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EINLEITUNG 1

1 Einleitung

1.1 Auxinreguliertes Streckungswachstum

Das Phytohormon Auxin spielt eine so entscheidende Rolle bei einer Vielzahl von
pflanzlichen Wachstums- und Entwicklungsprozessen, dass bereits gemutmalit
wurde, die Abkurzung fur das in Pflanzen wichtigste Auxin IAA (Indole-3-acetic acid,
Indolessigsaure) bedeute in Wirklichkeit "influences almost anything" (Weijers und
Jurgens, 2004). In der Tat ist die Beteiligung dieses Phytohormons an so
verschiedenen Vorgangen wie der Bestimmung der Embryonalachse wahrend der
frGhen pflanzlichen Entwicklung (Weijers und Jurgens, 2005), der Aufrechterhaltung
der Apikaldominanz (Ward und Leyser, 2004), der Differenzierung der Leitgewebe
(Fukuda, 1997), der Regulation der Zellteilungsaktivitat wahrend des
Wurzelwachstums (Dorner, 2000) und der differentiellen Zellstreckung wahrend der
gravitropen Krimmung der Wurzel (Rosen, 1999) beschrieben worden.

Bereits Ende des 19. Jahrhunderts wurde durch Untersuchungen zum differentiellen
Zellstreckungswachstum die Forschung an auxinregulierten Wachstumsprozessen
eingeleitet: Charles Darwin und sein Sohn Francis folgerten aus den Ergebnissen
ihrer Studien zum Phototropismus in Graskeimlingen, dass ein Signalmolekul in der
Spitze photostimulierter Graskeimlinge gebildet und ungleichmafig in den beiden
Flanken verteilt werde und auf diese Weise das differentielle Streckungswachstum
der Zellen reguliere (Darwin, 1880). Fast funfzig Jahre spater zeigten Went und
Cholodny, dass es sich bei diesem Signalstoff um das Phytohormon Auxin handelt,
das in Reaktion auf die einseitige Belichtung der Koleoptile verstarkt auf die
Schattenseite transportiert wird und dort die Zellstreckung stimuliert, so dass sich die
Pflanze zur Lichtquelle krimmt (Cholodny, 1928; Went, 1928). Sie folgerten also,
dass die ungleichmallige Verteilung des in der Spitze synthetisierten
"wachstumsbeschleunigenden Stoffes” fur das differentielle Zellwachstum und somit
die Krimmungsbewegung sowohl wahrend des Gravitropismus als auch des
Phototropismus der Graskoleoptile verantwortlich sei (Went und Thimann, 1937).
Parker und Briggs (1990) und lino (1991) bestatigten spater diese als "Cholodny-
Went-Hypothese" bezeichnete Annahme. Wahrend die Umverteilung endogenen
Auxins in phototrop stimulierten Pflanzen fast ausschlielich in der Koleoptilenspitze
stattfindet, wird in gravitrop gereizten Keimlingen IAA Uber die gesamte Lange der

Koleoptile auf die Unterseite transportiert (lino, 1995). So ist beispielsweise in



2 EINLEITUNG

Maiskeimlingen bereits 5 min nach dem Einsetzen des Gravistimulus eine Erhéhung
der Auxinkonzentration in der Sprossspitze zu beobachten. 15 min nach dem Beginn
der Gravistimulation wurde bereits eine Umverteilung endogenen Auxins in der
aulersten Koleoptilenspitze gemessen, die sich im weiteren Verlauf auf die gesamte
Lange der Koleoptile erstreckte (Abb. 1, Philippar, 1999b).

0 min 210
!
32| 1| 11,1 111 S
M,___ 10 14 20 25 30 43 50 o PIIAA 120
mg FG
90
296| 149 12,1 114 60
0
0.5 cm min
5 min 10 min 15 min
42,5| 209 | 154 | 143 37,3| 17.9| 139 129 36,9 | 208 | 164 157
390 200 149 14,2 356 | 203 | 12,7 121 48,7 | 214 150 146
30 min 45 min 60 min

365 166 | 142 | 135 38,2| 126 118 131 346 113 | 108 121
494 235 148 | 150 588 283 17.2| 167 51,1 269| 189 171

Abb. 1. Zeitlich und raumlich aufgeloste Auxinumverteilung in gravitrop stimulierten
Koleoptilen, nach Philippar (1999).

IAA-Konzentration in 0,5 cm langen Segmenten halbierter Koleoptilen 0, 5, 10, 15, 30, 45
und 60 min nach dem Einsetzen des Gravistimulus. Bereiche unterschiedlicher [IAA-
Konzentrationen sind farbig hervorgehoben (s. Farbverlaufsstreifen). Die Auxinkonzentration
ist in pg IAA/mg Frischgewicht (FG) angegeben.

Bereits Anfang der 80er Jahre wurde beschrieben, dass in Reaktion auf einen
tropistischen Reiz einhergehend mit der Umverteilung der IAA auch pH-Anderungen
im Apoplasten der gegenuberliegenden Sprosshalften auftreten. Dabei zeigte sich,
dass in der starker wachsenden, durch eine hohere Auxinkonzentration
charakterisierten Koleoptilenhalfte die Konzentration an apoplastischen Protonen
ansteigt (Mulkey, 1981). Dies steht im Einklang mit der von Hager 1971 aufgestellten
"Acid growth Hypothese" des saureinduzierten Wachstums. Diese besagt, dass als
Vorraussetzung fiir das auxininduzierte Streckungswachstum zunachst H*-ATPasen
in der Plasmamembran aktiviert werden mussen, die Protonen in den extrazellularen
Raum pumpen. Durch die Ansauerung des Apoplasten werden dort Enzyme aktiviert,

welche die Plastizitat der Zellwand erhohen. Die gesteigerte Dehnbarkeit der
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Zellwand ermoglicht die Aufnahme von Kaliumsalzen und Wasser in die Zelle und
fuhrt somit Uber eine Erhohung des Turgordrucks zur Streckung der Zelle.
Tatsachlich wurde in Schliezellen von Vicia faba gezeigt, dass die Behandlung mit
dem synthetischen, aber physiologisch wirksamen Auxin 2,4-D
(2,4-Dichlorophenoxyessigsaure) zu einer Aktivierung der Plasmamembran-H'-
ATPase und einer damit verbundenen Hyperpolarisation der Membranspannung
fuhrt (Lohse und Hedrich, 1992). In Maiskoleoptilen wurde ebenfalls neben einer
Aktivierung der Protonenpumpe auch die Erhéhung der Dichte der H*-ATPasen in
der Plasmamembran als Antwort auf die Zugabe von IAA festgestellt (Felle, 1991;
Frias, 1996, zusammengefasst in Becker und Hedrich, 2002). Auch
zellwandlockernde Enzyme, die Expansine, sind bereits gefunden worden. Es
handelt sich hierbei um katalytische, saureaktivierte Proteine, die vermutlich die
Bindungen zwischen Zellulose- und Hemizellulosefibrillen auflockern
(zusammengefasst in Cosgrove, 2000). Interessanterweise wird auch die Expression
einiger Expansine durch Auxine reguliert (Catala, 2000; Hutchison, 1999). Auch
XETs (Xyloglucan-Endo-Transglykosylasen) kdnnen die Zellwand lockern, indem sie
die Lange der die Zellulose vernetzenden Hemizellulosestrange verandern. Fur ein
XET, das im Hypokotyl von Tomaten exprimiert wird, konnte ebenfalls bereits die
transkriptionelle Regulation durch das Auxin 2,4-D gezeigt werden (Catala, 1997).
Eine weitere Vorraussetzung fur das Streckungswachstum pflanzlicher Zellen
ist die Aufnahme osmotisch aktiver Substanzen, um den Turgordruck
aufrechterhalten zu kénnen. Daruber hinaus missen im Austausch zu nach auf3en
gepumpten Protonen Kationen ins Zellinnere transportiert werden, um den
Ladungsausgleich herzustellen. In Pflanzen kommen hierfir hauptsachlich
Kaliumionen in Betracht, da sie den Hauptteil der in Pflanzen vorliegenden Kationen
ausmachen (Marschner, 1995). Im Mais hangt das auxininduzierte
Streckungswachstum von Koleoptilsegmenten sowohl von der Verfugbarkeit von
Kaliumionen im AuRenmedium als auch von deren Aufnahme in die auxin-sensitiven
Zellen ab (Claussen, 1997). So konnte die durch das synthetische Auxin 1-NAA
(1-Naphthalineacetic acid, 1-Naphthalinessigsaure) hervorgerufene Zellstreckung
durch die Abwesenheit von Kalium oder den Einsatz von Kaliumkanalblockern wie
TEA® (Tetra-ethyl-ammonium) und Cs® verhindert werden. Basierend auf diesen
Erkenntnissen Uberpriften Philippar et al. (1999), ob der in der Maiskoleoptile

exprimierte einwartsgleichrichtende Kaliumkanal ZMK1 an der K'-Aufnahme



4 EINLEITUNG

wahrend des auxininduzierten Streckungswachstums beteiligt ist. Dabei wurde
erstmals gezeigt, dass die Aktivitat des ZMK1-Kanals durch extrazellulare Protonen
gesteigert wird und dass physiologisch aktive Auxine die Transkription des ZMK1-
Gens induzieren. Letzteres fuhrt schlielllich zu einer Erhéhung der ZMK1-
Kanaldichte in der Plasmamembran der Koleoptilzellen, so dass angenommen
werden kann, dass dieses Transportprotein fur die Kaliumaufnahme wahrend der
auxininduzierten Zellstreckung verantwortlich ist. Ubereinstimmend mit der Cholodny-
Went-Hypothese wurde in derselben Arbeit nachgewiesen, dass die Expression von
ZMK1 der Umverteilung endogenen Auxins wahrend der gravitropen
Krimmungsreaktion folgt und dieser Kanal somit wahrscheinlich an der Regulation
des differentiellen Wachstums der beiden Koleoptilflanken beteiligt ist. Auch in der
Modellpflanze Arabidopsis thaliana wird die Expression zweier
einwartsgleichrichtender Kaliumkanale durch die Behandlung mit den physiologisch
aktiven Auxinen IAA und 1-NAA induziert (Philippar, 2004). Wahrend KAT1 am
Streckungswachstum etiolierter Hypokotyle beteiligt ist, scheint KAT2 eher eine Rolle
bei der auxinregulierten Zellteilung und der Ausbildung des Leitgewebesystems zu
spielen.

Zusammenfassend lasst sich folgendes Modell zum zeitlichen Ablauf des
unter anderem durch ZMK1 vermittelten auxininduzierten Streckungswachstums
darstellen (Abb. 2): Wahrend einer anfanglichen Verzdgerungsphase von ca. 15 min
erfolgt die Wahrnehmung und Weiterleitung des Auxinsignals, die Transkription
auxinregulierter Gene beginnt. Basierend auf der Aktivierung der H*-ATPase kommt
es zu einer Ansauerung des Apoplasten sowie einer Hyperpolarisierung des
Membranpotentials. Beide Faktoren bewirken die Aktivierung bereits in der Membran
vorliegender spannungsabhangiger, protonenaktivierter K'-Einwartsgleichrichter.
Somit wird der initiale Anstieg der Wachstumsrate sehr wahrscheinlich durch die
Aktivitdt der H'-ATPase und bereits vorhandener ZMK1-Kanalproteine bestimmt.
Langerfristig gesehen ist der Einbau weiterer Membrankomponenten (Pumpen,
Kanale, Lipide) in die Plasmamembran nétig, um die erhdhte Wachstumsrate Uber
langere Zeit aufrecht zu erhalten. Etwa 30 min nach dem Einsetzen des Auxinsignals
ist beispielsweise ein Anstieg der ZMK1-Transkriptmenge zu verzeichnen, der im
weiteren Verlauf zur Erhdhung der ZMK1-Dichte in der Plasmamembran fuhrt. Auch

die verstarkte Expression der H*-ATPase und die Zunahme des entsprechenden
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Proteins in der Plasmamembran sind als Ausdruck der Anpassung der Zelle an

verstarktes Zellstreckungswachstum zu verstehen.
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Abb. 2. Zeitlicher Ablauf der Vorgange wahrend des auxininduzierten
Streckungswachstums von Maiskoleoptilen (nach Becker und Hedrich, 2002).

Der initiale Anstieg der Wachstumsrate wird durch die Aktivierung der
Plasmamembran-H*-ATPase, die  hierdurch  bedingte = Hyperpolarisierung  des
Membranpotentials, die Ansauerung des Apoplasten und schliellich die Aktivierung
spannungsabhangiger K*-Einwartsgleichrichter und somit der Kaliumaufnahme in die Zelle
ausgeldst. Um auch langerfristig eine erhdhte Wachstumsrate aufrecht zu erhalten, muss die
Dichte der Pumpen und Kanale und die Synthese von Membran- und Zellwandkomponenten
erhoht werden.

1.2 Auxintransport

IAA, das wichtigste in Pflanzen naturlich vorkommende Auxin wird hauptsachlich in
stark wachsenden Teilen der Pflanze wie dem Sprossapex, jungen Blattern und sich
entwickelnden Samen synthetisiert, obgleich bereits gezeigt wurde, dass nahezu
jedes pflanzliche Gewebe prinzipiell zur IAA-Synthese in der Lage ist (Ljung, 2001b;
Ljung, 2001a). Die freie Indolessigsaure stellt das physiologisch wirksame Auxin dar.
Die Kontrolle der Menge an tatsachlich zur Verfugung stehender IAA erfolgt Uber die
Konjugierung von IAA z.B. an Aminosauren oder Zucker und die erneute Freisetzung
aus solchen Konjugaten (Campanella, 2004; Ljung, 2002 und Referenzen darin).

Der Transport von Auxinen vom Ort ihrer Synthese bzw. Freisetzung zum Ort ihrer
Wirkung findet prinzipiell auf zwei Wegen statt: Der schnelle, Uber lange Strecken
ablaufende Transport erfolgt im Leitgewebe, wahrend der langsamere, gerichtete,
sog. polare Auxintransport (PAT) hauptsachlich in nichtvaskularen Geweben wie
beispielsweise der Epidermis von Maiskoleoptilen beobachtet werden kann (Jones,

1990). Im Phloem werden hauptsachlich konjugierte Auxine mit einer
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Geschwindigkeit von ca. 5-20 cm/h transportiert, wahrend im PAT, der hauptsachlich
vom Sprossapex zur Wurzel hin erfolgt, nur freie IAA mit einer Geschwindigkeit von
ca. 5-20 mm/h von Zelle zu Zelle transportiert wird (Friml und Palme, 2002; Lomax,
1995). Untersuchungen, in denen der polare Transport von IAA mit Hilfe von
Inhibitoren blockiert wurde beweisen, dass der gerichtete Auxintransport ein
notwendiges Signal fur Wachstums- und Entwicklungsprozesse in Pflanzen darstellt.
So ist der PAT zum Beispiel wichtig fur die Etablierung der Bilateralsymmetrie in sich
entwickelnden Embryonen (Liu, 1993), die Bildung von Seitenwurzeln (Reed, 1998)
und flr die gravitrope Krimmung von Wurzeln (Parry, 2001; Rashotte, 2000).

Die Erkenntnis, dass der polare Auxintransport Energie benétigt und durch
Inhibitoren der Proteinsynthese gestort werden kann, fuhrte Mitte der 70er Jahre zur
Formulierung der sog. "Chemiosmotischen Hypothese® (Raven, 1975; Rubery und
Sheldrake, 1974). Da IAA im Apoplasten aufgrund der dort hohen H*-Konzentration
(ca. pH 5,5) in der protonierten Form vorliegt, kann das Hormon als ungeladenes
Molekul durch die Plasmamembran diffundieren. Im Cytoplasma (ca. pH 7) wird sie
deprotoniert und als nunmehr negativ geladenes Molekul im Zellinneren festgehalten.
Daher wurde im Rahmen dieser Hypothese die Existenz von Membranproteinen
gefordert, welche den Export von IAA aus der Zelle vermitteln. Die Richtung des PAT
sollte demzufolge durch die subzellular asymmetrische Verteilung von
Auxintransportern bestimmt werden. Neben der mdglichen freien Diffusion der 1AA
wurde zusatzlich ein Carrier-vermittelter Auxin-Import in die Zelle postuliert
(zusammengefasst in Friml und Palme, 2002). Tatsachlich wurden entsprechend
polar verteilte Proteine identifiziert, die vermutlich fir den Transport von |AA Uber die
Plasmamembran zustandig sind, obgleich deren Transportaktivitat bislang noch in
keinem Fall zweifelsfrei nachgewiesen werden konnte. Als potentielle IAA-Influx-
Carrier gelten Proteine der AUX/LAX-Familie (Bennett, 1996; Swarup, 2000), als
Auswartscarrier werden zur Zeit Proteine der PIN-Familie diskutiert (Friml, 2003;
Palme und Galweiler, 1999). Zudem wurden vor kurzem Proteine der ABC-
Transporter-Familie (ATP-binding-cassette) mit dem Transport von Auxin in
Verbindung gebracht.

Als Auxin-Aufnahmesysteme kommen Proteine der AUX/LAX-Familie in Frage. Das
AUX1-Gen kodiert fur ein 485 Aminosauren langes Protein mit Homologie zu bereits
bekannten Aminosaurepermeasen (Bennett, 1996). In auxl1l-Mutanten, die durch

verringerte IAA-Aufnahme in die Wurzel und agravitropes Wachstum gekennzeichnet
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sind, fUhrte die Zugabe des membrangangigen Auxins 1-NAA dazu, dass die
Pflanzen wieder gravitrop reagierten. Durch die schlechter membranpermeablen
Auxine IAA oder 2,4-D konnte der agravitrope Phanotyp nicht komplementiert
werden, was daflr spricht, dass in der aux1-Mutante eine fur die IAA-Aufnahme in
die Zelle wichtige Komponente verloren gegangen ist (Marchant, 1999). Zudem kann
der Phanotyp der auxl-Mutante im Wildtyp dadurch kopiert werden, dass die
Pflanzen mit Auxin-Influx-Inhibitoren behandelt werden, ein weiteres Indiz fur die
Funktion von AUX1 als IAA-Influx Carrier (Parry, 2001). Mit Hilfe von
fluoreszenzmarkierten Antikdrpern konnte das AUX1-Protein sowohl in der Stele, als
auch in Columella und seitlicher Wurzelhaube der Wurzelspitze lokalisiert werden
(Abb. 3a und 3b; Swarup, 2001). Die polare Lokalisation an der basalen Membran
von Protophloemzellen (Abb. 3c), genau entgegengesetzt zum putativen I1AA-Efflux
Carrier PIN1 (Abb. 3d), spricht dafir, dass AUX1 an der Auxinentladung des
Phloems und der Beladung des Apikalmeristems mit IAA beteiligt ist, wodurch eine

Verbindung zwischen polarem und nichtpolarem Auxintransport moglich erscheint.
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Abb. 3. Lokalisation von AUX1 in Columella, seitlicher Wurzelhaube und Leitgewebe
(nach Swarup, 2001).

(@) Schematische Darstellung der Gewebe in der Wurzelspitze von Arabidopsis. (b)
Immunolokalisation des mit Hamagglutinin (HA) markierten AUX1-Proteins mit Hilfe eines
grun fluoreszierenden sek. Antikorpers. (¢) Asymmetrische Lokalisation von HA-AUX1 im
Protophloem. Die Immunfluoreszenz ist nur an der Oberseite der Zellen zu sehen. (d)
Gleichzeitige Immunolokalisation von AUX1 (gelb) und AtPIN1(rot) in einer Zellreihe des
Protophloems. Es ist deutlich zu erkennen, dass AUX1 in der Oberseite und PIN1 in der
Unterseite der entsprechenden Zellen detektiert wird.

Als potentieller IAA-Efflux-Transporter wurde zunachst AtPIN1 beschrieben, der
durch in situ-Hybridisierung in Zellen des Xylemparenchyms und im Kambium der

Infloreszenzachse lokalisiert werden konnte (Galweiler, 1998). Das entsprechende
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Gen kodiert fur ein 622 Aminosauren gro3es Protein mit Sequenzahnlichkeiten zu
bekannten bakteriellen und eukaryontischen Transportern. Punktmutationen im
PIN1-Gen fuhren zu einem auffalligen "nadelférmigen" Wachstumsphanotyp der
entsprechenden Pflanzen mit nackter, blattloser Infloreszenz, was dieser Carrier-
Familie ihren Namen verlieh (engl. pin = Nadel). Der gleiche Phanotyp wurde in
Wildtyp-Pflanzen durch die Behandlung mit dem Auxin-Transport-Inhibitor NPA
hervorgerufen, ein weiterer Hinweis auf die potenzielle Funktion von PIN1 im
Auxintransport. Zudem wiesen pinl-Mutanten eine drastische Reduktion des
basipetalen IAA-Transport auf (Okada, 1991).

In Einklang mit der chemiosmotischen Hypothese konnte fir PIN1 bereits die
asymmetrische Lokalisation des Proteins am basalen Zellende gezeigt werden
(Galweiler, 1998). In den folgenden Jahren wurden weitere Mitglieder der PIN-
Familie identifiziert (Friml, 2002a; Friml, 2002b; Mduller, 1998). Im Gegensatz zu
PIN1, der hauptsachlich im Leitgewebe lokalisiert ist, befinden sich PIN2, PIN3 und
PIN4 in meristematischen Geweben (s. Abb. 4).

Abb 4. Inmunolokalisation von PIN3 in der
Wurzelspitze von Arabidopsis (Frimi,
2003).

PIN3 ist in den Zellen der Columella
symmetrisch angeordnet und vermittelt
vermutlich den Transport von Auxin in alle
Teile der Wurzelhaube. Auxin wird in der
seitlichen Wurzelspitze durch PIN2 basipetal
transportiert (die Lokalisation von PIN2 an der
Oberseite der Zellen ist in blau dargestellt).
Uber PIN1 und PIN4 findet vermutlich die
Versorgung der Wurzelspitze mit IAA statt.
Der Auxinfluss ist durch weilRe Pfeile
dargestellt.

Wird die Wurzel um 90° gedreht, verlagert
sich  PIN3 in die wuntere Seite der
entsprechenden Zellen (kleines Bild) und
vermittelt SO moglicherweise die
Verschiebung von IAA in die Unterseite.

Alle bislang beschriebenen PIN-Carrier sind innerhalb der Zelle polar angeordnet:
PIN2 ist am apikalen Ende von Zellen der Epidermis und seitlicher Wurzelhaube und
am basalen Ende kortikaler Zellen lokalisiert (Blilou, 2005; Muller, 1998), PIN3
befindet sich an der basalen Seite vaskularer Zellen und in Zellen des Perizykels.

Aulerdem wurde die symmetrische Verteilung von PIN3 in Zellen der Columella
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nachgewiesen. Erst die gravitrope Stimulation der Wurzel flhrte zu einer sehr
schnellen Umorientierung des PIN3-Proteins in die nun basale Membran der Zelle
(Friml, 2002b; s. Abb 4). Es ist daher durchaus anzunehmen, dass PIN3 an der
Auxinumverteilung in gravistimulierten Wurzelspitzen beteiligt ist. Die schnelle
subzellulare Relokalisation wird maoglicherweise durch die Verschiebung von
Membranvesikeln zwischen der Plasmamembran und endosomalen Kompartimenten
entlang des Aktinzytoskeletts erreicht. Eine solcher Transport in Vesikeln wurde
zumindest fur PIN1 und PIN3 beschrieben (Friml, 2002b; Geldner, 2001). PIN4
befindet sich im Bereich des ruhenden Zentrums und basal in provaskularen Zellen
(Friml, 2002a). PIN7 schlieBlich wurde in der Columella und am seitlichen und
basalen Ende provaskularer Zellen lokalisiert (Blilou, 2005). Die polare Lokalisation
der PIN-Proteine innerhalb der Zelle und ihre teilweise Uberlappende Anordnung in
der Wurzelspitze lassen den Schluss zu, dass diese Transporter gemeinsam die
Richtung des Auxinflusses in der Wurzel und somit die Zellteilung und —streckung
sowie das differentielle Wachstum wahrend tropistischer Krummungsreaktionen
steuern.

In letzter Zeit werden zudem Proteine der ABC-Transporter-Familie (ATP-binding-
cassette) als Auxin-Efflux-Carrier diskutiert. ABC-Proteine vermitteln sowohl in
Eukaryoten als auch in Prokaryoten die ATP-abhangige, also "aktive", Beseitigung
verschiedener Substanzen aus dem Cytosol, so dass ihnen in Saugetieren auch eine
Rolle fur die Detoxifikation der Zellen zugesprochen wird (Ambudkar, 1999). Die
Uberexpression  bestimmter ~ABC-Transporter kénnte in  Tumorgeweben
beispielsweise fur das Ausschleusen von Zytostatika aus der Zelle und somit fur die
Resistenz gegen chemotherapeutische Mallnahmen verantwortlich sein (Gottesman,
2002). Auch in Pflanzen wurden bereits ABC-Transporter identifiziert, welche sich
aufgrund ihrer Struktur in zwei Klassen einteilen lassen: MDR (multidrug resistance)
und MRP-Proteine (multidrug resistance-related proteins). In Analogie zum tierischen
System sorgen auch in Pflanzen bestimmte ABC-Proteine fur die Entgiftung der
Zelle, indem sie mit Glutathion konjugierte Xenobiotika in die Vakuole transportieren
(Martinoia, 1993). Anderen pflanzlichen ABC-Transportern, AtMRP4 und AtMRP5,
wurde eine Rolle in der Regulation der Aktivitat von lonenkanalen wahrend der
Stomadffnung nachgesagt (Gadeke, 2001; Klein, 2004). Zudem wiesen atmrp5-
Verlustmutanten ein verringertes Wurzelwachstum, gesteigerte Bildung von

Seitenwurzeln und hohere Auxinkonzentrationen in der Wurzel auf, was zu der
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Hypothese flhrte, dass AtMRP5 am Transport von Auxinkonjugaten in die Vakuole
und somit an einer Reduktion des Gehalts an freier IAA im Cytosol beteiligt sein
konnte (Gadeke, 2001). Ein weiterer Hinweis auf die potenzielle Funktion von ABC-
Transportern im PAT ergab sich durch die Feststellung, dass der Verlust zweier eng
verwandter MDR-Proteine in der atpgp1/atmdr1-Doppelmutante in Arabidopsis
thaliana zu einer starken Reduktion des basipetalen Auxintransports fuhrte (Noh,
2001). Zudem wurde in derselben Arbeit gezeigt, dass der PAT-Inhibitor NPA
(1-naphthyl-phthalamic acid) von AtMDR1 gebunden wird, was ebenfalls auf eine
Beteiligung dieses Proteins am gerichteten Auxintransport hindeutet. Kurze Zeit
spater stellte man fest, dass in der mdr1-Mutante die subzellulare Lokalisation des
IAA-Efflux-Carriers PIN1 (s. spater) verandert scheint (Noh, 2003). Die Autoren
folgerten daher, dass der Auxintransport moglicherweise nicht Uber MDR1 selbst
erfolgt, sondern dass die Aktivitdt von MDR1 flr die korrekte Positionierung von PIN1

und somit flr den gerichteten Efflux von Auxin erforderlich ist.

1.3 Perzeption des Auxinsignals

Die Suche nach einem Auxinrezeptor begann mit der ldentifizierung von Auxin-
bindenden Proteinen. Doch obwohl eine ganze Reihe solcher Proteine gefunden
wurde, war es bis auf einen Fall nicht moéglich, die entsprechenden Proteine als
Rezeptoren zu charakterisieren, d.h., sie konnten nicht mit auxinregulierten
Prozessen in Verbindung gebracht werden (Napier, 2002). Das am besten
untersuchte Auxin-bindende Protein ist ABP1 (auxin binding protein1). Bereits 1972
wurde von Hertel, 1972 gezeigt, dass Membranfraktionen, die aus etiolierten
Maiskoleoptilen gewonnen worden waren, die Fahigkeit hatten, “C-markierte Auxine
zu binden. 1985 gelang schliellich die Aufreinigung und Isolierung von ABP1 aus
Maiskeimlingen (Lobler und Klambt, 1985). Einige Jahre danach wurden die
entsprechenden Gene aus Mais und Arabidopsis kloniert (Hesse, 1989; Palme,
1992) und viel spater wurde ABP1 zusammen mit seinem Liganden 1-NAA
kristallisiert (Woo, 2002). Studien an ABP1-Uberexprimierenden Pflanzen deuten
darauf hin, dass ABP1 an der auxininduzierten Zellstreckung beteiligt ist (Chen,
2001a; Jones, 1998), wahrend die abp1-Verlustmutante in Arabidopsis embryo-letal
ist (Chen, 2001b). Die nachweisliche Beteiligung von ABP1 an auxinabhangigen
Prozessen, wie der Stimulierung der PM-H*-ATPase (Barbier-Brygoo, 1989; Barbier-
Brygoo, 1991; Ruck, 1993), der SchlieRzellbewegung (Gehring, 1998) und der
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Protoplastenschwellung (Christian, 2003; Steffens, 2001), stitzt die Auxinrezeptor-
Hypothese fur dieses Protein. Zweifel an einer umfassenden, alleinigen
Rezeptorfunktion von ABP1 resultieren aus der Beobachtung, dass ein Grofteil des
in der Zelle befindlichen ABP1-Proteins im ER lokalisiert ist und ein nur sehr geringer
Anteil an der Plasmamembran nachgewiesen werden konnte (Henderson, 1997).
Daruber hinaus deuten - jedoch nicht unumstrittene - elektrophysiologische Arbeiten
auf die Funktion von ABP1 an der extrazellularen Seite der Plasmamembran hin
(Barbier-Brygoo, 1989; Ruck, 1993) und eine Verbindung zwischen der ABP1-
Funktion und der Auxin-Wirkung bezuglich auxinregulierter Genexpression oder
auxingesteuertem Proteinabbau (s. 1.4) konnte bislang nicht hergestellt werden.
Demnach scheinen membrangebundene Proteine wie ABP1 nicht in Signalketten
involviert zu sein, die zum Abbau der AUX/IAA-Transkriptionsfaktoren Uber deren
Interaktion mit dem SCF™R'-Komplex filhren (s. 1.4, Dharmasiri, 2003a). Man kann
derzeit also aufgrund der Embryo-Letalitdt der Knockout-Pflanzen zwar davon
ausgehen, dass es sich bei ABP1 um ein fur Wachstum und Entwicklung der Pflanze
essentielles Protein handelt, jedoch scheint es nur an einem Teil der auxinregulierten
Vorgange beteiligt zu sein. Es ware daher durchaus denkbar, dass weitere, eventuell
intrazellular vorkommende, I0sliche Proteine existieren, die als Auxinrezeptoren
fungieren (Dharmasiri und Estelle, 2004). So wurde beispielsweise erst kurzlich in
der Arbeitsgruppe von Mark Estelle entdeckt, dass das F-Box-Protein TIR1 (s.
spater) in der Lage ist, IAA zu binden und somit als intrazellularer Auxinrezeptor in

Frage kommt (M. Bennett, personliche Mitteilung).

1.4 Regulation der Genexpression durch Auxin

Es ist seit langerem bekannt, dass durch Auxin die Transkription einer Reihe von
Genen induziert wird. Die Gene, deren Expression sehr rasch nach der Applikation
von Auxin gesteigert wird (,early auxin response genes®), lassen sich drei Familien
zuordnen: der AUX/IAA-, der GH3- und der SAUR-Familie (Abel und Theologis,
1996; Hagen und Guilfoyle, 2002). Wahrend das GH3-Protein, das zuerst in Soja
nachgewiesen werden konnte, stabil und im Cytosol lokalisiert ist (Wright, 1987),
kodieren SAUR-Gene fur kurze, instabile mRNAs, wovon sich auch deren
Bezeichnung ableitet (Small auxin-upregulated RNAs, Mcclure und Guilfoyle, 1987).
Die Transkription der SAURs folgt auch endogenen Auxingradienten, wie durch ihre

Akkumulation in der Unterseite gravistimulierter Sojakeimlinge gezeigt wurde
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(Mcclure und Guilfoyle, 1989). SAURs sind kleine (10-20 kD), vermutlich
kernlokalisierte Proteine mit einer sehr kurzen Halbwertszeit. ZmSAUR?2
beispielsweise ist im Zellkern lokalisiert und weist eine Halbwertszeit von nur ca.
7 min auf (Knauss, 2003). Die Funktion der GH3- und der SAUR-Proteine ist bislang
weitestgehend unbekannt. Erst kirzlich wurde jedoch festgestellt, dass einige GH3-
verwandte Proteine in Arabidopsis thaliana fur die Konjugation von IAA an
Aminosauren sorgen und somit an der Auxinhomoostase beteiligt sind (Staswick,
2005). In diesem Zusammenhang sollte erwahnt werden, dass in Arabidopsis
thaliana die Expression einiger GH3-Proteine maoglicherweise durch den
Transkriptionsfaktor ARF17 (zu ARFs siehe unten) gehemmt wird (Sorin, 2005).
Interessanterweise wird die Expression von ARF17 wiederum durch das microRNA-
Molekul miR160 reguliert. In Pflanzen, in denen der Abbau von ARF17 durch miR160
unterbunden wird, sind die Transkripte von GH3.5 und GH3.6 verringert und die
Pflanzen zeigen schwerwiegende Defekte in ihrer Entwicklung, was moglicherweise
durch Anderungen in der Auxinhomdostase bedingt ist (Mallory, 2005). Fir
ZmSAUR1 und ZmSAURZ2 konnte in vitro die Bindung an Calmodulin (CaM) gezeigt
werden, so dass eine Rolle dieser Proteine im Crosstalk zwischen dem second
messenger Calcium/CaM-System und der Auxinsignalkette postuliert wurde (Knauss,
2003; Yang und Poovaiah, 2000).

Die Funktion der dritten Klasse fruher auxinregulierter Gene, der AUX/IAA-Familie
hingegen ist erheblich besser untersucht. Es handelt sich hierbei um ebenfalls
kurzlebige, kernlokalisierte Proteine, die als Transkriptionsfaktoren die Expression
auxinregulierter Gene steuern (Ulmasov, 1997b). Allerdings binden AUX/IAAs nicht
direkt an DNA, sondern beeinflussen die Expression auxinregulierter Gene durch ihre
Interaktion mit ARF-Proteinen (Auxin response factors), einer weiteren Klasse von
Transkriptionsfaktoren (Hagen und Guilfoyle, 2002). ARFs binden spezifisch an
konservierte DNA-Sequenzen in der Promotorregion fruher auxininduzierter Gene,
wie bereits 1997 fur ARF1 aus Arabidopsis gezeigt (Ulmasov, 1997a). Die
hochkonservierten ARF-Bindestellen mit der Basenabfolge TGTCTC werden daher
als AuxREs (Auxin response elements) bezeichnet (Guilfoyle, 1998). Auch im
Promoterbereich des bereits erwahnten Kaliumkanalgens ZMK1 befinden sich unter
anderem ein sog. G-Box-Element und in unmittelbarer Nachbarschaft ein AuxRE,
mogliche cis-Elemente der Auxin-Signalkette zu dessen transkriptioneller Aktivierung

(Philippar, 1999a; Philippar, 2000). ARFs binden Uber eine N-terminale Domane
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(DNA binding domain, DBD; s. Abb 5) an AuxREs, wobei die Dimerisierung der ARFs
die Auswirkungen dieser Interaktion noch verstarken durfte (Berleth, 2004; Tiwari,
2003). ARFs koénnen sowohl aktivierend als auch hemmend auf die Transkription
wirken, wobei die Art der Wirkung von der Beschaffenheit der mittleren Region (MR)
des Proteins abhangt. So fungieren ARFs mit Glutamin-reicher MR als Aktivatoren,
wahrend ARFs mit Prolin-, Serin- und Threonin-reichen MRs die Transkription der
durch sie regulierten Gene hemmen (Guilfoyle und Hagen, 2001; Tiwari, 2003).
Sowohl die Interaktion der ARFs mit AUX/IAA-Proteinen als auch deren
Homodimerisierung erfolgt Gber die C-terminalen Domanen Il und IV. Durch die
Dimerisierung von ARFs mit AUX/IAA-Proteinen wird die Aktivitat der ARF-
Transkriptionsfaktoren gehemmt und somit die Genaktivitdt bestimmt. Durch die
Bindung eines AUX/IAA Proteins an einen aktivierenden ARF wird die Transkription

des zu regulierenden Gens gehemmt und umgekehrt.

Abb. 5 Struktur typischer m v
Vertreter der ARF- bzw. ARf DBD MR
AUX/IAA-Familie.

Beide Proteinfamilien zeigen Bindung an AuxRE Wrungoveiss  Heterodimenislerung
hohe Homologien in ihren C-

terminalen Bereichen Il und 1V, I I m v

die zur Dimerisierung dienen. ~
Die Funktion der einzelnen AUX/IAA +§\_
Regionen ist angegeben. DBD,

DNA-bindende Domane; MR, Homodimerisierung ~ Bestimmung der Homo- und

. . Proteinstabilitdit = Heterodimerisierung
mittlere Region.

Derzeit geht man von folgendem Modell zur Regulation auxininduzierter Gene durch
das Zusammenspiel von ARF- und AUX/IAA-Transkriptionsfaktoren aus (Abb. 6): Bei
niedrigen Auxinkonzentrationen dimerisieren AUX/IAA-Proteine mit den ARF-
Transkriptionsfaktoren, so dass die Transkription friher auxininduzierter Gene aktiv
verhindert wird, obwohl ARFs Uber die DNA-bindende Doméane (DBD) an AuxREs im
Promotor der zu regulierenden Gene gebunden sind. Steigt die Auxinkonzentration,
werden die AUX/IAA-Proteine ubiquitinyliert und Uber das 26S-Proteasom abgebaut
(s. unten), so dass die Dimerisierung mit ARFs aufgehoben und die transkriptionelle
Aktivierung der betreffenden Gene ermdglicht wird. Diese Induktion konnte noch
weiter verstarkt werden, indem ARFs mit bereits an AuxREs gebundenen ARFs

Homodimere bilden. Es ist zu beachten, dass es sich im beschriebenen Fall um
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ARFs handelt, die eine Glutamin-reiche mittlere Region aufweisen und somit als
Aktivatoren wirken. In diesem Modell ist demzufolge sowohl die Bindung der ARFs
an AuxREs als auch die Frage, ob ein ARF als Aktivator oder Repressor fungiert,
unabhangig vom Auxinstatus der Zelle. Allein die Bildung bzw. Aufhebung der ARF-
AUX/IAA-Heterodimere ist durch die Auxinkonzentration bestimmt und stellt den

grundlegenden Mechanismus der auxinregulierten Genaktivierung dar (Tiwari, 2003).

Niedrige [IAA]
e
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Abb. 6. Modell zur Repression
und Aktivierung auxinregulierter
Gene, modifiziert nach Tiwari

Qaaa (2003). Erlduterung der
dargestellten Vorgange im Text.

= PRS0 =
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L—I .
AuxRE Aktivierung

Der Abbau der AUX/IAA-Repressorproteine als Vorraussetzung fur die Aktivierung
auxininduzierter Gene erfolgt Uber den Ubiquitin-Proteasom-Weg. Dieser Weg des
Proteinabbaus ist unter Eukaryoten weit verbreitet und umfasst die Konjugation einer
Polyubiquitin-Kette and das abzubauende Protein und dessen nachfolgende
Degradation im 26S-Proteasom (Pickart, 2001; Voges, 1999). Die Markierung des
Zielproteins mit Ubiquitin lauft generell in drei Schritten ab: Zunachst wird Ubiquitin
durch ein Enzym E1 aktiviert, auf ein Ubiquitin-konjugierendes Enzym E2 Ubertragen,
welches schlieldlich mit einer Ubiquitin-Protein-Ligase E3 zusammenwirkt, um
schlie3lich Ubiquitin kovalent auf einen Lysinrest des Zielproteins zu Ubertragen. Die
Substratspezifitat wird hierbei durch die Ligase E3 vermittelt. Auf diese Weise
markierte Proteine werden schlielllich im 26S-Proteasom abgebaut. An der
Degradation der AUX/IAA-Proteine ist eine E3-Ubiquitin-Ligase des SCF-Typs
beteiligt (Abb. 7). SCFs sind multimere Enzyme, die aus mindestens vier
Untereinheiten bestehen. Zwei dieser Untereinheiten, CUL1 und RBX1 katalysieren
den Aufbau der Polyubiquitin-Kette (Seol, 1999). Das CUL1/RBX1-Dimer ist Uber ein
SKP1-ahnliches Protein, ASK1, mit einem F-Box-Protein (TIR1) verbunden.
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Innerhalb dieses so genannten SCF™™'-Komplexes, der seinen Namen iibrigens
aufgrund von drei seiner Untereinheiten erhalten hat (SKP1, CUL1, E-Box),
interagiert die F-Box-Untereinheit mit dem Zielprotein und bewirkt somit die

Substratspezifitat des Komplexes.

ECR1
26S-Proteasom
RCE

Polyublqmtlnkette

,$

<4 Modifikation
(durch Auxin?)

Abb. 7. Modell zum regulierten Proteinabbau im Auxin-Signalweg, modifiziert nach
Kepinski (2002).

Durch den E3 ubiquitin-Ligase-Komplex SCF™' mit Ubiquitin markierte Zielproteine (z.B.
AUX/IAA) werden vom 26S-Proteasom abgebaut. Wahrscheinlich ist die F-Box-Untereinheit
TIR1 fur die Substratspezifitat des SCF-Komplexes verantwortlich. Zum Abbau bestimmte
Proteine werden vermutlich unter dem Einfluss hoher Auxinkonzentrationen durch ein
bislang unbekanntes Signal modifiziert. Die Aktivitadt von SCF™' wird u. a. durch die
Modifikation der CUL1-Untereinheit mit RUB1 gesteuert, wobei sowohl die Konjugation mit
Hilfe von AXR1/ECR1 und RCE als auch die Entfernung von RUB1 durch das COP9-
Signalosom flir die Funktion des Komplexes bendétigt wird.

Abkurzungen: ASK1, SKP1-ahnliche Untereinheit; AXR1/ECR1, E1-ahnliches heterodimeres
RUB-aktivierendes Enzym;E1, Ubiquitin-aktivierendes Enzym; E2, Ubiquitin-konjugierendes
Enzym; RCE, E2-dhnliches RUB-konjugierendes Enzym; Rub, RUB1-Modifikation; Ub,
Ubiquitin-Modifikation.

Die Regulation des Zusammenspiels zwischen SCF™™' und AUX/IAAs durch Auxin
ist bislang noch weitgehend ungeklart. Fir mehrere AUX/IAA-Proteine konnte bereits

die auxinabhangige Interaktion mit SCF™"

nachgewiesen werden (Gray, 2001; Tian,
2003), wobei vor allem Domane Il der AUX/IAA-Transkriptionsfaktoren fur diese
Wechselwirkung wichtig zu sein scheint. So wurde gezeigt, dass Domane Il alleine
bereits ausreichend und notwendig fur die auxinregulierte Destabilisierung von

Proteinen ist (Ramos, 2001).



16 EINLEITUNG

Lange Zeit wurde spekuliert, dass Auxin die Interaktion von AUX/IAAs mit TIR1 Uber
die Modifikation der AUX/IAA-Proteine, beispielsweise durch Phosphorylierung (wie
fur andere Proteine gezeigt, s. Skowyra, 1997), beeinflusst und somit deren Abbau
steuert. Mittlerweile geht man jedoch davon aus, dass durch hdhere I|AA-
Konzentrationen nicht AUX/IAAs, sondern die TIR1-Untereinheit oder mit dieser
interagierende Komponenten auf bislang unbestimmte Weise modifiziert werden, um
die AUX/IAA-TIR1-Interaktion zu stimulieren (Dharmasiri, 2003a; Dharmasiri und
Estelle, 2004; Kepinski und Leyser, 2004). Abgesehen von der Verstarkung der
AUX/IAA-TIR1-Interaktion wére auch die Regulaton der SCF"R'-Menge
oder -Aktivitat denkbar, um den Abbau der AUX/IAAs und somit die Transkription
auxininduzierter Gene zu beeinflussen. Tatséchlich fiihrte die Uberexpression von
TIR1 in transgenen Pflanzen zu einer hypersensitiven Auxinantwort (Gray, 1999). Die
Aktivitat des Komplexes scheint auRerdem durch die posttranslationale Modifikation
der CUL1-Untereinheit durch ein Ubiquitin-ahnliches Protein RUB1 (related to
ubiquitin 1) gesteuert zu werden (s. Abb 7, Dharmasiri, 2003b; Kepinski und Leyser,
2002). Diese Modifizierung erfolgt ahnlich wie auch die Ubiquitinylierung von
Proteinen: Ein Dimer aus AXR1 und ECR1 aktiviert zunachst RUB1 und Ubertragt
dieses an RCE1, ein RUB1-konjugierendes Enzym. Von dort aus wird RUB1 auf
CUL1 Ubertragen (Schwechheimer und Deng, 2001). Fur die Auxinantwort ist jedoch
auch die Dekonjugation von RUB1 nétig, die durch das COP9-Signalosom, einen in
Eukaryoten konservierten Multienzymkomplex, vermittelt wird (Leyser, 2002;
Schwechheimer und Deng, 2001). Auf welche Weise die RUB1-Modifikation die
Aktivitat von SCF™" reguliert und in wiefern Auxin diese Aktivierung beeinflussen

konnte, ist bislang nicht geklart.
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1.5 Kaliumaufnahme in die Pflanze

Wie bereits eingangs erwahnt, spielt Kalium als das in Pflanzen am haufigsten
vorkommende Kation eine wichtige Rolle fur pflanzliche Wachstumsprozesse. So
wirken K*-lonen wahrend des auxininduzierten Streckungswachstums als Osmotikum
und dienen dem Ladungsausgleich (s. 1.1). Wahrend Kaliumionen in der Vakuole fur
die Regulation des osmotischen Potentials und somit des Turgordrucks wahrend der
Zellstreckung, tropistischer Bewegungen und der Stomabewegung bendtigt werden,
haben sie auch in anderen Zellkompartimenten wichtige Funktionen: So konnte flr
die Proteinbiosynthese in vitro gezeigt werden, dass physiologische
K*-Konzentrationen (100-150 mM) fiir verschiedene Schritte der Translation, wie z.B.
die ribosomale Bindung der t-RNA erforderlich sind. Aul3erdem beeinflusst die
Verfugbarkeit von Kalium die Photosynthese: So hangt die Photosyntheserate
isolierter Chloroplasten von der K'-Konzentration im AuRenmedium ab und die
Abnahme der Photosyntheserate in trockengestressten Pflanzen kann durch die
Bereitstellung hoherer Kaliumkonzentrationen im Boden gemildert werden
(zusammengefasst in Marschner, 1995). Kalium kann bezlglich der beschriebenen
Funktionen im Allgemeinen nicht durch andere lonen ersetzt werden. Zwar kann
Natrium wie Kalium als gewdhnlich leicht verfigbares Osmotikum dienen, jedoch ist
eine zu hohe cytosolische Natriumkonzentration toxisch fur viele Pflanzen. Es ist
daher in pflanzlichen Zellen essentiell, das Verhaltnis von Kalium und Natrium im
Cytosol mdglichst konstant zu halten. Besonders Pflanzen, die auf salzhaltigen
Bdden wachsen, sind darauf angewiesen, ein mdglichst hohes K*/Na*-Verhaltnis
beizubehalten, welches als bestimmender Faktor fur die Ausbildung der Salztoleranz
bei Pflanzen gilt (Maathuis und Amtmann, 1999). So wurde beispielsweise gezeigt,
dass Pflanzen Salzstress erheblich besser tolerieren kdnnen, wenn sie ausreichend
mit Kalium versorgt sind (Marschner, 1995).

Ebenso wie die Translokation von Natrium erfolgt auch der Transport von Kalium
uber biologische Membranen mit Hilfe spezieller Carrierproteine. In Pflanzen wurden
bislang sieben verschiedene Proteinfamilien beschrieben, welche den Transport von
Kalium vermitteln (Abb. 8; zusammengefasst in Maser, 2002; Very und Sentenac,
2003).
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Abb. 8. Pflanzliche, fiir Kalium durchlassige Kationentransporter (nach Maser 2002).
Bislang wurden in Pflanzen sieben verschiedene Familien kaliumpermeabler Transporter
charakterisiert. Die Selektivitat vieler dieser Transporter ist nicht auf Kalium beschrankt, ihre
Durchlassigkeit fur andere Kationen ist angegeben. Als Vertreter der Shaker-Familie ist hier
der K*-Aufnahmekanal AKT1 genannt. Andere Shaker-Kanale vermitteln den Export von K"
in den Apoplasten (z.B. GORK, Ache, 2000) oder wurden als nicht-gleichrichtend
charakterisiert (z.B. AKT2/3, Deeken, 2000).

Fur die Aufnahme von Kalium aus der Bodenldsung in die Pflanze sind in erster Linie
Sow-affinity“-Transporter der Shaker-Familie und ,high-affinity“-Transporter der HKT-
bzw. KUP/HAK/KT-Familien verantwortlich. Als Vertreter der Shaker-Kaliumkanale
wurden in Wurzeln bislang hauptsachlich AKT1- und AtKC1-orthologe Kanale
identifiziert: AKT1 und AtKC1 in Arabidopsis thaliana, SKT1 in Kartoffel, LKT1 in
Tomate, KDC1 in Karotte und ZMK1 in Mais. AKT1 wird hauptsachlich in peripheren
Zellschichten der Wurzel und in Wurzelhaaren exprimiert (Basset, 1995; Ivashikina,
2001; Lagarde, 1996) und auch SKT1 wurde in Wurzeln lokalisiert (Zimmermann,
1998). Die Isolierung von LKT1 erfolgte mit Hilfe einer wurzelhaarspezifischen cDNA-
Bibliothek (Hartje, 2000). Auch die Transkripte von KDC1 und AtKC1l wurden in
Epidermiszellen der Wurzel und in Wurzelhaaren detektiert (Downey, 2000;
Ivashikina, 2001; Reintanz, 2002). Zudem konnte die Expression von SKT1, AKT1
und AtKC1 in Schlief3zellen, im Hypokotyl und in Tumorgeweben beobachtet werden
(Deeken, 2003; Philippar, 2004; Szyroki, 2001; Zimmermann, 1998). Der AKT1-
orthologe Kanal in Mais, ZMK1, wird zwar auch in Wurzeln exprimiert, die hochsten
ZMK1-Transkriptlevel innerhalb des Maiskeimlings konnten jedoch in der Koleoptile
gefunden werden, wo dieser Kanal eine wichtige Rolle fir die Kaliumaufnahme
wahrend des auxininduzierten Zellstreckungswachstums spielt (s. 1.1, Philippar,
1999b). Erst kidrzlich wurde auch in Reis ein AKT1-orthologes Gen, OsAKT1,

identifiziert, dessen Genprodukt als potentieller Kaliumaufnahmekanal in Frage
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kommt (Golldack, 2003). Die mRNA dieses Kanals wurde hauptsachlich in Epidermis
und Endodermis von Wurzeln drei Wochen alter Pflanzen detektiert. Die OsAKT1-
Transkription war in der Exodermis salztoleranter Varietaten in Antwort auf die
Behandlung der Pflanzen mit 150 mM NaCl im Vergleich zur Kontrolle verringert. In
einer salzsensitiven Reisvarietat jedoch anderte sich die OsAKT1-Transkriptmenge
unter denselben Bedingungen nicht (Golldack, 2003). Die durch Salzstress bedingte
transkriptionelle Regulation konnte auch bereits fur andere Kaliumtransporter
beobachtet werden: In der halophytischen Mittagsblume Mesembryanthemum
crystallinum werden aus der Shaker-Familie ein KAT1-orthologes Kanalgen, KMT1,
und einige Gene der KUP/HAK/KT-Familie, McHAK1-4, durch erhdhte
Salzkonzentrationen transkriptionell aktiviert. Der AKT1-orthologe Kanal in dieser
Pflanze, MKT1, wird jedoch unter Salzstress weniger stark exprimiert als unter
Kontrollbedingungen (Su, 2001; Su, 2002). In Arabidopsis thaliana ist im Vergleich
zur Kontrolle die Expression keines der bekannten Shaker-Kaliumkanalgene in der
Wurzel salzbehandelter Pflanzen verandert. In Blattern jedoch nimmt die AtKC1-
Transkriptmenge unter Salzstress zu, was auf eine Rolle dieses Transporters fur die
Kompartimentierung von K* in den verschiedenen Blattgeweben schlieRen 1aRt (Pilot,
2003). Insgesamt ist die Bedeutung der Kaliumaufnahme Uber die entsprechenden
Transportsysteme und deren Regulation in  Reaktion auf erhohte
Salzkonzentrationen im Boden bislang weitestgehend ungeklart. In der vorliegenden
Arbeit sollte daher die Rolle des AKT1-orthologen Kanals in Reis fir die

Kaliumhomoostase in salzgestressten Pflanzen noch naher untersucht werden.
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1.6 Ziel dieser Arbeit

In vorangegangenen Studien konnte die Bedeutung des AKT1-orthologen
Kaliumkanals aus Mais, ZMK1, fur das auxininduzierte Streckungswachstum von
Koleoptilzellen bereits gezeigt werden. Im Einklang mit der Tatsache, dass sich im
Promoterbereich von ZMK1 mdgliche cis-Elemente der Auxin-Signalkette befinden,
wurde die Expression dieses Gens sowohl in vitro als auch in vivo durch IAA
induziert. So folgte der Transkriptgehalt von ZMK1 wahrend der gravitropen
Krimmung dem endogenen IAA-Gradienten in der Maiskoleoptile. Die differentielle
Aktivierung von ZMK1 in den beiden unterschiedlich stark wachsenden Organhalften
und die dadurch bedingte differentielle Aufnahme von Kaliumionen sind vermutlich
fur das unterschiedlich starke Zellstreckungswachstum und schliellich fur die
Krimmung der Koleoptile verantwortlich. Nachdem auch wahrend der phototropen
Krimmungsreaktion der Graskoleoptile eine Umverteilung des endogenen Auxins in
die starker wachsende, unbelichtete Flanke erfolgt, sollte in der vorliegenden Arbeit
die Beteiligung von ZMK1 an diesem Wachstumsprozess untersucht werden.

Um die Signaltransduktionskette, die zur Aktivierung AKT1-ahnlicher Kanale flhrt,
naher untersuchen zu kénnen, sollte aulerdem der AKT1-Orthologe aus Reis isoliert
und charakterisiert werden. Reis stellt zur Behandlung dieser Fragestellung ein
besser geeignetes Modellsystem als Mais dar, da hier bereits in die Auxinsignalkette
involvierte Transkriptionsfaktoren wie OsARF1 bekannt sind und die Generierung
von Funktionsverlustmutanten besser zu realisieren ist als in Mais. So war zunachst
zu klaren, ob der AKT1-Orthologe aus Reis ahnliche Funktionen im auxinregulierten
Zellstreckungswachstum erfullt wie ZMK1. Nachdem jedoch klar wurde, dass der in
der vorliegenden Arbeit untersuchte Kanal nicht durch Auxin reguliert wird und auch
ein anderes Expressionsmuster zeigt als ZMK1, sollte die physiologische Bedeutung
dieses Transporters geklart werden. Da Kaliumionen den wichtigsten Makronahrstoff
in Pflanzen darstellen, ist es notwendig, die Mechanismen von Kaliumaufnahme und
—transport besser zu verstehen, um die limitierenden Schritte des pflanzlichen
Wachstums bestimmen zu konnen. So ist es beispielsweise fur Pflanzen, die auf
versalzten Boéden wachsen missen, besonders wichtig, das Verhaltnis von Kalium zu
Natrium im Cytosol mdglichst hoch zu halten, um toxische Effekte durch die
Akkumulation von Na® zu vermeiden. Eine Mdglichkeit hierfir ware die verstarkte

Aufnahme von Kalium Uber die Wurzel, welche unter anderem durch
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einwartsgleichrichtende Kanale der AKT1-Unterfamilie in der Plasmamembran
vermittelt wird. Daher sollte nun der AKT1-orthologe Kaliumkanal aus Reis im

Hinblick auf dessen Rolle fur die pflanzliche Ernahrung untersucht werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Anzucht von Zea mays

Alle Experimente wurden mit dem Hybridmais cv. ,OuralFAO230“ (DSV Lippstadt)
durchgefuhrt. Die Samen wurden gewaschen, fur 4 h in Wasser eingeweicht und zur
Keimung auf feuchtem Filterpapier ausgelegt, so dass der Embryo nach oben zeigte.
Nach 72 h wurden die ca. 1 cm groRen Keimlinge in mit 1% Agar (Sigma) gefullte
Plastiktopfe Uberfuhrt. Das Wachstum erfolgte stets bei 25°C im Rotlicht
(0,2 ymol-m?s7).

2.1.1 Wachstum unter phototroper Stimulation

Zur phototropen Stimulation wurde die Koleoptilenspitze (5mm) von 4-5 Tage alten,
aufrecht gewachsenen und ca. 2-2,5cm langen Maiskeimlingen einseitig mit
Blaulicht (450 nm, 10 pmol'm?-s?) bestrahlt. Hierbei wurden die Pflanzen so
ausgerichtet, dass die Ebene durch die Leitbundel parallel zur Richtung des
einfallenden Lichts verlief. Alternativ wurden Maiskeimlinge zuvor horizontal auf
einem Klinostaten ("Blue Light Cycler", BLC, s. 2.1.3) befestigt, der mit 1 rpm
(0,0001 g) rotierte. Die einseitige Stimulation mit Blaulicht begann 30 min nach dem
Einsetzen der Rotation. Die Auswirkung der Bestrahlung mit Blaulicht wurde jeweils
uber einen Zeitraum von 4 h verfolgt und die Koleoptilen wurden in gegebenen
Zeitabstanden geerntet. Die phototrope Stimulation und die Isolierung der Koleoptilen
erfolgte stets bei 25 °C im Rotlichthintergrund (0,2 pmol-m?-s). Isoliertes Gewebe
fur quantitative RT-PCR-Analysen wurde direkt nach der Ernte in flissigem Stickstoff
schockgefroren und danach bei -80 °C gelagert.

Um den Krummungswinkel der photostimulierten Koleoptilen zu bestimmen, wurden
die Pflanzen nach 4 h Belichtung aus den Agartopfen genommen und mit Klebeband
auf einer Plexiglasplatte befestigt. Diese Platte wurde fotokopiert und es wurde der
Winkel ermittelt, der durch die Tangenten, die an der Spitze und der Basis der

Koleoptile gezeichnet wurden, bestimmt wird.

2.1.2 Wachstum unter gravitroper Stimulation

Zur Gravistimulation wurden 4-5 Tage alte, aufrecht gewachsene und ca. 2-2,5 cm
lange Maiskeimlinge um einen Winkel von 90° gedreht und so ausgerichtet, dass die

Ebene durch beide Leitblindel parallel zur Richtung der Schwerkraft lag. Die
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Auswirkung der Schwerkraft wurde Uber einen Zeitraum von 4 h verfolgt. Die
gravitrope Stimulation und die Isolierung der Koleoptilen erfolgte stets bei 25 °C im
Rotlichthintergrund (0,2 umol'm?:s?). Der Kriimmungswinkel der gravistimulierten

Koleoptilen wurde 4 h nach dem Einsetzen des Gravistimulus bestimmt (vgl. 2.1.1).

2.1.3 Blue Light Cycler, BLC

Um die Antwort der Maiskeimlinge auf phototrope Stimulation unabhangig von der
Reaktion auf Schwerkraftreize untersuchen zu kénnen, wurde ein Klinostat gebaut,
der es erlaubt, die Koleoptilspitze wahrend der Rotation einseitig mit Blaulicht zu
bestrahlen (Abb. 9). Der BLC wird durch einen 12 V-Motor angetrieben und die
Ubersetzung des Getriebes betragt 1:8.640, so dass der Klinostat mit einer
Umdrehung pro Minute rotiert. Vorhergegangene Experimente hatten gezeigt, dass
die Pflanzen bei dieser Rotationsgeschwindigkeit nicht mehr in der Lage sind, die
Richtung der Schwerkraft aufzulésen. Dementsprechend zeigten Maiskeimlinge, die
fir 24 h auf dem rotierenden BLC inkubiert worden waren, eine zufallige Krimmung
in alle Raumrichtungen (s. Abb. 9b, rechts). Auf dem BLC wird jeder einzelne
Keimling von einer blauen LED (light emitting diode, Nichia Europe Bv., Amsterdam,
NLPB 500, 450 nm) belichtet, die Lichtintensitat wurde auf 10 ymol-m?s? eingestellt.

Abb. 9. Blue Light Cycler (BLC): Experimentelles Setup zur Photostimulation von
Maiskeimlingen auf einem Klinostaten.

(a) Seitenansicht. (b) Frontansicht. Krimmung der Maiskeimlinge nach 24-stiindiger Rotation
auf dem BLC ohne (rechte Seite) und mit gleichzeitiger Bestrahlung mit blauem Licht (linke
Seite).
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2.2 Anzucht von Oryza sativa

Alle Experimente wurden mit Japonica Reis, Oryza sativa L. ssp. japonica cv.
Nihonmasari, durchgefuhrt. Um die Samen zu sterilisieren wurden die Spelzen
entfernt und die Samen zweimal fur je 15 min in 10% H20, inkubiert. Anschlieend
wurden die Samen fur 45 min mit 1% HCIO behandelt. Zum Schluss und zwischen
den einzelnen Sterilisationsschritten wurden die Reiskérner grindlich mit sterilem
Wasser gewaschen. Die sterilen Samen wurden nun auf Plastiknetzen (Rotilabo-
Sicherheitsnetz, Roth) ausgelegt, die, wenn nicht anders angegeben, auf
vollentsalztem Wasser schwammen (s. Abb. 10). Nach 4-5Tagen wurden die
verschiedenen Keimlingsgewebe (Koleoptile, Primarblatt, Wurzel) isoliert und in
flussigem Stickstoff schockgefroren. Alternativ wurden die Samen auf mit Wasser
getranktem Filterpapier ausgebracht und die einzelnen Gewebe nach 4-5 Tagen
geerntet. Das Wachstum erfolgte, sofern nicht anders angegeben, bei 25 °C im

Dunkeln.

Abb. 10. Anzucht von Oryza sativa
auf schwimmenden Plastiknetzen.
Das Wachstum der Pflanzen erfolgte
hier im Gewachshaus bei einem Licht-
Dunkel-Rhythmus von 15 h Belichtung
(250 molm™?s™, 30°C) und 9h
Dunkelheit (25° C).

2.2.1 Wachstumsexperimente an Koleoptilsegmenten

Die Wachstumsantwort der Reiskeimlinge auf exogenes Auxin wurde an
Koleoptilsegmenten untersucht. Hierfur wurden die Koleoptilen von ca. 4-5 Tage
alten Keimlingen in 0,5 cm lange Stiicke geschnitten und zunachst fir 1 h in Wasser
geschuttelt, um endogenes Auxin zu entfernen. Danach wurden die Segmente fir 4 h
in 0, 1, 5 oder 10 yM IAA (Fluka) inkubiert. Die anschlieRende Messung des
Langenzuwachses ergab, dass das Wachstum der Koleoptilen in einer 5 uM 1AA-
Losung optimal war (ca. 35% Langenzuwachs /4 h). Fur Northern Blot Analysen
wurden Reiskoleoptilen, bei denen die Spitze (3 mm) entfernt worden war, fur 1 h in

Wasser ausgewaschen und anschlieBend fur 15, 45 und 90 min in 5 yM 1AA
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inkubiert. Alle Gewebeproben wurden nach der Entnahme aus der Auxinldésung
sofort in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert. Alle
Arbeitsschritte (Praparation, Auswaschen, Inkubation, Ernte) wurden stets im

Sicherheitsgrunlicht durchgefihrt.

2.2.2 Wachstum unter Salzstress

Um die Reaktion von Reiskeimlingen auf Salzstress zu untersuchen, wurden
sterilisierte Samen auf Filterpapier ausgelegt, das mit 2 MS-Medium (incl. 1%
Saccharose) oder %4 MS, 1% Saccharose, 150 mM NaCl (= 350 mosmol-kg™)
getrankt worden war. Als osmotische Kontrolle dienten Pflanzen, die auf 2 MS,
1% Saccharose, D-Sorbitol (11 = 350 mosmol-kg™), gewachsen waren. Von 4 Tage
alten Keimlingen wurden die entsprechenden Gewebe geerntet, sofort in fllissigem
Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert. Das Wachstum erfolgte, sofern

nicht anders angegeben, bei 25 °C im Dunkeln.

2.3 Analyse des |IAA-Gehalts in phototrop stimulierten
Maiskoleoptilen

Das Wachstum der Maiskeimlinge erfolgte wie unter 2.1.1 beschrieben. Die Pflanzen
wurden fur unterschiedlich lange Zeitraume (0, 5, 10, 15, 30, 60, 90, 120, 180,
240 min) entweder unter normalen Schwerkraftbedingungen oder auf dem BLC
(s. 2.1.3) photostimuliert. Danach wurden die Koleoptilen isoliert, in Licht- und
Schattenseite geteilt und von der Spitze aus in vier je 5 mm lange Segmente
unterteilt. Die Segmente wurden in 1,5 ml-Reaktionsgefalle Uberflhrt, ihr
Frischgewicht (FG) wurde bestimmt, und die Proben wurden in flissigem Stickstoff
schockgefroren. Das Frischgewicht einer Gewebeprobe (Segmente aus 3
Koleoptilen) betrug dabei 8 bis 50 mg. Die Bestimmung des Gehaltes an freier IAA
erfolgte mittels GC-MS (Gaschromatographie-Massenspektrometrie, Edlund, 1995)
und wurde von Dr. Karin Ljung in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. G. Sandberg,
Institut fir Forstgenetik und Pflanzenphysiologie an der Universitat Umea3,

Schweden, durchgefuhrt.
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2.4 Analyse des Gehalts anorganischer lonen in pflanzlichen

Geweben

2.4.1 Kationenanalyse

Das Pflanzenmaterial wurde flir 10 Tage bei 65 °C getrocknet, mit HNOj3 versetzt (ca.
100 mg Gewebe, 1 ml 65% HNO3 suprapur) und in einem Druckaufschlusssystem
(Seif, UnterschleiBheim, Deutschland) fur 10 h bei 160-170°C und 10 bar
aufbewahrt. Die klare Aufschlusslésung wurde anschlieRend mit deionisiertem
Wasser auf 10 ml aufgefillt. Die Elementbestimmung erfolgte mit einem Optischen
Emissionsspektro-meter ("Inductively coupled plasma optical emission spectroscopy
ICP-OES"; Typ JY 70 plus, Division d’Instruments S.A., Jobin Yvon, Frankreich) und
wurde von Frau Elfriede Reisberg (Julius-v.-Sachs-Institut, Universitat Wurzburg)
durchgefuhrt.

2.4.2 Anionenanalyse

Das Pflanzenmaterial wurde fur 10 Tage bei 65 °C getrocknet und anschlie3end fein
gemorsert. 50 mg des zerriebenen Gewebes wurden in 5 ml deionisiertem Wasser
suspendiert und flr 3 min auf 105 °C erhitzt. Unldsliche Bestandteile wurden durch
Zentrifugation (10.000 g, 15 min) abgetrennt, die Chloridkonzentration im Uberstand
wurde durch  isokratische  Anionenchromatographie = und  nachfolgende
Leitfahigkeitsmessung (Biotronik, Maintal, Deutschland) durch Frau Eva Wirth

(Julius-v.-Sachs-Institut, Universitat Wirzburg) ermittelt.

2.5 Verfahren mit Ribonukleinsauren (RNA)

Alle Arbeitsschritte mit RNA wurden mit sterilen Glas- und Plastikgeraten, RNase-
freien Chemikalien und unter Verwendung von Einmalhandschuhen durchgefuhrt.
Das verwendete Wasser wurde mit 1 ml/l DEPC (Diethylpyrocarbonat, RNase-

Inhibitor) behandelt und autoklaviert.

2.5.1 Isolierung von RNA und mRNA

Die Isolierung von Gesamt-RNA erfolgte mittels des Plant RNeasy Extraction
Systems (Qiagen) nach den Angaben des Herstellers. Poly (A)" RNA wurde mit
Dynabeads Oligo (dT)2s (Dynal) aus Gesamt-RNA extrahiert, die Durchfuhrung
erfolgte nach dem zugehdrigen Protokoll. Um DNA-freie mRNA fir die RT-PCR-
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Analysen (s. 2.6.5) zu isolieren, wurde die mRNA-Extraktion mit

Dynabeads Oligo (dT),s zweimal hintereinander durchgefuhrt.

2.5.2 Elektrophorese von RNA

Ribonukleinsaureproben wurden mit einem Volumen RNA-Ladungspuffer versetzt,
bei 65° C fur 10 min denaturiert und in einem 1%igen MEN-Agarosegel in 1 x MEN-
Puffer mit 6,5 V/cm elektrophoretisch aufgetrennt. Die entstandenen Bandenmuster
wurden durch Zugabe von Ethidiumbromid zum RNA-Ladungspuffer und
anschliefender Fluoreszenzanregung (312 nm) sichtbar gemacht und dokumentiert
(Image Master VDS, Pharmacia).

MEN-Puffer (10 x): MOPS 200 mM
Na-Acetat 50 mM
EDTA 5 mM
RNA-Ladungspuffer (1:1 einzusetzen): Formamid 720 pl
10 x MEN 160 pl
37 % Formaldehyd 260 pl
H.O 250 pl
80 % Glycerol 100 pl
Bromphenolblau 10 pl
Ethidiumbromid 1ul
1% MEN-Agarosegel: Agarose 600 mg
H.O 44,4 ml
10 x MEN 6 ml
37 % Formaldehyd 9,6 ml

2.5.3 Northern Blot
Zum Nachweis spezifischer Transkripte wurde 1 pug poly (A) RNA

gelelektrophoretisch (2.5.2) aufgetrennt und mittels Kapillar-Transfer (Sambrook,
1989) auf eine Nylonmembran (Hybond N, Amersham) ubertragen. Der Transfer
erfolgte innerhalb von 12 h in 20 x SSC-Puffer. Die transferierte RNA wurde durch
Bestrahlung mit UV-Licht (0,8 J/icm? UV-Stratalinker 2400, Stratagene) mit der

Membran kovalent vernetzt.



MATERIAL UND METHODEN 29

Der spezifische Nachweis der Transkripte von OsAKT1 und OsARF1 erfolgte durch
Hybridisierung der Northern Blots mit radioaktiv markierten Sonden, die die gesamte
Sequenzinformation der OsAKT1-cDNA, bzw. einen Teil von OsARF1 (GenBank Nr.
AJ306306, Position 735-2352) beinhalteten. Die Synthese der Sonden wurde wie
unter 2.5.4 beschrieben durchgefuhrt. Als DNA-Matrize dienten die mittels
Restriktionsverdau (2.6.1.2) aus den Plasmiden OsAKT1/pCRIITopo #1 (EcoRI) und
OsARF1:smGFP4/pUC19 (EcoRV, Bglll) herausgetrennten und aufgereinigten
cDNA Molekule (2.6.1.3). Das Plasmid OsARF1:smGFP4/pUC19 wurde
freundlicherweise von Prof. Dr. Peter Nick (Universitat Karlsruhe) zur Verfligung
gestellt. Die Hybridisierung der Blots erfolgte bei 68°C fir 12h in P-
Hybridisierungspuffer. Nach dem griundlichen Waschen der Blots mit Pi-Puffer bei
68 °C erfolgte die Detektion der Signale durch Autoradiographie (Hyperfim MP,
Amersham).

Um die verwendeten Blots einer zweiten Hybridisierung mit einer weiteren Sonde
zuganglich zu machen, wurde die zuvor eingesetzte Sonde durch die Behandlung
der Membran mit kochender 1%iger SDS-Losung und anschliefendem grundlichem
Waschen der Membran entfernt. Die Quantifizierung der Northern Blots erfolgte mit
einer oligo-(dT)-Sonde, die als interner Standard fiir die vorhandene poly(A)" RNA-
Menge diente. Hierzu wurden je 5, 10 und 15 ng der entsprechenden mRNA-Proben
auf eine Nylonmembran aufgetragen (Northern Dot Blot) und bei 42 °C mit der oligo-
(dT)-Sonde in Pi-Puffer hybridisiert.

Pi-Hybridisierungspuffer: ~ Natriumphosphat, pH 7,2 250 mM
EDTA 1 mM
SDS 7%
BSA 1%

2.5.4 Synthese radioaktiv markierter DNA-Sonden

Die Synthese der mit [a *P]-dCTP markierten DNA-Sonden erfolgte im ,Random
prime Labelling“-Verfahren mit dem ,ReadyToGo DNA Labelling System®
(Amersham) nach den Angaben des Herstellers unter Verwendung von 200 ng
hitzedenaturierter DNA und 5 pl [a *P]-dCTP (ICN Biomedicals, 3000 Ci/mol).

Die zur Quantifizierung der Northern Blots eingesetzte oligo(dT)-Sonde wurde in

Anlehnung an eine Methode von Hollander und Fornace (Hollander und Fornace,
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1990) synthetisiert. Hierzu wurde ein oligo(dT),7>-Nukleotid mit [y->*P]-ATP unter
Verwendung einer T4 Polynukleotidkinase endmarkiert. Die Reaktion enthielt die
unten angegebenen Komponenten und erfolgte fur 30 min bei 37 °C. Alle Sonden
wurden im Anschluss an ihre Synthese Uber eine mit Sephadex G-50
(AusschluRvolumen 20 bp, Sigma) geflllte Saule (Mobicols, MoBiTec) aufgereinigt,

fur 5 min bei 95° C denaturiert und sofort fur die Hybridisierung eingesetzt.

oligo(dT)-Sonde: Oligo (dT)272 [20 pmol/ul] (Pharmacia) 1 ul
10 x Puffer (Pharmacia) 2 ul
T4 Polynukleotidkinase [6,1 U/ul] (Pharmacia) 2 pl
[y->2P]-ATP [5 mCi/pl] (ICN) 5 ul
H.O 10

2.6 Verfahren mit Desoxyribonukleinsauren (DNA)
2.6.1 Analyse und Modifikation

2.6.1.1 DNA-Gelelektrophorese

Die Auftrennung von DNA erfolgte elektrophoretisch in Agarosegelen. Die
entstandenen Bandenmuster wurden durch Zugabe von 100 ng/ml Ethidiumbromid
(Roth) und die anschlieRende Fluoreszenzanregung bei 320 nm sichtbar gemacht.
Zur Dokumentation diente der Image Master VDS (Pharmacia). Fragmente Uber
500 bp Lange wurden standardmafig in 1 %igen TBE-Agarosegelen (SeaKem LE-
Agarose, Biozym) aufgetrennt, kleinere hingegen in 3 %igen TBE-Agarosegelen
(SeaKem LE-Agarose, Biozym). Den aufzutrennenden DNA-Proben wurde das
entsprechende Volumen 5fach-Probenpuffer zugesetzt und die Elektrophorese
erfolgte bei 40 mA in 1 x TBE-Puffer. Als GréRenstandard diente A-DNA (Pharmacia),

die vollstandig mit Pstl verdaut worden war (A-Pst-Standard).

5 x DNA-Probenpuffer: Bromphenolblau 0,25 %
Xylencyanol 0,25 %
Glycerin 50 %

EDTA 100 mM
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10 x TBE (Tris-Borat-EDTA): Tris-HCI, pH 8,0 1M
Borsaure 0,9M
EDTA 0,01 M

2.6.1.2 Restriktionsanalyse

Rekombinierte Plasmide wurden durch Spaltung mit Restriktionsendonukleasen auf
erfolgreiche Insertion untersucht bzw. die Orientierung des Inserts ermittelt.
AuBerdem wurden Vektoren und Inserts durch den Verdau mit Restriktionsenzymen
fur Ligationen vorbereitet. Die Restriktionsansatze entsprachen den Angaben der
Herstellerfirmen (MBI, NEB, Pharmacia, Gibco). Fur die quantitative Spaltung der
DNA wurden 5 U eines Enzyms pro ug DNA eingesetzt.

2.6.1.3 Aufreinigung von DNA

DNA-Fragmente gewunschter Grole wurden nach Gelelektrophorese und
Identifikation anhand des GrofRenstandards aus dem Gel ausgeschnitten und mit
dem JetSorb-System (Genomed) nach den Angaben des Herstellers eluiert. War bei
der gelelektrophoretischen Uberpriifung von PCR-Produkten nur eine einzige Bande
zu detektieren, so erfolgte die Aufreinigung des PCR-Produkts direkt aus dem PCR-

Ansatz mit Hilfe des JetPure-Systems (Genomed).

2.6.1.4 Konzentrationsbestimmung von DNA und RNA

Die Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren erfolgte
absorptionsspektrophotometrisch mit Hilfe eines UV-Photospektrometers (Gene
Quant Il, Pharmacia). Anhand der Extinktion bei 260 nm (Absorption der
Nukleinbasen) und 280 nm (Absorption aromatischer Aminosauren) konnte die

Konzentration bzw. die Reinheit der zu untersuchenden Proben bestimmt werden.

2.6.1.5 Plasmidpraparation

Plasmid-DNA wurde nach dem Prinzip der alkalischen Lyse (Birnboim und Doly,
1979) im Standardverfahren isoliert, wobei stets 1,5 ml Flussigkultur eingesetzt
wurden. Waren ein hoher Reinheitsgrad bzw. groRere Mengen der Plasmid-DNA
erforderlich, wurden fur die Aufreinigung das WizardPlus Mini- bzw. Midiprepsystem

(Promega) nach den Angaben des Herstellers eingesetzt.
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2.6.1.6 DNA-Sequenzierung und Sequenzanalyse

Alle Sequenzierungsreaktionen beruhten auf der Didesoxymethode nach Sanger
(Sanger, 1977) und wurden mit dem LICOR 4200 von Frau Susanne Michel
(Chemielaborantin, Julius-v.-Sachs-Institut, Universitat Wuarzburg) durchgefuhrt. Als
Primer dienten entweder die auf der multiplen Klonierungsstelle der entsprechenden
Plasmide hybridisierenden Primer T7, Sp6, M13(fw) und M13(rev) oder zuvor
konstruierte Primer, die zu definierten Bereichen der jeweiligen DNA-Insertion
komplementar waren. Alle Sequenzierungsreaktionen erfolgten mit aufgereinigter
Plasmid-DNA.

DNA-Sequenzen wurden mit dem Programm Vector NTI 7.1 (Infor Max, Inc.)
analysiert. Sequenzahnlichkeiten zu bekannten DNA- und Proteinmolekilen wurden
uber den BLAST-Algorithmus (Altschul, 1990) am NCBI-Server (National Center for
Biotechnology Information, Bethesda, Maryland, USA) ermittelt. Vergleiche von DNA-
und Proteinsequenzen wurden mit dem Programm ClustalX (Thompson, 1994)

generiert und mit Hilfe von GeneDoc 2.6 (Nicholas, 1997) graphisch dargestellt.

2.6.2 Klonierung von DNA-Fragmenten

Zur Klonierung wurden spezifische DNA-Fragmente in Plasmidvektoren ligiert, die
Plasmide in Bakterienzellen transformiert und die vervielfaltigte Plasmid-DNA mittels

Restriktionsverdau (s. 2.6.1.2) bzw. Sequenzierung (s. 2.6.1.6) analysiert.

2.6.2.1 Ligation

Die fur eine Ligation zweier DNA-Fragmente bendtigten komplementar kohasiven
(engl. ,sticky“) bzw. glatten (engl. ,blunt“) Enden beider Molekule wurden durch den
Verdau mit geeigneten Restriktionsendonukleasen generiert (s. 2.6.1.2). Die Ligation
erfolgte stets Uber Nacht bei 16 °C.

Ligationsansatz: 10 x Ligationspuffer (MBI) 2 ul
50 % PEG 4000 (MBI) (nur fur blunt ends) 2 pl

T4-Ligase (1U/pl, MBI) sticky 2 pl

blunt 4 pl

Vektor-DNA 1l

Insert-DNA 8 ul

H>O ad 20 pl
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2.6.2.2 Ligation von PCR-Produkten (TA-Klonierung)

Durch die matrizenunabhangige terminale Transferaseaktivitat der nativen
Tag-Polymerase (Clark, 1988) wird am 3'-Ende der hiermit generierten PCR-
Produkte ein Nukleotidrest, vorzugsweise Adenin, angehangt. Bei der Ligation wurde
das derartig adenylierte PCR-Produkt mit einem Vektor verknUpft, der an seinen 5°-
Enden Thymintberhange aufweist. In der vorliegenden Arbeit wurde das TOPO-TA

Cloning System (Invitrogen) nach den Angaben des Herstellers genutzt.

2.6.2.3 Gerichtete Ligation von PCR-Produkten

Die Ligation durch Directional-TOPO-Cloning (Invitrogen) ermdglicht die gerichtete
Klonierung von blunt-end PCR-Produkten in den Vektor pcDNA3.1D/V5-His-TOPO.
Hierfir muss der fw-Primer an seinem 5°-Ende eine einfache Kozak-Sequenz
(CACCATG, Kozak, 1990), d.h. einen Uberhang von 4 Basen vor dem Startcodon,
enthalten. Der verwendete Vektor pcDNA3.1D/V5-His-TOPO tragt einen
komplementaren Uberhang (GTGG) an seinem 3°-Ende, welcher in das 5"-Ende des
PCR-Produkts eindringt, mit diesem hybridisiert und so das PCR-Produkt in der
richtigen Orientierung stabilisiert. Zudem erhdoht die Kozak-Sequenz als
eukaryontische Translations-Initations Sequenz die Expression von offenen
Leserastern in eukaryontischen Zellen. Die Ligation erfolgte nach den Angaben des

Herstellers.

2.6.3 cDNA-Synthese

RNA-abhangige DNA-Polymerasen aus Retroviren, so genannte Reverse
Transkriptasen (RT), sind in der Lage, vom 3'-Ende eines kurzen Doppelstranges

aus, an einer RNA-Matrize eine komplementare DNA (engl.: copy DNA oder cDNA)

zu synthetisieren. Der Doppelstrang ergibt sich hierbei aus der Hybridisierung eines
kurzen, zur RNA komplementaren Oligonukleotids (Primer). Mit Hilfe eines Oligo-dT-
Primers, der mit dem 3 -poly-A-Bereich der mRNA hybridisiert, kann so die gesamte
in einer Probe enthaltene mRNA in cDNA umgeschrieben werden. Optional kann im
Anschluss an die cDNA-Synthese der RNA-Strang des entstandenen RNA-DNA-
Hybrids durch Ribonuklease H abgebaut werden.

In der vorliegenden Arbeit erfolgte die cDNA-Synthese standardmafRig mit MMLV-RT
(engl.: Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase, Promega). Fur die

moglichst vollstandige reverse Transkription sehr GC-reicher mRNA aus Oryza sativa
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wurde eAMV-RT (engl.: enhanced Avian Myeloblastosis Virus Reverse
Transcriptase, Sigma) verwendet, da sich diese besonders fur die Transkription
komplexer Sekundarstrukturen bei erhohter Reaktionstemperatur (bis zu 65° C)
eignet. Im Anschluss an die Synthese konnte die cDNA unverdinnt bei -80° C

gelagert werden.

Standard-RT-Ansatz: MmRNA 6,7 ul
Oligo-dT-Primer (100 pM) 0,4 ul
dNTP (10 mM) 0,5 pl
RT-Puffer (5x, Promega) 2,0 ul

Denaturierung bei 70 °C fiir 2 min, dann sofortige Kiihlung auf Eis
MMLV-RT (100 U/ul, Promega) 0,4 ul
Inkubation bei 42 °C fir 60 min

eAMV-RT-Ansatz: mRNA 8 ul
Oligo-dT-Primer (0,5  pg/ul, 1yl
Sigma)
dNTP (10 mM) 2 ul

Denaturierung bei 70° C fiir 2 min, dann sofortige Kiihlung auf Eis
RT-Puffer (10x, Sigma) 2 ul
RNase-Inhibitor (20 U/ul, Sigma) 1 pl
eAMV-RT (20 U/ul, Sigma) 1 ul
PCR-H;0 S5l

Inkubation bei 42 °C fir 15 min, anschliefend bei 60 °C fir 90 min

2.6.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Durch den Einsatz genspezifischer Primer wurden definierte DNA-Fragmente mit
Hilfe von DNA-Polymerasen exponentiell amplifiziert. StandardmafRig erfolgte die
PCR mit Tag-Polymerase aus Thermus aquaticus (Diagonal), die terminale
Transferaseaktivitat aufweist und deren Produkte sich daher fur eine TA-Klonierung
(2.6.2.2) eignen. Sollten PCR-Produkte ohne Adenin-Uberhdnge generiert werden,
so kamen Pfu-DNA-Polymerase aus Pyrococcus furiosus (Stratagene) oder
SAWADY Pwo-DNA-Polymerase aus Pyrococcus woesei (PeqglLab) nach den

Angaben des Herstellers zum Einsatz, die aufgrund ihrer 3’ —5"-Exonukleaseaktivitat
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zudem eine wesentlich geringere Fehlerquote aufweisen als beispielsweise
Tag-Polymerasen. Fur die Amplifikation sehr GC-reicher Regionen aus Oryza sativa
wurde der JumpStart Accu Tag LA DNA Polymerase Mix (Sigma) entsprechend der
Angaben des Herstellers verwendet. Hier garantiert die Blockierung der Polymerase
durch einen Antikorper den Start der PCR erst ab einer bestimmten Temperatur, so
dass die Spezifitat der Reaktion deutlich erhoht wird.

Die PCR-Reaktionen wurden in verschiedenen Thermocyclern (Modell Varius V45,
Landgraf, RoboCycler Gradient 40, Stratagene oder Mastercycler personal,
Eppendorf) durchgefuhrt. Als Negativkontrolle diente stets ein Ansatz ohne
Template-DNA. Im Anschluss an die Reaktion wurden die PCR-Produkte
gelelektrophoretisch aufgetrennt (2.6.1.1) und mit Hilfe des ImageMaster VDS

(Pharmacia Biotech) dokumentiert.

Standard-PCR-Ansatz: = PCR-Puffer (10x, Biotherm) 5 ul
MgCl; (25 mM) 5l
dNTP (10 mM) 1 ul
fw-Primer (10 uM) 1 ul
rev-Primer (10 M) 1 ul
DNA-Matrize 10 ng
Taqg-Polymerase (5 U/ul, Biotherm) 1 ul
PCR-H,0 ad 50 pl

Standardprogramm des Thermocyclers:

Zyklenzahl | Denaturierung | Annealing Elongation
1 95 °C,
120 sec

spezifische Annealing-

72 °C,
30-40 95 °C, 30 sec temperatur der jeweiligen

60 sec/1000 bp

Primer, 30 sec

2.6.5 Quantitative Echtzeit-RT-PCR

Die LightCycler Technologie (Roche) erlaubt sowohl die Detektion als auch die
quantitative Darstellung der Kinetik und des Ergebnisses einer PCR-Reaktion

(Rasmussen, 1998). Zusatzlich konnen spezifische PCR-Produkte mit Hilfe einer
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Schmelzpunkt-Analyse von unspezifischen Amplifikaten unterschieden werden. Die
Fluoreszenz-Detektion der Amplifikate beruht hierbei auf der selektiven Interkalierung
von SYBR Green | in die bei der PCR-Reaktion entstehende doppelstrangige DNA,
so dass die Fluoreszenz wahrend der exponentiellen Phase der PCR proportional
zur DNA-Konzentration zunimmt.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression verschiedener Gene mit Hilfe des
LightCycler (Roche Diagnostics) untersucht. Der Einsatz von cDNA als Matrize
ermoglichte es hierbei, durch den Verlauf der PCR-Reaktion auf die Ausgangsmenge
eines bestimmten Transkriptes in einer zu untersuchenden Gewebeprobe zu

schlielen.

2.6.5.1 Primerdesign

Alle Primer fur die LightCycler-Analyse wurden mit Hilfe des Programms LightCycler
Probe Design (Roche) entworfen und von TIBMolBiol (Berlin) bezogen. Hierbei
wurden bestimmte Vorgaben bericksichtigt, wie z.B. die maximale Primerlange
(17 bp), die maximale Lange des entstehenden Fragments (500 bp) oder die
optimale Annealingtemperatur (55 °C bis 60 °C). Zudem durfte die Basenabfolge
keine Dimere oder Sekundarstrukturen innerhalb eines Primers oder zwischen
beiden Primern zulassen. Um Kontaminationen der zu untersuchenden Proben mit
genomischer DNA detektieren zu konnen, wurden die Primer moglichst so gewahlt,
dass sie ein Intron umfassten. Vor der Anwendung im LightCycler wurde die optimale
Annealingtemperatur der Primer in einer konventionellen PCR bestimmt und das
gewlnschte PCR-Fragment isoliert. Im Anschluss daran wurden die Primer mit dem
entsprechenden Fragment als Matrize im LightCycler getestet. Die Spezifitat der
Primer wurde durch die Analyse der PCR-Produkte in einem 3%igen Agarosegel

Uberprift.

2.6.5.2 LightCycler-PCR

Als Matrize fur die LightCycler-PCR wurde cDNA verwendet, die zuvor 1:10 mit PCR-
H,O verdunnt worden war. Die Reaktion wurde mit dem FastStart DNA Master SYBR
Green | Kit (Roche) nach den Angaben des Herstellers angesetzt, in Glaskapillaren
(Roche) uberfuhrt und im LightCycler (Roche) durchgefuhrt.
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Standard-Experiment:  sense-Primer (10 mM) 1 ul
antisense-Primer (10 mM) 1 ul
MgCl; (25 mM) 2,4 ul
PCR-H;0O 11,6 pl
LightCycler FastStart Enzyme 2 ul
cDNA 2ul
PCR-Profil:
Zyklenzahl | Denaturierung Annealing Elongation | Detektion
1 95° C, 10 min
45 95° C, 1 sec 50-56° C 72° C, 79° C,
(primerabhangig), 7 sec | 19 sec 5 sec

2.6.5.3 Auswertung der LightCycler-PCR

Zur Quantifizierung der Daten wurden die genspezifischen Signale auf die in den
Proben enthaltene Ausgangsmenge an Aktin bezogen. Hierflr wurden in jeder PCR
mit genspezifischen Primern zusatzlich Fragmente der Aktine ZmAct81 (GenBank Nr.
AAB40106) und ZmAct83 (GenBank Nr. AAB40105) amplifiziert. Der relative Gehalt
einer bestimmten cDNA in einer untersuchten Probe konnte dann anhand folgender

Beziehung berechnet werden:

Relativer Gehalt an cDNA = 21 (Aktin) - n (Gen)]

wobei n die Anzahl der Zyklen bezeichnet, bei der die Menge des jeweiligen
Amplifikats einen festgelegten Schwellenwert Uberstieg. Dieser Schwellenwert war
identisch fUr das genspezifische und das Aktinsignal und wurde in jeder PCR so

bestimmt, dass die Messpunkte innerhalb der exponentiellen Phase der PCR lagen.
2.7 Bakterien

2.7.1 Verwendete Stamme und Vermehrung

Alle benutzten Bakterienstamme stellten Abkdmmlinge des Escherichia coli Stammes
K12 dar. Zur Vermehrung wurde standardmafRig LB-Medium verwendet, das flr

20 min bei 121 °C autoklaviert und danach fir die Selektion mit dem entsprechenden
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Antibiotikum versetzt wurde. Die Bakterien wurden in Flissigmedium unter Schitteln
oder auf Agarplatten (LB-Medium + 1,5 % Agar) bei 37 °C fur 16 h inkubiert.

LB-Medium: Trypton (Roth) 10¢g
Hefeextrakt (Roth) 59
NaCl 1049

Verwendete Bakterienstdmme:  XL1-Blue MRF'(Stratagene)
XL10-GOLD (Stratagene)
One shot (Invitrogen)
TOP 10 F’ (Invitrogen)

2.7.2 Transformation chemisch kompetenter Bakterien

Die Herstellung kompetenter Bakterien, die sich durch eine erhdhte
Aufnahmefahigkeit fur Fremd-DNA auszeichneten, erfolgte durch die chemische
Behandlung der Zellmembran mit divalenten Rb*-Kationen (Hanahan, 1983). Die

Transformation wurde nach Inoue et al. (Inoue, 1990) durchgeflhrt.

2.7.3 Transformation elektrokompetenter Bakterien

Die Herstellung von Bakterien, die sich fur die Elektroporation eignen, erfolgte durch
Entfernen des Salzes aus Flussigkulturen. Hierzu wurden die gewlinschten Bakterien
in Flussigmedium angezogen, auf Eis gekuhlt und durch Zentrifugation bei 3840 x g
und bei 4°C far 10 min sedimentiert. Die Zellen wurden mehrfach mit einer
eisgekuhlten 10%igen Glycerinldsung gewaschen und schlieBlich in 10% Glycerin
resuspendiert, aliquotiert und bei —85° C gelagert. Die Transformation erfolgte mit
Hilfe eines Elektroporators (Eppendorf 2510) durch einen Spannungspuls von
2500 V und einer Dauer von ca. 4,8 ms. Die elektroporierten Zellen wurden sofort mit
250 yIl  SOC-Medium versetzt, fur 60 min bei 37°C geschuttelt und auf

Selektionsmedium ausplattiert.
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2.8 Proteinanalytik

2.8.1 Aufreinigung von Gesamt -Protein aus HEK293-Zellen
Zur Aufreinigung der Proteine aus HEK293-Zellen wurden die HEK293-Zellen nach

der Entfernung des Mediums, zweimaligem Waschen mit PBS und der Zugabe von
100 pl RIPA-Puffer mit Protease Inhibitoren (complete Mini, EDTA-free Protease
Inhibitor Cocktail Tablets; Roche Diagnostics GmbH) mittels eines Zellschabers aus
der Kulturschale isoliert. Die Zellen wurden in 1,5 ml Reaktionsgefalle uberfuhrt und
fur 30 min unter leichtem Schatteln bei 4 °C lysiert. Die Zelldebris wurde bei 1000 g
und 4 °C fur 10 min in einer Zentrifuge pelletiert. Von den im Uberstand befindlichen
Proteinen wurde die Konzentration nach Bradford bestimmt (s. 2.8.2). Die Proteine

wurden bei -20 °C gelagert und standen so zur weiteren Analyse zur Verfugung.

PBS (Phosphate buffered NaCl 137 mM

saline, pH 7,3-7,4):
KCI 3 mM
NayHPO4 10 mM
KH2PO4 1,8 mM

RIPA-Puffer (pH 7,2): Natriumphosphat pH 7 10 mM
Triton X-100 1%
SDS 0,1 %
EDTA 2 mM

Vor der Benutzung wurden 143ul einer 7x Protease Inhibitor Stock-

Lésung (Roche Diagnostics) hinzugefugt.

2.8.2 Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Die Konzentrationsbestimmung von Proteinen mit Roti-Nanoquant beruht auf einer
modifizierten Proteinbestimmung nach Bradford (Bradford, 1976). Eine definierte
Konzentrationsreihe von BSA in H,O diente als Proteinstandard. Diese wurde bei
450nm und 590nm photometrisch vermessen und es wurde der Quotient
OD590/0D450 gebildet. Zur Bildung einer Eichgeraden wurden diese Quotienten

gegen die dazugehorigen BSA-Konzentrationen aufgetragen. Durch die Ermittlung
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der Steigung der Eichgeraden und ihres Schnittpunktes mit der Y-Achse konnte die
Proteinkonzentration berechnet werden:

Proteinkonzentration [ug/ml] = (ODsgo/OD4so — Y-Achsenschnittpunkt)/Steigung der
Eichgerade

2.8.3 SDS-Page

Die Grolenfraktionierung von Proteinen erfolgte in diskontinuierlichen SDS-
Polyacrylamidgelen. Fur das Polyacrylamidgel wurde zuerst das Trenngel gegossen
und mit H,O Uberschichtet. Auf das polymerisierte Trenngel wurde nun das
Sammelgel gegossen, welches mit 100ug Protein, das mit 6x SDS-Probenpuffer
versetzt und fur 6 min bei 80 °C denaturiert worden war, beladen wurde. Die
Elektrophorese wurde mit 10 mA in SDS-Elektrophorese-Puffer gestartet. Sobald die
Bromphenolblau-Bande des Probenpuffers das Trenngel erreicht hatte, wurde die
Stromstarke auf 20mA erhoht.

Trenngel (8%, 10ml):  4x Tris-CI/SDS, pH 8,8 (1,5M Tris-Cl; 0,4% SDS) 2,5 ml

H,O 5,4 ml
40% Acrylamid 2,0ml
10% (NH4)2S20s 50 pl
TEMED 5l

Sammelgel (10ml): 4x Tris-Cl/SDS, pH 6,8 (0,5M Tris-Cl; 0,4% SDS) 2,5ml

H.O 6,6 ml

40% Acrylamid 0,8 ml

10% (NH4)2S20s 100 pl

TEMED 10 pl

5x SDS-Elektrophorese-Puffer (pH 8,3): Tris 0,125 M
Glycin 0,96 M

SDS 0,5 %

H>O ad 1000 mi
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6x SDS-Probenpuffer: 4x Tris-Cl/SDS, pH 6,8 (0,5M Tris-Cl; 0,4% 7 mi
SDS)
Glycerol 24 %
SDS 8 %
DTT 0,2M
Bromphenolblau 0,012 %
H>O ad 10 ml

2.8.4 Westernblot

Die Proteine wurden im Anschluss an die Elektrophorese durch Elektro-Transfer bei
70 mA fir 2h auf eine Hybond-P PVDF-Membran (Amersham Biosciences)
ubertragen. Dazu wurden zuerst drei mit Transferpuffer getrankte Whatman Papiere
luftblasenfrei auf die Anode der Blotapparatur gelegt. Nun folgte die PVDF-Membran,
welche vorher zuerst mit Methanol getrankt und mit H,O fir 5 min gewaschen und
anschlie3end fir 20 min in Transferpuffer inkubiert worden war. Als nachstes wurde
das fur 20 min in Transferpuffer inkubierte Proteingel auf die Membran gelegt. Das
Gel wurde nun wiederum mit drei mit Transferpuffer getrankten Whatman Papieren
bedeckt und der Transfer wurde gestartet. Zur Kontrolle der Effizienz des Transfers
diente ein vorgefarbter Proteinmarker zur Molekulargewichtsbestimmung (Invitrogen).
Die Membran wurde uber Nacht bei 4 °C in 0,1 % I-Block (Tropix) geblockt. Im
Anschluss daran wurde der primare Anti-V5-Antikorper 1:5000 in TBST (TBS-
Puffer + 0,1% Tween 20) verdunnt zugegeben und fur 1 h bei Raumtemperatur unter
leichtem Schutteln inkubiert. Nach dreimaligem Waschen fir je 10 min in TBST
wurden die entsprechenden sekundaren Antikorper 1:30.000 in TBST verdunnt
zugegeben und fur 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Die Membran wurde dreimal
fur 10 min in TBST gewaschen. Die Detektion der mit alkalischer Phosphatase
konjugierten Antikoérper erfolgte mit NBT-BCIP (Sigma). Zunachst wurde die
Membran fur 5 min in AP-Puffer inkubiert, dann wurden 0,5 ml NBT/BCIP-L6sung auf
die Membran gegeben. Die Farbereaktion wurde durch Zugabe von 1 mM EDTA in
PBS gestoppt, die Membran unter flieRendem Wasser gewaschen und bei 60 °C

getrocknet.
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TBS-Puffer (Tris buffered saline, pH 7,8): Tris 50 mM
NaCl 150 mM
Transferpuffer (pH 8,3-8,4): Tris 39
Glycin 14,49
Methanol 150 ml
H,O ad 1000 ml
AP-Puffer (pH 9.,5): Tris 100 mM
NacCl 100 mM
MgCl; 5mM

2.8.5 Coomassie-Farbung von Polyacrylamidgelen

Im Anschluss an den Western Blot wurde das Proteingel in Coomassiel6sung
(Sigma; 0,006% Brilliant Blue R-250 in 10% Essigsaure) unter Schwenken fir 15 min
bei Raumtemperatur gefarbt. Coomassie bindet dabei unspezifisch an die Proteine
und farbt diese blau. Die Uberschussige Farbe wurde durch 5-minutiges Erhitzen in
H,O entfernt. Das Gel wurde anschliel’end unter Vakuum auf einer Warmeplatte fur

1 Stunde getrocknet.
2.9 Elektrophysiologische Messungen

2.9.1 Heterologe Expression von OsAKT1 in HEK293 Zellen

HEK293-Zellen sind humane embryonale Nierenzellen (engl.: human embryonic
kidney). Die 293-Zellinie stellt eine etablierte menschliche Zelllinie von adharenten,
fibroblastoiden Zellen dar, die Teile eines viralen Genoms enthalt, aber keine
infektiosen Viruspartikel erzeugt (Graham, 1977).

2.9.1.1 Kultivierung von HEK293-Zellen

Die HEK293 Zellkultur wurde in 200 mi-Zellkulturflaschen mit M10-Medium kultiviert.
Zum Umsetzten der Zellen nach 3-4 Tagen wurde die HEK293-Zellkultur 2x mit 10 ml
PBS gewaschen und die Zellen wurden nach ca. 3 min Behandlung mit 1 ml Trypsin
(ICN) durch leichtes Schlagen von der Zellkulturflasche abgeldst und mit 5 ml M10

versetzt. Diese Zellsuspension wurde fir 4 min bei Raumtemperatur mit 400 g



MATERIAL UND METHODEN 43

abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen wurden in 10 ml M10
resuspendiert. Nachdem die Zellzahl bestimmt worden war, wurden 1-2*10° Zellen
mit 15 ml M10-Medium versetzt und bei leicht gedffnetem Deckel bei 37 °C und
5% CO2 kultiviert.

M10 Medium: DMEM (Dulbecco’s Mod Eagle Medium, Gibco BRL) 500 ml
200mM L-Glutamin (Gibco BRL) 5 ml (1%)

Fetal Calf Serum (FCS) 50 ml (10%)

10000U/ml Penicillin/Streptomycin (Gibco BRL) 5 ml (1%)

PBS (Phosphate buffered saline, pH 7,3-7,4): NaCl 137 mM
KCI 3 mM

NayHPO4 10 mM

KH2PO4 1,8 mM

2.9.1.2 Transfektion von HEK293-Zellen nach der Calciumphosphat-
Methode

Am Tag vor der Transfektion wurden 2-4*10° Zellen in 1,8ml M-10 Medium in 6-well
Kulturschalen (Nunc Brand Products, Nunclon Surface) ausgesat und tber Nacht bei
37 °C und 5% CO; inkubiert.

10ug DNA wurden mit sterilen ddH,O in einem 1,5ml Reaktionsgefall auf 60pl
gebracht. Nun wurden 20ul 1M CaCl, hinzugefligt und gut durchmischt. Nach der
Zugabe von 80ul 2xBBS wurde mit einer Pipette 2-3x Luft in den Ansatz geblasen.
Der DNA-Mix wurde fur 20 min bei Raumtemperatur inkubiert und danach
tropfenweise auf die Zellen gegeben. Hier prazipitiert der Calcium-DNA-Komplex auf
die HEK293-Zellen und kann von diesen aufgenommen werden. Die Zellen wurden
uber Nacht bei 37 °C und 5% CO; inkubiert.

2 x BBS (pH 6,95 — 6,96): BES 50 mM
NaCl 280 mM
Na;HPO4 1,5 mM
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2.9.1.3 Vorbereitung der HEK293-Zellen fiir elektrophysiologische

Messungen

Runde Objekttrager wurden in Ethanol getaucht, kurz abgeflammt, in 24-well-
Schalen uberfuhrt und fr 12 h in Poly-L-Lysin (0,1% w/v, Sigma) inkubiert. Danach
wurde das Poly-L-Lysin entfernt und die Objekttrager wurden zweimal mit PBS
gewaschen. Nach dem Vorlegen von 100ul M10-Medium pro Vertiefung standen die
Schalen zum Umsetzen der Zellen zur Verfugung. Nach dem Entfernen des
Mediums wurden die Zellen je einmal mit PBS und PBS-EDTA (PBS + 0,5 g/l EDTA)
gewaschen. Durch die Zugabe von 150l Trypsin pro Vertiefung und leichtes Klopfen
an der Schale wurden die Zellen vom Boden der Schale abgeldst und anschlieRend
in 1,8 ml M10-Medium resuspendiert. Je 300 pl der Zellsuspension wurden nun auf
die Objekttrager uberfuhrt. Die Zellen wurden Uber Nacht bei 37 °C und 5% CO;
inkubiert und standen am nachsten Tag fur elektrophysiologische Messungen zur

Verfligung.

2.9.1.4 Patch-Clamp-Technik an HEK293-Zellen

Zur elektrophysiologischen Charakterisierung von OsAKT1 wurden HEK293-Zellen
mit OsAKT1/pcDNA 3.1D/V5-His-TOPO transfiziert (2.9.1.2) und mit Hilfe der Patch-
Clamp-Technik analysiert. Um die transfizierten Zellen identifizieren zu kdnnen,
wurden die Zellen zusatzlich zur Transformation mit OsAKT1/pcDNA3.1D/V5-His-
TOPO noch mit pTracer, der die codierende Sequenz flir GFP (Green Fluorescent
Protein) tragt, cotransfiziert. Die GFP-Fluoreszenz wurde mit Hilfe eines inversen
Mikroskops (Axiovert 35, Zeiss, Jena, Germany) mit Bandpassfilter (450-490 nm)
detektiert.

Alle Patch-clamp-Messungen an HEK 293-Zellen wurden von Frau Dr. Sonja Stolzle
(Julius-v.-Sachs-Institut, Uni Wurzburg) durchgefuhrt. Die Strome wurden an einem
EPC-9 Patch-clamp-Verstarker (HEKA, Lambrecht, Germany) aufgenommen. Die
Standard-Badlésung enthielt 100 mM K-Gluconat, 10 mM Mes/Tris pH 5.6, die
Osmolaritit wurde mit D-Sorbitol auf =350 mosmol-kg™' eingestellt. Die
Pipettenlosung bestand aus 150 mM K-Gluconat, 2 mM MgCl,, 10 mM EGTA,
10 mM Hepes/Tris pH 7.4 und 50 mM Glucose, die Osmolaritat wurde mit D-Sorbitol
auf =350 mosmolkg™' eingestellt. Um die Selektivitit von OsAKT1 zu
untersuchen, wurde in der Badldésung K-Gluconat durch 100 mM NH4Cl oder
100 mM Na-Gluconat ersetzt. Zum Uberpriifen der pH-Abhangigkeit von OsAKT1
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wurde die Standard-Badlésung mit 10 mM Hepes/Tris auf pH 7,4 eingestellt. Um die
Blockierung von OsAKT1 durch Ca?* bzw. Cs* zu untersuchen, wurde eine
Badlosung benutzt, die zusatzlich zur Standardzusammensetzung noch 20 mM
CaCl; bzw. 1 mM CsCI enthielt. Zur Analyse der Abhangigkeit von OsAKT1 von der

Kaliumkonzentration wurde alternativ eine Badldsung mit 30 mM K-Gluconat benutzt.
2.9.2 In Vivo- Messungen an Wurzelprotoplasten aus Oryza sativa

2.9.2.1 Isolierung von Wurzelhaarprotoplasten

Sowohl die elektrophysiologischen Messungen an Reis-Wurzelprotoplasten als auch
deren Praparation wurden von Frau Dr. Natalya lvashikina (Julius-v.-Sachs-Institut,
Uni Wuirzburg) durchgeflhrt. Wurzelhaarprotoplasten wurden durch enzymatischen
Verdau von 4-5 Tage alten Primarwurzeln gewonnen. Im Anschluss an die
Inkubation der Wurzeln far 1,5 h in Enzymlésung wurden die Protoplasten, die aus
Wurzelhaaren und Epidermiszellen entlassen worden waren, Uber ein Nylonnetz
(Porengrofle 20 pm) filtriert und zweimal mit 1 mM CaCl,-Puffer (1 = 350
mosmol-kg ', pH 5,6) gewaschen. Die Protoplastensuspension wurde eisgekiihlt
aufbewahrt und Aliquots wurden fur elektrophysiologische Experimente oder RT-

PCR-Analysen verwendet.

Enzyml6sung:  Cellulase (Onozuka R 10) 0,8 %
Pectolyase (Sigma) 0,1 %
BSA (Serva) 0,5 %
Polyvinylpyrrolidon (Sigma) 0,5 %
CaCl, 1 mM
MES/Tris (pH 5,6) 10 mM

Die Osmolalitit der Lésung wurde mit D-Sorbitol auf 300 mosmol-kg™

eingestellt.

2.9.2.2 Patch-Clamp-Technik an Wurzelprotoplasten aus Oryza sativa

Zur elektrophysiologischen Charakterisierung von OsAKT1 wurden Protoplasten aus
Wurzelhaaren isoliert (2.9.2.1) und mit Hilfe der Patch-Clamp-Technik analysiert. Die
Strome wurden an einem EPC-7-Verstarker (List-Medical-Electronic, Darmstadt,

Germany) in der ,whole cell*- oder ,outside out‘“-Konfiguration aufgenommen. Die
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Standard-Badlésung enthielt, 30 mM K-Gluconat, 1 mM CaCl; und 10 mM MES/Tris
(pH 5,6). Die Standard-Pipettenlosung bestand aus 150 mM K-Gluconat,
2 mM MgClz, 10 mM EGTA, 2 mM Mg-ATP und 10 mM Hepes/Tris (pH 7,4). Die
Osmolaritdt aller Lésungen wurde mit D-Sorbitol auf =300 mosmol - kg
eingestellt. Um die Selektivitat von OsAKT1 zu untersuchen, wurde in der Badlésung
K-Gluconat durch 30 mM NH4Cl oder 30 mM Na-Gluconat ersetzt. Zum Uberpriifen
der pH-Abhangigkeit von OsAKT1 wurde die Standard-Badlosung mit
10 mM Hepes/Tris auf pH 7,4 eingestellt. Um die Blockierung von OsAKT1 durch
Ca*" bzw. Cs* zu untersuchen, wurde die Kalziumkonzentration auf 20 mM CaCl,
erhoht, bzw. eine Badlésung benutzt, die zusatzlich zur Standardzusammensetzung
noch 1 mM CsCI enthielt. Zur Analyse der Abhangigkeit von OsAKT1 von der

Kaliumkonzentration wurde eine Badlésung mit 100 mM K-Gluconat benutzt.
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3 Ergebnisse
In vorangegangenen Experimenten konnte gezeigt werden, dass die Expression des

K*-Aufnahmekanals ZMK1 durch physiologisch aktive Auxine induziert wird (Fuchs,
1999; Philippar, 1999). Die Expression von ZMK1 folgt auch der endogenen |IAA-
Umverteilung wahrend des Gravitropismus: Der gravitropen Krimmung geht die
Akkumulation von IAA und anschlieend die Erhéhung des ZMK1-mRNA-Gehalts in
der starker wachsenden unteren Koleoptilenhalfte voraus (Philippar, 1999). In den im
Folgenden beschriebenen Experimenten sollte nun untersucht werden, ob die
Expression von ZMK1 ebenfalls durch die IAA-Umverteilung wahrend des

Phototropismus der Maiskoleoptile beeinflusst wird.

3.1 Einfluss phototroper Stimulation auf die Auxinverteilung und

Expression von ZMK1 in Maiskoleoptilen

3.1.1 Differentielle Expression von ZMK1 wahrend des Phototropismus

Es ist bekannt, dass der phototropen Kruimmung der Graskoleoptile ebenso wie der
gravitropen Reaktion eine Umverteilung des endogenen Auxins auf die starker
wachsende Seite vorausgeht (lino, 1991). Um zu untersuchen, ob ZMK1 auch
wahrend des Phototropismus entsprechend des Auxingradienten differentiell
exprimiert wird, wurden Maiskeimlinge unterschiedlich lange (0, 30, 60 und 90 min)
einseitig mit blauem Licht bestrahlt (450 nm, 10 pmol-m?s?). Die Koleoptilen wurden
dann in Licht- und Schattenseite geteilt und der ZMK1-Transkriptgehalt in den
Gewebehalften durch quantitative Echtzeit-RT-PCR bestimmt (Abb. 11).

Abb. 11. Differentielle Expression

2,0 1 mmmm Schattenseite von ZMK1 in photostimulierten
== Lichtseite Keimlingen.

l Relativer Gehalt an  ZMK1-
1,5 1 Transkripten in belichteter (graue
Balken) und lichtabgewandter
Koleoptilenhalfte (schwarze Balken)
nach 0, 30, 60, 90 min einseitiger
Bestrahlung mit Blaulicht. Der
Gehalt an ZMK1 mRNA wurde durch
0,5 1 ﬂ quantitative RT-PCR (Light Cycler)

1,0 1

bestimmt und mittels eines Aktin-
Signals normiert (n=3, MW + SF,
relative Einheiten).

relativer Gehalt ZMK1 mRNA

0,0 - , : ,
0 30 60 90
Zeit (min)
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In Reaktion auf die Belichtung stieg der Gehalt an ZMK1-Transkripten in beiden
Koleoptilenhalften wahrend der ersten 30 min auf das etwa 1,5-fache des
Ausgangswertes an. Im weiteren Verlauf sank der Gehalt an ZMK1-mRNA auf der
belichteten, wachstumsinhibierten Seite stetig ab, wahrend die Expression von ZMK1
auf der starker wachsenden Schattenseite konstant blieb. Ein signifikanter
Unterschied im ZMK1-mRNA-Gehalt zwischen Licht- und Schattenseite war 60 min
nach dem Einsetzen der Belichtung erkennbar. Nach 90 min Photostimulation war
die Expression von ZMK1 auf der Schattenseite etwa 3-fach hoher als in der
belichteten Koleoptilenhalfte. Es ist zu beachten, dass durch die hier beschriebene
Vorgehensweise stets der in der Literatur beschriebene sogenannte "zeitabhangige
Phototropismus" (time-dependent phototropism, TDP) ausgelost wurde. Diese
Krimmungsreaktion auf eine Blaulichtquelle hin hangt im Gegensatz zum ersten und
zweiten Puls-induzierten positiven Phototropismus (first and second pulse-induced
positive phototropism, fPIPP und sPIPP) weniger von der Photonenflussrate und
somit der Intensitat der Lichtquelle, sondern hauptsachlich von der Zeitdauer der
Belichtung ab (zum Uberblick lino, 2001). Somit wird durch den TDP am ehesten die
in der freien Natur vorkommende Wachstumsreaktion von Pflanzen auf dauerhaft

geanderte Lichtverhaltnisse beschrieben.

3.1.2 Differentielle Expression von ZMK1 wahrend der Photostimulation

,ohne Schwerkraft

In gravistimulierten Maiskoleoptilen ist die Menge an ZMK1 Transkripten in der
wachstumsstimulierten unteren Flanke nach 90 min bis zu siebenfach hdéher als in
der oberen Koleoptilenhalfte, wohingegen der ZMK1-mRNA-Gradient in
photostimulierten Keimlingen nur ca. 1:3 betrug. Da wahrend der phototropen
Stimulation immer noch die Schwerkraft auf die Keimlinge wirkt, konnte vermutet
werden, dass die Gravitation einer weiteren Erhdhung der differentiellen ZMK1-
Expression und einer starkeren Krummung zur Lichtquelle entgegenwirkte. Um zu
untersuchen, ob die differentielle Expression von ZMK1 und die
Koleoptilenkrimmung in photostimulierten Keimlingen “ohne“ Einfluss der
Erdschwerkraft starker ausgepragt sind, wurden die Pflanzen auf dem Blue Light
Cycler (“BLC*, s. 2.1.3) belichtet. Dieser Klinostat ermdglicht eine Photostimulation

der Koleoptilen bei nomineller Abwesenheit eines Schwerereizes (s. Abb. 9). Nach
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Photostimulation auf dem BLC sollte demzufolge der Krimmungswinkel der

Keimlinge deutlich erhoht sein.
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Abb. 12. Krimmungswinkel von
Maiskeimlingen nach verschiedenen
tropistischen Stimuli.
Krimmungswinkel von Maiskoleoptilen
4h nach dem Beginn der
Gravistimulation (G, schwarze Balken),
Photostimulation (Bl+g, graue Balken)
und Photostimulation auf dem BLC
(Bl-g, weilte Balken).
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Zunachst wurde der Krummungswinkel von gravi- und photostimulierten
Maiskeimlingen mit dem solcher Pflanzen verglichen, die auf dem BLC
photostimuliert worden waren (Abb. 12). Gravitrop gereizte Keimlinge wiesen 4h
nach dem Einsetzen des Gravistimulus einen Krummungswinkel von 53.4 + 3.5°
(n =32, MW = SF) auf, wohingegen phototrop stimulierte Pflanzen nur um 23 + 1.4°
(n =30, MW = SF) gekrummt waren. Keimlinge, die auf dem Klinostaten belichtet
wurden, zeigten eine erheblich starkere Reaktion (Krimmung um $51.5 +2.7°, n = 32,
MW x SF), die mit derjenigen der gravistimulierten Pflanzen vergleichbar war.

Diese Ergebnisse legten den Schluss nahe, dass die Grolde des Krimmungswinkels
mit der Auspragung des ZMK1-Gradienten in den beiden unterschiedlich stark
wachsenden Flanken der Koleoptile zusammenhangt. Die Schwerkraft konnte
demzufolge hemmend auf die phototrope Krimmung wirken, indem durch eine
entgegengesetzte differentielle Gravistimulation ein starkerer Gradient der ZMK1
Expression durch den Lichtstimulus verhindert wird. Umgekehrt lag es nahe, zu
vermuten, dass die starkere phototrope Krimmung auf dem Klinostaten durch eine
ausgepragtere differentielle Expression von ZMK1 beglnstigt wird. Um diese
Hypothese zu prufen, wurde die Expression von ZMK1 mittels quantitativer RT-PCR
in Maiskeimlingen untersucht, die auf dem BLC, also “ohne“ den Einfluss der

Schwerkraft einseitig mit blauem Licht bestrahlt worden waren (Abb. 13).
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Abb. 13. Differentielle Expression von ZMK1 in photostimulierten Keimlingen “ohne“
EinfluB der Gravitation.

Relativer Gehalt an ZMK1 Transkripten in belichteter (graue Balken) und lichtabgewandter
Koleoptilenhalfte (schwarze Balken) nach 0, 30, 60, 90 min einseitiger Blaulicht-Bestrahlung
und gleichzeitiger Rotation auf dem Klinostaten (BLC). Die Rotation begann bereits 30 min
vor dem Einsetzen der Belichtung. Der Gehalt an ZMK1 mRNA wurde durch quantitative RT-
PCR bestimmt und mittels eines Aktin-Signals normiert (n = 3, + SF, relative Einheiten).

Es zeigte sich, dass die ZMK1-Transkriptmenge zunachst nach dem Einsetzen der
Rotation des BLC gleichmaRig auf beiden Seiten der Koleoptile zunahm. Nach dem
Beginn der Belichtung sank die Menge an ZMK1-mRNA in der wachstumsinhibierten
belichteten Halfte stetig ab, wohingegen die ZMK1-Expression auf der starker
wachsenden lichtabgewandten Seite zunachst geringfligig sank und im weiteren
Verlauf des Experiments konstant blieb. Auch hier konnte, wie schon bei den unter
‘normalen® Schwerkraftbedingungen photostimulierten Pflanzen, ein signifikanter
Unterschied im ZMK1-mRNA-Gehalt zwischen Licht- und Schattenseite nach 60 min
detektiert werden. Der ZMK1-mRNA-Gradient war nach 90 min allerdings nicht
verschieden von dem in photostimulierten Keimlingen. Auch nach der Belichtung auf
dem BLC war die Expression von ZMK1 auf der Schattenseite nur ca. 3-fach hdher
als in der belichteten Koleoptilenflanke, so dass die zuvor aufgestellte Hypothese

zunachst nicht im Einklang mit den bisherigen Ergebnissen stand.
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3.1.3 Zeitlich und raumlich aufgeloste IAA-Umverteilung in phototrop
stimulierten Koleoptilen

Da sowohl der gravi- als auch der phototropen Krimmung der Graskoleoptile eine
Umverteilung des endogenen Auxins vorausgeht (lino, 1991), sollte im Folgenden
Uberprift  werden, ob diese IAA-Umverteilung durch  verschiedene
Schwerkraftbedingungen beeinflusst wird. Hierfir wurde der Gehalt an freier IAA im
Koleoptilengewebe von unter normalen Gravitationsverhaltnissen und auf dem BLC
photostimulierten Maiskeimlingen in Abhangigkeit von der Stimulationsdauer
gemessen (Abb. 14-16). Diese Analysen erfolgten mittels GC-MS (s. 2.3) und wurden
von Frau Dr. Karin Ljung in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Géran Sandberg, Institut
fur Forstgenetik und Pflanzenphysiologie in Umea, Schweden, durchgefiihrt. Der

IAA-Gehalt wurde Uber einen Zeitraum von 240 min aufgezeichnet.

Abb. 14. I1AA-Konzentration in
phototrop stimulierten
Maiskoleoptilen.

Zeitverlauf der IAA-Konzentration in
der gesamten Koleoptile nach
phototroper Stimulation unter
normalen  Schwerkraftbedingungen
(Bl+g, e) oder auf dem rotierenden
BLC (Bl-g, 0); n =3, MW % SF.
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Zunachst wurde die Auxinkonzentration in ganzen Koleoptilen nach Photostimulation
unter verschiedenen Schwerkraftbedingungen ermittelt (Abb 14). Ausgehend von
einem initialen Wert von 28 +0,5 pglAA/mg FG stieg die IAA-Konzentration
innerhalb der ersten 5 min nach Beginn der Belichtung an, wobei dieser Anstieg in
den unter normaler Schwerkraft behandelten Pflanzen erheblich ausgepragter war
als in den auf dem BLC belichteten Keimlingen. Danach nahm die Konzentration an
freiem Auxin in den unter normaler Gravitation photostimulierten Pflanzen stetig ab
und erreichte nach 90 min ein basales Niveau von 28 £ 0,8 pg IAA/mg FG. Im
Gegensatz hierzu nahm in den auf dem BLC behandelten Keimlingen (ohne

Schwerkraft) die IAA-Gesamtmenge stetig zu und zeigte nach 60 min ein Maximum
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von 34,5 £ 1,1 pg IAA/mg FG. Im weiteren Verlauf des Experiments sank auch hier
die Menge an freier IAA und pegelte sich auf einen Grundgehalt von
241 £ 2 pg IAA/mg FG ein.

Um die IAA-Umverteilung zwischen wachstumsgehemmter und schnell wachsender
Koleoptilenseite verfolgen zu kénnen, wurde nun die IAA-Konzentration auf Licht-

und Schattenseite photostimulierter Maiskoleoptilen untersucht (Abb. 15a und 15b).

a b
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Abb. 15. Zeitabhangige IAA-Umverteilung in phototrop stimulierten Maiskoleoptilen.
(a) IAA-Konzentration auf Schatten- (e) und Lichtseite (o) nach Blaulichtbehandlung (BI+g).
(b) IAA-Konzentration auf Schatten- (e) und Lichtseite (o) nach Blaulichtbehandlung auf dem
rotierenden BLC (BI-g) ; n = 3, MW £ SF.

In Pflanzen, die unter normalen Schwerkraftbedingungen belichtet worden waren,
stieg die Konzentration an freier IAA innerhalb von 5 min nach Einsetzen des Reizes
auf beiden Seiten an und kehrte dann auf etwa das Ausgangsniveau zurtck (Abb.
15a). Im weiteren Verlauf der Photostimulation sank der Auxingehalt in der
wachstumsinhibierten belichteten Koleoptilenhalfte weiter ab, wahrend die |AA-
Konzentration auf der starker wachsenden Schattenseite etwa konstant blieb. Eine
Umverteilung des endogenen Auxins war 60 min nach dem Einsetzen der Belichtung
detektierbar. In Keimlingen, die auf dem rotierenden BLC “ohne® den Einfluss der
Gravitation photostimuliert worden waren, war der initiale Anstieg der
Auxinkonzentration in beiden Halften weniger ausgepragt (Abb. 15b). Stattdessen
blieb der IAA-Gehalt bis 30 min nach Beginn des Experiments auf beiden Seiten der
Koleoptile konstant und fiel danach in der belichteten Halfte stetig ab, bis nach
120 min ein basaler IAA-Gehalt von 20,5 £ 1,6 pg IAA/mg FG erreicht wurde. Auf der
Schattenseite jedoch stieg die Auxinkonzentration bis auf 39,0 + 1,4 pg IAA/mg FG
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an und nahm erst 60 min nach Beginn der Belichtung wieder ab. Auch in den auf
dem BLC photostimulierten Pflanzen konnte also eine Umverteilung des endogenen
Auxins nach 60 min beobachtet werden. Diese IAA-Umverteilung war aber im
Gegensatz zu den unter normalen Schwerkraftbedingungen belichteten Keimlingen
auf einen deutlichen Anstieg der Auxinkonzentration in der wachstumsstimulierten
Schattenseite zuruckzufuhren.

Um zu untersuchen, wo in der Koleoptile die fur diesen enormen
Konzentrationsanstieg verantwortliche 1AA-Freisetzung stattfindet, wurde der Gehalt
an freier IAA auf Licht- und Schattenseite der Koleoptilspitze (0-5 mm) und in der
Koleoptilenbasis (5-20 mm) unter verschiedenen Schwerkraftbedingungen ermittelt
(Abb. 16).

a BL+g b BL-g
—@— Spitze: Schattenseite —@— Spitze: Schattenseite
100 —O— Spitze: Lichtseite 100 . O~ Spitze: Lichtseite
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90 —— Basis: Lichtseite 90 1 —— Basis: Lichtseite
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R —
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Abb. 16. Zeitabhdngige IAA-Umverteilung in Spitze und Basis phototrop stimulierter
Maiskoleoptilen.

(a) IAA-Konzentration auf Schatten- (e) und Lichtseite (o) der Koleoptilenspitze oder auf
Schatten- (¥) und Lichtseite (A) der Koleoptilenbasis nach Blaulichtbehandlung (BI+g). (b)
IAA-Konzentration auf Schatten- (e) und Lichtseite (o) der Koleoptilenspitze oder auf
Schatten- (V) und Lichtseite (A) der Koleoptilenbasis nach Photostimulation auf dem BLC
(BI+g) ; n=3, MW + SF.

Wie bereits von Philippar et al. (1999) fur gravistimulierte Maiskeimlinge gezeigt, war
die Auxinkonzentration zu Beginn des Experiments in der Koleoptilenspitze am
héochsten (50 £5 pg/mgFG) und nahm zur Koleoptilenbasis hin ab
(20 £ 2 pg/mg FG). In unter normalen Schwerkraftbedingungen photostimulierten
Koleoptilen stieg der IAA-Gehalt innerhalb der ersten 5 min nach Beginn der
Belichtung sowohl in der Spitze als auch in der Basis an und fiel dann sofort wieder

auf das Ausgangsniveau ab (Abb. 16a). Wahrend im unteren Koleoptilenabschnitt
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nur eine sehr geringe Umverteilung des endogenen Auxins in die Schattenseite
festgestellt werden konnte, war die IAA-Konzentration in der Koleoptilenspitze nach
60 min auf der Schattenseite deutlich hoher als in der belichteten Flanke. In
Keimlingen, die auf dem BLC belichtet worden waren, konnte in der Koleoptilenbasis
ebenfalls nur ein sehr schwach ausgepragter IAA-Gradient detektiert werden (Abb.
16b). In der Koleoptilenspitze hingegen stieg die Auxinkonzentration in beiden
Halften zunachst bis auf etwa 63 pg/mg FG leicht an und fiel dann auf der
wachstumsinhibierten Lichtseite wieder auf den urspringlichen Wert zurick. Auf der
starker wachsenden Schattenseite der Koleoptilenspitze jedoch erreichte der Gehalt
an freier IAA nach 60 min ein Maximum von 85,7 £ 3,6 pg/mg FG. Aufgrund dieser
Ergebnisse ist davon auszugehen, dass der enorme Auxingradient in
photostimulierten Koleoptilen im BLC-Experiment (s. Abb 15b) mafigeblich durch die
Umverteilung oder differentielle Freisetzung von IAA in der aullersten

Koleoptilenspitze verursacht wird.

3.1.4 Lokalisation der ZMK1-mRNA-Umverteilung innerhalb der
Koleoptile

Ausgehend von der Annahme, dass die transkriptionelle Aktivierung des ZMK1-Gens
nach Uberschreiten eines Schwellenwertes bezilglich der endogenen IAA-
Konzentration erfolgt, stellte sich nun die Frage, ob die differentielle Expression von
ZMK1 — ebenso wie die Umverteilung endogenen Auxins — in der Koleoptilenspitze
am deutlichsten ist. Hierfur wurde mittels quantitativer RT-PCR die Expression von
ZMK1 in Koleoptilenspitze und —basis von Maiskeimlingen untersucht, die unter
verschiedenen Schwerkraftbedingungen einseitig mit blauem Licht (450 nm,
10 umol-m?:s) bestrahlt worden waren. Als interne Kontrolle wurde hier zusatzlich
die Expression des Blaulichtrezeptors PHOT1 in Koleoptilenspitze und -basis
verfolgt, da bereits gezeigt werden konnte, dass dieses Protein hauptsachlich in der
photosensitiven Koleoptilenspitze lokalisiert ist (Hager und Brich, 1993; Kaldenhoff
und lino, 1997). In unbehandelten Kontrollpflanzen wurden sowohl ZMK1 als auch
PHOT1 uberwiegend in der Koleoptilenspitze exprimiert (Abb. 17). Die Menge an
ZMK1-Transkripten in der Koleoptilenbasis war im Vergleich zur Spitze um 55%
reduziert, PHOT1 mRNA wurde sogar fast ausschlief3lich in den obersten 5mm der
Keimlinge detektiert. In der Basis betrug die PHOT1-Transkriptmenge nur etwa 15%

des in der Spitze ermittelten Wertes. Vor Beginn der Blaulichtbehandlung waren die
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Transkripte beider Gene erwartungsgemal in gleicher Menge in den beiden Flanken

der Koleoptile vorhanden.
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Abb. 17. Lokalisation der ZMK1- bzw PHOT1-Expression in photostimulierten
Maiskeimlingen.

Relativer Gehalt an ZMK1 und PHOT1-Transkripten auf Schatten- (m) und Lichtseite (o) der
Koleoptilenspitze (oben) und —basis (unten) nach Blaulichtbehandlung unter normalen
Schwerkraftbedingungen vor Beginn des Experiments (links) und nach 90 min (rechts). Der
Gehalt an ZMK1 und PHOT1 mRNA wurde durch quantitative RT-PCR bestimmt und mittels
eines Aktin-Signals normiert (n = 3, + SF, relative Einheiten). Die Menge an ZMK1- bzw.
PHOT1-Transkripten in der belichteten Seite der Koleoptilenspitze zu Beginn des
Experiments wurde jeweils auf 1 gesetzt, die Ubrigen Werte relativ hierzu berechnet.

90min nach Beginn der einseitigen Bestrahlung mit Blaulicht blieb die Expression von
PHOT1 in Spitze und Basis unverandert. Die Expression von ZMK1 hingegen war
auf der Schattenseite der Koleoptilenspitze nach 90 min Blaulichtbehandlung etwa
dreimal hoher als in der Lichtseite. In der Koleoptilenbasis war der ZMK1-mRNA-
Gradient hingegen signifikant geringer ausgepragt: Auch hier konnten mehr ZMK1-
Transkripte auf der wachstumsstimulierten Schattenseite detektiert werden, jedoch
nur ca. 1,5-mal mehr als in der belichteten Halfte.

Zusammenfassend lasst sich damit feststellen, dass die Expression von ZMK1 der
IAA-Umverteilung in der Koleoptilenspitze wahrend des Phototropismus folgt,
wahrend die Transkription des Blaulichtrezeptors PHOT1 durch diesen Prozess nicht

beeinflusst wird.
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3.1.5 Zeitabhangige differentielle Expression von ZMK1l unter

verschiedenen Schwerkraftbedingungen

Wie in 3.1.1 und 3.1.2 gezeigt, war der Krummungswinkel gravistimulierter und auf
dem BLC photostimulierter Maiskeimlinge 4h nach Beginn des Experiments etwa
gleich grol3, die differentielle Expression von ZMK1 in den gravistimulierten
Keimlingen jedoch erheblich ausgepragter. So konnte zunachst unsere Hypothese,
dass der wahrend einer tropistischen Krimmung erreichte Winkel mit der Hohe des
ZMK1-Gradienten korreliert ist, nicht bestatigt werden. Die Expression von ZMK1 in
den beiden Koleoptilhalften war bislang allerdings stets nur innerhalb der ersten
90min nach dem Einsetzen des Schwere- bzw. Lichtreizes verfolgt worden, so dass
die Moglichkeit bestand, dass der =zeitliche Verlauf der differentiellen ZMK1-
Expression unter verschiedenen Schwerkraftbedingungen verandert ist. Um diese
Hypothese zu prufen, wurde die Menge an ZMK1-Transkripten auf Licht- und
Schattenseite photostimulierter Maiskeimlinge unter den beiden
Schwerkraftbedingungen wahrend einer Dauer von 4h verfolgt (Abb. 18). Wie bereits
in den zuvor beschriebenen Experimenten gezeigt, war die Expression von ZMK1
90min nach dem Einsetzen des Lichtreizes auf der Schattenseite etwa dreimal héher
als in der wachstumsgehemmten belichteten Koleoptilenflanke, und zwar unabhangig
davon, ob die Pflanzen auf dem BLC oder unter dem normalen Einfluss der
Gravitation photostimuliert worden waren. 180min nach Beginn der Bestrahlung mit
blauem Licht lag das Verhaltnis an ZMK1-Transkripten zwischen Schatten- und
Lichtseite in unter dem normalen Schwerkraftbedingungen belichteten Pflanzen
wieder bei 1, d.h., ZMK1 wurde in den beiden Koleoptilhalften wieder gleich stark
exprimiert, obwohl der Lichtreiz andauerte. In den auf dem BLC photostimulierten
Pflanzen jedoch war die Expression von ZMK1 3h nach Belichtungsbeginn auf der
starker wachsenden Schattenseite 4-5-mal hoher als in der Lichtseite, d.h. ZMK1
wurde immer noch differentiell exprimiert. Dabei war der Gradient an ZMK1-
Transkripten zwischen den beiden Flanken weiter angestiegen und nun fast so grof3
wie nach 90min Gravistimulation (6-7-fach hohere ZMK1-Expression auf der
wachstumsstimulierten Unterseite, s. Fuchs, 1999 und Philippar, 1999). Erst 240min
nach Beginn des Experimentes und mit dem Erreichen der maximalen Krimmung
waren die ZMKI1-Transkripte auf Licht- und Schattenseite unter beiden

Schwerkraftbedingungen wieder gleich verteilt.
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Diese Ergebnisse lassen die Vermutung zu, dass die starkere Krummung
photostimulierter Keimlinge ,ohne“ den Einfluss der Schwerkraft darauf
zuruckzufuhren ist, dass die differentielle Expression von ZMK1 langer andauert und
somit Uber einen langeren Zeitraum die fur die Zellstreckung erforderliche

Kaliumaufnahme auf der Schattenseite der Koleoptile erméglicht wird.

6 Abb. 18. Zeitabhangige diffe-
rentielle Expression von ZMK1 in
5 1 ® bl-g photostimulierten  Maiskoleop-
© bl+g tilen unter verschiedenen

41 Schwerkraftbedingungen.

Verhaltnis der ZMKI1-Transkript-
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Lichtseite von unter normalen
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1¢ bestrahlten Keimlingen nach 0, 30,
60, 90, 180 und 240 min.
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3.2 Charakterisierung von OsAKT1 aus Reis

Die Veroffentlichung des Genoms von Oryza sativa (Kikuchi, 2003) hat dazu geflhrt,
dass Reis als Modellpflanze zur Untersuchung des pflanzlichen Wachstums und der
Aufnahme von Nahrstoffen enorm an Bedeutung gewonnen hat. Da Kaliumionen den
wichtigsten Makronahrstoff in Pflanzen darstellen und in vorangegangenen Studien
die Bedeutung von ZMK1 fir das auxininduzierte Koleoptilwachstum bereits
beschrieben wurde, sollte in der vorliegenden Arbeit auch der ZMK1-orthologe
Kaliumkanal aus Reis charakterisiert werden. Eine Analyse der verfigbaren
Sequenzen des Reisgenoms deutete die Existenz zweier ZMK1-orthologer Kanale in
Reis an. Zunachst gelang nur die Klonierung eines dieser beiden Gene, welches im

Folgenden als OsAKT1 bezeichnet werden soll.

3.2.1 Klonierung von OsAKT1
Da ZMK1 zur AKT1-Unterfamilie pflanzlicher Kaliumkanale gehort, wurden

ausgehend von der vergleichenden Analyse der veroéffentlichten Sequenzen des
Reisgenoms mit bereits bekannten Sequenzen AKT1-orthologer Kanale Primer
erstellt, die die Amplifikation des Vollangen-cDNA-Molekils von OsAKT1
ermoglichten (Abb. 19). Als Matrize diente cDNA, die aus den Wurzeln von 5 Tage

alten Reiskeimlingen hergestellt worden war.

Abb. 19: Spezifisches PCR-Produkt des

5000 - i cDNA-Molekiils von OsAKT1.
Gelelektrophoretische Auftrennung der
28000 Produkte, die die PCR auf Wurzel-cDNA mit

den Primern OsAKT1 fl fw und OsAKT1 fl rev
ergab. Es zeigte sich als Hauptprodukt nur
eineBande der erwarteten GréRRe von ca. 2800
bp; A-Pst: GréRenstandard mit Angabe der
Fragmentgréfen in bp.
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Kurze Zeit spater wurde die Klonierung von OsAKT1 durch eine andere

Arbeitsgruppe berichtet (Golldack, 2003), die partielle cONA-Sequenz wurde unter
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Abb. 20: Sequenzvergleich von OsAKT1 mit ZMK1 (Zea Mays) und AKT1 (Arabidopsis
thaliana).

Identische Aminosauren sind schwarz, konservierte grau unterlegt. Die transmembranen
Segmente S1-S6 und die Porenregion P sind durch durchgezogene Linien hervorgehoben.
Die potentielle Bindestelle fiir cyclische Nukleotide (cNMP) ist durch eine gestrichelte Linie,
die Ankyrin-Konsensus Domane (ANK) durch eine gepunktete Linie markiert. C-terminal
hydrophobe und saure Domanen (Ky, Ka) sind eingerahmt.
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der Nummer AY065970 in der Sequenzdatenbank GenBank abgelegt. Die
Sequenzierung des von uns erhaltenen Vollangen-PCR-Produkts ergab ein
durchgangiges Leseraster von 2802 Nukleotiden und bestatigte die vorhergesagte
Basenfolge fiir OsAKT1 in Ubereinstimmung mit der von Golldack, 2003 publizierten
Sequenz. Die in Abbildung 20 dargestellte abgeleitete Peptidsequenz beinhaltete
934 Aminosauren mit einer Masse von 104,4 kD und zeigte die typischen
Strukturbereiche der Kaliumkanale des Shaker-Typs mit sechs transmembranen
Segmenten S1-S6 und einer Porenregion P zwischen dem funften und sechsten
membrandurchspannenden Bereich. Wie erwartet zeigte OsAKT1 im Vergleich mit
weiteren Vertretern pflanzlicher Kaliumkanale die groten Ahnlichkeiten zu ZMK1 (77
% Aminosaureidentitat) und zu AKT1 (62% Aminosaureidentitat) und lasst sich somit

in die AKT1-Unterfamilie pflanzlicher Shaker-Kaliumkanale einordnen.

3.2.2 Lokalisation der OsAKT1-Transkripte

Die Kanale der einzelnen Shaker-Unterfamilien zeichnen sich haufig durch
spezifische Expressionsmuster aus, die mit der physiologischen Bedeutung der
jeweiligen Kanale Kkorreliert werden konnen. So wurden Vertreter der AKT1-
Unterfamilie bislang gro3tenteils in der Wurzel lokalisiert, so dass ihnen eine Rolle fur
die Kaliumaufnahme aus dem Boden zugeschrieben wird. Die Expression von AKT1
konnte in Epidermis und Cortex der Wurzel und in Wurzelhaaren nachgewiesen
werden (Basset, 1995; Lagarde, 1996), jedoch auch in Hydathoden, Hypokotyl,
Tumorgewebe und sogar Schliel3zellen (Deeken, 2003; Lagarde, 1996; Philippar,
2004; Szyroki, 2001). Der AKT1-orthologe Kanal aus Kartoffeln, SKT1, wurde
ebenfalls in  Wurzeln, aber auch in mit SchlieRzellen angereicherten
Epidermisfraktionen gefunden (Zimmermann, 1998). Auch in Weizen und Tomate
konnten die Transkripte AKT1-orthologer Kaliumkanale (TaAKT1 und LKT1) in der
Wurzel lokalisiert werden (Buschmann, 2000; Hartje, 2000). Im Gegensatz hierzu
wurde die Expression des ebenfalls der AKT1-Unterfamilie zuzuordnenden ZMK1
aus Mais zwar ebenfalls in der Keimlingswurzel lokalisiert, jedoch war die ZMK1-
Transkriptmenge in der Koleoptile am hochsten (Fuchs, 1999; Philippar, 1999). Um
die Bedeutung von OsAKT1 fir das Wachstum naher zu untersuchen, wurde
zunachst das Expressionsmuster des Kanals im Keimling bestimmt. Das
reprasentative Ergebnis einer hierzu durchgefuhrten Northern Blot Analyse ist in Abb.
21 zu sehen.
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Abb. 21. Gewebespezifische Expression von OsAKT1 im Keimling von Oryza sativa.
Northern Blot von je 1 ug mRNA, die aus Koleoptile (K), Primarblatt (PB) und Wurzel (W) von
im Dunkeln gewachsenen 5 Tage alten Keimlingen und aus Sprof3 (S) und Wurzel (W) von
im Licht angezogenen 5 Tage alten Reispflanzen isoliert worden war. Die mRNA wurde mit
einer radioaktiv markierten Vollangen-Sonde von OsAKT1 hybridisiert. Die Quantifizierung
erfolgte durch Hybridisierung von 10 ng mRNA (Northern Dot Blot) mit einer radioaktiv
markierten oligo(dT)-Sonde.

In etiolierten, 5 Tage alten Keimlingen war die Expression von OsAKT1 in Koleoptile
und Wurzel am hochsten. Bei im Licht gewachsenen ebenso alten Pflanzen wurde
ebenfalls in der Wurzel die hochste OsAKT1-Transkriptmenge gefunden. Sowohl im
etiolierten Primarblatt als auch im belichteten Spross war die Expression von
OsAKT1 vergleichsweise niedrig. OsAKT1 weist im Keimling demzufolge eher ein
AKT1-ahnliches Expressionsmuster auf, wahrend ZMK1, zu dem OsAKT1 die
hdochsten Sequenzhomologien besitzt, hauptsachlich in der Koleoptile des

Maiskeimlings exprimiert wird (Fuchs, 2003; Philippar, 1999).

3.2.3 Regulation der OsAKT1-Expression durch Auxin

Da fir ZMK1 bereits nachgewiesen werden konnte, dass dessen Expression durch
Auxine induziert wird (Philippar, 1999), sollte nun Uberpruft werden, ob die
Transkription von OsAKT1 ebenfalls einer Regulation durch IAA unterliegt. Hierzu
wurde von 4-5 Tage alten Reiskeimlingen die Koleoptile prapariert, die Spitze
entfernt und die Koleoptilsegmente nach dem Auswaschen endogenen Auxins fur 15,
45 und 90 min in 5 yM IAA inkubiert. In anschlieenden Northern Blot Analysen
stellte sich heraus, dass die OsAKT1-Genaktivitat nicht oder nur in sehr geringem
Umfang durch die Applikation exogenen Auxins beeinflusst wurde (Abb. 22). Die fur
ZMK1 bereits gezeigte Expressionssteigerung um den Faktor 7 nach der Behandlung

der Koleoptile mit IAA konnte fir OsAKT1 nicht beobachtet werden. Die Expression
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des Transkriptionsfaktors OsARF1, dessen Auxinregulation bereits von Waller, 2002

beschrieben wurde, nahm jedoch im Laufe des Experiments erwartungsgemal zu.

0 15 45 90

OsAKT1 — am
OsARF1 L

oligo(dT)

Abb. 22. Die Expression von OsAKT1 ist Auxin-insensitiv.

Northern Blot von je 1 uyg mRNA aus Koleoptilsegmenten, die fir 0, 15, 45 oder 90 min mit
5 uM IAA behandelt worden waren. Die mRNA wurde mit einer radioaktiv markierten
Vollangen-Sonde von OsAKT1 und anschlieflend mit einer Sonde flir OsARF1 hybridisiert.
Die Quantifizierung erfolgte durch Hybridisierung von 10 ng mRNA (Northern Dot Blot) mit
einer radioaktiv markierten oligo(dT)-Sonde.

Diese Ergebnisse zeigen, dass OsAKT1 trotz seiner hohen Sequenzhomologie zu
ZMK1 durch ein anderes Expressionsmuster im Keimling und Auxin-Insensitivitat
charakterisiert war. Eine Anbindung an andere Signalnetzwerke der Zelle sowie eine

mogliche, von ZMK1 verschiedene Funktion des OsAKT1-Kanals lag somit nahe.
3.2.4 Elektrophysiologische Charakterisierung von OsAKT1

3.2.4.1 Funktionelle Expression von OsAKT1 in HEK293-Zellen

Um die biophysikalischen Eigenschaften von OsAKT1 untersuchen zu konnen,
wurde die cDNA von OsAKT1 zunachst in den Expressionsvektor pcDNA3.1D/V5-
His-TOPO (Invitrogen) subkloniert, wobei das Stop-Codon von OsAKT1 entfernt
wurde, um eine translationale Fusion mit dem V5-Epitop zu gewahrleisten. In mit
OsAKT1/pcDNA3.1D/V5-His-TOPO transfizierten HEK293-Zellen konnte daher das
OsAKT1-Protein durch den Einsatz eines Anti-V5-Antikdrpers nachgewiesen werden
(Abb. 23).
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Abb. 23. Nachweis von OsAKT1 in transfizierten M AKTZ; OsAKISIIGTOS

HEK293-Zellen

Western Blot von je 100ug Gesamtprotein, das aus
HEK293-Zellen isoliert wurde, die mit
AKT2/pcDNA3.1D/V5-His-TOPO  (Positivkontrolle, 118 '

ca. 92 kD) oder OsAKT1/pcDNA3.1D/V5-His-TOPO -
transfiziert worden waren. In letzteren konnte B
OsAKT1/V5-His durch einen Anti-V5-Antikdrper in 85

einer Héhe von ca. 110 kD detektiert werden.

Gesamtprotein aus untransfizierten HEK293 wurde

in der rechten Spur aufgetrennt und diente als 50
Negativkontrolle. M: Vorgefarbter Proteinmarker mit

Angabe der GroRen in Kilodalton (kD)
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In elektrophysiologischen Untersuchungen wurde OsAKT1 nun durch Frau Dr. Sonja
Stolzle (Julius-v.-Sachs-Institut, Universitat Wirzburg) weiter charakterisiert. An nicht
mit OsAKT1 transfizierten HEK293-Zellen konnten keine Kalium-Einwartsstrome
gemessen werden. In mit OsAKT1/ pcDNA3.1D/V5-His-TOPO transfizierten Zellen
jedoch wurde durch hyperpolarisierende Membranspannungen negativ von -100 mV
ein spannungsabhangiger, einwartsgleichrichtender Kaliumkanal aktiviert (Abb. 24a).
Wie flr einen K'-selektiven Kanal erwartet, nahmen die durch OsAKT1 vermittelten
Strome mit zunehmender Kaliumkonzentration im extrazellularen Medium zu und das
Umkehrpotential wurde zu positiveren Spannungen hin verschoben (nicht gezeigt).
Neben K" war OsAKT1 auch fiir NHs" permeabel, wie es auch bereits fir AKT1
berichtet wurde (Bertl, 1997). Mit 100 mM Na® in der externen Lésung hingegen
wurden keine OsAKT 1-vermittelten Strome registriert (Abb. 24b).

Die Anwesenheit von 20 mM Ca®* oder 1 mM Cs* im AuBenmedium fiihrte zu einem
spannungsabhangigen Block von OsAKT1 (Abb. 24c). Neben K*, Na® und NH,"
spielen auch Protonen eine wichtige Rolle in der pflanzlichen Ernahrung, da die
Nahrstoffaufnahme haufig von pH-Anderungen begleitet bzw. durch pH-Gradienten
bedingt wird. So werden durch die Aktivitdt der H*-ATPase in der Plasmamembran
pH- und Potentialgradienten Uber der Plasmamembran aufrechterhalten, die u.a. fur
die Aktivierung von Kaliumkanalen erforderlich sind. So sind beispielsweise die
Einwartsgleichrichter KST1, SPIK KDC1, LKT1 und ZMK1 durch die Ansauerung des
extrazellularen Mediums aktivierbar (Downey, 2000; Hartje, 2000; Hoth, 1997;
Mouline, 2002; Philippar, 1999). In Analogie hierzu konnte auch in OsAKT1-
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exprimierenden HEK293-Zellen eine Zunahme des Kaliumeinstroms festgestellt

werden, nachdem der pH-Wert der Badlosung von 7,4 auf 5,6 erniedrigt wurde (Abb.

24d).
fontrolle ‘mw;
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Abb. 24. Charakterisierung von OsAKT1 nach heterologer Expression in HEK293-
Zellen.

(a) Reprasentative Ganz-Zell-Stréme von HEK293-Zellen, die nur mit dem Plasmid pTracer
(Kontrolle) oder mit pTracer und OsAKT1/pcDNA3.1D/V5-His-TOPO (OsAKT1) co-
transfiziert worden waren. Ausgehend von einer Haltespannung bei —34 mV wurde die
Membranspannung in 20 mV-Abstanden sukzessiv von +86 mV auf —174 mV fir jeweils
3sec geandert. Sowohl Bad- als auch Pipettenlésung entsprachen den
Standardbedingungen. (b) Oben Ganz-Zell-Strdme in mit OsAKT1 transfizierten Zellen bei -
154 mV mit 100 mM NH,4" oder K* in der Badlésung. Unten Ganz-Zell-Stréme in mit OsAKT1
transfizierten Zellen bei -154 mV mit 100 mM Na® oder K" in der Badldsung. (c) Strom-
Spannungs-Diagramm der Gleichgewichts-Strome in OsAKT1-exprimierenden HEK293 in
Anwesenheit von 30 mM K" in der Badlésung vor (e, n=6) und nach der Zugabe von
1 mM Cs* (A, n=3) oder 20 mM Ca*" (o, n=3). Die Stréme wurden bezogen auf die Flache
normiert und gegen die Membranspannung aufgetragen. (d) Strom-Spannungs-Diagramm
der Gleichgewichts-Strome in OsAKT1-exprimierenden HEK293 bei pH 7,4 (o, n=5) oder
pH 5,6 (e, Nn=17). Die Strome wurden bezogen auf die Flache normiert und gegen die
Membranspannung aufgetragen.
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3.2.4.2 In vivo Kaliumstrome in Reis-Wurzelprotoplasten

Um die funktionellen Eigenschaften von OsAKT1 nach Expression im heterologen
System mit den Eigenschaften des Kanals in vivo vergleichen zu kénnen, wurden
durch Frau Dr. Natalya lvashikina (Julius-v.-Sachs-Institut, Universitat Wurzburg)
Patch-clamp-Messungen an Protoplasten durchgefihrt, die aus epidermalen
Wurzelzellen junger Reispflanzen gewonnen wurden, in denen bereits die

Expression von OsAKT1 nachgewiesen werden konnte (s. 3.2.2).

a b
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Abb. 25. Eigenschaften des Einwartsgleichrichters in Reiswurzeln.

(a) Zeit- und spannungsabhangige K'-Einwartsstrome in Reis-Wurzelprotoplasten.
Ausgehend von einer Haltespannung bei —48 mV wurde die Membranspannung in 20 mV
Abstanden sukzessiv von +52 mV auf —208 mV geandert. Sowohl Bad- als auch
Pipettenldsung entsprachen den Standardbedingungen. (b) Oben Ganz-Zell-Stréme in
Wurzelprotoplasten nach einem Spannungspuls auf -188 mV in Gegenwart von 100 mM
NH," oder K in der Badlosung. unten Ganz-Zell-Strome in Wurzelprotoplasten nach einem
Spannungspuls auf -188 mV mit 100 mM Na® oder K in der Badlésung. (c) Ganz-Zell-
Stréme in Wurzelprotoplasten in Anwesenheit von 30 mM K* und 20 mM Ca** (oben) oder 30
mM K" und 1 mM Cs* (unten) in der Badlésung. (d) Strom-Spannungs-Diagramm der
Gleichgewichts-Strome aus (a) bei pH 58 (e, n=3) oder pH 7,4 (o, n=3). Die
Stromamplituden wurden auf den Strom bei -208 mV, pH 5,6 normalisiert und als
Mittelwert £ SF gegen die Membranspannung aufgetragen.
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In diesen Zellen wurde durch hyperpolarisierende Membranspannungen negativ von
etwa -100 mV ein spannungsabhangiger, einwartsgleichrichtender Kaliumkanal
aktiviert (Abb. 25a). Wie fiir K*-selektive Kanale charakteristisch, nahmen die Strome
als Funktion der extrazelluldren K*-Konzentration zu (nicht gezeigt). Wurde K" in der
Badlosung durch NH," ersetzt, so nahmen die Stromamplituden um ca. 50% ab.
Keine Einwartsstrome wurden beobachtet, wenn K* durch Na* ersetzt wurde (Abb.
25b). Die beschriebene NH,"-Permeabilitat des Wurzel-Einwartsgleichrichters konnte
auf eine Rolle dieses Kanals fur die Stickstoffernahrung der Reispflanze hindeuten.
Besonders wichtig kénnte diese Funktion flr Pflanzen sein, die haufig Uberflutet
werden, da unter diesen Bedingungen NH, -lonen die bedeutendste Stickstoffquelle
im Boden darstellen (Wolt, 1994). Ahnlich wie OsAKT1 in HEK293-Zellen wurde der
K*-Einwartsgleichrichter in Reiswurzeln durch Ca** und Cs® spannungsabhangig
geblockt (Abb. 25c). Die Erhdhung der extrazellularen Protonenkonzentration fuhrte
ebenfalls zu einer Zunahme der Kaliumeinwartsstrome in den Wurzelprotoplasten
(Abb. 25d).

Der Einwartsgleichrichter in der Reiswurzel zeigt demzufolge sehr ahnliche
Eigenschaften wie der in HEK293-Zellen heterolog exprimierte OsAKT1, was daflr
spricht, dass OsAKT1 den dominanten Kaliumaufnahmekanal in Reiswurzeln

darstellt.
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3.2.5 Regulation des Wachstums und der OsAKT1-Aktivitat durch
Salzstress

Die Regulierung der Kaliumaufnahme Uber die Wurzel ist besonders unter
ungunstigen Wachstumsbedingungen wichtig. So ist es beispielsweise fur Pflanzen,
die auf versalzten Béden wachsen notwendig, das K":Na*-Verhaltnis im Cytosol
aufrecht zu erhalten, um toxische Effekte durch zu hohe Na’-Konzentrationen zu
vermeiden (s. 1.5). Ausgehend von der Beobachtung, dass der OsAKT1-Kanal eine
wichtige Komponente fur die Kaliumaufnahme aus dem Boden darstellen konnte,
sollte im Folgenden der Einfluss von Salzstress auf die OsAKT1-vermittelte

Kaliumversorgung in Reispflanzen untersucht werden.

3.2.5.1 Auswirkungen von Salzstress auf das Wachstum und die

lonenhomoostase

Reiskeimlinge, die auf Nahrboden mit 150 mM NaCl angezogen wurden, hatten
erheblich kurzere Wurzeln als Pflanzen, die unter natriumfreien Kontrollbedingungen
wuchsen (Abb. 26a). Zudem waren die Wurzelhaare der salzgestressten Keimlinge
deutlich kiirzer als die der Kontrollpflanzen (Abb. 26b).

Osmotische \
Kontrolle

Abb. 26. Salzstress beeinflusst das Keimlingswachstum.

(a) Vier Tage alte Pflanzen, die im Dunkeln unter Kontrollbedingungen (oben) oder auf
150 mM NaCl (unten rechts) angezogen wurden. Keimlinge, die auf Medium wuchsen, das
mit D-Sorbitol auf die gleiche Osmolaritat (o = 350 mosmol kg™') eingestellt wurde wie das
Salzmedium dienten als Kontrolle fir osmotische Nebeneffekte (unten links). (b)
Wurzelhaare von 4 Tage alten Reispflanzen, die im Dunkeln unter Kontrollbedingungen oder
auf 150 mM NaCl angezogen wurden. Die verwendeten Medien sind unter 2.1.6
beschrieben.

Da uber die Wurzelhaare der Grolteil der Nahrstoffaufnahme in die Wurzel erfolgt,

wurde nun Uberpruft, ob das verminderte Wachstum der salzgestressten Keimlinge
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durch Anderungen im lonenhaushalt hervorgerufen wird. Hierfiir wurde der Gehalt an
Natrium, Chlorid und Kalium in Wurzel und Spross salzbehandelter Pflanzen ermittelt
und mit Kontrollpflanzen verglichen. Pflanzen, die auf D-Sorbitol-Medium wuchsen,
(osmotische Kontrolle, o =350 mosmol kg') dienten als Kontrolle fiir das
Salzmedium. Die lonenanalysen zeigten, dass in salzgestressten Pflanzen die Na'-
Konzentration etwa 140fach hoher war als unter Kontrollbedingungen (Abb. 27a).
Auch der Gehalt an Chlorid-lonen war im Vergleich zur Kontrolle erhéht, jedoch nur
um einen Faktor von 4,5 und 7,9 in Spross bzw. Wurzel (Abb. 27b). Keimlinge, die
auf osmotischem Kontrollmedium wuchsen, zeigten keine Abweichungen im Na®-
oder CI-Gehalt.
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Abb. 27. Salzstress beeinflusst das lonengleichgewicht.

Konzentrationen von (a) Natrium, (b) Chlorid und (¢) Kalium in der Trockenmasse (TG) von
Wurzel und Spross 5 Tage alter, im Licht gewachsener Reiskeimlinge. Die Pflanzen wurden
fur 72h auf 0,5 MS, 1% Saccharose angezogen und anschlieBend fur 48 h unter
Kontrollbedingungen (schwarze Balken), osmotischen Kontrollbedingungen (weiRe Balken)
oder Salzstress (gestreifte Balken) weiterkultiviert.

Interessanterweise nahm die Kaliumkonzentration in salzgestressten Keimlingen in
Spross und Wurzel im Vergleich zur Kontrolle um 20% bzw. 44% ab (Abb. 27c), so
dass man davon ausgehen kann, dass durch Salzstress die Kaliumhomdostase der
Pflanzen beeinflusst wird, eine Beobachtung, die bereits von Watad, 1991
beschrieben wurde. Der Kaliumgehalt der Pflanzen, die osmotischem Stress
ausgesetzt waren, war ebenfalls um 15% und 19% in Spross bzw. Wurzel reduziert.
Dies konnte darauf hindeuten, dass ein Teil der wachstumshemmenden Wirkung der
Salzbehandlung durch osmotische Effekte auf Kaliumaufnahme oder —homdostase

bedingt ist.
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3.2.5.2 Regulation der OsAKT1-Expression durch Salzstress

Der geringere Kaliumgehalt in salzgestressten Keimlingen (3.2.5.1, Watad, 1991)
kénnte durch eine geringere Transportaktivitat der K'-Einwartsgleichrichter oder
einen erhohten Kaliumverlust der Wurzel bedingt sein. Um zu uUberprufen, ob die
Aktivitat von OsAKT1, der mdglicherweise den dominanten K'-Aufnahmekanal der
Reiswurzel darstellt, in salzgestressten Pflanzen verandert ist, wurde zunachst die

Expression von OsAKT1 in mit 150 mM NaCl behandelten Keimlingen untersucht.

Sprofl3 Wourzel
K NaCl oK K NaCl oK

Y1t

Abb. 28. Regulation der OsAKT1-Expression durch Salzstress.

Northern Blot von je 1 yg mRNA, isoliert aus Wurzel und Sprossen von im Dunkeln
gewachsenen 4 Tage alten Keimlingen, die unter Kontrollbedingungen (K), unter Salzstress
(150 mM NacCl) und unter osmotischem Stress (osmotische Kontrolle, oK) angezogen
wurden. Die verwendeten Medien sind unter 2.1.6 genauer beschrieben. Die mRNA wurde
mit einer radioaktiv markierten Vollangen-Sonde von OsAKT1 hybridisiert. Die
Quantifizierung erfolgte durch Hybridisierung von 10 ng mRNA (Northern Dot Blot) mit einer
radioaktiv markierten oligo(dT)-Sonde.

Dabei zeigte sich, dass der Gehalt an OsAKT1-mRNA in salzgestressten Pflanzen im
Vergleich zur Kontrolle sowohl im Spross als auch in der Wurzel reduziert war
(Abb. 28). In Keimlingen, die osmotischem Stress ausgesetzt waren, war die
Expression von OsAKT1 ebenfalls niedriger als unter Kontrollbedingungen, was
darauf schlielen lasst, dass zumindest ein Teil der transkriptionellen Regulierung
von OsAKT1 nicht auf Veradnderungen in der intrazellularen Na’-Konzentration,
sondern auf osmotische Effekte zurickzufuhren ist. Die beschriebenen Ergebnisse
stimmen gut mit den von Golldack, 2003 gezeigten Beobachtungen Uberein, dass in
den Wourzeln salzgestresster Reispflanzen die Transkripte AKT1-orthologer
Kaliumkanale reduziert sind. An dieser Stelle sollte erwahnt werden, dass auch die
Expression des AKT1-orthologen Kanals aus der Wurzel von Mesembryanthemum
crystallinum, MKT1, in Reaktion auf die Behandlung der Pflanzen mit 400 mM NacCl
verringert wird (Su, 2001).
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3.2.5.3 Kaliumeinwartsstrome in Protoplasten salzgestresster Wurzeln

Um zu untersuchen, ob die verminderte Expression von OsAKT1l die Kalium-
Transporteigenschaften der Wurzelzellen andert, wurden Patch-Clamp-Experimente
an Protoplasten 4 Tage alter Keimlinge durchgefuhrt, die in Anwesenheit von
150 mM NaCl angezogen worden waren. Im Vergleich zu Pflanzen, die unter
Kontrollbedingungen gewachsen waren, zeigten die Wurzelprotoplasten der
salzgestressten Keimlinge bei -188 mV um 81% verringerte Kaliumeinstrome (Abb.
29a). Die Stromamplitude nahm hier im Vergleich zur Kontrolle ohne eine Anderung
in der Spannungsabhangigkeit des Kanals ab (Abb. 29b), was auf eine verminderte

Expression und somit Dichte der OsAKT1-Kanale schlie3en lasst.
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Abb. 29. Reduzierung OsAKT1-ahnlicher Strome unter Salzstress.

(a) Zeit- und spannungsabhangige K*-Einwartsstrome in Reis-Wurzelprotoplasten, die aus
unter Kontrollbedingungen kultivierten (oben) oder salzgestressten Pflanzen (unten) isoliert
wurden. Ausgehend von einer Haltespannung bei —48 mV wurde die Membranspannung in
20 mV Abstanden sukzessiv von -28 mV auf —188 mV geadndert. Sowohl Bad- als auch
Pipettenlésung entsprachen den Standardbedingungen. (b) Strom-Spannungs-Diagramm
der Gleichgewichts-Strome am Ende der Spannungspulse aus (a) in Protoplasten aus
Kontrollpflanzen (o, n=6) und aus salzbehandelten Keimlingen (e, n=10). Die
Stromamplituden wurden als Mittelwert £ SF gegen die Membranspannung aufgetragen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass OsAKT1 durch Natriumstress
wahrscheinlich auf transkriptioneller Ebene reprimiert wird, wenngleich auch ein
osmotischer Effekt nicht ausgeschlossen werden kann. Eine posttranslationale
Regulation von OsAKT1 durch Natrium wie von Qi und Spalding (2004) fur AKT1
vorgeschlagen, konnte in den hier durchgeflhrten Experimenten nicht beobachtet
werden. Die unseren Untersuchungen zugrunde liegenden experimentellen
Bedingungen sind allerdings sehr verschieden von den von Qi und Spalding
verwendeten, da diese Na* sehr rasch (iber die Pipette ins Cytoplasma einbringen.

Zukunftige Experimente an Reis- und Arabidopsis-Wurzelprotoplasten werden zeigen
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mussen, inwieweit Kaliumkanale der AKT1-Unterfamilie durch Anderungen in der

intrazellularen Natriumkonzentration posttranslational reguliert werden.
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4 Diskussion

4.1 Bedeutung von ZMK1 fiur die Zellstreckung wahrend des

Phototropismus

Die differentielle Aufnahme von Kalium in gegenuberliegenden Koleoptilflanken gilt
als Vorraussetzung fur die gravi- oder phototrope Krimmung von Graskeimlingen
(Goswami und Audus, 1976). In gravistimulierten Maiskeimlingen kommt die
Krimmungsreaktion durch das im Vergleich zur Oberseite stimulierte
Zellstreckungswachstum der Koleoptilenunterseite zustande (Firn und Digby, 1979).
Erhdhte Auxinkonzentrationen in dieser Organhalfte (lino, 1991; Philippar, 1999b)
fuhren dort zur Auflockerung der Zellwand und zur Aufnahme von Osmotika. In
diesem Zusammenhang haben Claussen et al. (1997) bereits nachgewiesen, dass
das auxininduzierte  Streckungswachstum von Koleoptilzellen von der
Kaliumaufnahme Uber Kaliumkandle abhangt. Diese Funktion erfullt in
Maiskoleoptilen ZMK1, dessen Expression durch physiologisch aktive Auxine
reguliert wird (Philippar, 1999b). In gravistimulierten Pflanzen ist der ZMK1-
Transkriptgehalt auf der starker wachsenden Unterseite bis zu achtmal hoher als in
der wachstumsgehemmten oberen Halfte. Es ist daher anzunehmen, dass die initiale
Steigerung des Wachstums in Antwort auf den IAA-Anstieg durch die Aktivierung der
Plasmamembran-H*-ATPase bedingt ist. Die Ansduerung des apoplasmatischen
Raums fuhrt zur Lockerung der Zellwand und zur Aktivierung bereits in der
Plasmamembran  befindlicher = ZMK1-Kanalproteine. Um  jedoch erhdhte
Wachstumsraten auf der Koleoptilenunterseite Uber einen langeren Zeitraum
aufrechterhalten zu kénnen, muss dort die ZMK1-Kanaldichte gesteigert werden, was
durch die differentielle Expression von ZMK1 bewerkstelligt wird (vgl. 1.1; Becker und
Hedrich, 2002).

Da auch die Krimmungsreaktion in Richtung einer Blaulichtquelle von der
Umverteilung endogenen Auxins in Graskoleoptilen begleitet wird, sollte in der
vorliegenden Arbeit die Rolle dieses Kanals wahrend des Phototropismus naher

untersucht werden.
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4.1.1 Umverteilung von IAA und differentielle Expression von ZMK1

In Ubereinstimmung mit lino et al. (1995) wurde auch in photostimulierten Pflanzen
ein lateraler Auxingradient beobachtet (Abb. 15). Die durch einseitige
Blaulichtbestrahlung ausgeloste Auxinumverteilung in der Koleoptilenspitze konnte
mit der differentiellen Expression von ZMK1 auf Licht- und Schattenseite korreliert
werden (Abb. 16 und 17). ZMK1 wird hauptsachlich in der Spitze des Maiskeimlings
exprimiert und auch nur hier konnten signifikante Unterschiede im ZMK1-
Transkriptgehalt in beiden Flanken detektiert werden. Auch das fir den
Blaulichtrezeptor PHOT1 codierende Gen zeigte erwartungsgemald die hdchste
Expression in der Koleoptilenspitze, jedoch wurde PHOT1 in Antwort auf die
Bestrahlung mit blauem Licht nicht differentiell exprimiert. Im unteren Abschnitt der
Koleoptile konnte ebenfalls eine leichte Umverteilung des endogenen Auxins
beobachtet werden und der ZMK1-Transkriptgehalt auf der Schattenseite war im
Vergleich zur Lichtseite auch nur leicht erhéht. Dies ist vermutlich auf die geringe
IAA-Konzentration in diesem Teil des Keimlings zurlckzufiihren: Legt man einen
Wassergehalt der Koleoptilzellen von ca. 94% zugrunde (Philippar, 1999a), so
entspricht eine in der Keimlingsbasis gemessene Konzentration von ca.
20 pg IAA/mg Frischgewicht etwa 0,1 uM IAA. Wie von Philippar et al. (1999)
gezeigt, liegt der Ky-Wert fur die transkriptionelle Aktivierung von ZMK1 etwa bei
0,1 uM. Da die Auxinkonzentration in der Basis der hier untersuchten Keimlinge in
beiden Koleoptilenhalften zumeist unter diesem Wert blieb (Abb. 16), liegt der
Schluss nahe, dass in diesem Fall der Schwellenwert fur die Induktion der ZMK1-
Expression weder in der Licht- noch in der Schattenseite deutlich Uberschritten
wurde.

An dieser Stelle sei noch darauf hingewiesen, dass die Auxinumverteilung in
photostimulierten Keimlingen eine andere Kinetik aufwies als in gravistimulierten
Pflanzen: Wahrend des Gravitropismus wurde bereits 30 min nach Beginn des
Experiments eine Verschiebung endogenen Auxins auf die starker wachsende
Unterseite detektiert (Philippar, 1999b). In photostimulierten Pflanzen hingegen war
erst nach 60 min ein IAA-Gradient in Licht- und Schattenseite messbar (Abb. 16).
Dementsprechend war hier auch die Transkription von ZMK1 erst spater, namlich
nach 90 min differentiell, wahrend ein ZMK1-mRNA-Gradient in gravistimulierten
Keimlingen bereits nach 60 min zu beobachten war (Philippar, 1999b).
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Der von verschiedenen Autoren beschriebene sehr bald, ca. 10 min nach Beginn der
Belichtung messbare Auxingradient innerhalb der Koleoptile (lino, 1991; lino, 2001)
konnte in der vorliegenden Arbeit nicht detektiert werden. Allerdings wurde hier auch
nicht der in den vorangegangenen Studien beobachtete, durch einen Kkurzen
Lichtpuls induzierte positive Phototropismus (pulse-induced positive phototropism,
PiPP) untersucht, sondern der sog. zeitabhangige Phototropismus (time-dependent
phototropism, TDP). Dieser hangt in erster Linie von der Bestrahlungsdauer ab und
beschreibt wohl am besten die unter natiurlichen Bedingungen vorkommende
Wachstumsreaktion von Pflanzen auf dauerhaft geanderte Lichtverhaltnisse (zum
Uberblick Uber phototrope Reaktionen, s. lino, 2001). ZMK1 diirfte wohl aufgrund der
zeitlich verzogerten transkriptionellen Aktivierung an der im PiPP ausgelOsten
Krummungsreaktion nicht beteiligt sein, sondern spielt vermutlich nur wahrend langer

anhaltender Krimmungsbewegungen wie im TDP eine Rolle.

4.1.2 Differentielle Expression von ZMK1 unter verschiedenen

Schwerkraftbedingungen

Hinsichtlich der differentiellen Expression von ZMK1 ergab sich in Keimlingen, die
unter verschiedenen Schwerkraftbedingungen photostimuliert worden waren
zunachst kein Unterschied. Sowohl mit als auch ohne Einfluss der Schwerkraft war
die ZMK1-mRNA-Menge auf der Schattenseite der Koleoptile 90 min nach Beginn
der Belichtung etwa dreimal hoher als auf der wachstumsgehemmten Lichtseite.
Somit konnte der groRere Kriummungswinkel, den BLC-stimulierte Pflanzen
erreichten, nicht, wie vermutet, mit einem deutlicheren ZMK1-mRNA-Gradienten
korreliert werden. Die Analyse der Pflanzen, die auf dem BLC (,ohne“ Schwerkraft)
einseitig belichtet worden waren ergab jedoch, dass hier in der Koleoptilenspitze
60 min nach Beginn des Experiments ein massiver |IAA-Gradient zwischen den
beiden Halften aufgetreten war, der in Pflanzen, die unter normalen
Schwerkraftbedingungen belichtet worden waren, nicht beobachtet werden konnte.
Um zu uberprufen, ob diese massive Auxinumverteilung in der Spitze einen Einfluss
auf den ZMK1-mRNA-Gradienten zu einem spateren Zeitpunkt hat, wurde die ZMK1-
Transkriptmenge in beiden Koleoptilenhalften Gber einen langeren Zeitraum hinweg
verfolgt. Es zeigte sich, dass die Expression von ZMK1 in auf dem Klinostaten
photostimulierten Pflanzen erheblich langer differentiell blieb als unter normalen

Schwerkraftbedingungen. Nachdem 3 h nach Beginn des Experiments in
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Kontrollpflanzen nahezu kein ZMK1-mRNA-Gradient in Licht- und Schattenseite
mehr gemessen wurde, war die Menge an ZMK1-Transkripten in der Schattenseite
BLC-belichteter Keimlinge etwa funfmal hoher als in der Lichtseite (Abb. 18). Die
Hohe des ZMK1-Gradienten wie auch der Krimmungswinkel waren unter diesen
Bedingungen (4,6:1) demzufolge vergleichbar mit dem gravistimulierter Keimlinge
(6,4:1, vgl. Philippar, 1999b).
In Anbetracht der vorliegenden Resultate ist anzunehmen, dass der Einfluss der
Gravitation den Aufbau eines ausgepragteren IAA- und ZMK1-mRNA-Gradienten in
photostimulierten Maiskeimlingen normalerweise verhindert. Die starkere Krimmung
BLC-behandelter Keimlinge kénnte demnach auf langer andauernde differentielle
ZMK1-Expression und somit ebenfalls Uber einen langeren Zeitraum stattfindende
kaliumabhangige Zellstreckung zuruckzufuhren sein. Ob die langer anhaltende
differentielle Expression von ZMK1 in BLC-belichteten Keimlingen tatsachlich auf den
ausgepragten Auxingradienten nach 60 min zurickzufUhren ist, kann hier nicht
abschlieend geklart werden. Hierfur ware eine detailliertere Analyse von |AA-
Verteilung und ZMK1-Transkription Uber einen langeren Zeitraum notwendig.
Wahrend tropistischer Reaktionen der Maiskoleoptile werden zwei
verschiedene Reize, geanderte Schwerkraftbedingungen oder Blaulicht, durch
unterschiedliche Rezeptoren wahrgenommen. Die Perzeption des Schwerereizes
erfolgt sehr wahrscheinlich Uber die Verlagerung starkegefullter Amyloplasten
(Statolithen) in hierfur spezialisierten Zellen (Statocyten). Im Spross befinden sich die
Statocyten in der Peripherie der Leitbindel, wahrend in der Wurzel die
Schwerkraftwahrnehmung in den Columella-Zellen der Wurzelhaube stattfindet. Da
jedoch auch starkefreie Arabidopsis-Mutanten noch eine, wenn auch schwacher
ausgepragte, gravitrope Reaktion der Wurzel zeigen, wurde postuliert, dass auch die
Verlagerung des gesamten Protoplasten als Signal wirken kénnte. Ein Rezeptor flr
die Wahrnehmung der Schwerkraft wurde bislang noch nicht gefunden, jedoch
konnten mechanosensitive lonenkanale im ER oder in der Plasmamembran hier eine
Rolle spielen (zusammengefasst in Blancaflor und Masson, 2003). Die
Wahrnehmung des die phototrope Krimmung auslésenden Lichtreizes erfolgt durch
spezielle Blaulichtrezeptoren. Wahrend in Arabidopsis thaliana die beiden
Phototropine phot1 und phot2 Uberlappende Funktionen in der Perzeption des
Blaulichtsignals erfullen (Briggs und Christie, 2002), ist in Mais bislang nur ein phot1-
orthologer Rezeptor identifiziert worden (zum Uberblick siehe Briggs, 2001).
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Die Perzeption beider Reize, der Schwerkraftanderung und des geanderten
Lichteinfalls, mundet jedoch offensichtlich in einen gemeinsamen Signalweg: In
beiden Fallen fuhrt die Umverteilung endogenen Auxins zur differentiellen Expression
von ZMK1, zur differentiellen Kaliumaufnahme in den gegenuberliegenden

Organhalften und in der Folge zum beobachteten Krimmungswachstum.

4.1.3 Modell zur phototropen Krimmung der Maiskoleoptile

Die hier beschriebenen Resultate haben zu einem Modell gefihrt, das die Vorgange
wahrend des Krummungswachstums der Maiskoleoptile in Reaktion auf einseitige
Belichtung beschreiben soll (Abb. 30).

© PHOT1
m ZMK1

Koleoptilenspitze
(5 mm)

Abb. 30. Modell zur Regulation der phototropen Kriimmungsreaktion iiber die
Umverteilung endogener IAA und differentieller Expression von ZMK1.

Links Schematische Darstellung des IAA-myo-inositol (IAA,,) und K*-Transports vom Samen
in die wachsenden Gewebe des Maiskeimlings. Mitte Modell zu Auxinumverteilung und
anschlieltender differentieller ZMK1-Expression in der Koleoptilenspitze. Wahrend die
Rezeptorkinase PHOT1 (blaue Kreise) gleichmalig in der Koleoptilenspitze verteilt ist,
akkumuliert der Kaliumaufnahmekanal ZMK1 (schwarze Quadrate) infolge erhdhter
Auxinkonzentrationen in der lichtabgewandten Koleoptilenflanke. Die Richtung des
einfallenden Lichts wird durch den Pfeil symbolisiert (h-v). Rechts Die Akkumulation von
Kalium in der starker wachsenden Schattenseite wird durch die Umverteilung von ZMK1
bedingt und ist eine Vorraussetzung fiir das phototrope Krimmungswachstum der Koleoptile.

Sowohl Kalium als auch IAA befinden sich als Speicherstoffe im Samen, wobei IAA
hauptsachlich in Form von Konjugaten wie Indol-3-acetyl-myo-Inositol oder
IAA-myo-Inositol-Glykosiden vorliegt (Epstein, 1980). Beide Substanzen werden im

Lauf der Entwicklung Uber das Leitgewebesystem vom Samenkorn in den Spross
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transportiert (Chisnell und Bandurski, 1988; Nowacki und Bandurski, 1980). IAA wird
in der Koleoptilenspitze aus seinen Konjugaten entlassen und Uber die bereits
beschriebenen Carrier der PIN- und AUX- Familien (vgl. 1.2) in die auxinsensitiven
Gewebe transportiert. Die Richtung des einfallenden Lichts wird durch den
Photorezeptor PHOT1 wahrgenommen, welcher gleichmaRig in der Koleoptilenspitze
verteilt ist (Briggs, 2001; Fuchs, 2003; Hager und Brich, 1993; Kaldenhoff und lino,
1997). Auf bislang unbekannte Weise fuhrt die Wahrnehmung des Lichtsignals zur
Umverteilung freien Auxins in der Koleoptilenspitze. Gleichzeitig werden dort
vermutlich auch Enzyme aktiviert, welche IAA-Konjugate zu spalten vermdgen.
Hierdurch liele sich auch die Erhéhung der Konzentration an freier IAA in der
Sprossspitze 5 min nach Beginn von gravi- oder phototroper Stimulation erklaren
(Abb. 16 und 17; Philippar, 1999b). Durch die erhdohte Auxinkonzentration auf der
unbelichteten Seite der Koleoptile wird dort die Plasmamembran-H*-ATPase aktiviert,
was zur Ansauerung des Extrazellularraums fuhrt. Durch eine hierdurch bedingte
Lockerung der Zellwand und die Aktivierung bereits in der Plasmamembran
vorhandener ZMK1-Kanale wird der erste Wachstumsschub initiiert. Wahrend des
langer andauernden Wachstums wird jedoch die Transkription von ZMK1 auf der
Schattenseite induziert, so dass Uber eine Erhdhung der K'-Kanaldichte verstarkt
Kaliumionen in die Zellen der starker wachsenden Flanke aufgenommen werden
konnen.

Neben seiner Beteiligung am auxininduzierten Zellstreckungswachstum scheint
ZMK1 auch wahrend der spaten Embryogenese von essentieller Bedeutung zu sein.
Die Expression von ZMK1 im sich entwickelnden Embryo erreicht ca. 44 Tage nach
der Bestaubung ihren HoOhepunkt. Untersuchungen an ZMK1-Transposon-
Insertionsmutanten haben ergeben, dass die zmk1-Verlustmutante embryo-letal ist,
was auf eine zentrale Rolle von ZMK1 auch wahrend der Embryonalentwicklung

schliel3en lasst (K. Philippar, personliche Mitteilung).
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4.2 Charakterisierung von OsAKT1

Im weiteren Verlauf der Arbeit sollte nun der AKT1-orthologe Kaliumkanal aus Reis
untersucht werden. Diese wichtige Nutzpflanze avancierte vor allem nach der
Veroffentlichung des Reisgenoms zu einem bedeutenden Modellorganismus, in dem
auch bereits Elemente der Auxinsignalkette wie Dbeispielsweise der
Transkriptionsfaktor OsARF1 identifiziert worden waren. Dies und die Tatsache, dass
in dieser Spezies bereits interessante Mutanten erhaltlich waren, fuhrten dazu, dass
in der vorliegenden Arbeit der Kalium-Einwartsgleichrichter OsAKT1 aus Reis isoliert

und zunachst lokalisiert und biophysikalisch charakterisiert wurde.

4.2.1 Expressionsanalysen

Aufgrund von Sequenzhomologien zu bereits bekannten Kaliumkanalen
verschiedener Pflanzen konnte OsAKT1 in die AKT1-Familie pflanzlicher Shaker-
Kaliumkanale eingeordnet werden, da er zu ZMK1 aus Mais und AKT1 aus
Arabidopsis thaliana die groBten Ahnlichkeiten aufweist (Abb. 20). Die Transkripte
von OsAKT1 wurden in Koleoptile und Wurzel weniger Tage alter Keimlinge
nachgewiesen, wobei der hdchste Gehalt an OsAKT1-mRNA in der Wurzel detektiert
wurde (Abb. 21). Im Gegensatz hierzu wird das am nachsten mit OsAKT1 verwandte
Kaliumkanalgen ZMK1 zwar auch in der Wurzel, aber hauptsachlich in der Koleoptile
exprimiert (Philippar, 1999b). Fur AKT1 wurde eine bevorzugte Lokalisation der
Transkripte in der Wurzel gezeigt (Basset, 1995). OsAKT1 weist somit eher das
Expressionsmuster von AKT1 als das seines nachsten Verwandten ZMK1 auf. Auch
die transkriptionelle Aktivierung durch IAA, wie fir ZMK1 gezeigt, konnte fur OSAKT1
nicht beobachtet werden (Abb. 22). Im Hypokotyl von Arabidopsis thaliana, dem der
Koleoptile von Grasern homologen Organ in Dikotylen, wird die Expression von
AKT1 ebenfalls nicht durch exogen appliziertes Auxin reguliert (Philippar, 2004). In
diesem Modellsystem werden vielmehr zwei Vertreter einer anderen Shaker-
Kaliumkanal-Familie, KAT1 und KATZ2, durch IAA transkriptionell aktiviert (Philippar,
2004).

Es ist daher zu vermuten, dass OsAKT1 nicht wie ZMK1 an der Kaliumaufnahme
wahrend des auxininduzierten Zellstreckungswachstums beteiligt ist, sondern wie
AKT1 zur Kalium-Erndhrung der Pflanze beitragt. Eine Analyse der verfugbaren
genomischen Sequenzen im Reis lie3 auf einen weiteren ZMK1-orthologen Kanal

schlieen, dessen Klonierung bislang jedoch noch nicht gelungen ist. MOglicherweise
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konnte dieser zweite AKT1-ahnliche Kanal in Reis eine vergleichbare Funktion flr die
Zellelongation einnehmen wie ZMK1.

Erste, vorlaufige Ergebnisse von Untersuchungen an uberfluteten Reiskeimlingen
deuten jedoch eine Rolle von OsAKT1 fur das Streckungswachstum von
Koleoptilenzellen an. In Reispflanzen, deren Keimung unter Wasser erfolgt, wird die
Entwicklung von Wurzel und Primarblatt zunachst gehemmt, und nur die Koleoptile
weist eine erhohte Wachstumsrate auf, wodurch es dem Keimling ermoglicht wird,
die Wasseroberflache zu erreichen. Die noch Uberfluteten Teile der Pflanze kénnen
dann Uber die hohle Koleoptile mit Sauerstoff versorgt werden (Sauter, 2000). So ist
die Koleoptile 5 Tage alter, unter Wasser gewachsener Pflanzen etwa doppelt so
lang, aber viel dunner als diejenige von Keimlingen, die unter Kontrollbedingungen
angezogen wurden (Kutschera, 1991). Die Wachstumsantwort in gefluteten Pflanzen
wird vermutlich durch das Pflanzenhormon Ethylen ausgeldst. In Reiskeimlingen, die
mit Wasser Uberschichtet worden waren, konnte bereits wenige Stunden nach
Beginn des Experiments eine Erhohung der OsAKT1-Expression beobachtet werden
(nicht gezeigt). Die OsAKT1-vermittelte Aufnahme von Kalium in die Zellen der
Koleoptile konnte demzufolge wichtig fur die durch Ethylen induzierte Zellstreckung
sein. Detailliertere zuklnftige Analysen der OsAKT1-Expression und —Aktivitat in
Uberfluteten Reiskeimlingen werden zeigen, inwieweit dieser Kanal am

ethylenregulierten Wachstum der Koleoptile beteiligt ist.

4.2.2 Biophysikalische Analyse
Durch heterologe Expression von OsAKT1 in HEK293-Zellen konnte in der

vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass OsAKT1 wie orthologe Kanale aus
anderen Pflanzenarten ein fur Kalium selektiver, spannungsabhangiger
Einwartsgleichrichter ist, der durch extrazellulare Protonen aktiviert und durch
Casium und Calcium geblockt wird (Abb. 24; Downey, 2000; Hartje, 2000). Ahnliche
Eigenschaften konnten in Protoplasten beobachtet werden, die aus Reiswurzeln,
dem Organ hochster OsAKT1-Expression im Keimling, isoliert worden waren (Abb.
25). Auch hier wurden die durch Kalium getragenen Einwartsstrome durch die
Ansauerung des extrazellularen Mediums aktiviert und durch Cs* oder Ca** geblockt.
Diese Ergebnisse legen den Schluss nahe, dass OsAKT1 der dominante
Kaliumaufnahmekanal in Reiswurzeln ist.

Nach heterologer Expression in Sf9-Zellen bilden die Untereinheiten von AKT1 einen

funktionellen einwartsgleichrichtenden Kanal (Gaymard, 1996), wahrend der zweite
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in Arabidopsis-Wurzeln fur die Kaliumaufnahme verantwortliche Kanal AtKC1 weder
im heterologen System noch in vivo funktionelle Homomere bildet (Reintanz, 2002).
AtKC1 kann jedoch mit anderen Kanaluntereinheiten wie beispielsweise AKT1
funktionsfahige Heteromere bilden, wobei jedoch deren Eigenschaften geandert
werden (Dreyer, 1997; Reintanz, 2002). So wiesen die Kaliumeinwartsstrome, die in
Wurzelhaarprotoplasten gemessen wurden, in denen sowohl AKT1 als auch AtKC1
exprimiert werden, keinen Ca?*-Block auf. In Wurzelprotoplasten der atkcl-Mutante
jedoch, in der nur AKT1 als Einwartsgleichrichter zur Verfigung steht, konnten die
Kaliumeinwartsstrdme durch Ca®* spannungsabhingig geblockt werden (Reintanz,
2002). Der ausgepragte Ca**-Block, der in Reis-Wurzelprotoplasten zu beobachten
war, lasst demzufolge darauf schlieBen, dass die Beteiligung eines AtKC1-
Orthologen an der Kaliumaufnahme in der Reiswurzel nur gering sein konnte. Die
Isolierung des entsprechenden AtKC1-ahnlichen Kanals aus Reis und dessen
Charakterisierung werden zuklnftig zeigen, welchen Anteil verschiedene
Kaliumkanale in dieser Modellpflanze an der Nahrstoffaufnahme aus dem Boden

haben.

4.2.3 Bedeutung von OsAKT1 fiir die Kaliumhomoostase unter

Salzstress

Wie bereits eingangs erwahnt, ist die Regulation der Kaliumaufnahme Uber die
Wurzel speziell unter unglnstigen Wachstumsbedingungen wichtig. Nachdem
OsAKT1 vermutlich den dominanten Kaliumaufnahmekanal in Reiswurzeln darstellt,
wurde die Beteiligung dieses Proteins an der Aufrechterhaltung des
lonengleichgewichts in salzgestressten Keimlingen untersucht. Um die Relevanz der
Kaliumaufnahme Uber die Wurzel fur die lonenhomoostase zu verdeutlichen, sollen
im Folgenden kurz die Prozesse beschrieben werden, die durch Salzstress ausgeldst
werden.

Obwohl Natrium von bestimmten Pflanzen als Mikronahrstoff bendétigt wird (Glenn,
1999), hemmen hohe Konzentrationen an NaCl im Boden das Wachstum der
meisten Pflanzen. Die Versalzung des Bodens hat prinzipiell zwei Folgen: 1. Die
hohe lonenkonzentration in der Bodenldsung erniedrigt dort das Wasserpotential und
erschwert somit die Aufnahme von Wasser und Nahrstoffen Gber die Wurzel.
(= osmotischer Stress). 2. Durch die Aufnahme der Salze in die Pflanze andert sich

das Verhaltnis zwischen Kalium und Natrium im Cytosol; hohe intrazellulare Chlorid-
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bzw. Natriumkonzentrationen koénnen toxisch wirken (= ionenspezifische
Auswirkungen). Auflerdem konnte die Toxizitat von Natrium auch auf einer
Akkumulation dieses Anions im Apoplasten beruhen. GemaR der Ortli-Hypothese
sollen erhdhte Natriumkonzentrationen im Zellwandraum und somit eine
Erniedrigung des Wasserpotentials die irreversible Dehydrierung der Zellen zur Folge
haben (Ortli, 1968). In der Tat konnte in Reispflanzen, die Uber die Wurzeln mildem
Salzstress (50 mM NaCl) ausgesetzt waren, gezeigt werden, dass im Apoplasten der
Blatter die Natriumkonzentration Werte um etwa 600 mM erreichte (Flowers, 1991).

In der Praxis ist es haufig nicht moglich, den Schaden, den eine Pflanze unter
Salzstress erleidet, einem der beschriebenen Faktoren zuzuordnen. In Grasern
konnte jedoch beobachtet werden, dass die Reaktion auf erhohte
Salzkonzentrationen im Boden in zwei Phasen unterteilt ist: Die anfangliche
Hemmung des Wachstums tritt sehr schnell nach der Applikation von NaCl ein und
wird durch das negativere Wasserpotential der Bodenlosung und somit
Schwierigkeiten bei der Wasseraufnahme in die Wurzel bedingt. Von dieser ersten
Phase sind nahezu alle Pflanzen gleich stark betroffen, wobei sich keine oder nur
geringe Unterschiede in verschieden salztoleranten Sorten derselben Spezies
zeigen. Wahrend der zweiten Phase wird das Wachstum durch erhohte cytosolische
und apoplasmatische Na'-Konzentrationen gehemmt. Hier unterscheiden sich
weniger salztolerante Spezies von salztoleranten dadurch, dass sie weniger gut in
der Lage sind, eine Anhaufung toxischer Mengen an Na® in den Blattern zu
vermeiden (Munns, 2002; Yeo, 1991). Um ein mdglichst hohes K'/Na*-Verhaltnis
beibehalten zu konnen, haben Pflanzen neben der Erhohung der intrazellularen
Kaliumkonzentration im Grunde drei Mdglichkeiten: i) Vermeidung der Na*-Aufnahme
in die Zelle, ii) aktiver Auswartstransport von Na® und iii) aktive Absonderung von
Natriumionen in die Vakuole. Das Zusammenspiel der hierflr verantwortlichen
Transporter und Proteine ist in Abb. 31 schematisch dargestellt und soll im

Folgenden etwas detaillierter beschrieben werden.
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Abb. 31. Regulation der Ilonenhomobostase durch den SOS-Signalweg
(Signalkomponenten nach Zhu, 2002; Zhu, 2003).

Hohe intra- oder extrazellulare Natriumkonzentrationen I6sen ein cytosolisches
Calciumsignal aus, durch welches der SOS3-SOS2-Proteinkinase-Komplex aktiviert wird.
S0S3-S0OS2 wiederum reguliert die Aktivitat des Plasmamembran- Na*/H*-Antiporters SOS1
und des vakuolaren Na*/H'-Antiporters NHX1, durch die der Export von Na® aus dem
Cytosol erfolgt. Zudem wird durch SOS3-SOS2 moglicherweise die Expression einiger Gene
und die Aktivitdt weiterer Transporter, wie der vakuoldren H*-ATPase und in der
Plasmamembran lokalisierter lonenkanale reguliert.

4.2.3.1 Wege der Natriumaufnahme in die Zelle

Durch das negative Membranpotential pflanzlicher Zellen wird der passive Einstrom
von Natriumionen begunstigt. Na* kann die Membran beispielsweise Uber ,high-
affinity“-Kaliumtransporter wie HKT1 passieren. HKT1 wurde zuerst aus einer
Wourzel-cDNA-Bank aus Weizen isoliert und nach Komplementation einer
Kaliumaufnahme-defizienten Hefemutante als protonengetriebener ,high-affinity“-
Kaliumtransporter publiziert (Schachtman und Schroeder, 1994). Spater wurde
gezeigt, dass dieses Protein nicht den H'/K'-Kotransport katalysiert, sondern
hochaffinen K*-Na*-Symport und niedrigaffinen Natriumtransport vermittelt. Erreicht
die extrazellulare Natriumkonzentration toxische Werte, wird der HKT1-abhangige
Kaliumtransport blockiert und Natrium stromt in die Zelle (Rubio, 1995). Der HKT1-
Orthologe in Arabidopsis hingegen konnte nach heterologer Expression in Xenopus

laevis Oozyten als Natrium-selektiver Transporter charakterisiert werden (Uozumi,
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2000). Auch in Reis wurden zwei HKT1-verwandte Transporter, OsHKT1 und
OsHKT2 identifiziert. Wahrend OsHKT1 wie AtHKT1 als Na'-Influx-Transporter
fungiert, vermittelt OsHKT2 den Symport von K* und Na* (iber die Plasmamembran
(Horie, 2001). In einem anderen Reis-Kultivar wurde beschrieben, dass OsHKT1
neben Na® auch noch andere Kationen wie K, Rb*, Cs® und Li* transportiert
(Golldack, 2002). In Einklang mit der Funktion von OsHKT1 fiir den Na*-Import in die
Zelle ist die Transkription des entsprechenden Gens in salzgestressten Pflanzen im
Vergleich zu Kontrollpflanzen erniedrigt (Golldack, 2002; Horie, 2001).

Generell ist festzuhalten, dass HKT1-orthologe Proteine die Aufnahme von Na* in die
Zelle vermitteln. Im Hinblick auf die Toxizitdt von Natrium fur pflanzliche Zellen
verwundert es daher, dass diese Transporter im Laufe der Evolution beibehalten
wurden. Ein moglicher Grund hierfir konnte die Bedeutung von HKTs fur den
Langstreckentransport von Na® zwischen Wurzel und Spross sein. In athktl-
Funktionsverlustmutanten konnte jedenfalls gezeigt werden, dass sich hier die Na’-
Konzentration in Wurzeln salzgestresster Pflanzen im Vergleich zum Wildtyp
verringerte, wohingegen der Natriumgehalt in den Blattern gesteigert war (Maser,
2002a). AtHKT1 scheint daher eine Rolle im Transport von Na® vom Spross in die
Wurzeln zu spielen, mdglicherweise (iber die Beladung des Phloems mit Na*-lonen
im Spross und die anschlieliende Entladung in der Wurzel, wobei dieser Kreislauf fur
die Tolerierung von Salzstress erforderlich zu sein scheint (Berthomieu, 2003,
zusammengefasst in Horie und Schroeder, 2004 und Zhu, 2003). Obgleich Zhu,
2003 vorgeschlagen hat, dass auch die Aktivitat von HKT-Transportern durch
Komponenten des SOS-Signalweges (s. spater) reguliert werden konnte, um in
salzgestressten Pflanzen die Natriumaufnahme in die Zelle tber HKT1-Orthologe zu
blockieren, wurde von Rus, 2004 gezeigt, dass die Funktion von AtHKT1 nicht vom
SOS-Weg abhangt.

Abgesehen von HKT1-ahnlichen Transportern kann Na® beispielsweise auch (ber
Kanale der KUP/HAK/KT (K'-uptake/High-affinity-K*/K*-Transporter) -Familie in die
Zelle gelangen (zusammengefasst in Maser, 2002b). Auch durch zyklische
Nukleotide regulierte lonenkanale (CNGCs, Cyclic-nucleotide-gated channels)
kénnen den Import von Na® vermitteln (Talke, 2003). Ein aus Weizen isolierter
Transporter, der keine strukturelle Ahnlichkeit zu anderen bekannten lonenkanélen
aufweist, LCT1 (Low-affinity Cation Transporter 1), wurde ebenfalls mit dem

Einwartstransport von Natrium in Verbindung gebracht (Schachtman, 1997). So
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fuhrte die Expression von LCT1 in salzsensitiven Hefen zu einer Hypersensitivitat
gegeniiber NaCl und zur Erniedrigung des K'/Na*-Verhaltnisses, welche durch die
gesteigerte Aufnahme von Na® und den Efflux intrazellularen Kaliums verursacht
wurde (Amtmann, 2001).

4.2.3.2 Wege des Natriumexports aus dem Cytosol

Wie bereits erwahnt, kdnnen Pflanzen die cytosolische Natriumkonzentration durch
den Export in den Apoplasten oder durch die Kompartimentierung von Na* in der
Vakuole verringern und somit toxische Effekte vermeiden. Der energieabhangige
Transport von Natrium Uber pflanzliche Membranen ist an einen elektrochemischen
Gradienten gekoppelt, der durch die Aktivitat von H*-ATPasen in Plasmalemma und
Tonoplast und der vakuolaren H*-PPjase aufrechterhalten wird (Blumwald, 2000;
Hasegawa, 2000).

Der Transport von Na* Uber die Tonoplastenmembran erfolgt (iber Na*/H*-Antiporter
der NHX-Familie (Blumwald, 2000; Fukuda, 1999; Yokoi, 2002). In Ubereinstimmung
mit deren potentieller Funktion fur die Detoxifikation der Zelle wird die Transkription
der Transporter AtNHX1, AtNHX2 aus Arabidopsis thaliana und OsNHX1 aus Reis
durch die Behandlung der Pflanzen mit NaCl und ABA aktiviert (Yokoi, 2002). Die
Uberexpression von AtNHX1 und OsNHX1 fiihrte auBerdem zur Erhéhung der
Salztoleranz der betreffenden Pflanzen (Apse, 1999; Fukuda, 2004). Auch AtNHX1-
uberexprimierende Raps- oder Tomatenpflanzen reagierten weniger empfindlich als
Wildtyp-Pflanzen auf hohe Natriumkonzentrationen im Boden bzw. in der Nahrlésung
(Zhang, 2001; Zhang und Blumwald, 2001). Sowohl fur AtNHX1 als auch flr
OsNHX1 wurde bereits eine Regulation durch den S0OS3-SOS2-Proteinkinase-
Komplex (s. unten) vorgeschlagen (Qiu, 2004; Zhu, 2002; Zhu, 2003).

Der Transport von Na® in den Apoplasten erfolgt in Arabidopsis tber den in der
Plasmamembran lokalisierten Na‘/H*-Antiporter SOS1 (Salt-overly-sensitive 1; Shi,
2000; Shi, 2002). Wahrend sos1-Mutanten hypersensitiv auf erhéhte NaCl- oder LiCl-
Konzentrationen reagieren (Wu, 1996; Zhu, 1998), kann durch die Uberexpression
dieses Gens die Salztoleranz der entsprechenden Pflanzen gesteigert werden (Shi,
2003). SOS1 wurde urspringlich zusammen mit SOS2 und SOS3 bei der Suche
nach NaCl-hypersensitiven Mutanten identifiziert (Wu, 1996). Wahrend SOS1
signifikante Sequenzhomologien zu bereits bekannten in der Plasmamembran
lokalisierten Na*/H*-Antiportern aus Bakterien und Pilzen aufwies und den Natrium-

Export in Kalluszellen zu vermitteln vermochte (Shi, 2002), Gbernehmen SOS2 und
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SOS3 vdllig andere Funktionen. SOS2 codiert flr eine Proteinkinase (Liu, 2000), die
durch das Ca*-bindende Protein SOS3 aktiviert wird (Halfter, 2000; Liu und Zhu,
1998). SOS3 konnte an der Perzeption des cytosolischen Calciumsignals in Reaktion
auf Salzstress beteiligt sein, da es in Anwesenheit von Calcium die
Phosphorylierungsaktivitat von SOS2 induziert (Halfter, 2000). Die Aktivitat des
Na*/H*-Antiporters SOS1 wiederum wird durch den Proteinkinase-Komplex aus
SOS2 und SOS3 reguliert. In sos2- und sos3-Mutanten unterbleibt dementsprechend
die Aktivierung von SOS1 durch erhdhte NaCl-Konzentrationen (Qiu, 2002). Nach
heterologer Expression der SOS-Gene in Hefen konnte gezeigt werden, dass SOS1
durch SOS3-SOS2 phosphoryliert wird (Quintero, 2002). Auch die transkriptionelle
Aktivierung von SOS1 in Antwort auf Salzstress scheint zumindest teilweise unter der
Kontrolle von SOS2 und SOS3 zu stehen (Shi, 2000).

4.2.3.3 Regulation der OsAKT1-vermittelten Kaliumaufnahme unter

Salzstress

Im Gegensatz zu den beschriebenen Transportmechanismen fur Natriumionen ist die
Regulation des Kaliumtransports in salzgestressten Pflanzen weniger gut untersucht.
Zwar wurde Dbereits fir verschiedene pflanzliche Kaliumtransporter eine
transkriptionelle Regulation durch hohe Salzkonzentrationen beschrieben (s. 1.5),
doch die Bedeutung dieser Expressionsanderungen konnte bislang nicht geklart
werden. Daher sollte in der vorliegenden Arbeit der Einfluss von NaCl-Stress auf die
Aktivitat von OsAKT1 naher untersucht werden.

Funf Tage alte Reispflanzen, die auf salzhaltigem Medium gewachsen waren, wiesen
erhebliche Wachstumsdefizite auf. Sowohl Wurzeln als auch Wurzelhaare waren
signifikant kurzer als die der Kontrollpflanzen. Auch die Behandlung der Keimlinge
mit einem Medium hoher Osmolaritat fuhrte jedoch ebenfalls zu einer Verzégerung
des Wachstums (Abb. 26). Dieser Wachstumsphanotyp konnte mit einer Abnahme
des in diesen Pflanzen gemessenen Kaliumgehalts korreliert werden (Abb. 27). In
Ubereinstimmung mit Golldack (2003) wurde weiterhin gezeigt, dass die Expression
von OsAKT1 unter Salzstress reprimiert wird, so dass die geringere Menge an
Kalium in NaCl-behandelten Pflanzen auf die verringerte Aktivitat von OsAKT1 in der
Plasmamembran der Wurzelzellen zuriickzufihren sein konnte. Diese Vermutung

konnte in Patch-Clamp-Analysen an Wurzelprotoplasten salzgestresster Pflanzen
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bestatigt werden: Tatsachlich waren hier die durch OsAKT1 vermittelten
Kaliumeinstrome im Vergleich zur Kontrolle erheblich reduziert (Abb 29).

Nachdem sowohl der Kaliumgehalt als auch das Wachstum in Keimlingen, die
osmotischem Stress, aber nicht hdheren NaCl-Konzentrationen ausgesetzt waren,
ebenfalls reduziert war, ist davon auszugehen, dass ein Teil der Auswirkungen, die
Salzstress auf die Reispflanzen hat, auf osmotische Effekte zurlckzufuhren ist. Wie
bereits erwahnt, ist die Reaktion von Grasern auf erhohte Salzkonzentrationen im
Boden in zwei Phasen gegliedert: In der ersten Phase ist das reduzierte Wachstum
durch osmotischen Stress bedingt, erst spater spielt die Toxizitat des in der Pflanze
akkumulierenden Natriums eine Rolle. Da die verwendeten Pflanzchen noch sehr
jung waren (4-5 Tage) ist es durchaus wahrscheinlich, dass der osmotische Effekt
der Salzbehandlung hier dominant war. Eine posttranslationale Regulation von
OsAKT1 durch erhdhte intrazellulare Natriumkonzentrationen, wie von Qi und
Spalding, 2004 vorgeschlagen, konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht bestatigt
werden. Die hier vorliegenden Ergebnisse lassen vielmehr darauf schlieRen, dass die
Expression von OsAKT1 durch Salzstress reprimiert und somit auch die OsAKT1-
Dichte in der Plasmamembran verringert wird. Die Abnahme der OsAKT1-
Transkriptmenge koénnte Ausdruck genereller Vitalitatseinbul’en sein, die derart
behandelte Pflanzen erleiden. Die Beeintrachtigungen in Wachstum und
Kaliumhomoostase salzgestresster Keimlinge koénnten demzufolge auf die
verringerte Kaliumaufnahme Gber OsAKT1 zuridckzuflihren sein. Die Untersuchung
von OsAKT1-uberexprimierenden Pflanzen wird daher zeigen muissen, ob die
erhohte OsAKT1-vermittelte Kaliumaufnahme in die Wurzel die Salztoleranz von

Reispflanzen zu erh6hen vermag.
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5 Zusammenfassung
In vorausgegangenen Experimenten unseres Labors war bereits gezeigt worden,

dass die Transkription des Kaliumaufnahmekanals ZMK1 durch IAA stimuliert wird
und dass dieser eine wichtige Rolle fur das differentielle Zellstreckungswachstum
wahrend der gravitropen Krimmung spielt. Dieser Annahme folgend wurde in der
vorliegenden Arbeit untersucht, ob ZMK1 auch in phototrop stimulierten
Maiskeimlingen am differentiellen Wachstum der Koleoptile beteiligt ist. Im Hinblick
auf diese Fragestellung wurden folgende Erkenntnisse gewonnen:

i.  Auch in photostimulierten Keimlingen folgt die Transkription von ZMK1 dem
endogenen IAA-Gradienten. Vor allem in der Koleoptilenspitze, wo die
Umverteilung der freien |AA in die unbelichtete Flanke stattfindet, wurde der
grolte ZMK1-mRNA Gradient gemessen.

i. Der Krummungswinkel photostimulierter Koleoptilen war erheblich kleiner als
der ebenso lange gravitrop gereizter Keimlinge. Pflanzen, die auf einem
Klinostaten einseitig mit Blaulicht bestrahlt worden waren, zeigten jedoch eine
ahnlich starke Krummung wie gravistimulierte Pflanzen. Der Einfluss der
Schwerkraft ~ verhinderte = demzufolge  eine  starkere Krimmung
photostimulierter Koleoptilen.

iii. Die ausgepragtere Krummungsreaktion von auf dem Klinostaten
photostimulierten Maiskeimlingen war mit einer drastischen
Auxinverschiebung in der Koleoptilenspitze und einer langer anhaltenden
differentiellen Expression von ZMK1 verbunden. Die Wachstumsantwort der
Keimlinge konnte daher direkt mit der Verteilung freier IAA und der daraus
resultierenden Regulation von ZMK1 korreliert werden.

iv. Die Wahrnehmung zweier verschiedener Reize (Schwerkraft, Blaulicht)
mindet in einen gemeinsamen Signalweg, welcher zur Umverteilung
endogenen Auxins innerhalb der Koleoptile und zur differentiellen
Kaliumaufnahme Uber ZMK1 in den gegenulberliegenden Flanken fuhrt. Die
hierdurch bedingte starker ausgepragte Zellstreckung in der unbelichteten

Koleoptilenhalfte hat schlieBlich die Krimmung des Keimlings zur Folge.

Mit dem Ziel, auch den ZMK1-orthologen Kaliumkanal in einer der wichtigsten

Nutzpflanzen, Reis, zu charakterisieren, wurden molekularbiologische und
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biophysikalische Analysen durchgefiihrt. Im Bezug auf die verfolgten Ziele dieser

Arbeit lassen sich die gewonnenen Ergebnisse wie folgt zusammenfassen:

V.

Vi.

Vii.

viii.

Aus Oryza sativa-Keimlingsgewebe konnte das cDNA-Molekul OsAKT1 isoliert
und anhand der abgeleiteten Aminosauresequenz der AKT1-Unterfamilie des
Shaker- Typs pflanzlicher Kaliumkanale zugeordnet werden.

Die Transkripte von OsAKT1 wurden in Koleoptile und Wurzel 5 Tage alter
Reiskeimlinge lokalisiert. Im Gegensatz zur Expression des AKT1-orthologen
Kanals in Mais ZMK1 blieb die Transkription von OsAKT1 durch die Erhdhung
exogenen Auxins in Koleoptilsegmenten unbeeinflusst. Demzufolge ist es
unwahrscheinlich, dass OsAKT1 ahnlich wie ZMK1 eine wichtige Rolle
wahrend des auxininduzierten Streckungswachstums spielt.

Nach heterologer Expression in HEK293-Zellen wurde OsAKT1 als
spannungsabhangiger, kaliumselektiver Einwartsgleichrichter charakterisiert,
der durch Ca®" und Cs* geblockt und durch extrazellulare Protonen aktiviert
wird. Ahnliche Eigenschaften konnten in Protoplasten beobachtet werden, die
aus Keimlingswurzeln isoliert worden waren. Diese Ergebnisse legten den
Schluss nahe, dass OsAKT1 der dominante Kaliumaufnahmekanal in
Reiswurzeln ist.

Keimlinge des verwendeten Reiskultivars waren in Reaktion auf Salzstress im
Vergleich zu Kontrollpflanzen erheblich im Wachstum verzdgert und wiesen
einen geringeren Kaliumgehalt auf. Dieser Phanotyp wurde von einer
Abnahme der OsAKT1-Transkripte und der Verringerung der durch OsAKT1
getragenen Kaliumstrome in Wurzelprotoplasten salzbehandelter Keimlinge
begleitet. Dieser Zusammenhang deutet darauf hin, dass die OsAKT1-
vermittelte Aufnahme von Kalium tber die Wurzel essentiell fir das pflanzliche

Wachstum und die lonenhomdostase salzgestresster Pflanzen ist.
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6 Summary

Previous experiments from our lab had already demonstrated that the inward-

rectifying K* channel ZMK1 plays an important role for potassium uptake during cell

elongation growth of gravistimulated maize coleoptiles. To investigate if this channel

is involved in other auxin-regulated processes as well, the current work focused on

the role of ZMK1 for phototropic bending.

Alike with gravistimulated plants, ZMK1 expression also follows the IAA-
redistribution in photostimulated maize seedlings. The gradient in ZMK1-
mRNA was most pronounced in the coleoptile tip, where free IAA is
translocated into the shaded coleoptile half.

The bending angle of photostimulated maize seedlings was much smaller than
that reached after gravistimulation. Plants photostimulated on a clinostat,
however, displayed a similar bending angle as seedlings responding to a
gravistimulus, indicating that gravity restricts further bending of the coleoptile.
Stronger phototropic bending of plants illuminated on a clinostat was
accompanied by dramatic translocation of free I1AA in the coleoptile tip and
prolonged differential expression of ZMK1. Thus, the growth response of
maize seedlings could be directly correlated with |AA-redistribution in the
coleoptile and the resulting differential regulation of ZMK1 transcription.

The perception of two different stimuli (gravity, blue light) thus merges into a
common signaling pathway, leading to IAA-redistribution and differential
K*-uptake in the two flanks of the coleoptile. As a consequence, enhanced cell
elongation growth in one half of the organ gives rise to gravi- or phototropic
bending.

To investigate the role of the ZMK1-ortholog in one of the most important food crops,

rice, the respective gene was isolated. Based on molecular and biophysical

approaches the gene activity and the function of the gene product were analyzed.

V.

Vi.

The cDNA of OsAKT1 was isolated from rice seedlings. Based on the derived
amino acid-sequence, OsAKT1 could be grouped into the AKT1-family of plant
Shaker-K*-channels.

Transcripts of OSAKT1 were localized in root and coleoptile of 5-days-old rice

seedlings. In contrast to ZMK1, OsAKT1-expression was not affected by
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Vii.

viii.

changes in IAA concentration. OsAKT1 therefore does not seem to play a
major role in auxin-induced cell elongation processes.

Following heterologous expression in HEK293 cells, OsAKT1 was
characterized as a voltage-dependent, K*-selective inward rectifier activated
by extracellular protons and blocked by Ca®* and Cs*. The K* uptake channel
measured in protoplast of root epidermal cells showed almost the same
functional properties, indicating that OsAKT1 represents the dominant K-
uptake channel in rice roots.

Rice seedlings subjected to salt stress displayed severe growth reduction and
reduced K*-concentrations both in roots and shoots. This phenotype was
accompanied by decreased OsAKT1-expression and diminished K*,-currents
in root protoplasts. Therefore, OsAKT1-mediated K'-uptake of root cells

seems to be essential for plant growth and ion homeostasis during salt stress.
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