstandenen Reporterlinien auf GUS-Verteilung getestet. Die GUS-Farbung beruht
auf der Expression des Enzyms B-Glucoronidase, welches ein farbloses Substrat zu einem
blauen Farbstoff oxidiert. Wird das Enzym unter dem durch Auxin induzierten DR5-
Promoter exprimiert, farben sich jene Gewebe blau, in denen Auxin vorliegt. Die GUS-
Farbung wurde zum einen mit unbehandelten Pflanzen durchgefiihrt und zum anderen mit
Pflanzen, die zuvor auf Medium mit den schon beschriebenen Auxinen vorinkubiert

wurden. Als Auxine wurden 2,4-Dichlorphenoxyessigsdure (2,4-D), Indol-3-Essigsdure (IAA)
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und 2-(1-Naphthyl)essigsdure (NAA) verwendet. In diesem Zusammenhang ist relevant,
dass IAA und 2,4-D in der Pflanze auf den aktiven Transport in die Zelle durch Importer (z.B.
AUX1) angewiesen sind, wdhrend NAA frei durch die Membran diffundieren kann
(Marchant et al.,, 1999). Somit sollte NAA schneller an seinen Wirkort innerhalb des
Gewebes kommen als die beiden anderen Auxine. In Abbildung. 3.6. A sind die Ergebnisse
des Experimentes fir die Wildtypkeimlinge dargestellt. Die Kontrollpflanzen ohne
Auxingabe zeigten eine deutliche Blaufarbung in der Wurzelspitze. Dort war das meiste
Auxin und es kam zu einer hohen Transkriptionsrate des B-Glucoronidase-Gens und somit
zur héchsten Umsetzung des X-Glucs. Hierfiir mussten die Wurzeln fiir 20 h in der X-Gluc-
Losung inkubieren. Da die Auxinvergleichsproben des Wildtyps nur fir 50 min gefarbt
wurden, wurde auch dazu eine Kontrolle ohne Auxin angefertigt. Diese zeigte nach der

kurzen Zeit jedoch noch keine Blaufarbung und ist nicht abgebildet.

Kontrolle 1AA NAA 2,4-D Kontrolle IAA NAA 2,4-D

Wildtyp pip5k1pip5k2

Abb. 3.6.: Nachweis der Auxinverteilung in Wurzelspitzen des Wildtyps und der pip5k1 pip5k2-
Doppelmutante. GUS-Farbung von Wildtyppflanzen und pip5k1 pip5k2-Doppelmutanten fir
verschiedene Zeiten nach Inkubationen mit und ohne exogene Auxine. A zeigt Pflanzen des Wildtyps.
Die Kontrolle wurde fiir 20 h in der GUS-Farbeldsung inkubiert. Die mit Auxin behandelten Keimlinge
wurden zundchst fur 4 h auf MS-Medium mit den verschiedenen Auxinen umgesetzt, die Kontrolle
wurde fir die gleiche Zeit auf eine Platte ohne Medienzusatze gelegt. Die auxinbehandelten Proben
wurden anschlieBend nur fir 50 min in der Farbel6sung belassen, da es sonst zu starker
Uberfarbung kam. B zeigt die Pflanzen der pip5k1 pip5k2-Doppelmutante. Die Kontrolle wurde
ebenfalls fir 20 h in der Farbelosung belassen. Fiir die Keimlinge, die zuvor ebenfalls 4 h auf Auxin-
haltigen Medium lagen sind ebenfalls die Ergebnisse nach 20 h Inkubation in der X-Gluc-Farbelosung
gezeigt. Das Experiment wurde zweimal mit vergleichbaren Ergebnissen durchgefiihrt.

Die fur 4 h mit exogenen Auxinen behandelten Wildtypkeimlinge zeigten die in Abbildung
3.6.A dargestellten Farbemuster. Die Pflanzen wurden nur fir 50 min in der X-Gluc-L6sung

inkubiert, da es bei lingeren Zeiten zu einer starken Uberfiarbung der Wurzel kam und man
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Einzelgewebe kaum bis gar nicht mehr differenzieren konnte. Die Lange der Farbung wurde
anhand der NAA-Probe so gewdhlt, bis diese ungefdahr die Farbintensitat der
Wildtypkontrollpflanzen nach 20 h Farbung annahm. Wie schon erwdhnt sind sowohl |AA
als auch 2,4-D auf den aktiven Transport in die jeweiligen Zielzellen angewiesen und somit
auch wieder auf den aktiven Export. Die Transportgeschwindigkeit und der Wirkort fiir
diese beiden Auxine sind also von den Auxin-Importern und -Exportern abhangig. Das ist
auch deutlich in Abbildung 3.6.A fiir IAA und 2,4-D zu erkennen. Beide Auxine werden
langsam von oben nach unten Richtung Wurzelspitze transportiert, da sie auf die
pflanzeninternen Transportrouten angewiesen sind. Im Gegensatz dazu kann NAA frei
durch die Membranen diffundieren und fiihrte wie das endogene Auxin zu einer
Blaufarbung in der Wurzelspitze.

Die GUS-Farbereaktion in den pip5k1 pip5k2-Kontrollkeimlingen ohne Auxin flihrte auch
nach 20 h zu keiner Blaufarbung in der Spitze der Wurzel (Abb. 3.6.B). Inkubation auf den
verschiedenen Auxinen fir 4 h zeigte nach 20 h in der X-Gluc-Lésung keine Farbung, obwohl
es beim Wildtyp nach entsprechender Inkubation schon zu einer starken Uberfirbung der
Gesamtwurzel kam. Einzig 2,4-D fihrte zu einer Farbung von Einzelzellen der pip5k1 pip5k2-
Doppelmutante innerhalb der Wurzel, nicht jedoch IAA, welches wie 2,4-D auf die
Transportwege innerhalb der Pflanze angewiesen ist. Vergleicht man diese beiden
Hormone im Wildtyp (Abb. 3.6.A), zeigte sich auch dort, dass 2,4-D eine starkere, weiter in
die Wurzelspitze reichende Blaufarbung ausloste, was daflir sprechen konnte, dass es
effektiver transportiert wird als das natirliche IAA. Die mit NAA behandelten
Doppelmutanten zeigten keine Blaufarbung. Eine Diffusion des Auxinanalogons frei durch
die Membran scheint in der pip5k1 pip5k2-Doppelmutante also eventuell nur eingeschrankt
moglich zu sein. Die Daten weisen darauf hin, dass der Auxin-Transport in der
pip5k1 pip5k2-Doppelmutante gestort ist. Diese Beobachtung ist mit den bisher
beschriebenen Ergebnissen konsistent und weist auf eine zentrale Funktion von

Ptdins(4,5)P, bei der Regulation der Auxin-Verteilung in A. thaliana hin.

3.1.7. Wachstum der pip5k1 pip5k2-Doppelmutante auf verschiedenen Auxinen

Die bisherigen Ergebnisse wiesen darauf hin, dass die Auxin-Verteilung in der
pip5k1 pip5k2-Doppelmutante verdndert ist, da moglicherweise PIN-Proteine in ihrer
polaren Verteilung gestort sind. Um zu untersuchen, ob der schwerwiegende Phanotyp der
pip5k1 pip5k2-Doppelmutante auf die veranderte Auxin-Verteilung zuriickzufiihren ist,

wurde der Einfluss verschiedener, exogen applizierter Auxine auf den Wuchs der
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pip5k1 pip5k2-Doppelmutante getestet. Neben der natiirlich vorkommenden Indol-3-
Essigsdure (IAA), wurden auch die synthetischen Auxinanaloga 2-(1-Naphthyl)essigsaure
(NAA) und 2,4-Dichlorphenoxyessigsdure (2,4-D). Da die Doppelmutante eine verringerte
Sensitivitdt gegenliber gravitroper Stimulation und einen verminderten Auxintransport
aufweist, sollte durch dieses Experiment getestet werden, ob exogenes Auxin einen Einfluss
auf den Phanotyp der Pflanze hat. In Wildtyppflanzen ist bekannt, dass die Gabe von Auxin
das Wurzelwachstum auch schon in geringen Konzentrationen inhibiert, da die Synthese
von Ethylen induziert wird, welches letztendlich reduziertes Wachstum hervorruft (Hansen
and Grossmann, 2000). Es wurde eine 50 nM-Konzentration jedes Auxins getestet. Dafir
wurden die Pflanzen zunédchst flir sechs Tage angezogen und dann auf Platten mit

auxinhaltigem Medium umgesetzt.

Kontrolle 50 nM NAA 50 nM 2,4-D 50 nM IAA

Abb. 3.7.: Wachstum der pip5k1 pip5k2-Doppelmutante auf verschiedenen Auxinen. Reihe A zeigt
Wildtyppflanzen in folgender Reihenfolge: Keimlinge nach sechs Tagen auf MS-Medium im Langtag
gezogen; Kontroll-Keimlinge nach weiteren sechs Tagen nach Umsetzen auf MS-Medium; Keimlinge
nach sechs Tagen nach Umsetzen auf 50 nM NAA; Keimlinge nach sechs Tagen nach Umsetzen auf 50
nM 2,4-D und Keimlinge nach sechs Tagen nach Umsetzen auf MS-Medium mit 50 nM IAA. Reihe B
zeigt das Paralell-Experiment mit den pip5k1 pip5k2-Doppelmutanten.

Wie in Abbildung 3.7.A zu sehen, wuchsen die Wurzeln der Wildtyppflanzen nach dem

Umsetzen auf Kontrollmedium noch einmal um mehr als die doppelte Liange. Zudem
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bildeten sich in den oberen Bereichen Seitenwurzeln. Nach der gleichen Zeit auf MS-Platten
mit 50 nM NAA war das Wurzelwachstum leicht reduziert und die Ausbildung der
Seitenwurzeln war auch geringer. Der wachstumsreduzierende Effekt auf die Wurzel,
welcher von Auxinen ausgeldst wird, war bei NAA am schwachsten ausgepragt. Die gleiche
Konzentration an 2,4-D fiihrte im Gegensatz zu NAA schon kurz nach dem Umsetzen der
Keimlinge zu einem nahezu kompletten Stopp des Wurzelwachstums (siehe Abb. 3.7.). IAA
reduzierte das Wurzelwachstum in dhnlicher Weise wie 2,4-D und flihrte zusatzlich zu

einem vermehrten Wachstum von Wurzelhaaren (Abb. 3.7.A letztes Bild).
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Abb. 3.8.: Verldngerung der Wurzel der pip5k1 pip5k2-Doppelmutante auf verschiedenen Auxinen.
Graphische Auftragung des Wurzelwachstums von Wildtyp (A) und pip5k1 pip5k2-Doppelmutante (B)
Gber mehrere Tage nach Umsetzen auf Medium mit Auxinen oder auf Kontrollplatten ohne
Hormonzusatz. Sowohl der Wildtyp als auch die pip5k1 pip5k2-Doppelmutante zeigten nach
Auxinbehandlung verringertes Wurzelwachstum. Daten stellen Mittelwerte + Standardfehler eines
Experiments mit je zehn Keimlingen pro Konzentration und Linie dar.

Die Wurzeln der Doppelmutanten waren nach sechs Tagen Wachstum mit knapp 0,3 cm im
Durschnitt deutlich kiirzer als die der Wildtypkontrollen und wuchsen in den zusatzlichen
sechs Tagen nur um etwa weitere 0,4 cm (Abb. 3.8.B). Wahrend sich die Wurzellange beim
Wildtyp um das 4-5-fache verlangerte (Abb. 3.8.A), kam es also bei der Mutante nur zu
etwas mehr als einer Verdopplung der Wurzellange. Der Zusatz von NAA wirkte sich auch
bei der pip5k1 pip5k2-Doppelmutante am wenigsten auf das Wurzelwachstum aus (Abb.
3.7.B und Abb. 3.8.B). 2,4-D und IAA hingegen fiihrten auch hier nahezu zu einem Stopp des
Wurzelwachstums. Im Falle von IAA kam es von Tag 2 zu Tag 4 zu einer geringen
Verlangerung der Wurzel und auch zu leicht erhéhtem Wurzelhaarwachstum (Abb. 3.8.B,
Abb. 3.7.B). Zudem schien IAA das gravitrope Wachstum der Wurzel zu stéren, da sowohl
die Kontrollpflanzen der Doppelmutante und die mit NAA behandelten Wurzeln wieder
nach unten wuchsen (auBer bei 2,4-D, da es zu keiner Verlangerung der Wurzel innerhalb

der sechs Tage kam), die Wurzeln der mit IAA behandelten Doppelmutante jedoch nicht.
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Die Anderungen der Wurzelldnge auf verschiedenen Auxinen (Abb. 3.8.) wiesen darauf hin,
dass trotz verschiedener Wurzelelongation von Wildtyp und Doppelmutanten die
verschiedenen applizierten Auxine sehr dhnlichen Einfluss auf das Wurzelwachstum hatten.
Die Daten zeigen auflerdem deutlich, dass exogen appliziertes Auxin das Wurzelwachstum
der Doppelmutante nicht verandern kann. Der Phanotyp der pip5k1 pip5k2-Doppelmutante
ist also wahrscheinlich nicht ausschlieBlich durch veranderte Auxinverteilung erklarbar. Das
Experiment wurde zusatzlich mit 20 nM IAA durchgefiihrt (Ergebnisse siehe Anhang Abb.
A.2.). Auch diese Daten zeigen, dass das Wurzelwachstum durch die Gabe des Auxins
reduziert ist. Diese Reduzierung ist in den Wildtypkontrollen jedoch starker verglichen mit

der pip5k1 pip5k2-Doppelmutante.

3.2. Verminderte Sensitivitdt fur Auxin in Pflanzen mit reduzierten Gehalten an

InsPg

Wie einleitend schon erwahnt, befasst sich Hypothese Il mit der Relevanz von IPPs als
Kofaktoren fiir das Auxin-Rezeptor-F-Box-Protein TIR1. Der Rezeptor TIR1, welcher neben
flinf weiteren AUXIN SIGNALING F-BOX (AFB)-Proteins die auxinvermittelte Genexpression
steuert, besitzt ein InsPg unbekannter Funktion als Kofaktor. Durch die im Folgenden
beschriebenen Experimente sollte getestet werden, ob InsPg eine Funktion in der TIR1-
vermittelten auxinabhangigen Genexpression hat. Fiir die Untersuchung dieser Prozesse
wurde eine A. thaliana-Mutante ausgewahlt, welche eine T-DNA-Insertion im Gen fir die
Inositolpolyphosphat-2-Kinase 1 (IPK1) tragt, die InsPs zu InsPg phosphoryliert. Die Gehalte

an InsPgin den ipk1-1-Mutanten sind stark reduziert.

3.2.1. Verminderte gravitrope Kriimmung der ipk1-1-Pflanzen

In einem ersten Experiment sollten die Krimmungseigenschaften der ipk1-1-Mutante mit
denen des Wildtyps verglichen werden, um zu testen, ob das Fehlen von InsPg eine
veranderte Antwort auf Auxin bedingt. Dazu wurden die Pflanzen wie schon fir die
pip5k1 pip5k2-Doppelmutanten beschrieben fiir sechs Tage im Dunkeln angezogen und fiir
mehrere Tage um 135° gedreht. Das Fortschreiten der Kriimmung wurde durch tagliches
»Einscannen” der vertikalen Anzuchtsplatten dokumentiert. Die Krimmung nach 24 h

wurde ausgewertet und graphisch aufgetragen (Abb. 3.9.).
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Abb. 3.9.: Verminderte gravitrope Krimmung der ipk1-1-Pflanzen. Keimlinge des Wildtyps (A) und
der ipk1-1-Mutante (B) wurden auf ihre Krimmungseigenschaften nach 24 h gravitroper Stimulation
untersucht. A und B zeigen die Keimlinge nach 24 h Drehung um 135°. C und D zeigen eine
graphische Auswertung des Krimmungsexperiments fur Wildtyp (C) und ipk1-1 (D). Griine Balken
reprasentieren die gemessenen Hypokotyle, graue Balken die gemessenen Wurzeln. Die Auswertung
fir die Mutante ist reprasentativ fir zwei Experimente, die fir den Wildtyp fiir sechs Experimente.
Pro Experiment wurden 50-60 Pflanzen beider Linien gemessen. Das Experiment wurde auch mit im
Langtag gezogenen Pflanzen wiederholt und dort die Krimmung der Wurzel verfolgt (siehe Daten im
Anhang Abb A.1.). Auch diese Pflanzen zeigen eine reduzierte Krimmung nach Gravistimulation.

Wie in Abbildung 3.9.A und B zu erkennen, zeigten die ipkl1-1-Mutanten eine geringere
Krimmung von Hypokotylen und Wurzeln als Wildtypkontrollen. Dies zeigten auch die
nachfolgenden statistischen Auswertungen (Abb. 3.9.C und D). Obwohl die ipki1-1-
Mutanten keinen so drastischen Phanotyp zeigten, wie die pip5k1 pip5k2-Doppelmutanten,
sind ihre Krimmungseigenschaften nach 24 h in dhnlicher Weise reduziert. Die meisten
Wurzeln der ipk1-1-Pflanzen zeigten Krimmungen zwischen 30-60°, wahrend der Wildtyp
nach 24 h nahezu den endgiltigen Krimmungswinkel zwischen 120° und 150° erreicht
hatte. Die Hypokotyle der ipk1-1-Pflanzen krimmten sich etwas besser im Vergleich zu der
pip5k1 pip5k2-Doppelmutanten  (Abb. 3.9.B), lagen aber dennoch nur bei
Krimmungswinkeln zwischen 60°-90° (Abb. 3.9.D), wahrend der Wildtyp meist

Krimmungswinkel zwischen 90°-120° erreichte (Abb. 3.9.C).
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3.2.2. Auxintransportmessung mit radioaktiv markiertem IAA

Da auch bei den ipk1-1-Mutanten die gravitrope Krimmungsreaktion abgeschwéacht war,
wurde der Auxintransport mittels radioaktiven IAA bestimmt. Die Ergebnisse des
Experiments fur die ipk1-1-Pflanzen sind in Abbildung 3.10. dargestellt. Die ipk1-1-Pflanzen
zeigten einen signifikant verminderten Auxintransport innerhalb der Wurzel. Nach 18 h
Inkubationszeit mit *H-1AA gelangte etwa % weniger davon in der Wurzelspitze der Mutante
im Vergleich zum Wildtyp. Diese Ergebnisse konnten ein Hinweis auf die Ursache fiir die in

Abschnitt 3.2.1 beschriebene reduzierte gravitrope Kriimmung nach Gravistimulation sein.

250

200 -+

150 -

100 -

Relativer Auxintransport (cpm)

Wildtyp ipk1-1

Abb. 3.10.: Auxintransportmessung mit radioaktiv markiertem IAA. Fiir die Auxintransportmessung
wurden Wildtyppflanzen und ipk1-1-Mutanten fiir sechs Tage in vertikaler Orientierung angezogen
und dann lber mit Nacht mit radioaktiv markiertem Auxin behandelt. 18 h spater wurde 1 cm der
Wurzelspitze abgeschnitten und die Menge des dorthin transportierten °H-IAA mittels eines
Szintilationszahlers gemessen. Daten stellen Mittelwerte + Standardfehler von acht Einzelpflanzen je
Linie eines Experimentes dar. Das Experiment wurde zweimal mit vergleichbaren Ergebnissen
durchgefiihrt. ** = p<0,01 (Student’s t-test).

3.2.3. Lokalisierung verschiedener Auxintransporter in ipk1-1-Pflanzen

Auf Grund der reduzierten Krimmungsreaktion nach gravitroper Stimulation und des
reduzierten Auxintransports wurde zunachst die Lokalisierung verschiedener
Auxintransporter (PINs) in der Wurzel mikroskopisch analysiert. Daflir wurden die ipk1-1-
Mutanten mit Pflanzen gekreuzt, die fluoreszenzmarkierte Fusionen der Auxinexporter
PIN1, 2, 3, 4 und 7 exprimieren. Flr einen direkten Vergleich wurde die Lokalisierungen im

Wildtyp beobachtet (siehe Abb. 3.11.A-E).
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Abb. 3.11.: Lokalisation von PIN:GFP-Proteinen in Wurzelspitzen des Wildtyps. A zeigt die
Lokalisation fiir PIN1:GFP in der Wurzelspitze, B fiir PIN2:GFP, C fir PIN3:GFP, D fiir PIN4:GFP und E
fir PIN7:GFP. Der MaRstabsbalken entspricht 20 um. Die Lokalisation der PIN-Transporter wurde in
5-10 Einzelpflanzen fir jede Linie untersucht.

PIN1:GFP lokalisierte im Zentralzylinder der Wurzel an der basalen Seite der Einzelzellen
(Abb. 3.11.A). Zu einem geringen Anteil lokalisierte PIN1:GFP auch in direkt benachbarten
Kortexzellen (Abb. 3.11.1 links). Somit erfolgt ein gerichteter Transport vom Spross
Richtung Wurzelspitze. PIN2 lokalisierte hauptsachlich an der basalen Plasmamembran von
Kortexzellen und an der apikalen Membran der Epidermis (Abb. 3.11.B und 3.11.1.rechts).

PIN1:GFP PIN2:GFP |

K

Abb. 3.11.1.: Detailansicht der Lokalisation
von PIN1:GFP und PIN2:GFP. PIN1:GFP (links)
lokalisierte nicht nur im Zentralzylinder (Zz),
sondern teilweise auch im Kortexgewebe (K).
Pfeil markiert Zellen. PIN2:GFP (rechts) zeigt

in Epidermiszellen (E) apikale
Plasmamembranlokalisation und in
Kortexzellen (K) basale
Plasmamembranlokalisation. Pfeile zeigen
Auxintransportrichtung an. Der

MaRstabsbalken entspricht 20 pm.
Verteilungsmuster entspricht der in der
Literatur beschriebenen Lokalisation. n=5.
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PIN3:GFP war am starksten in den Kolumellazellen vertreten und zeigte keine Praferenz fiir
eine bestimmte Seite der Plasmamembran. AulRerdem schien PIN3:GFP im Zentralzylinder
im vaskuldaren Gewebe vorzukommen (Abb. 3.11.C). In den Kolumellazellen nimmt PIN3
eine Verteilerfunktion ein, indem es das von PIN1 in die Wurzelspitze transportierte Auxin
zu den Seiten in den Kortex verteilt. PIN4:GFP lokalisierte in den Kolumellastammzellen
unterhalb des ruhenden Zentrums und zog sich leicht im Zentralzylinder in das
Vaskulargewebe der Elongationszone (Abb. 3.11.D). PIN7:GFP kam hauptsachlich im

provaskuldren Gewebe, in den Kolumellazellen und auch in geringerer Menge im

vaskuldren Gewebe des Zentralszylinders in der Elongationszone der Wurzel vor (Abb.

3.11.E).

Abb. 3.12.: Lokalisation von PIN:GFP-Proteinen in Wurzelspitzen der ipk1-1-Mutanten. A zeigt die
Lokalisation fiir PIN1:GFP in der Wurzelspitze, B fiir PIN2:GFP, C fir PIN3:GFP, D fiir PIN4:GFP und E
flr PIN7:GFP. Der MaRstabsbalken entspricht 20 um. Die Lokalisation der PIN-Transporter wurde in
5-10 Einzelpflanzen fiir jede Linie untersucht.

Die Lokalisation der PIN-Proteine wurde mittels konfokaler Mikroskopie auch in den ipk1-1-
Mutanten untersucht (Abb. 3.12.A-E), welche unter gleichen Bedingungen wie die
Kontrollpflanzen angezogen wurden. Obwohl die ipk1-1-Pflanzen eine deutlich verminderte
Reaktion auf Gravistimulation zeigten, war hinsichtlich der Lokalisation der verschiedenen
PIN-Transporter kein Unterschied zum Wildtyp zu beobachten. PIN1:GFP lokalisierte im
Zentralzylinder und zeigte auch auf zellularer Ebene keine Fehllokalisation (Abb. 3.12.A).
PIN2:GFP zeigte die reguldre Lokalisation in Kortex- und Epidermiszellen (Abb. 3.12.B).
PIN3, 4 und 7 verteilten sich wie im Wildtyp definiert in Zellen der Wurzelspitze und des

vaskuldren Gewebes der Elongationszone des unteren Wurzelbereichs (Abb. 3.12.D-E). Die
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verminderte Krimmungsreaktion der ipkl1-1-Pflanzen scheint also nicht auf eine

Fehllokalisation der plasmamembranstandigen Auxinexporter zuriickzufiihren zu sein.

3.2.4. Unveranderte endozytische Internalisierung von PIN2-Proteinen in ipk1-1-

Mutanten

Neben der polaren Verteilung der PIN-Proteine an der Plasmamembran wurde fir PIN2:GFP
die Internalisierung in BFA-Korper getestet. PIN2 wurde fir diese Experimente ausgewahlt,
weil dieses Protein gerade fiir die asymmetrische Verteilung von Auxin bei der gravitropen
Krimmung wichtig ist. Wildtyppflanzen und ipk1-1-Mutanten, die das PIN2:GFP-Konstrukt
exprimieren, wurden mit BFA und mit BFA und zuséatzlich Auxin behandelt. Die Pflanzen
wurden vor und wahrend jedes Experimentes mit CHX inkubiert, um die Neusynthese von
PINs zu unterbinden, da diese ebenfalls in BFA-Ko6rper gelangen und somit die Beobachtung
der zwischen Membran und Endosomen wandernden PIN2-Proteine verfdlschen wiirde.
Wie in Abbildung 3.13.1.A dargestellt, fiihrt die alleinige Gabe von BFA im Wildtyp zu einer
Akkumulation von PIN2:GFP in BFA-Korpern.

.

Abb. 3.13.1.: BFA-Kérperbildung im
Wildtyp und der ipk1-1-Mutante.
Wildtyp- und ipk1-1-Pflanzen wurden
zundchst fir 1h mit Brefeldin A
inkubiert um die Internalisierung von
PIN2:GFP in BFA-Kbrper zu untersuchen
(A fur Wildtyp, C fur ipk1-1). In einem
Parallelexperiment wurden Pflanzen
zusatzlich zu Brefeldin A mit 1AA
behandelt. Dies verhindert im Normalfall
Uber Bindung an ABP1 die Endozytose
von PIN2 und somit die Akkumulation in
BFA-Korper (B fur Wildtyp, D fir ipk1-1-
Mutante). Der Malstabsbalken
entspricht 20 um. Das Experiment
wurde 15-mal durchgefihrt.

60



Ergebnisse

* * K
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Abb. 3.13.2.: Reduktion der BFA-K6rper-Zahl nach Auxinbehandlung ist in den ipk1-1-Mutanten
vergleichbar mit dem Wildtyp. Die Graphik zeigt eine Auswertung der Zahl an BFA-Kérpern pro Zelle.
Ausgezahlt wurden pro Experiment etwa 25-30 Einzelzellen pro Wurzel von jeweils drei Keimlingen.
Die Auszdhlung wurde fiir zwei unabhdngige Experimente mit vergleichbaren Ergebnissen
durchgefiihrt. Mittelwerte *+ Standardfehler reprasentieren Ergebnisse eines Experiments. ** =
p<0,01 (Student’s t-test).

Fiir diese Bilder wurden die Keimlinge fiir etwa 1 h in der BFA-LGsung belassen. Der gleiche
Vorgang lieR sich auch in den ipk1-1-Mutanten beobachten (Abb. 3.13.1.B). Auch hier kam
es zu einer starken Akkumulation von PIN2:GFP in BFA-K&rpern, deren Anzahl jedoch
geringer war als im Wildtyp (siehe Abb. 3.13.2). Parallel zu diesem Experiment wurden
Keimlinge beider Linien in einer Losung inkubiert, die neben BFA auch 10 uM IAA enthielt.
Exogenes Auxin verhindert ABPl-abhangig die Clathrin-Rekrutierung an die
Plasmamembran und somit die Internalisierung von PIN2:GFP (Robert et al., 2010). Bei
Gabe von BFA und IAA sollte es daher zu keiner Akkumulation von PIN2:GFP in BFA-K&rpern
kommen. Auch diese Keimlinge wurden zuvor in CHX inkubiert.

Wie in Abbildung 3.13.1.C zu sehen ist, fiihrte die zusatzliche Gabe von Auxin zu einer
deutlichen Reduktion der PIN2:GFP enthaltenden BFA-Korper (siehe auch Abb. 3.13.2). Die
Keimlinge innerhalb dieses Experiments wiesen eine um etwa die Halfte reduzierte
Akkumulation von PIN2:GFP in BFA-Korpern auf. In dem parallelen Experiment mit den
ipk1-1-Mutanten kam es ebenfalls zu einer Inhibierung der PIN2-Endozytose und zu einer
vergleichbaren Anzahl an ausgezadhlten BFA-Korpern wie im Wildtyp. BFA fiihrte in beiden
Fallen zu einer Internalisierung von PIN2 in BFA-Korpern. In beiden Linien war es moglich,

diesem Prozess durch die zusatzliche Gabe von Auxin entgegenzuwirken. AuBerdem
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wurden Pflanzen teilweise zusatzlich zu CHX auch mit Auxin vorbehandelt, da man sehr oft
nach Gabe eines BFA/Auxin-Gemisches ebenfalls eine hohe Anzahl an BFA-K6rpern erhielt,
welche darauf beruhen konnte, dass bei gleichzeitiger Gabe BFA zu einer schnelleren
Reaktion flihrt als Auxin. Dennoch lieB sich eine Bildung von BFA-Kérpern trotz
Vorinkubation mit Auxin auch hier nicht ganzlich unterbinden (Ergebnisse nicht gezeigt).
Aus diesem Grund wurde der Versuch dann weiterhin mit einer gleichzeitigen Gabe von
BFA und Auxin durchgefiihrt. Die Ergebnisse fiir die Reduktion der BFA-K&rper konnten von
Keimling zu Keimling auch innerhalb eines Experiments schwanken. Aus diesem Grund

wurde das Experiment 15-mal wiederholt.

3.2.5. Asymmetrische Verteilung von Auxin wahrend der Gravistimulation

Die ipk1-1-Mutanten zeigten sowohl eine reduzierte Kriimmungsreaktion nach gravitroper
Stimulation, als auch leicht reduzierten Auxintransport. Dennoch lokalisierten alle
bekannten membranstdandigen PIN-Auxinexporter sowohl in den richtigen Geweben, als
auch intrazellular an der richtigen Membranseite. Da die Auxintransportmessung mit
radioaktiven IAA (siehe Abb. 3.10.) sehr fehlerbehaftet ist, sollte ein weiteres Experiment
zeigen, wie sich Auxin nach gravitroper Stimulation von ipk1-1-Mutanten innerhalb eines
definierten Zeitraums asymmetrisch innerhalb der Wurzelspitze verteilt. Die Umverteilung
von Auxin nach Anderung des Gravitationswinkels dient dazu, die Wurzel wieder in eine
vertikale Orientierung zu bringen. Daflir wird der Auxinfluss an die durch die Drehung
entstandene neue Unterseite der Wurzel umgeleitet. Die durch Gravistimulation induzierte
Umverteilung von Auxin wurde in Wildtypkontrollen und ipkl1-1-Pflanzen durch

eingekreuzte DR5::GFP-Reporter verfolgt (Abb. 3.14.).
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Abb. 3.14.: Asymmetrische Verteilung von Auxin nach verschiedenen Zeiten der Gravistimulation
im Wildtyp. Die DR5::GFP exprimierenden Keimlinge wurden fiir sechs Tage auf vertikalen MS-
Platten angezogen und anschlieRend um Dunkeln um 135° gedreht und anschliefRend mit einem
konfokalen Mikroskop untersucht. A zeigt Kontrollpflanzen ohne Gravistimulation, B 30 min, C 60
min und D 90 min nach Drehung. Fir jeden Zeitpunkt wurden 5-10 Pflanzen ausgewertet. Der
MalRstabsbalken entspricht 20 um. Der Kontrast wurde verstarkt, damit die Auxinumverteilung
besser sichtbar wird. AuRerdem wurde das Bild schwarz-weils gefarbt und die Farben invertiert, um
die schwache Fluoreszenz des GFPs besser sichtbar zu machen.

Abbildung 3.14.A-D zeigt zunachst die durch den DR5::GFP-Reporter visualisierte
asymmetrische Auxinverteilung fir den Wildtyp. Bild A stellt dabei die Kontrolle ohne
Gravistimulation (t0) dar. Weitere getestete Zeitpunkte waren 30, 60 und 90 min nach

Drehung der Keimlinge. Nach den ersten 30 min (Abb. 3.14.B) war im Wildtyp noch keine
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Umverteilung des Auxins innerhalb der Wurzelspitze zu erkennen. Erste DR5-Induktion
nahe der Spitze war deutlich ab 60 min zu erkennen (Abb. 3.14.C). Nach 90 min war die
Umverteilung von Auxin noch immer deutlich zu erkennen (Abb. 3.13.D). AuBerdem zeigten
die Keimlinge schon mit dem bloRen Auge eine leichte Krimmung der Wurzelspitze.

Das gleiche Experiment wurde mit den ipk1-1-Mutanten durchgefiihrt, um zu testen ob der
Prozess der Auxinumverteilung im gleichen MaRe stattfindet oder zeitlich anders verlauft
als im Wildtyp (Abb. 3.15.A-D). Auch hier war zu erkennen, dass es nach 30 min
Gravistimulation noch zu keiner sichtbaren Umverteilung von Auxin kam (Abb. 3.15.B). Erst
nach 60 min kam es zu einem leichten Anstieg der Fluoreszenz der Zellen an der
Wourzelspitzenunterseite (Abb. 3.15.C). Diese nahm im Laufe der Zeit nach einer weiteren
halben Stunde noch zu (Abb. 3.15.D). Zwischen Wildtyp und ipk1-1-Pflanzen gab es also
keine zeitlichen Unterschiede im Verlauf der asymmetrischen Umverteilung von Auxin
nach. Die stark verringerte gravitrope Kriimmung war anhand der Daten der gezeigten

Experimente nicht auf veranderte Verteilung von PIN-Proteinen oder Auxin zurlickzufiihren.
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Abb. 3.15.: Asymmetrische Verteilung von Auxin nach verschiedenen Zeiten der Gravistimulation
in der ipkl-1-Mutante. Die DR5::GFP expremierenden Keimlinge wurden fir sechs Tage auf
vertikalen MS-Platten angezogen und anschliefend um Dunkeln um 135° gedreht und anschlieBend
mit einem konfokalen Mikroskop untersucht. A zeigt Kontrollpflanzen ohne Gravistimulation, B 30
min, C 60 min und D 90 min nach Drehung. Fir jeden Zeitpunkt wurdenn 5-10 Pflanzen ausgewertet.
Der Malstabsbalken entspricht 20 um. Der Kontrast wurde verstarkt, damit die Auxinumverteilung
besser sichtbar wird. AuRerdem wurde das Bild schwarz-weils gefarbt und die Farben invertiert, um
die schwache Fluoreszenz des GFPs besser sichtbar zu machen.

3.2.6. Anderung der Genexpression nach Gravistimulation

Die ipkl1-1-Mutanten zeigten eine verminderte Krimmungreaktion nach Gravistimulation,
jedoch keine Veranderung in der Verteilung der PIN-Transporter oder der asymmetrischen

Umverteilung von Auxin nach Reorientierung der Wurzel. Daher ist davon auszugehen, dass
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nicht die Verteilung, sondern die Wahrnehmung von Auxin gestort ist. Die intrazelluldre
Wahrnehmung von Auxin erfolgt im Zellkern Gber das F-Box-Protein TIR1/AFB, welches als
Untereinheit des SCF™A"_Komplexes die auxinabhingige Genexpression steuert. TIR1
besitzt ein InsPg als Kofaktor unbekannter Funktion. Durch ein Transkript-Array-Experiment
sollte getestet werden, ob Pflanzen, die in der Synthese von InsPg gestort sind, andere
Genexpressionsmuster zeigen als Wildtyppflanzen mit normalem InsPs-Gehalt. Dafir
wurden Keimlinge im Dunkeln fiir 20 min gravistimuliert und anschlieBend ihre
Wourzelspitzen geerntet. Der frihe Zeitpunkt wurde gewdhlt, da die Betrachtung friih
regulierter Gene, die vor der eigentlichen Krimmungsreaktion exprimiert werden, im
Vordergrund stehen sollte. Fir das Transkript-Array wurden drei biologische Replikate jeder
Probe angefertigt, die dann auf Chips mit 43603 (Agilent 4x44K) DNA-Sonden aufgebracht
wurden. Das Array-Experiment von Wildtyp- und ipk1-1-Pflanzen ergab Anderungen der
Transkriptgehalte bei einer begrenzten Zahl von Genen. Fir die Auswertung der Rohdaten
wurden zunachst Gene herausgefiltert, die in mindestens zwei der drei biologischen
Replikate des Wildtyps einen Anstieg des Verhaltnisses der nicht induzierten (NI) (O min
Gravistimulation) und der induzierten (l) (20 min Gravistimulation) Werte von >2 (WT
(I/N1>2)) zeigten. Diesen wurden anschlieRend die gleichen Gene der ipkl-1-Linie
gegeniibergestellt. Ahnlich wurde mit herrunterregulierten Genen verfahren. Hierbei war
die Bedingung, dass in zwei von drei biologischen Replikaten des Wildtyps Gene die
Bedingung WT(I/NI<0,5) erfillten. Fiir die graphische Auftragung wurde von den Werten
der Logarithmus zur Basis 2 gebildet. Fir die so ermittelten hochregulierten Gene (WT
(I/NI>2)) ergaben sich 1047 Kandidaten, die in der Abbildung 3.16 dargestellt sind. Fir die
Bedingung WT(I/NI<0,5) wurden 555 Kandidaten gefunden (Abb. 3.18). Die Anderung
innerhalb dieser beiden Gruppen von hoch- und runterregulierten Genen fiir den Wildtyp
wurde als Transkriptionsdnderung Uber Hintergrundniveau erachtet. Insgesamt machten
beide Gruppen zusammen ungefdhr 3.7 % des Gesamt-Arrays aus. Diese niedrige
Proportion veranderter Gene hangt wahrscheinlich mit dem frihen Zeitpunkt der
Probennahme zusammen. Die Gene, die im Wildtyp nach Gravistimulation lber den Faktor
2 hochreguliert waren wurden den gleichen Genen der ipk1-1-Pflanzen gegeniibergestellt
(Abb 3.16). Wie zu erkennen, ist die Regulation der Gene innerhalb dieser Gruppe in beiden
Linien sehr unterschiedlich, da nur wenige Gene, die im Wildtyp deutlich hochreguliert,
wurden nach Gravistimulation in den ipk1-1-Pflanzen ebenfalls eine Expressionserhéhung
zeigten. Auch fiir den Wildtyp zeigten sich Schwankungen innerhalb der drei Proben. So war
bei Replikat 3 oftmals ein anderes Induktionsmuster zu beobachten als bei Genen der

biologischen Replikate 1 oder 2 (Abb 3.16.: Spalte 3).
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Abb. 3.16.: Unterschiedliche Muster der Genexpression von Wildtyppflanzen und ipk1-1-Mutanten
nach Gravistimulation. Graphische Darstellung der Gene, die in Wildtypflanzen nach 20 min
Gravistimulation I/NI>2 erreichten. Die heatmap reprasentiert 1047 Kandidaten des Gesamt-Arrays.
Aufgetragen sind drei biologischen Replikate des Wildtyps gegen die der ipk1-1-Pflanzen. Jede Spalte
entspricht einem biologischen Replikat der Linien (1-3 fur Wildtyp, 4-6 fir ipk1-1-Mutante). Die
Abbildung wurde mit dem Programm Heatmapper Plus (http://bar.utoronto.ca/ntools/cgi-
bin/ntools heatmapper plus.cgi) erstellt.
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Aus diesem Grund wurde Replikat 3 bei weiteren Analysen nicht mitbetrachtet. Die in Abb.
3.16. dargestellten Gene wurden anschlieend anhand ihrer Identifikationsnummern (Atg-
Nummern) annotiert und geordnet. Dazu wurde das im Internet nutzbare Programm DAVID
(The Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery v6.7

(http://david.abcc.ncifcrf.gov/home.jsp)) verwendet, das anhand der Atg-Nummern der

Gene funktionale Gruppen bildet und darstellt, wie viele Gene mit dhnlicher Funktion in der
Kandidatenliste vorkommen. So konnten in der in Abbildung 3.16. dargestellten
Kandidatenliste einige in Auxinabhangigkeit hochregulierte Gene gefunden werden, wie z.B.
IAA1 (At4g14560) oder IAA4 (At5g43700). Beide gehéren zu den AUX/IAA-

Repressorproteinen, die im Zuge der Ubiquitinierung durch den SCFTRYA™

-Komplex
auxinabhadngig abgebaut werden, damit genexpressionsregulierende ARFs frei werden
(siehe Einleitung 1.6.). Daneben fanden sich eine Reihe weiterer auxinabhangiger, bisher
nicht naher charakterisierter Gene (auxin responsive proteins) oder auch Gene fir
verschiedene SMALL AUXIN UPREGULATED (SAUR)-Proteine (Abb 3.17.).

Wildtyp ipk1-1

AT1GZE510
ATEGTE020
ATEG1806D
AT1GZE342D
AT1GZ5420
ATZG45210
AT2G46550
AT2E0AEZ0
AT2E0AEI0
AT3G03E4D
ATGE1200
AT4G24E10
Auxin AT4338850
ATEG3210
AT1GIEE10
AT1GZ5420
ATIG2EEED
ATIG4E350
AT4G24E10
ATEEIAZ10
ATEG13320
AT4G14560
ATEG4ITO0
AT2G16500
ATIG03EED
AT4GZE140
ATEGE1130
ATEGOTEED

Ethylen AT5G31530
AT2G203E0

AT1GTSTO0

AT2G183200

L. ATZG408T0
Cytokinin AT5G62520
AT2G41210
ATEGE100

Abb. 3.17.: Graphische Darstellung einer Auswahl Phytohormon-abhdngiger Gene. Gene waren im
Wildtyp nach der Bedingung I/NI>2 hochreguliert. In der heatmap sind drei biologische Replikate des
Wildtyps gegen die der ipk1-1-Pflanzen aufgetragen. Jede Spalte entspricht einem biologischen
Replikat der Linien. Die Abbildung wurde mit dem Programm Heatmapper Plus
(http://bar.utoronto.ca/ntools/cgi-bin/ntools heatmapper plus.cgi) erstellt.
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Zudem fanden sich auch Proteine, deren Expression durch andere Phytohormone, wie
Cytokinin oder Ethylen reguliert werden in der Kandidatenliste. Diese Gene sind in Abb.
3.17. dargestellt. Da der Fokus der Arbeit auf auxinregulierten Genen in Abhangigkeit von
TIR1 lag, wurden nur diese Gene in nachfolgenden Analysen betrachtet. Aus den in
Abbildung 3.17. auxinregulierten Genen wurden interessante Kandidaten fiir ein qPCR-
Experiment ausgewahlt, um die Ergebnisse experimentell zu verifizieren (siehe nachster
Abschnitt).

Neben den im Wildtyp hochregulierten Genen, wurden auch die herunterregulierten
Kandidaten betrachtet und auf funktionale Gruppierungen untersucht. Abbildung 3.18 zeigt
zunachst eine Gesamtibersicht der 555 fiir den Wildtyp gefundenen Kandidaten. Fir eine
einfachere Darstellungsweise, wurde von den Expressionswerten (I/NI) zunachst der
Kehrwert gebildet und die Farbskala fiir die heatmap umgedreht. AuRerdem wurde von
allen Werten der Logarithmus zur Basis 2 gebildet. Die Gene, die im Wildtyp deutlich
herunterreguliert waren, waren in der ipk1-1-Mutante nur bedingt herunterreguliert oder
teilweise sogar hochreguliert. Sowohl im Wildtyp als auch in den ipk1-1-Mutanten zeigte
Replikat 3 Abweichungen zu den jeweiligen biologischen Replikaten 1 und 2. Replikat 3 des
Wildtyps zeigte fir manche Gene eine Erhéhung der Expression nach Gravistimulation,

wahrend Replikat 1 und 2 eine Verringerung der Expression zeigten.
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Abb.: 3.18.: Unterschiedliche Muster der Genexpression von Wildtyppflanzen und ipk1-1-Mutanten
nach Gravistimulation. Graphische Darstellung der Gene, die in Wildtypflanzen nach 20 min
Gravistimulation 1/NI<0,5 erreichten. Die heatmap reprasentiert 555 Kandidaten des Gesamt-Arrays.
Aufgetragen sind drei biologischen Replikate des Wildtyps gegen die der ipk1-1-Pflanzen. Jede Spalte
entspricht einem biologischen Replikat der Linien. Die Abbildung wurde mit dem Programm
Heatmapper Plus (http://bar.utoronto.ca/ntools/cgi-bin/ntools _heatmapper plus.cgi) erstellt.

Durch die Analyse mit DAVID ergab sich eine Reihe an Kandidaten, die der
Zellwandmodifikation zugeschrieben sind wie Expansin-A15 (At2g03090) oder Extensin-2
(At3g54590) und -3 (At1g21310) oder Callose Synthase 10 (At2g36850) und eine Reihe
bisher nicht naher charakterisierter Kandidaten. Alle drei Expansine zeigten in der ipk1-1-
Mutante eine erhéhte Expression nach Gravistimulation im Gegensatz zum Wildtyp (siehe
Abb. 3.19.). Zudem fanden sich auch eine Reihe F-Box-Proteine, wie SKIP22 (At1g23780)
oder SKIP30 (At3g63220), beides Interaktionspartner von SKP1A/ASK1 des SCF-Komplexes.
AuRerdem fanden sich noch verschiedene Laccasen, die auf Grund ihrer in vitro Aktivitat
der Ligninbiosynthese zugeschrieben werden. Pflanzen mit einer Mutation in AtlLacl5
(At5g48100) zeigen in Samen bis zu 30 % weniger Lignin im Vergleich zu Wildtypsamen.
AuRerdem ist das Wurzelwachstum verdndert (Liang et al., 2006). Ein weiteres Gen, das im

Wildtyp, aber auch in den ipkl-1-Mutanten eine verminderte Expression nach
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Gravistimulation zeigte, ist SUPPRESSOR OF AUXIN RESISTANCE1 (SAR1) (At1g33410). SAR1
ist ein Nukleoporin, was unter anderem am nukleo-zytoplasmatischen Transport von
AUX/IAA17 beteiligt ist (Parry et al., 2006). Eine Auflistung unter anderem dieser Gene ist in
Abbildung 3.19. zu sehen.

Wildtyp ipk1-1

AT2G36350
AT2G03090
AT3G54590
AT1G21310
AT4G 16590
ATIG49110
AT4G0Z250
H AT1G23780
F-Box-Protein AT30E3220
ATIGOTI00
AT1G33410
I ATSG48100

Zellwand

Auxin

Endomembran- ATA008220 0
system/Vesikel ATSG01040 >0
Abb. 3.19.: Auswahl einer Reihe von Genen, die im Wildtyp eine Verringerung der Genexpression
zeigten. Genen des Wildtyps zeigten eine Verringerung der Expression nach der Bedingung I/NI<0,5.
In der heatmap sind drei biologische Replikate des Wildtyps gegen die der ipk1-1-Pflanzen
aufgetragen. Jede Spalte entspricht einem biologischen Replikat der Linien. Die Abbildung wurde mit
dem Programm Heatmapper Plus (http://bar.utoronto.ca/ntools/cgi-

bin/ntools heatmapper plus.cgi) erstellt.

0020406081121416 179 >1.99 <

Die durch das Transkript-Array erhaltenen Daten zeigten ein anderes
Genexpressionsmuster nach Gravistimulation fiir ipkl-1-Mutanten verglichen mit dem
Wildtyp. Neben vielen auxinabhdngigen Genen fanden sich auch Kandidaten, die anderen
Phytohormonen wie Ethylen zuzuordnen waren. AuBerdem fanden sich
Expressionsunterschiede zwischen den Linien fiir Gene, die den Aufbau und die Flexibilitat
der Zellwand steuern.

Insgesamt anderte sich die Expression des Wildtyps nach Gravistimulation nur bei einem
Bruchteil der Gesamtheit der Gene. Dies war allerdings auch zu erwarten, da der gesetzte
Stimulus von 20 min bewusst kurz gewahlt wurde, um nur die Expressionsdanderungen frih

regulierter Gene lange vor der eigentlichen Kriimmung der Wurzel zu beobachten.

3.2.7. Verifizierung im  Transkript-Array gefundener Transkriptgehalte

ausgewadhlter Kandidatengene mittels qPCR

Fiir die Auswahl potentieller Kandidaten fiir gPCR-Analysen dienten die im vorigen Kapitel
beschriebenen heatmaps. In erster Linie wurden Gene ausgewahlt, die im Wildtyp nach 20
min(tiger Gravistimulation einen Anstieg zeigten, der in den ipk1-1-Mutanten ausblieb,
aber auch Gene, deren Expression in der Mutante, nicht aber im Wildtyp anstieg. Fir die

Verifizierung der graviinduzierten Transkripte wurden neue Stimulationsexperimente in
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Duplikaten durchgefiihrt, die neben Zeitpunkten t0 und t20 noch einen weiteren, t40,
enthielten. Als zu testende Kandidatengene wurden IAA1 (At4g14560), IAA4 (At5g43700),
SMALL AUXIN UPREGULATED 68 (SAUR68) (At1g29510), At5g18060 (nicht niher
charakterisiertes auxin responsive element) und At5g48750 (nicht ndher charakterisiertes
auxin responsive element) ausgewdhlt. Letztgenanntes Gen zeigte in den ipk1-1-Pflanzen
eine wesentlich hohere Expression nach Gravistimulation verglichen mit dem Wildtyp und
wurde aus diesem Grund ebenfalls untersucht. Abbildung 3.20. zeigt die in der gqPCR
erhaltenen Ergebnisse. Fiir das Experiment wurden die Ergebnisse zweier biologischer
Replikate gemittelt. Wie in Abbildung 3.20 dargestellt, zeigten alle untersuchten Gene von
Wildtyppflanzen im Vergleich mit jpk1-1-Mutanten unterschiedliche Expressionsmuster. Im
Transkript-Array war im Wildtyp IAA1 nach Gravistimulation starker exprimiert als in den
ipk1-1-Pflanzen, auch wenn der Unterschied gering war (siehe Abb. 3.17.). Ein dhnliches
Muster lieR sich auch bei den qPCR-Analysen beobachten (Abb. 3.20.). Beide Linien zeigten
einen Anstieg in der Expression, welcher jedoch im Wildtyp sowohl nach 20 als auch nach
40 min starker war. Fir die Expression von SAUR68 war im Transkript-Array nach 20 min
Gravistimulation ein leichter Anstieg zu verzeichnen, der in den ipk1-1-Pflanzen schwacher
ausfiel. Dasselbe Muster war auch bei der gPCR zu beobachten (Abb. 3.20.). At5g18060
zeigte im Array einen deutlichen Anstieg der Expression nach Gravistimulation im Vergleich
zu den ipk1-1-Mutanten, wo das Gen in einem Replikat sogar leicht runterreguliert zu sein
schien (Abb. 3.17.). Ein dhnliches Muster konnte auch mittels qPCR beobachtet werden, wo
die Expression im Wildtyp jedoch erst nach 40 min deutlich anstieg und in den ipk1-1-
Pflanzen absank (Abb. 3.20.). Die Funktion des Gens ist unbekannt. At5g48750, welches
wegen seiner starken Induktion in den ipk1-1-Pflanzen im Array ausgewdahlt wurde (Daten
nicht graphisch dargestellt), zeigte auch im gqPCR-Experiment einen hohen Anstieg der
Expression nach Gravistimulation, wahrend die Expression im Wildtyp sogar abnahm (Abb.
3.20.). Auch hier ist die Funktion des Genprodukts unbekannt. Fiir IAA4 konnte im Array ein
Anstieg der Expression im Wildtyp beobachtet werden, wahrend in den ipkI-1-Mutanten
kaum eine Anderung auftrat (Abb. 3.17.). Dieses Muster lieR sich durch die qPCR-Analyse
nicht bestatigen. Hier zeigte die ipkl1-1-Mutante eine stdrkere Expression nach
Gravistimulation im Vergleich mit dem Wildtyp (Abb. 3.20.).

Die gPCR lieferte noch einmal wichtige Daten, die die Ergebnisse der Arrays bis auf die
Daten fiir IAA4 bestatigten. Aus den bisherigen Analysen kann geschlossen werden, dass es
einen Unterschied der Genexpression nach Gravistimulation zwischen InsPg-defizienten
Pflanzen und Wildtyppflanzen gibt. Die Daten weisen darauf hin, dass die verringerte

Bildung des TIR1-Kofaktors InsPs die Wahrnehmung von Auxin durch das F-Box-Protein
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beeinflusst und sich die Expression von vielen, mit der Auxinantwort in Verbindung

stehenden Genen, wie IAA1, verdandert.
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Abb. 3.20.: Verifizierung der Expressionsmuster ausgewdhlter Kandidatengene durch qPCR.
Schwarze Balken reprasentieren die relative Expression des Wildtyps, graue die der ipk1-1-Mutante
nach 0, 20, 40 min Gravistimulation. Die Werte fir den Zeitpunkt ohne Gravistimulation wurden auf
1 gesetzt und die Werte fir die anderen Zeitpunkte daran angeglichen. Die Ergebnisse
reprasentieren Mittelwerte aus zwei unabhédngigen Experimenten.
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3.3. Komplexe Anderung im PI-Stoffwechsel und der Auxinsignalleitung in der

InsP 5-Ptase-Pflanze

Eine weitere Pflanzenlinie, die im Rahmen dieser Arbeit behandelt wurde, ist die InsP 5-
Ptase-Linie, welche eine menschliche Inositolpolyphosphat-5-Phosphatase des Typs |
(InsP 5-Ptase) exprimiert, die spezifisch Inositol(1,4,5)trisphosphat (InsP3) hydrolisiert.
Durch die Expression der InsP 5-Ptase kommt es zu einer erhdhten Aktivitat von PI4P 5-
Kinasen, aber zu einer globalen Reduktion von PtdIns(4,5)P, innerhalb der Pflanze, die sogar
noch drastischer ist als die der pip5k1 pip5k2-Doppelmutante. Obwohl ihre Ptdins(4,5)P,-
Gehalte niedriger sind als in der Doppelmutante, zeigen InsP 5-Ptase-Pflanzen keinen
auffalligen Phanotyp (Abb. 3.21.). Dies weist darauf hin, dass in den InsP 5-Ptase-Pflanzen
PtdIns(4,5)P,-Mikrodomanen mit physiologischer Relevanz keine verringerten Ptdins(4,5)P,-
Gehalte haben und nur Ptdins(4,5)P, hydrolisiert wird, das seine regulatorische Funktion
moglicherweise bereits ausgeibt hat. Neben Ptdins(4,5)P, sind von InsP; abgeleitete IPPs
wie InsP,, InsPs und InsPg ebenfalls reduziert. Mit der transgenen InsP 5-Ptase-Linie steht
also neben den pip5pl pip5k2-Doppelmutanten und den ipkl-1-Mutanten eine
Pflanzenlinie zur Verfligung, in der nicht selektiv einzelne Schritte des PI-Stoffwechsels

betroffen sind, sondern der PI-Stoffwechsel global verandert ist.
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Ab. 3.21.: Darstellung des Phanotyps und der Ptdins(4,5)P,-Gehalte der InsP 5-Ptase-Pflanzen im
Vergleich mit dem Wildtyp und der pip5k1 pip5k2-Doppelmutante. Obwohl die Pflanzen
phéanotypisch dem Wildtyp gleichen, sind die Gehalte an Ptdins(4,5)P, geringer als in der
pip5k1 pip5k2-Doppelmutante. Die Daten wurden von Prof. Dr. Ingo Heilmann zur Verfligung
gestellt.
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3.3.1. Verminderte gravitrope Kriimmung der InsP 5-ptase-Pflanzen

Verminderte gravitrope Kriimmung der InsP 5-Ptase-Pflanzen wurde bereits beschrieben
(Perera et al., 2006). Neben der verringerten gravitropen Kriimmung zeigen InsP 5-Ptase-
Pflanzen eine Reihe weiterer abgeschwachter Stressantworten, unter anderem verringerte
Stomatabewegung und verminderte Abwehr gegen Insektenfrall. Trotz deutlich
abgeschwiachter gravitroper Reaktion der InsP 5-Ptase-Pflanzen wurde bislang keine
umfassende physiologische und zellbiologische Charakterisierung auxinabhangiger Prozesse
in dieser Pflanzenlinie durchgefiihrt und die Ursachen der Stressantworten bleiben bislang
unklar. Auch mit den InsP 5-Ptase-Pflanzen wurden hier zunachst Krimmungsexperimente
auf die gleiche Weise wie mit den anderen Pflanzenlinien durchgefihrt. Auch hier (Abb.
3.22.C) ist die Krimmungsreaktion bei im Dunkeln durchgefiihrten Experimenten im
Gegensatz zum Wildtyp reduziert (Abb. 3.22.A und B). Die graphische Auswertung der
Krimmung zeigt, dass sich Wurzeln und Hypokotyle nach 24 h bei 135° nur um 60°-90°
kriimmten (Abb. 3.22.D), wahrend Wildtypwurzeln in den meisten Fallen den maximalen
Krimmungswinkel erreichten und sich Hypokotyle zwischen 90° und 120° krimmten. Also
zeigte auch die InsP 5-Ptase-Linie, wie schon die anderen beiden, im PI-Stoffwechsel
gestorten Pflanzenlinien eine Abschwachung ihrer Krimmungsreakion als Antwort auf

gravitrope Stimulation.
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Abb. 3.22.: Verminderte gravitrope Krimmung der InsP 5-ptase-Pflanzen. Keimlinge des Wildtyps
(A) und der InsP 5-Ptase-Pflanzen (B) wurden auf ihre Krimmungseigenschaften nach 24 h
gravitroper Stimulation untersucht. A und B zeigen die Keimlinge nach 24 h Drehung um 135°. C und
D zeigen eine graphische Auswertung des Krimmungsexperiments fir Wildtyp (C) und InsP 5-Ptase
(D). Griine Balken repradsentieren die gemessenen Hypokotyle, graue Balken die gemessenen
Wourzeln. Die Auswertung fur die InsP 5-Ptase-Linie ist reprasentativ fiir zwei Experimente, die fir
den Wildtyp fiir sechs Experimente. Pro Experiment wurden 50-60 Pflanzen beider Linien gemessen.
Das Experiment wurde auch mit im Langtag gezogenen Pflanzen wiederholt und dort die Krimmung
der Wurzel verfolgt (siehe Daten im Anhang Abb A.1.). Auch diese Pflanzen zeigten eine reduzierte
Kriimmung nach Gravistimulation.

3.3.2. Auxintransportmessung mit radioaktiv markiertem I1AA

Auch mit den InsP 5-Ptase-Pflanzen wurde eine Auxintransportmessung mit radioaktiv
markiertem IAA durchgefiihrt. Diese Pflanzen zeigten in zwei unabhangigen Experimenten
eine deutliche Reduktion des Auxintransports vom Spross-Wurzel-Ubergang in die
Wurzelspitze (Abb. 3.23.). Die Menge an radioaktiv markiertem IAA in der Wurzelspitze
nach 18 h Inkubation war ebenfalls im Vergleich zum Wildtyp um etwa ein Viertel reduziert.
Die Reduktion war signifikant (p=0,0016, Student’s t-test) und es zeigte sich auch bei der
Betrachtung der InsP 5-Ptase-Pflanze, dass ein Eingriff in den PI-Metabolismus eine

Beeintrachtigung auxingesteuerter Prozesse bedingt.
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Abb. 3.23.: Auxintransportmessung mit radioaktiv markiertem IAA. Fiir die Auxintransportmessung
wurden Wildtyppflanzen und InsP 5-Ptase-Pflanzen fiir sechs Tage in vertikaler Orientierung
angezogen und dann Gber mit Nacht mit radioaktiv markiertem Auxin behandelt. 18 h spater wurde
1 cm der Wurzelspitze abgeschnitten und die Menge des dorthin transportierten *H-IAA mittels eines
Szintilationszdhlers gemessen. Daten stellen Mittelwerte + Standardfehler von acht Einzelpflanzen je
Linie eines Experimentes dar. Das Experiment wurde zweimal mit vergleichbaren Ergebnissen
durchgefiihrt. ** = p<0,01 (Student’s t-test).

3.3.3. Lokalisierung verschiedener Auxintransporter in der InsP 5-Ptase Pflanzen

Die InsP 5-Ptase-Pflanzen zeigten ahnlich den ipk1-1-Mutanten und den pip5k1 pip5k2-
Doppelmutanten sowohl eine Verminderung der gravitropen Kriimmung als auch eine
signifikante Reduktion des Auxintransports in die Wurzelspitze. Aus diesem Grund wurde
auch diese Linie auf die Lokalisation verschiedener membranstandiger Auxinexportproteine
getestet. Die InsP 5-Ptase-Pflanzen wurden daflir zunachst ebenfalls mit PIN1:GFP-,
PIN2:GFP-, PIN3:GFP-, PIN4:GFP- und PIN7:GFP-exprimierenden Wildtyppflanzen gekreuzt.
Da die InsP 5-Ptase nicht auf Homozygotie getestet werden konnte, wurden die Kreuzungen
bis in die vierte Tochtergeneration selektiert, um stabile PIN:GFP-exprimierende InsP 5-
Ptase-Pflanzen zu erhalten. Dafiir wurden von der vierten Tochtergeneration zehn Pflanzen
ausgesat und auf das Vorhandensein der heterologen (menschlichen) InsP 5-Ptase-cDNA
genotypisiert. Fir alle folgenden Experimente wurden nur Samen von Pflanzen verwendet,
die zehn von zehn positive Ergebnisse fiir die Genotypisierung lieferten.

Abbildung 3.24.A-E zeigt die Lokalisierung verschiedener PIN-Transporter in Zellen der
Wurzelspitze von InsP 5-Ptase-Pflanzen. Flr PIN1:GFP ergab sich eine vergleichbare
Lokalisation wie bei Wildtypflanzen (Wildtyp siehe Abschnitt 3.2.3. Abb. 3.11.). Der Exporter
lokalisierte im Gewebe des Zentralzylinders und teilweise auch noch weniger stark im

Kortexgewebe der Wurzel (Abb. 3.24.A). PIN2:GPF zeigte ebenfalls eine Verteilung im
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Kortex und Epidermisgewebe ahnlich dem Wildtyp (Abb. 3.24.B). Auch PIN3:GFP, welches
das Auxin in der Wurzelspitze zu den Seiten an PIN2 weitergibt, lokalisierte wie in
Wildtyppflanzen (Abb. 3.24.C). Ein sichtbarer Unterschied war bei PIN4 zu beobachten
(Abb. 3.24.D). Im Wildtyp lokalisierte PIN4:GFP sowohl in den Kolumellastammazellen
unterhalb des Ruhezentrums und ebenso im Vaskulargewebe des Zentralzylinders der
Wourzelspitze (Abschnitt 3.2.3. Abb. 3.11.D). In den InsP 5-Ptase-Pflanzen war die gleiche
Lokalisation von PIN4:GFP in den Kolumellazellen vorhanden, die Lokalisation von PIN4:GFP
im Vaskulargewebe des Zentralzylinders war jedoch schwacher ausgepragt(Abb. 3.24.D). In
der Literatur wird die Lokalisierung von PIN4:GFP zum einen fiir das Ruhezentrum und die
umgebenden Zellen als auch in Initialzellen des vaskuldren Gewebes angegeben, so dass es
zu einer teilweisen Uberlappung der Lokalisation mit PIN1:GFP kommt (Friml et al., 2002a).
Eine derartige Lokalisierung konnte im Zuge der hier durchgefiihrten Experimente jedoch

auch fur den Wildtyp (Abb. 3.11.D) nur teilweise bestatigt werden. Eine Lokalisierung von

PIN4:GFP im Ruhezentrum fand sich beispielsweise in keinem der untersuchten Keimlinge.

Abb. 3.24.: Lokalisation von PIN:GFP-Proteinen in Wurzelspitzen der InsP 5-Ptase-Pflanzen. A zeigt
die Lokalisierung fir PIN1:GFP in der Wurzelspitze, B fiir PIN2:GFP, C fur PIN3:GFP, D flr PIN4:GFP
und E flir PIN7:GFP. Der Malstabsbalken entspricht 20 um. Die Lokalisation der PIN-Transporter
wurde in 5-10 Einzelpflanzen fir jede Linie untersucht.

Die Lokalisation von PIN7:GFP in InsP 5-Ptase-Pflanzen zeigte keinen Unterschied zu der in
Wildtyppflanzen (Abb. 3.24.E und Abb. 3.11.E). Auch in InsP 5-Ptase-Pflanzen fand sich
PIN7:GFP hauptsachlich im provaskuldaren Gewebe, in den Kolumellazellen und im

vaskularen Gewebe des Zentralzylinders in der Elongationszone der Wurzel.
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3.3.4. Veranderte endozytotische Internalisierung von PIN2:GFP in InsP 5-Ptase-

Pflanzen

Entscheidend fiir die Umverteilung von Auxin ist — wie bereits erwahnt — die flexible polare
Umverteilung der Auxintransporter, im Besonderen von PIN2, da es das Auxin im Kortex zu
den sich letztendlich krimmenden Geweben fiihrt und so die asymmetrische
Auxinverteilung bedingt. Mit PIN2:GFP-exprimierenden Pflanzen gekreuzte InsP 5-Ptase-
Pflanzen wurden mittels BFA- und Auxin-Gabe auf ihre PIN2-Internalisierung getestet. Im
Wildtyp filihrte Auxingabe zu einer deutlichen Reduktion der BFA-Korper in PIN2:GFP-
exprimierenden Zellen (Abb. 3.25.1. A, C und 3.25.2.). Durchschnittlich lagen pro Zelle bei
gleichzeitiger Behandlung mit BFA und Auxin nur etwa die Halfte der BFA-K&rper vor im
Vergleich zu Proben, die nur mit BFA behandelt wurden (wie auch schon in Abschnitt
3.1.2.5 gezeigt). Nach Behandlung von InsP 5-Ptase-Pflanzen mit BFA sammelte sich
PIN2:GFP wie in Wildtypwurzeln in BFA-Korpern (Abb. 3.25.1.C). Im Mittel waren dies
jedoch weniger BFA-Korper pro Zelle als im Wildtyp. Da es bei diesem Experiment von
Versuch zu Versuch auch zu Schwankungen der Anzahl der BFA-Einschliisse kam, wurde das
Experiment 15-mal wiederholt. Daraus ergab sich fir die InsP 5-Ptase-Pflanzen eine
signifikant geringere Menge an BFA-Korpern nach BFA-Behandlung verglichen mit dem
Wildtyp. Wurden Wurzeln von InsP 5-Ptase-Pflanzen mit BFA und Auxin behandelt, ergaben
sich deutlich unterschiedliche Ergebnisse zum Wildtyp, da es scheinbar nicht zu einer
Inhibierung der Endozytose von PIN2:GFP kam und sich noch immer PIN2:GFP-haltige BFA-
Korper bildeten (Abb. 3.25.1.D). Auxin hatte also in InsP 5-Ptase-Pflanzen keine oder nur
eine geringe hemmende Wirkung auf die endozytotische Internalisierung von PIN2:GFP, da
es zu einer schwacheren Reduktion der ausgezahlten BFA-Korper im Vergleich zum Wildtyp

kam und die Zahl der BFA-Einschllsse pro Zelle etwa gleich blieb (siehe Abb. 3.25.2.).
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Durchschnittliche Anzahl BFA-Korperc pro Zelle

Abb. 3.25.1.: Verdnderte endozytotische
Internalisierung von PIN2:GFP in InsP 5-
Ptase-Pflanzen. Wildtyp- und /InsP 5-
Ptase-Pflanzen wurden zunéachst fur eine
Stunde mit Brefeldin A inkubiert um die
Internalisierung von PIN2:GFP in BFA-
Korper zu untersuchen (A fur Wildtyp, C
fur  InsP 5-Ptase-Linie). In  einem
Parallelexperiment  wurden Pflanzen
zusatzlich zu Brefeldin A mit IAA
behandelt. Dies verhindert im Normalfall
Gber Bindung an ABP1 die Endozytose
von PIN2 und somit die Akkumulation in
BFA-Kérper (B fur Wildtyp, D fir InsP 5-
Ptase-Linie). Fur die InsP 5-Ptase-
Pflanzen ist deutlich zu sehen, dass Auxin
die Internalisierung von PIN2:GFP in BFA-
Korper nicht verhindern kann (D). Der
Malstabsbalken entspricht 20 um. Das
Experiment wurde 15-mal durchgefiihrt.

*

* ¥

Wildiyp

mBFA w BFA +1AA

p=0,043

insP5-Plase

Abb. 3.25.2.: Keine Reduktion der BFA-Kérper-Zahl nach Auxinbehandlung in den InsP 5-Ptase-
Pflanzen. Die Graphik zeigt eine Auswertung der Menge an BFA-Korper pro Zelle. Ausgezahlt wurden
pro Experiment etwa 25-30 Einzelzellen pro Wurzel von jeweils drei Keimlingen. Die Auszadhlung
wurde flr zwei unabhangige Experimente mit vergleichbaren Ergebnissen durchgefihrt. Die
Ergebnisse zeigen Mittelwerte + Standardfehler eines Experiments. ** = p<0,01 (Sutdent’s t-test).
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Das beschriebene Experiment wurde fir alle wahrend des Projektes untersuchten
Pflanzenlinien sowohl mehrmals mit einem konfokalen Mikroskop durchgefiihrt (nur hier
lieBen sich die BFA-Korper dann quantifizieren), wie auch mit einem
Epifluoreszenzmikroskop. Bei den Versuchen mit dem Epifluoreszenzmikroskop wurden die
beobachteten Gesamt-BFA-Korper-Aufkommen fiir die InsP 5-Ptase-Pflanzen verglichen,
um einen Eindruck zu erhalten, ob und wie oft es einen optisch sichtbaren Unterschied zum
Wildtyp gab. Dabei wurden zwei Kategorien gewahlt, in die Wurzeln je nach BFA-Kérper-
Zahl eingeteilt wurden. Keimlinge mit keinen bis wenigen (0-5) BFA-K6rpern (Kategorie:
keine BFA-Korper) bei gleichzeitiger Gabe von Auxin gehorten in eine Kategorie und

Keimlinge mit mittleren bis vielen (mehr als 5) BFA-K6érpern (Kategorie: mit BFA-K&rper) in

eine weitere.
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Abb. 3.26.: Vergleich der auxininhibierenden Wirkung auf die BFA-Korperbildung in Wildtyp- und
Insp 5-Ptase-Pflanzen. Dargestellt sind die BFA-Korper-Vorkommen in Wildtyp- und InsP 5-Ptase-
Pflanzen nach gleichzeitiger Gabe von BFA und Auxin. Dabei wurde gegeniibergestellt, wie oft BFA-
Korper in der untersuchten Anzahl von Keimlingen entstanden und wie oft nicht. Das BFA/Auxin-
Experiment wurde 15-mal durchgefiihrt. Die Graphik soll verdeutlichen, dass in vier willkirlich
ausgewadhlten Experimenten eine unterschiedliche Reaktion der InsP 5-Ptase-Pflanzen verglichen mit
dem Wildtyp zu beobachten ist. Da fir die Auswertung lediglich eine Einteilung getroffen wurde, ob
BFA-Kérper entstehen oder nicht und die genaue Anzahl der BFA-Einschliisse keine Rolle spielte, war
es nicht sinnvoll einen Standardfehler zu berechnen. Fiir die Auswertung wurden Werte aus vier
unabhdngigen Experimenten gemittelt. In jedem Experiment wurden pro Linie drei bis vier Keimlinge
untersucht.

In Abbildung 3.26. wird verglichen, wie viele BFA-Koérper in Wildtyp- und InsP 5-Ptase-
Pflanzen nach Auxingabe entstehen. Daflir wurden je drei bis vier Keimlinge aus vier
unabhangigen Experimenten verglichen. Fiir den Wildtyp zeigten im Durchschnitt drei von

vier Pflanzen je Experiment keine Bildung von BFA-K&rpern nach Auxingabe. Von den InsP
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5-Ptase-Pflanzen reagierte in allen vier Experimenten lediglich eine Pflanze auf die
Auxinhemmung. Beim Wildtyp reagierte durchschnittlich eine Pflanze nicht auf die
Auxinbehandlung und bildete dennoch BFA-Korper. Im Gegensatz dazu reagierten im
Durschnitt drei von vier InsP 5-Ptase-Keimlingen pro Experiment nicht auf die

Auxinbehandlung und akkumulierte PIN2:GFP dennoch in BFA-Kérpern.

3.3.5. Asymmetrische Verteilung von Auxin wahrend der Gravistimulation

Die bisherigen Ergebnisse der Analyse der InsP 5-Ptase-Pflanzen wiesen darauf hin, dass in
InsP 5-Ptase-Pflanzen gravitrope Kriimmung und Auxintransport ebenso wie die Endozytose
von PIN-Proteinen im Vergleich zum Wildtyp verdandert waren. Daher wurden im Folgenden
InsP 5-Ptase-Pflanzen auch auf ihre Auxinverteilung nach Gravistimulation untersucht.
Daflir wurden sie mit Pflanzen gekreuzt, die das DR5::GFP-Reporterkonstrukt fir Auxin
exprimieren. Auch diese Kreuzungen mussten fir stabile Nachkommen bis in die dritte
Generation selektiert werden. Diese erfolgreich gekreuzten Pflanzen wurden anschliefend

ebenfalls um 135° rotiert und nach den Zeitpunkten 0, 30, 60 und 90 min mikroskopiert.
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Abb. 3.27.: Asymmetrische Verteilung von Auxin nach verschiedenen Zeiten der Gravistimulation
in den InsP 5-Ptase-Pflanzen. Die DR5::GFP exprimierenden Keimlinge wurden fiir sechs Tage auf
vertikalen MS-Platten angezogen und im Dunkeln um 135° gedreht und anschlieRend mit einem
konfokalen Mikroskop untersucht. A zeigt Kontrollpflanzen ohne Gravistimulation, B 30 min, C 60
min und D 90 min nach Drehung. Fir jeden Zeitpunkt wurden 5-10 Pflanzen ausgewertet. Der
MaRstabsbalken entspricht 20 um. Der Kontrast wurde verstarkt, damit die Auxinumverteilung
besser sichtbar wird. AuRerdem wurde das Bild schwarz-weil® gefarbt und die Farben invertiert, um
die schwache Fluoreszenz des GFPs besser sichtbar zu machen.

Wie beim Wildtyp zeigte sich die erste deutliche Auxinumverteilung nach 60 min (siehe
Abschnitt 3.2.5. Abb. 3.14.C und Abb. 3.27.C). Nach 30 min war ebenfalls schon eine leichte
Zunahme der Fluoreszenz an der Unterseite der Wurzel zu verzeichnen (Abb. 3.27.B). Die

Mehrzahl der InsP 5-Ptase-Keimlinge zeigte zu diesem Zeitpunkt jedoch keine sichtbare
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Umverteilung von DR5:GFP nach 30 min Gravistimulation. Somit kann davon ausgegangen
werden, dass es nach 30 min in den InsP 5-Ptase-Pflanzen wie im Wildtyp noch zu keiner
asymmetrischen Auxinumverteilung kam. Ein deutliches GFP-Signal war wie im Wildtyp
nach 90 min gravitroper Stimulation zu beobachten (Abb. 3.27.D). Die Daten weisen darauf
hin, dass die Auxinverteilung trotz veranderter PIN-Umverteilung nicht substantiell gestort

ist.

3.3.6. Anderung der Genexpression nach Gravistimulation

Die bisherigen Experimente wiesen darauf hin, dass die InsP 5-Ptase-Pflanzen multiple
Veranderungen bei der Antwort auf auxinvermittelte Prozesse zeigten, da sowohl
gravitrope Krimmung, als auch Auxintransport und die endozytotische Internalisierung von
PIN2 verdandert waren. Da auch die Gehalte an InsPg nachweislich reduziert sind (Perera et
al., 2008), konnte die InsP 5-Ptase-Pflanze nicht nur in Auxinverteilungsprozessen, sondern
auch in der Wahrnehmung von Auxin gestort sein. Aus diesem Grund wurden die /nsP 5-
Ptase-Pflanzen, wie die ipk1-1-Mutanten auf auxinabhingige Genexpression getestet und
mit Genen, die im Wildtyp nach Gravistimulation hoch- oder runterreguliert wurden,
verglichen. Wie in Abschnitt 3.2.6. beschrieben waren im Wildtyp 1047 Gene Uber einen
Wert von I/NI>2 hochreguliert und 555 Gene unter I/NI<0,5 runterreguliert. Diesen nach
Gravistimulation in ihrer Expression veranderten Gene wurden ebenfalls in gleicher Weise
fir die InsP 5-Ptase-Pflanzen ausgewertet (siehe Abb. 3.28.) Die Expressionsmuster der InsP
5-Ptase-Pflanzen unterschieden sich deutlich von drei Replikaten des Wildtyps. Viele Gene,
die im Wildtyp nach Gravistimulation starker exprimiert waren, zeigten in den InsP 5-Ptase-
Pflanzen keine Induktion oder waren sogar vermindert exprimiert. Auch innerhalb der drei
biologischen Replikate der InsP 5-Ptase-Pflanzen gab es deutliche Unterschiede. So zeigte
Replikat 1 (Abb. 3.28. Spalte 4) Expressionsmuster mit deutlich mehr hochregulierten
Genen als Replikat 2 (Spalte 5) und 3 (Spalte 6), welche recht dhnliche Expressionsmuster
zeigten. Wegen ihrer internen Konsistenz schienen die Daten von Replikat 2 und 3

glaubhafter.
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Abb. 3.28.: Unterschiedliche Muster der Genexpression von Wildtyppflanzen und InsP 5-Ptase-
Pflanzen nach Gravistimulation. Graphische Darstellung der Gene, die in Wildtypflanzen nach 20
min Gravistimulation I/NI>2 erreichten. Die heatmap reprasentiert 1047 Kandidaten des Gesamt-
Arrays. Aufgetragen sind drei biologische Replikate des Wildtyps gegen die der InsP 5-Ptase-Pflanzen.
Jede Spalte entspricht einem biologischen Replikat der Linien (1-3 fir Wildtyp, 4-6 fir InsP 5-Ptase).
Die Abbildung wurde mit dem Programm Heatmapper Plus (http://bar.utoronto.ca/ntools/cgi-
bin/ntools heatmapper plus.cgi) erstellt.
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Die Betrachtung interessanter Kandidaten, die im Wildtyp nach Gravistimulation
hochreguliert waren, zeigte fir auxin- oder durch andere Phytohormone induzierte Gene in
den InsP 5-Ptase-Pflanzen ein vom Wildtyp unterschiedliches Muster (Abb. 3.29.).

InsP 5-
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Abb. 3.29.: Graphische Darstellung einer Auswahl Phytohormon-abhangiger Gene. Gene waren im

Wildtyp nach der Bedingung I/NI>2 hochreguliert. In der heatmap sind drei biologische Replikate des

Wildtyps gegen die der InsP 5-Ptase-Pflanzen aufgetragen. Jede Spalte entspricht einem biologischen

Replikat der Linien (1-3 fur Wildtyp, 4-6 fir InsP 5-Ptase). Die Abbildung wurde mit dem Programm
Heatmapper Plus (http://bar.utoronto.ca/ntools/cgi-bin/ntools_heatmapper plus.cgi) erstellt.

Wie in den jpk1-1-Mutanen zeigten auch IAA1 (At4g14560) und IAA4 (At5g43700) in den
InsP 5-Ptase-Pflanzen eine verminderte Expression nach Gravistimulation im Vergleich zum
Wildtyp. Aber auch At2g45210, At3g51200 und At4g34810, die fiir SAUR-like auxin-
responsive proteins kodieren, zeigten erhohte Expression im Wildtyp und keine bis
niedrigere Expressionsanderungen in InsP 5-Ptase-Pflanzen. Diese Daten weisen darauf hin,
dass die globale Reduktion von Pls und mehrerer IPPs bis hin zu InsPg Einfluss auf die nach
Gravistimulation folgenden Genexpression in der Wurzel haben kénnen. Im Folgenden
wurden auch Gene betrachtet, die nach Gravistimulation im Wildtyp verringerte Expression

zeigten (Abb. 3.30.).
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Abb.: 3.30.: Unterschiedliche Muster der Genexpression von Wildtyppflanzen und InsP 5-Ptase-
Pflanzen nach Gravistimulation. Graphische Darstellung der Gene, die in Wildtypflanzen nach 20
min Gravistimulation 1/NI<0,5 erreichten. Die heatmap reprasentiert 555 Kandidaten des Gesamt-
Arrays. Aufgetragen sind drei biologische Replikate des Wildtyps gegen die der InsP 5-Ptase-Pflanzen.
Jede Spalte entspricht einem biologischen Replikat der Linien (1-3 fur Wildtyp, 4-6 fir InsP 5-Ptase).
Die Abbildung wurde mit dem Programm Heatmapper Plus (http://bar.utoronto.ca/ntools/cgi-
bin/ntools_heatmapper_plus.cgi) erstellt.

Die Muster im Wildtyp nach Gravistimulation runterregulierter Gene wich deutlich von
denen der InsP 5-Ptase-Pflanzen ab. Viele Gene zeigten in den InsP 5-Ptase-Pflanzen sogar
einen Expressionsanstieg. Auch hier gab es Unterschiede zwischen den einzelnen
biologischen Replikaten fiir die InsP 5-Ptase-Pflanzen. Replikat 3 (Abb. 3.30., Spalte 6) zeigte
deutlich mehr hochregulierte Gene als Replikat 1 (Spalte 4) und Replikat 2 (Spalte 5).
Dennoch zeigte die InsP 5-Ptase-Pflanze im Mittel fir die meisten im Wildtyp
runterregulierten Gene keine vergleichbare Anderung oder sogar héhere Genexpression.

In Abbildung 3.31. sind den schon in Kapitel 3.2.6 beschriebenen, im Wildtyp
runterregulierten Beispielgenen Expressionsdaten der [InsP 5-Ptase-Pflanzen nach

Gravistimulation gegeniber gestellt.
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Abb. 3.31.: Auswahl einer Reihe von Genen, die im Wildtyp eine Verringerung der Genexpression
zeigten. Genen des Wildtyps zeigten eine Verringerung der Expression nach der Bedingung I/NI<0,5.
In der ,heatmap” sind drei biologische Replikate des Wildtyps gegen die der InsP 5-Ptase-Pflanzen
aufgetragen. Jede Spalte entspricht einem biologischen Replikat der Linien. Die Abbildung wurde mit
dem Programm Heatmapper Plus (http://bar.utoronto.ca/ntools/cgi-
bin/ntools_heatmapper_plus.cgi) erstellt.

Die InsP 5-Ptase-Pflanzen zeigten in einigen Fallen deutliche Unterschiede in der Expression
der in Abbildung 3.30. dargestellten Gene. Die Expression der beiden F-Box-Proteine SKIP
22 und 30 (At1g23780 und At3g63220) war im Vergleich zum Wildtyp nicht runter- sondern
hochreguliert. Ein dhnliches Muster war fiir SAR1 (At1g33410) zu beobachten.

Somit zeigte das Transkript-Array fir die InsP 5-Ptase-Pflanzen, dass eine Reduktion von Pls
und mehrerer IPPs eine Anderung der TIR1/AFB-abhingigen Genexpression hervorrufen
kann, die zudem ein anderes Muster aufweist, als die der ipk1-1-Mutanten, die nur eine

Reduktion an InsPg aufweisen.

3.3.7. Verifizierung im  Transkript-Array  gefundener  Transkriptgehalte

ausgewahlter Kandidatengene mittels qPCR

Fiir die gPCRs wurden die gleichen Gene getestet, die zuvor schon bei den ipk1-1-Mutanten
in Abschnitt 3.2.7. beschrieben wurden. Die Ergebnisse fir IAA1, SAUR68, At5g18060,
At5g48750 und IAA4 sind in Abbildung 3.32. dargestellt. Die Auswertung des Arrays zeigte,
dass IAA1 (At4g14560) auch in den InsP 5-Ptase-Pflanzen nach Gravistimulation schwéacher
exprimiert war, als im Wildtyp. Dieses Ergebnis liefl§ sich durch die qPCR-Analyse bestatigen,
wo der Wildtyp nach 20 min eine doppelt so hohe Expression zeigte wie zum Zeitpunkt 0
min. In den InsP 5-Ptase-Pflanzen kam es dagegen wahrend der ganzen Versuchszeit zu

keiner nennenswerten Anderung der Genexpression.
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Abb. 3.32.: Verifizierung der Expressionsmuster ausgewahiter Kandidatengene durch gPCR.
Schwarze Balken reprasentieren die relative Expression des Wildtyps, graue die der InsP 5-Ptase-
Pflanzen nach 0, 20, 40 min Gravistimulation. Die Werte fiir den Zeitpunkt ohne Gravistimulation
wurden auf 1 gesetzt und die Werte fiir die anderen Zeitpunkte daran angeglichen. Die Ergebnisse
reprasentieren Mittelwerte aus zwei unabhédngigen Experimenten.

Fiir SAUR6G8 zeigten die Daten des Arrays einen leichten Anstieg der Expression nach
Gravistimulation. Dies konnte durch die gPCR-Analysen jedoch nicht bestatigt werden, da
die InsP 5-Ptase-Pflanzen nach 20 min Gravistimulation eine Verringerung der Expression

zeigten, die sich nach 40 min wieder dem Expressionsniveau ohne Gravistimulation
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annaherte. Fir das Gen At5g18060 zeigte das Array keine Anderung der Expression in den
InsP 5-Ptase-Pflanzen, wohingegen der Wildtyp einen Anstieg zeigte. Die qPCR-Daten
konnten beides nicht bestdtigen. Nach 20 min Gravistimulation zeigte der Wildtyp noch
immer das Expressionsniveau wie zum Zeitpunkt O min. Ein drastischer Anstieg war erst
nach 40 min zu beobachten. In den InsP 5-Ptase-Pflanzen hingegen nahm die Expression
nach 20 min zu und zeigte nach 40 min wieder eine Expression dhnlich der des O min
Zeitpunkts. At5g48750 wurde wie in Abschnitt 3.2.7 schon erlautert wegen seiner starken
Expressionsanderung in den ipk1-1-Pflanzen ausgewahlt. Dieser Anstieg blieb sowohl im
Wildtyp, als auch in den InsP 5-Ptase-Pflanzen aus, was darauf hinweist, dass durchaus
Unterschiede in der Regulation der beiden InsPs-defizienten Linien bestehen, die vermutlich
durch die anderen Stérungen in den InsP 5-Ptase-Pflanzen zu erkldaren sind. Flr IAA4
(At5g43700) lieR sich im Arrray ein starker Anstieg der Expression im Wildtyp beobachten,
der jedoch in der qPCR ausblieb. Hier kam es nach 20 min zu einer Reduktion (Abb. 3.32.).
Die Expression des Gens nahm in den InsP 5-Ptase-Pflanzen leicht zu, was den
Expressionsraten in der ipk1-1-Mutante entspricht.

Die Daten des Transkript-Arrays und der qPCR bestatigten, dass es in den InsP 5-Ptase-
Pflanzen nicht nur durch die reduzierten Gehalte an Ptdins(4,5)P, zu Stérungen des
Auxintransports kommen kann, sondern auch, dass der Wegfall regulatorischer IPPs wie
InsPg Einfluss auf die Genexpression haben kann. Dadurch ist es moglich, dass InsP 5-Ptase-
Pflanze sowohl Defekte in der Auxinverteilung als auch in der Auxinwahrnehmung

aufweisen.
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4. Diskussion

In frihere Arbeiten wurde gezeigt, dass Pls bei auxinabhdngigen Prozessen wie der
gravitropen Krimmung dynamische Anderungen zeigen. Weiterhin wurde beobachtet, dass
Pflanzen bei pharmakologischer Behandlung oder genetisch bedingten reduzierten PI-
Gehalten eine abgeschwachte Krimmungsreaktion zeigten (Perera et al., 2006). Einen
weiteren Hinweis, dass das PI-System auch fiir die Auxin-Signaltransduktion wichtig sein
konnte, kam von Tan et al.,, die einen InsPs-Kofaktor unbekannter Funktion in TIR1
beschrieben. InsPg entsteht unter anderem nach mehrmaliger Phosphorylierung aus InsPs,
was ein Spaltungsprodukt von PtdIins(4,5)P, ist. Die in der vorliegenden Arbeit
beschriebenen weiterfilhrenden Experimente sollte klaren, wie Pls und IPPs in die Kontrolle

auxingesteuerten Wachstums integriert sind

4.1. Methoden zur Untersuchung auxinabhangiger Prozesse

Um auxinabhdngige Prozesse in Pflanzen mit gestdrtem PI-Stoffwechsel zu untersuchen,
wurden Gravitropismus-Experimente durchgefiihrt. Die auxinabhangige gravitrope
Krimmung erfordert die Umverteilung und die Wahrnehmung von Auxin zur Induktion der
selektiven Genexpression und der letztendlichen Krimmung der Pflanze. Da die gravitrope
Krimmung nach Reorientierung einer Pflanze also das Resultat einer Kette auxinabhangiger
Prozesse darstellt, wurden zunachst einmal die Kriimmungsreaktionen in pip5k1 pip5k2-
Doppelmutanten, den ipk1-1-Mutanten und in den Insp 5-Ptase-Pflanzen untersucht und
mit der des W.ildtyps verglichen. Diese Experimente zeigten fir alle Linien eine
verlangsamte Krimmungsreaktion nach gravitroper Stimulation. Um zu erklaren, wie sich
die spezifische Storung im Pl-System jeder dieser Pflanzenlinien auf verschiedene
auxinabhangige Prozesse auswirkt, wurde zunachst der Transport von Auxin innerhalb der
Pflanzen untersucht. Dies geschah mit Hilfe radioaktiv markierten Auxins und — deutlich
verlasslicher — mittels des fluoreszenzmarkierten Reporterkonstrukts DR5::GFP. Der
Transport des radioaktiven |AAs zeigte fiir jede der beschriebenen Linien eine
Transportreduktion im Vergleich zum Wildtyp. Diese lieR sich jedoch in den ipk1-1-
Mutanten und den Insp 5-Ptase-Pflanzen nicht durch die Ergebnisse der anderen Versuche
bestatigen, da weder die Lokalisation und die endozytotische Internalisierung der PIN-
Proteine malgeblich gestort war, noch die Auxinumverteilung nach Gravistimulation. Dies
lieR den Schluss zu, dass die Transportmessung mit radioaktiv markiertem IAA nicht in

jedem Fall zuverldssige Ergebnisse lieferte, da sie flir eine prazise Vorhersage der
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Auxinverteilung innerhalb der Wurzel zu ungenau war. Das radioaktiv markierte Auxin
konnte sich beispielsweise auch an der Aullenseite der Wurzel entlangziehen und die
Ergebnisse so verfdlschen. Aus diesem Grund ist anzunehmen, dass der reduzierte
Transport, wie er sich fir die ipk1-1-Mutanten und die Insp 5-Ptase-Pflanzen ergab, nicht
sehr belastbar ist, da zudem keines der anderen Experimente dieses Ergebnis stiitzte. Ein
weiteres Experiment war die Untersuchung der auxinabhangig induzierten Transkripte nach
Gravistimulation. Transkript-Arrays bieten die Moglichkeit, Transkriptprofile zu ermitteln
und so Gengruppen zu identifizieren, die nach der spezifischen Stimulation
Expressionsveranderungen zeigen. Nach Gravistimulation dnderte sich wie zu erwarten nur
ein kleiner Teil der Genexpression. Dennoch fanden sich unter diesen Kandidaten viele
auxinabhangig regulierte Gene. Das Array-Experiment diente in erster Linie dazu,
Tendenzen aufzuzeigen und Kandidatengene oder -gengruppen zu identifizieren, die dann
mittels gPCR-Analysen weiter untersucht wurden. Das Array wurden nur fiir die ipk1-1-
Mutanten und die Insp 5-Ptase-Pflanzen durchgefiihrt. Ein Grund war, dass beide Linien im
Gegensatz zu den pip5k1 pip5k2-Doppelmutanten nachweislich weniger InsPg aufweisen,
was Einfluss auf die Funktion der TIR1/AFB-F-Box-Proteine und so die auxinvermittelte

Transkription haben kénnte.

4.2.  Sowohl PlIs als auch IPPs haben Einfluss auf die gravitrope

Kriimmungsreaktion nach Gravistimulation

Die Krimmungsexperimente fiir die pip5k1 pip5k2-Doppelmutante, ipk1-1-Mutanten und
Insp 5-Ptase-Pflanzen (Abschnitt 3.1.3., 3.2.1. und 3.3.1.) zeigten sowohl fiir Wurzeln, als
auch Hypokotyle eine abgeschwachte Krimmung nach 24 h Gravistimulation.

Die Kriimmungsdefizite konnen auf unterschiedliche Stérungen im PI-System zuriickgefiihrt
werden. Die pip5k1 pip5k2-Doppelmutante zeichnet sich durch reduzierte Gehalte an
Ptdins(4,5)P, aus, die ipk1-1-Mutanten lediglich durch reduzierte Gehalte an InsPs und
erhohte Gehalte an InsP, und InsPs, wahrend die Insp 5-Ptase-Pflanzen sowohl weniger
Ptdins(4,5)P, haben und zudem noch reduzierte Gehalte an IPPs bis hin zum InsPs. Im
Rahmen dieser Arbeit wurden zwei schon im Detail beschriebene Hypothesen aufgestellt.
Nach Hypothese | kdnnten Pls unter anderem fiir den Auxintransport innerhalb der Pflanze
relevant sein, in dem sie die polare Rekrutierung von Membrankomponenten steuern. Nach
Hypothese Il ist das von PtdIns(4,5)P, abgeleitete InsPg wichtig fir die Funktion von
TIR1/AFBs und somit die Auxinwahrnehmung. Beide in den Hypothesen aufgeworfenen

Prozesse schienen fiir die Krimmungsreaktion relevant zu sein.
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4.3. Die Verteilung von Auxin wird durch PIN-Proteine diktiert

Die pip5k1 pip5k2-Doppelmutante zeigte fiir die untersuchten Auxintransporter PIN1 und
PIN2 verdnderte Lokalisation und veranderte dynamische Umverteilung (Abschnitt 3.1.4
und 3.1.5). PIN1:GFP lokalisierte im Wildtyp an der basalen Membran, wahrend es in der
Mutante in manchen Zellen sichtbar auch apikal vorlag. Ahnliches war fiir PIN2:GFP zu
beobachten. Dynamische Internalisierungsprozesse wurden anhand von PIN2:GFP in BFA-
behandelten Wurzeln untersucht und die Ergebnisse zeigten, dass in der pip5k1 pip5k2-
Doppelmutante weniger PIN2:GFP-haltige BFA-Korper entstanden als im Wildtyp. Ein Grund
dafiir kdnnte sein, dass die durch das ARF-GEF GNOM regulierte polare Rekrutierung von
PIN2:GFP an die basale Membran BFA-sensitiv ist, die zur apikalen Membran jedoch nicht,
da diese PINOID-abhéangig Gber den Phosphorylierungszustand der PIN-Proteine reguliert
wird. Da in den Doppelmutanten bereits ein Teil von PIN1 und auch PIN2 falsch an der
apikalen bzw. einer anderen Seite der Membran lokalisierte, konnte weniger PIN in BFA-
Korper internalisiert werden. Die Beobachtungen sprechen dafiir, dass der polare Transport
der PIN-Proteine gestort ist, auch wenn dieses Phanomen nicht in jeder Zelle zu beobachten
war. Moglicherweise beeinflusst das Defizit an Ptdins(4,5)P, die Bildung von Vesikeln an der
Membran. Da PIN-Proteine nach der Produktion zundchst unpolar (berall in der
Plasmamembran lokalisieren und erst durch dynamische Internalisierungsprozesse polar
verteilt werden, besteht die Moglichkeit, dass die verminderte Bildung oder der Transport
von Vesikeln durch das Fehlen von Ptdins(4,5)P, zu der gestorten Lokalisation der PIN-
Proteine in der Doppelmutante fihrt, weil die verminderte Vesikelbildung
Internalisierungsprozesse erschwert. Dies wiirde sowohl den durch PINOID, als auch den
GNOM-regulierten Weg stéren, da phosphorylierte als auch nicht phosphorylierte PIN-
Proteine zunachst auf die Vesikelbildung angewiesen sind. Die hier gewonnenen Ergebnisse
stlitzen diese Hypothese, da beide untersuchten PINs sowohl an der apikalen als auch an
der basalen Membran gefunden wurden und in manchen Zellen keine Praferenz fiir eine
der Seiten zu erkennen war. Allein diese Stérungen der PIN-Lokalisierung konnten erklaren,
warum die gravitrope Krimmung abgeschwacht ist, da die notige Auxinumverteilung von
der polaren Lokalisierung der PINs abhangt.

Die Clathrin-vermittelte Endozytose von PIN-Proteinen an der Membran von Wurzelzellen
wird durch die GTPasen ROP6 (Chen et al., 2012) und die Rab5-Homologen Ara7, Rhal und
Ara6, welches pflanzenspezifisch ist, reguliert (Dhonukshe et al., 2008; Goh et al., 2007).

ROP6 nimmt dabei die Rolle eines negativen Regulators ein, da es in seiner aktiven Form die

93



Diskussion

Bildung von Clathrin-umhiillten Vesikeln verhindert. Dies geschieht, wenn Auxin an ABP1
bindet, welches dann auf bisher unbekanntem Weg ROP6 aktiviert. Chen et al. konnten
zeigen, dass in Linien ohne funktionales ROP6 oder dessen Effektor RIC1 mehr Vesikel an
der Membran entstehen (Chen et al., 2012). Da aus anderen Arbeiten bekannt ist, dass
auch PtdIns(4,5)P, ein positiver Regulator der ROPs ist, weil es deren Assoziation mit GDIs
hemmt (Ischebeck et al.,, 2011; Kost, 2008), ist es verwunderlich, dass eine Mutante mit
deutlich weniger PtdIns(4,5)P, dennoch weniger PIN-Proteine endozytiert, obwohl die
Aktivierung von ROP6 beglinstigt ware. Eine mogliche Erklarung ist, dass Ptdins(4,5)P,, was
durch PIP5K1 und PIP5K2 entsteht, nicht demselben Pool zugefiihrt wird, der ROP6
aktiviert. Andere PI4P 5-Kinasen kdnnten auf Grund des Fehlens von PIP5K1 und PIP5K2 in
der pip5k1 pip5k2-Doppelmutante aktiver sein, um dieses Defizit auszugleichen. In
Pollenschlduchen konnten Ischebeck et al. zeigen, dass Uberexpression von AtPIPK11 einen
Einfluss auf die Lokalisierung von NtRac5 hat, indem PtdIns(4,5)P, die Assoziation mit GDIs
verhindert. Somit kénnte in der pip5k1 pip5k2-Doppelmutante ein anderer Ptdins(4,5)P--
Pool in den Vordergrund treten, wenn 2 der 11 Kinasen fehlen, deren PtdIns(4,5)P, andere
ROPs reguliert und somit die Vesikelbildung férdern.

Ara6, Ara7 und Rhal spielen eine Rolle bei der Endozytose von PINs, die zunachst unpolar
verteilt worden sind und anschliefend durch PINOID durch Phosphorylierung in den
Zytoseweg zur apikalen Membran eingespeist werde (Dhonukshe et al., 2008). In Pflanzen,
deren Ara7 so mutiert ist, dass es nicht von der inaktiven GDP-Form in die GTP-Form
umgewandelt werden kann, ist die Umverteilung der PINs gestort, so dass sie keine polare
Lokalisation einnnehmen kénnen und weiterhin unpolar an der Plasmamembran
verbleiben. Wie bereits erwahnt, ist PtdIns(4,5)P, ein positiver Regulator von GTPasen, da
es die Assoziation mit GDIs verhindert. Da die pip5k1 pip5k2-Doppelmutante geringere
Gehalte des Lipids aufweist, kdnnte dies Einfluss auf die Aktivitat von Ara6, Ara7 und Rhal
und somit die PIN-Verteilung haben. Dies wiirde die teils unpolare Lokalisierung der PIN-
Proteine in der pip5k1 pip5k2-Doppelmutante erklaren. Ara6, Ara7 und auch Rhal
lokalisieren primar an friilhen Endosomen und es ist nicht geklart, wie sie Einfluss auf die
Endozytose von PINs an der Plasmamembran nehmen. Aus dem tierischen System ist
bekannt, dass das zu den pflanzlichen Ara6, Ara7 und Rhal homologe Rab5 auch in geringer
Menge an der Plasmamembran und an Clathrin-Vesikeln vorliegt (van der Bliek, 2005), wo
es durch das Rab5-GEF RME-6 aktiviert wird. Dieser Prozess scheint jedoch nicht fir die
Bildung der Vesikel notig zu sein, sondern fiir die Aktivierung von Rab5 an den Vesikeln.
Ohne aktives Rab5 fusionieren die Clathrin-Vesikel in tierischen Zellen nicht mehr zu frithen

Endosomen. Sollten die pflanzlichen Rab5-Homologen (iber einen &hnlichen
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Rekrutierungsmechanismus verfiigen, so kénnte fehlendes Ptdins(4,5)P, die Dissoziation
der GDIs von den GTPasen verhindern, so dass es zwar zur Vesikelbildung kommt, diese
aber nicht mehr zu funktionierenden frihen Endosomen verschmelzen. Ein solches,
indirektes Modell konnte die PIN2:GFP-haltigen punktférmigen Strukturen nahe der
Plasmamembran erkldren (siehe Abb. 3.4.1. H), die in der pip5k1 pip5k2-Doppelmutante
beobachtet wurden.

Eine weitere Erklarung verdanderter PIN-Lokalisierung in der Doppelmutante ist ein Effekt
auf die Exozytose, die fiir die polare Verteilung der PINs nach den Recyclingprozessen
vonnoten ist. Lavy et al. zeigten, dass ROP6 ebenfalls mit ICR1 (interactor of constitutive
active ROPs 1) interagiert, das wiederum mit einem Teil des Exozyst-Komplexes AtSec3A
interagiert (Lavy et al., 2007). Diese Interaktion scheint flr die Positionierung des
Exozystkomplexes relevant, da Pflanzen ohne funktionierendes ICR1 Stérungen im
Auxintransport aufweisen. Ob fiir die Aktivierung dieses Regulationsweges auch ABP1
relevant ist, ist unbekannt. Fir die Interaktion des Exozyst-Komplexes (iber Exo70 mit der
Plasmamembran ist Ptdins(4,5)P, nétig, wie in S. cerevisiae gezeigt wurde (He et al., 2007).
Der Exozyst-Komplex setzt sich aus mehreren Untereinheiten zusammen und dient der
Anbindung des Vesikels an die Membran vor dem eigentlichen Andocken und der
Verschmelzung. In Hefen und Tieren besteht er aus 8 Untereinheiten, die ebenfalls
Homologe in Pflanzen aufweisen (Hsu et al., 2004). Zudem konnten Camacho L. et al.
zeigen, dass PIP5K2 wichtig fir die Exozytose in Wurzelspitzen- und Epidermiszellen ist, da
sie mit allen Mitgliedern der Rab-E-Subfamilie der Rab-GTPasen interagieren kann und
diese in ihrer aktiven GTP-gebundenen Form an die Membran rekrutiert (Camacho et al.,
2009). Rab-E GTPasen sind wichtig fur die spezifische Vesikelrekrutierung an eine
bestimmte Stelle, die Spezifizierung der Membranidentitdit und die Rekrutierung
molekularer Motoren, die fiir die Vesikelfusion noétig sind. Die tiber die MORN-Domane der
PIP5K2 hergestellte Interaktion erhoht die Aktivitdt der Kinase, so dass die Bildung von
Ptdins(4,5)P, an der Membran erhoht ist, was seinerseits die Exozytose erhoht. Es kénnte
also einen Zusammenhang zwischen dem von der PIP5K2 produzierten Ptdins(4,5)P, und
der Positionierung des Exozystkomplexes geben, wie vereinfacht in Abbildung 4.1.

dargestellt.
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O PtdIns(4,5)P,

. PIN-Transporter
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Abb. 4.1.: Rekrutierung von PIN-transportierenden Vesikeln an die Plasmamembran im Wildtyp.
ABP1 nimmt Uber einen bislang unbekannten Mechanismus Einfluss auf die Aktivitdit von ROP6.
ROP6 interagiert mit ICR1, welches eine Rolle bei der Rekrutierung des Exozyst-Komplexes spielt.
Dieser interagiert iber Exo70 durch Bindung an PtdIns(4,5)P, mit der Membran. Ob es einen
Zusammenhang zwischen der Rab-E-induzierten PIP5K2-Aktivitat und der Ptdins(4,5)P,-abhdngigen
Positionierung des Exozyst-Komplexes gibt, ist nicht bekannt.

Somit kénnte ein Zusammenhang zwischen PtdIns(4,5)P, und der Exozytose von PIN-
Proteinen bestehen, die in der pip5k1 pip5k2-Doppelmutante dadurch erschwert sein
konnte, dass der Exozyst-Komplex nicht richtig an der Plasmamembran positioniert werden
kann. Dies wiirde die teilweise diffuse, bis punktférmige Lokalisation der PIN:GFP-Proteine
in Membrannahe erkldaren. Zudem zeigten Mutanten, ohne funktionierendes ICR1 deutliche
Defekte im Auxintransport. PIN-Proteine zeigten verdanderte Lokalisation und in der
Wurzelspitze bildete sich kein Auxinmaximum mehr aus, was zum Kollaps des
Wurzelspitzenmeristems fiihrte. Der Phanotyp dieser Pflanzen zeichnete sich durch stark
verkiirzte Wurzeln und erhéhte Seitenwurzelbildung aus (Lavy et al., 2007). Die
pip5k1 pip5k2-Doppelmutanten wiesen ebenfalls kein Auxinmaximum in der Wurzelspitze
auf, wie im folgenden Abschnitt erlautert wird. Gegen eine Stérung der Exozytose spricht,
dass es nach BFA-Behandlung der pip5k1 pip5k2-Doppelmutante nicht zu einer erhéhten
Menge an BFA-Ko6rpern kam. Dennoch kdnnten die an der Plasmamembran beobachteten
punktférmigen Strukturen, die auch ohne BFA-Behandlung vorliegen, neben fehlerhafter
Endozytose auch auf eine fehlerhafte Exozytose hinweisen. Wahrscheinlich ist, dass in der
pip5k1 pip5k2-Doppelmutante beide Prozesse durch das Fehlen von PtdIns(4,5)P, betroffen

sind.
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4.4. pip5k1 pip5k2-Doppelmutanten zeigen kein Auxinmaximum in der

Wourzelspitze

Die Tatsache, dass die Internalisierung und auch die intrazelluldre Lokalisation der PINs
gestort ist, konnte ein Grund sein, warum die pip5k1 pip5k2-Doppelmutanten kein
Auxinmaximum in der Wurzelspitze aufbauen kénnen, was durch das Reporterkonstrukt
DR5::GUS sichtbar gemacht wurde (siehe Abschnitt 3.1.6.). Auch die exogene Gabe
verschiedener Auxine dnderte daran nichts. Im Wildtyp zeigte sich fiir das diffundierende
NAA eine starkere Blaufarbung in der ohnehin schon durch das endogene Auxin natdrlich
gefarbten Wurzelspitze, welche jedoch mit der Zeit so stark zunahm, dass die ganze Wurzel
blau gefarbt war. IAA und 2,4-D kénnen nicht diffundieren und sind auf Transporter in und
aus der Zelle angewiesen. Das erklart, warum die Blaufarbung zunachst in den oberen
Bereichen der Wurzel begann und sich erst spater Richtung Spitze erstreckte. Die durch das
endogene Auxin hervorgerufene Blaufarbung der Spitze ware erst nach langerer Inkubation
in der X-Gluc-Lésung in Erscheinung getreten (siehe Wildtypkontrolle Abschnitt 3.1.6.) und
war in den auxinbehandelten Wildtypkontrollen noch nicht zu sehen. Auch hier kam es
nach langerer Inkubation durch die GUS-Aktivitat zu einer Blaufarbung des gesamten
Wurzelgewebes (Daten nicht gezeigt). In der pip5k1 pip5k2-Doppelmutante zeigte sich
lediglich nach 20 h Inkubation mit 2,4-D eine Blaufarbung in vereinzelten Zellen, jedoch kein
Maximum in der Wurzelspitze. Eine mogliche Erklarung ist, dass sich durch die teils
unpolare Lokalisation der PINs kein Auxinmaximum aufbauen kann, da Auxin stdndig
ungerichtet innerhalb der Gewebe verteilt wird. Somit wiirde auch in den meisten Zellen
nie genug Auxin vorliegen, um das DR5::GUS-Konstrukt so zu induzieren, dass es zu einer
Blaufarbung kdme. Der Versuch wurde auch mit einem DR5::GFP-Konstrukt durchgefihrt.
Diese Daten sind jedoch nicht gezeigt, da es liberhaupt keine messbare Fluoreszenz in den
pip5k1 pip5k2-Doppelmutante gab, die man hatte bildlich darstellen kénnen. Dennoch
stiltzt diese Tatsache die Daten, da auch ein zweites, unabhéangiges Konstrukt, welches tber
DR5 auxininduziert ist, keine Hinweise auf ein Auxinmaximum in der Wurzelspitze der

pip5k1 pip5k2-Doppelmutante lieferte.

4.5. Trotz verringerten Auxintransports sind pip5k1 pip5k2-Doppelmutanten

auxinsensitiv

Obwohl die pip5k1 pip5k2-Doppelmutante verringerten Auxintransport und kein
Auxinmaximum in der Spitze der Wurzel aufweist, ist sie auxinsensitiv (siehe Abb. 3.7) und

ihr  Wurzelwachstum wurde wie beim Wildtyp nach Auxingabe inhibiert. Die

97



Diskussion

Wachstumsinhibierung durch héhere Auxindosen ist wohl unter anderem auch darauf
zuriickzufihren, dass die Synthese von Ethylen durch eine Transkriptionserhéhung Ethylen-
produzierender Genprodukte induziert wird (Hansen und Grossmann, 2000). Das bedeutet,
dass dieser Effekt auf die Wahrnehmung von Auxin unter anderem auf die
Transkriptionsmaschinerie zurlickzufiihren sein kdnnte. Diese scheint in den pip5k1 pip5k1-
Doppelmutanten demnach nicht gestort zu sein, auch wenn eine geringere Konzentration
von IAA zu einer geringeren Wurzelwachstumsinhibierung fihrt als im Wildtyp (siehe
Anhang Abb. A.2). Dieser Effekt konnte auch auf den verminderten Transport von IAA
zurickzufihren sein. Andere Studien belegen zudem, dass Transportmutanten, wie
beispielsweise aux1 weniger sensitiv auf die auxininduzierte Wurzelwachstumsinhibierung
reagieren (Pickett et al., 1990). Dies legt den Schluss nahe, dass fiir den beschriebenen
Effekt nicht nur die Auxinwahrnehmung auf Transkiptionsebene wichtig ist, sondern auch,
dass ausreichende Mengen an Auxin in die Zelle gelangen. Flr weitere Studien kdnnte es
also interessant sein, pip5k1 pip5k2-Doppelmutante auf Expression und Verteilung von
Auxinimportproteinen wie AUX1 zu testen. Zudem muss hier bedacht werden, dass der
starke Phanotyp der Doppelmutante nicht allein auf einer Stérung auxinvermittelter
Prozesse beruhen muss, sondern dass die Mutation in der PIP5K1 und der PIP5K2 auch
pleiotrope Effekte hervorrufen kann. Da nicht nur auxintransportierende Enzyme sondern
viele weitere Membrankomponenten auf den Vesikelverkehr angewiesen sind, ist denkbar,
dass der Einfluss der Mutationen auf die Auxinverteilung nur ein Nebeneffekt globaler
Vorgange ist, die innerhalb der pip5k1 pip5k2-Doppelmutante nicht mehr richtig
funktionieren.  Dennoch  zeigen die pip5k1 pip5k2-Doppelmutanten  deutliche
auxinabhadngige Phanotypen. Dies lasst sich dadurch erklaren, dass polar lokalisierende. mit
hoher Internalisierungsrate — wie beispielsweise PIN-Proteine — starker vom Fehlen des
Ptdins(4,5)P, betroffen sein kdnnten als andere Proteine wie zum Beispiel Aquaporine.

Weitere Analysen werden diese Fragen klaren.

4.6. Die ipkl1-1-Mutante zeigte verminderte Kriimmung ohne Defizite beim

Auxintransport

Die ipk1-1-Mutante weist durch das Fehlen der Inositolpolyphosphat-Kinase 1 reduzierte
Gehalte an InsPg und erhohte fir InsPs und InsP, auf. Im Gegensatz zu den pip5k1 pip5k2-
Doppelmutanten ist die Synthese der Pls und insbesondere fir Ptdins(4,5)P, nicht
betroffen. Die ipkl-1-Mutante wurde der pip5k1 pip5k2-Doppelmutante als mogliche

Auxinwahrnehmungsmutante gegenlber gestellt. Auch hier wurde zunachst die
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Kriimmungsreaktion nach Gravistimulation, die polare Verteilung der PIN-Transporter und
die Auxinverteilung untersucht. Die gravitrope Kriimmung von Wurzeln und Hypokotylen
zeigte sich nach Gravistimulation im Vergleich mit dem Wildtyp signifikant reduziert
(Abschnitt 3.2.1). Weitere Experimente zur PIN-Lokalisation, deren Endozytose und auch
zum Auxintransport zeigten, dass die verlangsamte Krimmung auf keinen dieser Prozesse
zurlickzufihren war. Die PIN-Proteine zeigten die gleiche Lokalisierung wie im Wildtyp
(Abschnitt 3.2.3.). Dennoch zeigte auch diese Linie nach Behandlung mit exogenem IAA,
dass die Reduzierung des Wurzelwachstums geringer ist im Vergleich mit dem Wildtyp
(siehe Anhang Abb. A.2).

Die endozytische Internalisierung von PIN2:GFP wurde mittels BFA untersucht (Abschnitt
3.2.4.). Die ipk1-1-Mutante wies wie die Wildtyppflanzen Akkumulation von PIN2:GFP in
BFA-Korpern auf. Die zusatzliche Gabe von Auxin flhrte in der ipk1-1-Mutante wie auch im
Wildtyp zu einer Reduktion der PIN2:GFP-haltigen BFA-K&rper. Die Untersuchung der
Auxinverteilung nach Gravistimulation mittels eines DR5::GFP-Konstrukts zeigte fir die
Mutante eine vergleichbare Umverteilungsgeschwindigkeit des Hormons an die untere
Seite der Wurzelspitze wie beim Wildtyp (Abschnitt 3.2.5).

Alle Kontrollexperimente wiesen darauf hin, dass die verminderte Kriimmungsreaktion
nicht auf fehlerhafte Auxinverteilungsprozesse zuriickzufiihren ist. Um eine mogliche
verdnderte Auxinsensitivitit Uber das TIR1/AUX/IAA-System zu testen, wurden
Transkriptarrays von gravistimulierten ipk1-1-Wurzelspitzen durchgefiihrt. Die ipk1-1-
Mutanten zeigten dabei im Vergleich zum Wildtyp verdnderte Genexpression nach
Gravistimulation. Unter den Kandidaten mit verdnderten Genexpressionsmustern befanden

SCFTRYA yermittelten

sich eine Reihe auxininduzierter Gene, die durch den
Signaltransduktionsweg reguliert werden, wie zum Beispiel IAA1. Aus diesen Kandidaten
wurde eine Auswahl durch gPCR verifiziert. Diese Daten bestédtigen zum einen, dass sich die
Reduktion des InsPs-Kofaktors nachhaltig auf die auxinvermittelte Genexpression auswirkt
und der Kofaktor daher von Bedeutung fiir die Funktion von TIR1/AFBs ist, und zum
anderen, dass die ipkl1-1-Mutanten tatsachlich in der Auxinwahrnehmung verandert sind.
Zudem zeigten die Experimente, dass auch die auxinvermittelte Genexpression
entscheidend fir die Reaktion auf gravitrope Stimulation ist und nicht nur die Veranderung
des Auxintransports innerhalb der Wurzel und die schnellen Verdanderung der PIN-
Lokalisation, die an der Membran stattfinden. Zudem konnte die auxinvermittelte
Genexpression auch Einfluss auf die Reaktion auf exogenes IAA haben, da die Wurzeln nicht

in gleicher Weise mit inhibiertem Wachstum reagierten, wie der Wildtyp (Abb. A.2). Da die

Verklirzung der Wurzel unter anderem auf die Synthese ethylenproduzierender
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Genprodukte zurlickgeht, ist dies ein Indiz, dass auch hier Auxinwahrnehmung eine Rolle
spielen kdnnte. Da die Behandlung mit exogenem Auxin jedoch auch viele andere Prozesse
innerhalb der Pflanze stort, vor allem den Transport endogenen Auxins, sind diese
Ergebnisse mit Vorbehalten zu betrachten. Zudem sind die Unterschiede der ipkl-1-
Mutante zum Wildtyp nicht derart ausgepragt, wie beispielsweise die der pip5k1 pip5k2-

Doppelmutante.

4.7.  Insp 5-Ptase-Pflanzen zeigten Defekte fiir den Auxintransport trotz

korrekter PIN-Lokalisation

Im phéanotypischen Erscheinungsbild komplexer stellen sich die InsP 5-Ptase-Pflanzen dar.
Insp 5-Ptase-Pflanzen zeigten wie die pip5k1 pip5k2-Doppelmutanten ebenfalls Stérungen
bei der Endozytose von PIN2, jedoch nicht bei der Lokalisation. Auch die anderen PIN-
Proteine, bis auf PIN4 zeigten keine Fehllokalisation. Da PIN4:GFP jedoch auch im Wildtyp
schon eine von der in der Literatur beschrieben abweichende Lokalisation zeigte, soll darauf
hier nicht weiter eingegangen werden. Zur Untersuchung von Endozytoseprozessen wurden
Pflanzen in einem Ansatz mit BFA behandelt und in einem anderen mit BFA und gleichzeitig
Auxin. BFA fihrte wie beim Wildtyp zur Akkumulation von PIN2:GFP in BFA-Korpern. Insp 5-
Ptase-Pflanzen bildeten signifikant weniger BFA-KGrper nach der Behandlung als Wildtyp
Kontrollen. In dem zusatzlich mit Auxin durchgefiihrten Experiment kam es im Wildtyp zu
einer deutlichen Inhibierung der Endozytose und die Anzahl der BFA-KGrper war signifikant
reduziert. In gleich-behandelten Insp 5-Ptase-Pflanzen nahm die Anzahl der BFA-K&per
hingegen auch nach gleichzeitiger Gabe von Auxin nicht ab, was bedeutet, dass die
Endozytose hier nicht gghemmt war (siehe Abschnitt 3.3.4.).

Trotz einer ahnlichen globalen Reduktion von Ptdins(4,5)P, wie in der pip5k1 pip5k2-
Doppelmutante zeigten die Insp 5-Ptase-Pflanzen also eine génzlich andere Reaktion auf
BFA. Ein Unterschied ist, dass die Insp 5-Ptase-Pflanzen eine starke Hochregulierung der
PI14P 5-Kinasen und auch der PI-PLC als Antwort auf die standige Hydrolyse des InsP; zeigen.
Es muss daher angenommen werden, dass es zwar zu einer globalen Reduktion von
Ptdins(4,5)P, in der Pflanze kommt, lokal in der Plasmamembran aber zunachst sehr hohe
Konzentrationen an PtdIns(4,5)P, produziert werden. Die gesteigerte PI4P 5-Kinase-Aktivitat
produziert PtdIns(4,5)P,, was zunachst an diverse Bindungspartner weitergegeben wird,
bevor es freigesetzt und von der PI-PLC gespalten wird. Erst hier kann dann die InsP 5-Ptase
wirken. Somit konnte die Insp 5-Ptase-Pflanze zwar global eine Linie mit reduzierten

Gehalten an PtdIns(4,5)P, sein, aber dennoch PIP5K-Uberexpressionsphinotypen zeigen.
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Hinweise darauf lieferten Experimente an Blatt-Protoplasten. Wie in der Einleitung bereits
beschrieben, ist Ptdins(4,5)P, ein positiver Regulator von lonenkandlen. Zudem ist die
Regulierung auxingesteuert, da Auxin lonenkanale und Protonenpumpen aktiviert, um ein
Anschwellen der Zelle zu induzieren. Dieser Prozess ist ABP1-gesteuert (Sauer und Kleine-
Vehn, 2011). In einem Experiment, in dem Wildtyp, Insp 5-Ptase-Pflanzen und eine PIP5K2-
Uberexpressionslinie (PIP5SK2UE) protoplastiert und mit Auxin behandelt wurden, kam
heraus, dass sich die GroRe der Zellen der Insp 5-Ptase-Pflanzen und PIPSK2UE nach
Auxingabe im Vergleich zu den Kontrollen nicht vergroRerten. Zudem waren die
Protoplasten der beiden Linien auch ohne Auxingabe bereits wesentlich gréRer verglichen
mit denen des Wildtyps (Anna Miiller, persénliche Mitteilung). Diese Beobachtung spricht
dafiir, dass die lonenkanale auch ohne Auxingabe schon gedffnet waren und der Einstrom
von Wasser in die Zelle erhoht war. Ein weiterer Effekt von Auxin wére dann nicht mehr
moglich und dieses Phianomen wire mit einem Uberschuss an Ptdins(4,5)P, an der
Membran zu erklaren, was fiir eine erhéhte lonenkanalaktivitat sorgt.

Auch die Beobachtung, dass sich die InsP 5-Ptase-Pflanzen nach BFA-Behandlung eher wie
der Wildtyp verhalten, anstatt wie die pip5k1 pip5k2-Doppelmutante lasst sich durch dieses
Konzept erklaren. Dass sich die Endozytose durch Auxingabe nicht inhibieren lieB, spricht
dafiir, dass die ABP1-vermittelte Clathrin-Rekrutierung nicht gehemmt wurde oder die
auxininhibierte Endozytose, die auf noch nicht geklarte Weise auch durch Pls gesteuert sein
kénnte, durch den Uberschuss an Ptdins(4,5)P, derartig hochreguliert ist, dass die ABP1-
vermittelte Hemmung keine Wirkung zeigt. Die Endozytosemaschinerie beruht darauf, dass
ein Adapterprotein iber Membraninteraktion Clathrin an die fiir eine Vesikelknospung
richtige Stelle der Membran fihrt. Im tierischen System wird die Bindung des
Adapterproteins Uber ein spezifisches Sequenzmotiv mit der Membran Gber Ptdins(4,5)P,
hergestellt (Holstein und Oliviusson, 2005). In A. thaliana fand man ebenfalls
Adapterproteine, jedoch trugen sie nicht das Sequenzmotiv fir die Bindung von
Ptdins(4,5)P,, so dass man vermutet, dass die Bindung mit der Membran auch Uber ein
anderes Pl zustande kommen kénnte. Da die Insp 5-Ptase-Pflanzen eine globale Stérung des
PI-Netzwerkes zeigen, ist es moglich, dass auch die Synthese anderer Vorstufen wie
beispielsweise Ptdins4P fehlreguliert ist. Somit konnte ein Ungleichgewicht der
membranintegrierten Pls dazu fiihren, dass durch vermehrte Bindung von
Adapterproteinen mehr Clathrin rekrutiert wird, als durch den ABP1-Weg gehemmt werden
kann und es auch nach Auxingabe noch immer zur Vesikelbildung kommt. Ungeklart bleibt
an dieser Stelle, wie ROP6 und sein Effektor RIC1 Einfluss auf die Clathrin-vermittelte

Endozytose liber das Adapterprotein nehmen und warum dieser Effekt durch einen
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Uberschuss von Pls tiberbriickt wird. Ein vereinfachtes Modell, wie ABP1 die Endozytose im

Wildtyp hemmen kdnnte, ist in Abbildung 4.2. dargestellt.
O Ptdins(4,5)P,

PIN-Transporter

Plasmamembran

IAA

Abb. 4.2.: ABP1 hemmt nach Auxinbindung die Clathrin-vermittelten Endozytose. Es ist bisher
ungeklart, welche Faktoren die ABP1-Aktivierung an ROP6 weitergeben und auch, wie RIC1 die
Hemmung der Endozytose auslost. Es ist aber moglich, dass es Einfluss auf die Rekrutierung der
Adapterproteine nimmt, welche in Pflanzen lber PIs an die Membran binden. Da pflanzliche
Adapterproteine kein Sequenzmotiv fir die Bindung an PtdIns(4,5)P, aufweisen, nimmt man an, dass
die Bindung lber andere Pls erfolgt.

Da der Transport aller Proteine zur Membran von Zytoseprozessen abhadngt, ist nicht
auszuschlielRen, dass ABP1, das vom ER an die AuBenseite der Plasmamembran gelangen
muss, selbst betroffen ist. Hinweise daflir waren, dass viele ABP1-abhdngige, (iber Auxin
induzierte Prozesse, wie die Regulation von lonenkanalen und die PIN-Internalisierung in
Insp 5-Ptase-Pflanzen gestort sind. Eine Moglichkeit ist, dass ABP1 als globaler Regulator
auxininduzierter Signale an der AuRenseite der Membran seiner Aufgabe nicht mehr
nachkommen kann, weil seine Sekretion vom Vesikelverkehr abhangt, der nicht mehr
korrekt funktioniert.

Auch nicht auRer Acht zu lassen, ist die Tatsache, dass PtdIins(4,5)P, und PtdIns4P nicht nur
Substrate flr die PI-PLC sind, sondern auch noch fiir andere Phospholipasen, deren
Spaltprodukte in Verdacht stehen, den Auxintransport und die PIN-Verteilung nachhaltig zu

beeinflussen (Scherer et al., 2012). Somit kdnnte ein erhohter Ptdins(4,5)P,-Gehalt auch so
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Einfluss auf das Gleichgewicht von Metaboliten wie beispielsweise freien Fettsdauren oder
Lysophospholipiden haben.

Die Ergebnisse deuten in der Summe darauf hin, dass Auxin seine polare Verteilung
innerhalb der Insp 5-Ptase-Pflanzen nicht so reguliert wie im Wildtyp, wo zumindest die
Regulation der PIN2-Lokalisierung auxininsensitiv ist. Dennoch scheint dies keine derart
gravierenden Storungen der Auxinverteilung wie bei den pip5k1 pip5k2-Doppelmutanten
hervorzurufen, da sich in der Wurzelspitze dennoch ein Auxinmaximum bildet und es auch
nach Gravistimulation zu einer Auxinumverteilung im gleichen zeitlichen Rahmen wie beim
Wildtyp kam (siehe Abschnitt 3.3.5). Die verminderte Krimmungsreaktion der Insp 5-Ptase-
Pflanzen kann also nicht auf eine verlangsamte Umverteilung von Auxin nach
Gravistimulation zurlckzufiihren sein. Im Falle gravitroper Stimulation einer Pflanze kommt
es zu einer Auxinumverteilung, die dazu fiihrt, dass sich Zellen an der einen Seite strecken
mussen, um sich wieder am Schwerkraftwinkel auszurichten. Im Falle der Wurzel wird der
Auxinfluss an die Unterseite der Wurzel umgelenkt, wodurch an der Oberseite weniger
Auxin da ist um eine Streckung der Zellen zu blockieren. Im Spross der Pflanze ist das
System gegensatzlich reguliert. Auch hier wird Auxin an die Unterseite der Pflanze
umgeleitet, 16st hier jedoch eine Streckung aus, so dass sich das Hypokotyl wieder
aufrichtet. In beiden Fallen wird die Kriimmung jedoch durch Streckung von Zellen
hervorgerufen, die letztendlich auf einer Regulation von lonenkanalen beruht und es der
Zelle so ermoglichen zu wachsen, indem der Protoplast anschwillt und die Zellwand
gelockert wird. Wie zuvor beschrieben sind Blatt-Protoplasten der Insp 5-Ptase-Pflanzen
von vornherein groRer als die des Wildtyps und reagieren nicht auf die Gabe von Auxin mit
zusatzlichem Anschwellen (Daten von Anna Miiller). Da die Ptdins(4,5)P,-Gehalte in der
ganzen Pflanze verdndert sind, konnte die Fehlregulation der lonenkandle auch bei der
gravitropen Krimmung eine Rolle spielen und es der Pflanze schwerer machen, im gleichen

zeitlichen Rahmen mit ZellvergroRerung auf Gravistimulation zu reagieren wie der Wildtyp.

4.8. Die Insp 5-Ptase-Pflanzen zeigten eine gestorte Auxinwahrnehmung

Ein Erklarung fir die verringerte gravitrope Krimmung der InsP 5-Ptase-Pflanzen ist, dass
die Auxinwahrnehmung auf Transkriptionsebene im Vergleich zum Wildtyp verandert ist
(siehe Abschnitt 3.3.6 und 3.3.7). Viele Gene, die im Wildtyp nach Gravistimulation reguliert
wurden, waren in der Insp 5-Ptase-Pflanze nicht oder gegensatzlich reguliert. Viele dieser

Gene sind typische auxininduzierte Gene wie IAA1 oder |IAA4, aber auch Gene, die mit der
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Zellwandsynthese assoziiert sind, die im Falle gravitroper Stimulation im Wildtyp
runterreguliert wurden.

Der Einfluss auf die auxininduzierte Transkriptionsanderung nach Gravistimulation kénnte
in den Insp 5-Ptase-Pflanzen von der Reduktion mehrerer IPPs herriihren. Wie schon in der
Einleitung beschrieben ist InsPs ein Kofaktor in TIR1, dem Auxinrezeptor des SCFRYAFE
Komplexes. Da sich die Reduktion der IPPs nachweislich bis zum InsP¢ ausweitet (Perera et
al., 2008), kénnte dies ein Grund fur die verdnderte Genregulation der Insp 5-Ptase-
Pflanzen sein. Die Daten weisen darauf hin, dass der InsP¢-Kofaktor eine Funktion bei der
Auxinwahrnehmung durch TIR1 hat. Wie bereits in friheren Studien vermutet, konnte InsPg
auf Grund seiner Lage innerhalb der Struktur von TIR1 eine Funktion bei der Stabilisierung
des Proteins haben (Hao und Yang, 2010), vielleicht auch in Bindung mit Auxin. Studien an
COI1, dem TIR1-homologen Rezeptor in der Jasmonat-Signalperzeption, zeigten, dass das
dort gebundene InsPs die Bindung des Ubiquitinierungsziels beeinflusst (Mosblech et al.,
2011; Sheard et al., 2010). Ahnliches ist nun auch fiir InsPs und TIR1 anzunehmen, da die
auxininduzierte Geneexpression in den Insp 5-Ptase-Pflanzen maligeblich beeinflusst ist. Da
die InsP 5-Ptase-Pflanzen im Syntheseweg der Pls und dem der IPPs gestort sind, ergibt sich
eine kombinierte und komplexe Erklarung fiir den verringerten Gravitropismus dieser
Pflanzen, bei der sowohl verdanderte Auxinverteilung als auch veradnderte
Auxinwahrnehmung eine Rolle spielt. Auch die InsP 5-Ptase-Pflanzen zeigten eine
verminderte Reduktion des Wurzelwachstums nach exogener Auxingabe dhnlich den ipk1-
1-Mutanten (siehe Anhang Abb. A.2.), die die Daten der reduzierten gravitropen Krimmung

und der verdanderten Wahrnehmung von Auxin stitzen.

4.9. Pls sind wichtige Mediatoren der polaren Verteilung von Auxinsignalen

Die polare Auxinverteilung innerhalb der Gewebe, aber auch die intrazelluldre Verteilung
wird durch ein kompliziertes System von Transportproteinen gewahrleistet, deren
Positionierung aufwendig reguliert ist und sich der gesamten Transportmaschinerie
innerhalb einer Zelle bedient. Somit ist Auxin eine der am aufwendigsten zu verteilenden
Substanzen in Pflanzen. Fiir diesen Prozess sind besonders die Endo- wie auch die Exozytose
innerhalb der Zelle wichtig, da sie gewahrleisten, dass der Auxinfluss durch die Gewebe
flexibel von Zelle zu Zelle umgeleitet werden kann. Auxin ist in der Lage (iber die Bindung an
ABP1 von aullerhalb der Zelle regulatorisch in diese Zytoseprozesse einzugreifen und die
Endozytose von PIN-Proteinen zu verhindern und vielleicht sogar deren Exozytose zu

steigern. Die Zytosemaschinerie innerhalb von Zellen ist einer komplexen Regulation
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unterworfen, die eine ganze Reihe von Einheiten, wie Adapter-Proteine, GTPasen, den
Exocyst-Komplex, Aktin und Microtubuli, aber auch bestimmte
Membranzusammensetzungen voraussetzt. Wie weitreichend in der Literatur beschrieben
sind besonders Membranbereiche, die reich an Pls sind, relevant fir die Vesikelbildung, als
auch die Vesikelverschmelzung. Somit ist es nicht verwunderlich, dass auch die dynamische
Verteilung von PIN-Proteinen von Pls abhangig ist. Die in dieser Arbeit prasentierten Daten
zeigen, dass ein Ungleichgewicht im Pl-Haushalt der Membranen zu deutlichen Anderungen
in der Verteilung der PIN-Proteine und in der Auxinverteilung flhrt. Stérungen von
Zytoseprozessen haben weitreichende Folgen fiir die Pflanze, was den deutlichen und
sicherlich nicht nur auf Auxin reduzierbaren Phanotyp der pip5k1 pip5k2-Doppelmutante
erklart. Nicht nur das Fehlen von Pls, sondern auch ein lokaler Uberschuss an PtdIns(4,5)P,,
wie er in den InsP 5-Ptase-Pflanzen zu vermuten ist, hat Einfluss auf die polare Verteilung
der Auxintransporter. Somit ist nicht nur das reine Vorhandensein von Pls relevant fir die
polare Auxinverteilung, sondern auch die Menge. Alles in allem zeigen die gewonnenen
Daten, dass Pls relevant fiir die polare PIN-Verteilung an der Membran sind, wie es in der

dieser Arbeit zugrundeliegenden Hypothese | angenommen wurde.

4.10. Der InsPg-Kofaktor von TIR1 ist relevant fiir die auxinvermittelte

Genexpression

Wie in Abschnitt 4.6. beschrieben, zeigen die fur die ipk1-1-Muante im Rahmen dieser
Arbeit erhobenen Daten, dass InsPg relevant fur die Funktion von TIR1 ist, da die
auxinabhangige Transkription bestimmter Gene in Pflanzen mit reduzierten InsPs-Gehalten
verandert ist. Der GroRteil an pflanzlichen InsPg geht auf InsP; zurlick, das durch die
Spaltung von PtdIns(4,5)P, entsteht. Somit spielt der Gehalt von Pls innerhalb der Pflanze
eine indirekte Rolle fiir die Auxinwahrnehmung. Dieser Zusammenhang konnte auch am
Beispiel der InsP 5-Ptase-Pflanzen gezeigt werden, in denen InsP3;, was aus PtdIns(4,5)P,
hervorgeht, entzogen wird und so die Gehalte von InsPg reduziert sind. Auch diese Pflanzen
zeigten Stoérungen in der Auxinwahrnehmung, die sich in einigen Fillen mit den Defekten,
die in den ipkl1-1-Mutanten beobachtet wurden, iberschnitten. InsPg ist also relevant fir
die Auxinwahrnehmung, was der als Grundlage fiir diese Arbeit angenommenen Hypothese

Il entspricht.
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4.11. Ausblick

Die vorliegenden Ergebnisse untermauern einen Zusammenhang zwischen Pls und
abgeleiteten IPPs sowohl mit dem Auxintransport als auch der Auxinwahrnehmung.

Eine direkte Interaktion der PtdIns(4,5)P,-vermittelten Endo- oder Exozytose mit der
auxininduzierten PIN-Verteilung konnte jedoch nicht gezeigt werden. In weiteren
Experimenten konnten durch Interaktionstudien untersucht werden, ob die im
Auxinprozess relevanten GTPasen ROP6, Ara6, Ara7 und Rhal mit einer der 11 in A.
thaliana vorkommenden PI4P 5-Kinasen direkt interagieren kénnen oder ob die Proteine
innerhalb der Zelle kolokalisieren. Des Weiteren ware es wichtig, PIP5K-
Uberexpressionslinien auf PIN-Lokalisierung und PIN-Transportprozesse zu untersuchen,
um die Hypothese zu testen, dass Beobachtungen bei der InsP 5-Ptase-Pflanze auf
gesteigerte Pl-Bildung zurickzufihren sind.

Weitere Experimente bezlglich der zweiten Hypothese, dass InsPg ein notiger Kofaktor fir
TIR1 ist, waren Hefe-Zwei-Hybrid-Experimente, die zeigen, ob eine Interaktion zwischen
TIR1 und AUX/IAAs in InsP¢-defizienten Hefemutanten funktioniert. AuBerdem konnte TIR1
selektiv mutiert werden, so dass das InsPg nicht mehr koordiniert werden kann, um zu
untersuchen, ob es noch zu einer Interaktion von TIR1 mit Aux/IAAs kommt oder sich das F-
Box-Protein tGberhaupt faltet.

Viele der in der Transkriptanalyse gefundenen Gene sind bisher nicht hinreichend auf ihre
Funktionalitdt untersucht, sondern lediglich einem Prozess wie beispielsweise der
Zellwandbiosynthese oder der Signaltransduktion von Auxin zugeordnet, da in
vorangegangenen Transkriptanalysen auffallige Expressionsmuster im Rahmen dieser
Prozesse gefunden wurden. Es waére interessant, einige dieser Gene und deren Produkte
ndher zu charakterisieren, um ihre Rolle in der Signaltransduktion nach Gravistimulation

besser zu verstehen.

106



Zusammenfassung

5. Zusammenfassung

Auxin ist eines der wichtigsten Phytohormone fiir das pflanzliche Wachstum und die
Entwicklung und ein entscheidender Regulator des Gravitropismus. Fir alle
auxinvermittelten Prozesse ist die spezifische Verteilung des Hormons innerhalb der
Gewebe relevant. Diese wird durch spezialisierte Auxintransporter umgesetzt, von denen
besonders die PIN-Auxinexporter entscheidend sind. PINs lokalisieren in einer Zelle in den
meisten Fallen polar an einer Seite der Plasmamembran um einen strikten Auxinfluss in das
Zielgewebe zu erzeugen. Diese PIN-Verteilung muss dynamisch sein, damit der Auxinfluss
zum Beispiel im Falle gravitroper Stimulation ziligig in ein anderes Gewebe umgeleitet
werden kann. Die schnelle Umverteilung der PINs hangt unter anderem von der
Zusammensetzung und Funktionalitdt der Plasmamembran ab. In friheren Arbeiten konnte
gezeigt werden, dass Pls eine wichtige Funktion bei der Vesikelbildung und der
Rekrutierung der dafiir nétigen Proteinmaschinerie einnehmen. In dieser Arbeit wurde
getestet, ob Pls eine Rolle bei der PIN-Verteilung spielen. Pflanzen mit Stérungen im PI-
Syntheseweg wurden auf ihre gravitropen Krimmungseigenschaften und ihre PIN- und
Auxinverteilung untersucht. Eine pip5k1 pip5k2-Doppelmutante zeigte neben verminderter
gravitroper Krimmung auch eine gestorte PIN-Lokalisation als Defekt bei der
Auxinverteilung, da sich Auxin mittels eines DR5::GUS-Reporters in der Wurzelspitze der
Mutanten nicht nachweisen lieB. Diese Experimente lieferten daher wichtige Hinweise
darauf, dass PtdIns(4,5)P, eine Rolle bei der Lokalisierung und Umverteilung und damit der
Regulierung des Auxinflusses spielen. PtdIns(4,5)P, ist nicht nur als intaktes Lipid fir viele
Signalwege in der Pflanze relevant. Auch die abgeleiteten IPPs spielen eine wichtige Rolle.
In der Kristallstruktur des Auxinrezeptors TIR1 wurde ein InsPg-Kofaktor beschrieben,
dessen Funktion aber bisher unklar blieb. Im Rahmen dieser Arbeit wurden ipkl-1-
Mutanten und InsP 5-Ptase-Pflanzen mit verminderten Gehalten an InsPg auf Auxin-
vermittelte Prozesse wie gravitrope Kriimmung und die Verteilung von Auxin und dessen
Transporter untersucht. Weiterhin wurde die Transkription auxinabhangiger Gene getestet.
Dazu wurden diese Pflanzenlinien gravitrop stimuliert und die Transkriptgehalte in der
Wourzelspitze nach dieser Stimulation mittels einer Transkript-Arrayanalyse mit Pflanzen des
Wildtyps verglichen. Die Ergebnisse zeigten, dass die gravitrope Stimulation in
Wildtyppflanzen eine deutliche Verdnderung der Genexpression hervorruft, die sich in ipk1-
1-Mutanten und die InsP 5-Ptase-Pflanzen nicht beobachten lieR. Verifizierungen

ausgewahlter Gene mittels gPCR bestatigten die Befunde. Zusammenfassend zeigen die
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Ergebnisse, dass sowohl Pls, als auch abgeleitete IPPs, im besonderen InsPg, eine Rolle bei

auxinvermittelten Prozessen spielen.
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6. Anhang
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Abb. A.1.: Im Langtag flr sechs Tage angezogene Keimlinge des Wildtyps , der InsP 5-Ptase-Pflanzen
und der ipk1-1-Mutante wurden auf ihre Kriimmungseigenschaften ihrer Wurzeln nach 4, 7 und 24 h
gravitroper Stimulation untersucht. Das Experiment wurde 1-mal durchgefiihrt als Verifizierung der
gewonnenen Daten, die mit im Dunkeln angezogenen Keimlingen gewonnen wurden.

Tag 0 Tag 2 Tag 4 Tag 6

—e— Wildtyp
—l— InsP 5-Ptase

—&— jpk1-1

Reduktion des Wurzelwachstums durch

—¥— pip5k1 pip5k2

Abb. A.2.: Im Langtag gezogene Keimlinge wurden nach sechs Tagen auf MS-Medium mit 20 nM IAA
umgesetzt. Dargestellt ist die Reduktion des Wurzelwachstums alle zwei Tage nach Umsetzen der
Keimlinge. Getestet wurden neben Wildtyp die Linien pip5k1 pip5k2-Doppelmutanten, InsP 5-Ptase-
Pflanze und ipk1-1-Mutanten.
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