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1.1. Zusammenfassung

Phytosulphokin-o. (PSK-a) ist einbisulfatiertes Pentapeptid mitder Sequenz Tyr(SO,H)-
lle-Tyr(SO,H)-Thr-GIn, welches als autokriner Wachstumsfaktor die Proliferation von
Zellen in Zellkulturen niedriger Dichte stimuliert. Trotz einer weiten Verbreitung von
PSK-Praproproteingenen in Héheren Pflanzen sind kaum Funktionen des Pentapeptids
in planta bekannt. In dieser Arbeit wurden sowohl physiologische als auch genetische
Ansatze verfolgt, um moégliche Funktionen von PSK-a in Arabidopsis aufzuklaren.

Arabidopsis besitzt finf PSK-Praproproteingene. Charakteristisch fur die Prapro-
proteingene sind ein N-terminales Signalpeptid und ein C-terminales Signaturmotiv
aus hoch konservierten Aminosauren einschlieBlich der PSK-Sequenz. Die Perzeption
des Pentapeptids in Arabidopsis erfolgt durch eine membranstandige Rezeptorkinase,
AtPSKR1, mit Leuzin-reichen Wiederholungselementen. Promotor-GUS Analysen
der PSK-Praproproteingene und von AtPSKR1 zeigten spezifische und Uberlappende
Expressionen in vegetativen und reproduktiven Geweben. Die Expressionsmuster in
Wourzeln und in Bliten von Arabidopsis deuteten auf mdgliche Funktionen von PSK-a in
diesen Geweben hin.

PSK-a férderte konzentrationsabhangig das Wurzelwachstum von Arabidopsis-
pflanzen. Die Pflanzen wiesen ein verstarktes Haupt- und Lateralwurzelwachstum auf.
Die Lateralwurzeldichte war jedoch nach PSK-a Behandlung nicht verandert. Keimlinge
der PSK-Rezeptor T-DNA Insertionsmutante Atpskr1-T besalien verkiirzte Haupt-
wurzeln, jedoch keine verkurzten Lateralwurzeln. Die Ergebnisse wiesen auf eine
Funktion von PSK-a bei der Regulation des Wurzelwachstums hin. Darlber hinaus
wiesen Promotor-GUS Expressionen der PSK-Praproproteingene und von AtPSKR1
auf eine mogliche Funktion des Pentapeptids im Zentralzylinder hin.

Die PSK-Rezeptormutante wies keine anatomischen Unterschiede hinsichtlich
des Blltenaufbaus aus vier Wirteln auf. Charakteristisch fir Atpskr1-T Pflanzen war
aber eine verminderte Samenbildung im Vergleich zu Wildtyppflanzen. Reziproke
Kreuzungen zeigten, dass der Mutantenphanotyp auf maternale und paternale Effekte
sowie auf asynchrones Wachstum der mannlichen und weiblichen Blitenorgane nach
Anthese zurlckzufiihren war. In Atpskr1-T Bluten war die Entwicklung des mann-
lichen Gametophyten, des Pollens, gestort. Pollen der Atpskr1-T Mutante wiesen eine
verminderte in vitro Pollenkeimungsrate und eine erhdhte Anzahl degenerierter Pollen
auf. Dieser paternale Effekt hatte insgesamt jedoch nur einen geringen Einfluss auf die
Samenbildung in Atpskr1-T Pflanzen. Maternale Effekte hatten den gréiten Einfluss auf
die Samenentwicklung in Atpskr1-T Pflanzen. Es konnte jedoch nicht geklart werden,
welche Prozesse in Afpskr1-T Gynoeceen gestort sind, da anatomische Unterschiede

im Bau von Gynoeceen sowie Defekte wahrend der Embryonalentwicklung nicht
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erkennbar waren. Moéglicherweise sind Signalprozesse wahrend der Pollenkeimung und
des Pollenschlauchwachstums im weiblichen Blitengewebe betroffen.

In Arabidopsisbliten findet zwischen Anthese und Pollinierung ein verstarktes
Wachstum der Filamente statt, um die Antheren fir die Bestaubung auf Hohe des
Stigmas zu bringen und so die Pollinierung zu erleichtern. In Atpskr1-T Bliten ver-
hinderte asynchrones Wachstum der inneren Wirtel eine erfolgreiche Bestdubung. In
Atpskr1-T Bluten sind bei Bestaubung die Antheren unterhalb des Stylus, wodurch
eine Ubertragung des Pollens auf das Stigma beeintrachtigt war. Der Phanotyp der
Atpskr1-T Bliten zeigte eine Funktion von PSK-a bei der Regulation des Wachstums
der Bllitenorgane. Das Pentapeptid beeinflusst somit nicht nur das Wachstum von
Wurzeln, sondern auch von Blltenorganen. In weiteren Untersuchungen muss geklart
werden, ob das Wachstum auf eine Funktion des Pentapeptids bei der Regulation von
Zellteilung und/oder Zellstreckung zurtickzufiihren ist.
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1.2. Summary

Phytosulphokine-a (PSK-a) is a disulfated pentapeptide of the sequence Tyr(SO,H)-
lle-Tyr(SO,H)-Thr-GIn that was shown to act as an autocrine growth factor in in vitro
cultured cells kept at low density. The pentapeptide appears to be ubiquitous in higher
plants. However, not much is known about the functions of PSK-a in planta. In this work
physiological and genetic approaches were chosen for functional analysis of PSK-a in
Arabidopsis thaliana.

PSK-a is encoded by five precursor genes in Arabidopsis. PSK preproprotein
homologs exhibit an N-termial secretory signal sequence and a C-terminal signature
motif composed of conserved amino acids including the PSK sequence. In Arabidopsis
PSK-a is perceived by a membrane spanning leucine-rich repeat receptor kinase termed
AtPSKR1. Promoter-GUS analysis of PSK precursor genes and A{PSKR 1 showed distinct
and overlapping expression patterns in vegetative and reproductive tissues pointing to
activity of PSK-a in these tissues.

Exogenous application of PSK-a to Arabidopsis plants resulted in increased root
mass in a dose-dependent manner. The pentapeptide promoted primary and lateral root
growth. In contrast lateral root density was not changed. The PSK receptor knock out
mutant Atpskr1-T exhibited reduced primary but not lateral root length. These results
indicated a role of PSK signaling in root growth regulation. Additionally, promoter-GUS
expression patterns of PSK precursor genes and A{PSKR1 in roots revealed a possible
function of PSK-a in vascularization.

The PSK receptor knock out mutant was not only impaired in root growth but also
in reproductive success. Atpskr1-T plants exhibited reduced seed formation compared
to wildtype plants. The Afpskr1-T phenotype was caused by maternal and paternal
effects as well as asynchronous growth of male and female reproductive organs. Mutant
analysis indicated disturbed PSK signaling during pollen development. Atpskr1-T plants
showed more degenerated pollen and in vitro germination of Atpskr1-T pollen was
significantly reduced compared to wildtype. However, this paternal effect had only a
minor influence on seed formation. By contrast, maternal effects had a strong influence
on seed formation in Atpskr1-T plants. Atpskr1-T pistils exhibited no morphological and
anatomical differences. It therefore remains to be shown which processes are disturbed
in female reproductive tissue. Disturbed signaling during pollen germination, pollen tube
growth or pollen tube guidance could contribute to reduced seed formation in Atpskr1-T
plants. Future research should clarify a possible role of PSK-a in these processes.

After anthesis, elongation of filaments, anther dehiscence and pollen release ensure
pollination in Arabidopsis. During pollination, anthers reach the top of the stigma

and pollen are transferred to stigmatic papilla cells. In Atpskr1-T plants pollination
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was impaired by anthers which remained below the style at time of pollination due to
uncoordinated elongation of male and female flower organs. The Atpskr1-T phenotype
pointed to a function of PSK-a in growth regulation in reproductive organs. In conclusion,
the pentapeptide is involved in growth regulation not only in roots but also in flowers.
Further investigations have to be done to elucidate if PSK-a has a function in regulation
of cell division or cell elongation or both.
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2. Einleitung

2.1. Phytosulphokin-a

Die Proliferation von Pflanzenzellen in Zellkulturen ist stark von der anfanglichen
Zelldichte abhangig (Matsubayashi et al., 1996). Die mitogene Aktivitat von Zellkulturen
geringer Dichte wird durch konditioniertes Medium stimuliert, in dem Zellen zuvor
gewachsen sind und ist nicht durch Zugabe von Pflanzenhormonen oder Nahrstoffen
zu erreichen (Matsubayashi et al., 2006; Matsubayashi und Sakagami, 1996; Yang et
al., 2000). Die Stimulierung der Proliferation von Zellen niedriger Kulturdichte durch
konditioniertes Medium ist auf ein chemisches Signal zurlickzufiihren, das von den
Zellen selbst produziert und ins Medium sekretiert wird (Bellincampi und Morpurgo,
1987; Birnberg et al., 1988).

Phytosulphokin-o. (PSK-a), ein bisulfatiertes Pentapeptid mit der Sequenz Tyr(SO,H)-
lle-Tyr(SO,H)-Thr-GIn, wurde aus konditioniertem Medium von Asparagus officinalis
Mesophylizellen isoliert (Abbildung 1 A; Matsubayashi und Sakagami, 1996). Das
Pentapeptid ist als primares Signalmolekul an Signalprozessen von Zelle zu Zelle
beteiligt (Matsubayashi et al., 2006). PSK-a agiert als autokrines Signal in Zellkulturen
und stimuliert die Proliferation von Zellen in Kulturen geringer Zelldichte (Matsubayashi
und Sakagami, 1996). Das Pentapeptid ist wasserloslich und in nanomolaren
Konzentrationen wirksam (Matsubayashi et al., 1997; 2002). PSK-o wurde aus
konditioniertem Medium von Zellkulturen von Reis, Mais (Matsubayashi et al., 1997),
Zinnia elegans (Matsubayashi et al., 1999) und Daucus carota (Hanai et al., 2000)
isoliert.

Neben dem bisulfatierten Pentapeptid wurde PSK-f3, die C-terminal verkirzte Form
von PSK-a, ein bisulfatiertes Tetrapeptid mit der Sequenz Tyr(SO,H)-lle-Tyr(SO,H)-Thr,
in konditioniertem Medium von Asparagus officinalis Mesophyllzellen nachgewiesen
(Abbildung 1 A; Matsubayashi und Sakagami, 1996). PSK-3 besitzt weniger als ein
Zehntel der mitogenen Aktivitat von PSK-a (Matsubayashi et al., 1996). Vermutlich
ist das bisulfatierte Tetrapeptid ein Abbauprodukt von PSK-o (Matsubayashi und
Sakagami, 1996). Die Sulfatierung der beiden Tyrosine ist essentiell fir die biologische
Aktivitat des Pentapeptids. Unsulfatiertes Pentapeptid besitzt <0,1% der Aktivitat von
PSK-a (Matsubayashi et al., 1996). Das N-terminal, um das erste Tyrosin verkurzte
monosulfatierte Tetrapeptid zeigt ebenfalls eine tausendfach reduzierte Aktivitat
gegenuber PSK-a (Matsubayashi et al., 1996). So scheint das N-terminale bisulfatierte
Tripeptid der aktive Kern von PSK-a zu sein (Yamakawa et al., 1998; Yang et al., 2000).
Das Tripeptid besitzt ein Finftel der mitogenen Aktivitdt von PSK-a (Matsubayashi et
al., 1996).
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Neben seiner Funktion beider Teilung von Zellen in Kulturen niedriger Dichte, ist das
Pentapeptid in Differenzierungsprozesse involviert. Matsubayashi et al. (1999) zeigten,
dass PSK-a eine Rolle bei der Differenzierung von Zinnia elegans Mesophyllzellen
in Tracheenelemente spielt. In konzentrationsabhangiger Weise forderte das Penta-
peptid die Bildung von Tracheen. Darlber hinaus ist PSK-a an Signalprozessen
beteiligt, die zur Bildung somatischer Embryonen fiihren (Hanai et al., 2000; Igasaki
et al., 2003; Kobayashi et al., 1999). Chen et al. (2000) zeigten, dass das Pentapeptid
in nanomolaren Konzentrationen die in vitro Keimung von Nicotiania tabacum Pollen
in Kulturen geringer Dichte fordert. Exogenes PSK-a stimuliert die Pollenkeimung und
tragt zum Pollenpopulationseffekt bei. Die in vitro Keimung von Pollen verschiedener
Pflanzenspezies ist dichteabhangig (Pasonen und Kapyla, 1998). Brewbaker und
Majumder (1961) bezeichneten dieses Phanomen als Pollenpopulationseffekt und
machten Pollen-Pollen-Interaktionsprozesse daflr verantwortlich.

PSK-a spielt nicht nur bei Differenzierungsprozessen in Zellkulturen eine Rolle
sondern auch in Pflanzengeweben. PSK-a unterstitzt die Bildung von Adventivwurzeln
von Cucumis sativus Hypokotylsegmenten (Yamakawa et al., 1998). In der vorliegen-
den Arbeit wurde hingegen gezeigt, dass PSK-a das Wurzelwachstum, aber nicht die
Organogenese von Lateralwurzeln von Arabidopsis unterstitzt. Exogenes PSK-a hatte
keinen Einfluss auf die Lateralwurzeldichte von Arabidopsiskeimlingen.

Die Bildung von PSK-a erfolgt aus einem inaktiven, héher molekularen Praproprotein
(PP-PSK) durch post-translationale Modifikation in sekretorischen Vesikeln und
schrittweiser Prozessierung (Yang et al., 2000). Die Struktur eines PP-PSK wurde
zuerst von Reis von Yang et al. (1999) aufgeklart und ist in Abbildung 1 B gezeigt.
OsPSK hat eine Lange von 89 Aminosauren und besitzt eine hydrophobe sekretorische
N-terminale Signalpeptidsequenz und die hoch konservierte PSK-Sequenz nahe dem
C-Terminus (Yang et al., 1999). Lorbiecke und Sauter (2002) identifizierten PP-PSK
kodierende Gene in verschiedenen Pflanzenarten. Die PSK-Praproproteine besitzen
geringe Homologien auf Aminosauresequenzebene, aber ahnliche Sekundarstrukturen
(Lorbiecke und Sauter, 2002). Darlber hinaus sind Regionen aus vermehrt sauren
und basischen Aminosauren in der Mitte sowie am C-terminalen Ende fir die PSK-
Praproproteine charakteristisch (Abbildung 1 B; Lorbiecke und Sauter, 2002). Die
Autoren identifizierten weitere konservierte Aminosauren in der Nahe der PSK-Sequenz
der PP-PSK. Die Konsensussequenz Cx,,[E/D/Q]xCx,RRx, AH[T/L/VIDYIYTQ
wurde als Signaturmotiv bezeichnet, wobei die dick gedruckten Buchstaben invariante
Aminosauren in der PSK-Praproproteinsequenz darstellen (Lorbiecke und Sauter,
2002).
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Abb. 1: Die Struktur von PSK-a, PSK-f und des PSK-Praproprteins aus Oryza sativa.
A Strukturformel des Pentapeptids PSK-a und des Tetrapeptids PSK-f3. B Schematische
Darstellung des PSK-Praproproteins (PP-PSK) aus Oryza sativa nach Yang et al. (2000).
Das PSK-Praproprotein aus Reis hat eine Lange von 89 Aminosauren und besitzt
eine hydrophobe N-terminale Signalpeptidsequenz (hellgrau) und die PSK-Sequenz
(dunkelgrau) am C-terminalen Ende. In der Mitte von OsPSK befindet sich eine Region
aus vermehrt sauren Aminosauren (,saure Region®, Lorbiecke und Sauter, 2002). Am C-
Terminus des PP-PSK sind verstarkt basische Aminosauren lokalisiert (,basische Region®,
Lorbiecke und Sauter, 2002).

Beide Tyrosine von PSK-a werden sulfatiert (Yang et al., 1999). Matsubayashi und
Sakagami (1996) zeigten, dass die O-Sulfatierung von Tyr' und Tyr? im Pentapeptid
YIYTQ essentiell fur die biologischen Aktivitat von PSK-a ist. Durch die Sulfatierung wird
das Pentapeptid stark hydrophil (Lorbiecke und Sauter, 2002). Die O-Sulfatierung von
Tyrosinen ist eine weit verbreitete post-translationale Modifizierung von Proteinen in
tierischen Eukaryonten (Huttner, 1982). Viele sekretierte Proteine und Membranproteine
aus Saugetieren sind an Tyrosinresten sulfatiert (Yang et al., 2000). Die O-Sulfatierung
von Tyrosinen ist nicht nur wichtig fir die biologische Aktivitat von Proteinen (Jensen
et al., 1981) sondern auch fir die proteolytische Prozessierung von biologisch aktiven
Peptiden (Bundgaard et al., 1995), den intrazellularen Transport von sekretorischen
Proteinen (Hille et al., 1984), die Halbwertzeit von Proteinen (Pauwels et al., 1987).
Die O-Sulfatierung von Tyrosinen spielt eine Rolle bei extrazellularen Protein-Protein
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Interaktionen (Kehoe und Bertozzi, 2000).

Die Sulfatierung von Tyrosinen wird in Zellen von Saugetieren von Tyrosylprotein
Sulfotransferasen (TPST) katalysiert (Lee und Huttner, 1983), welche im trans-Golgi-
Netzwerk lokalisiert sind (Baeuerle und Huttner, 1987). Hanai et al. (2000) wiesen in
vitro mit synthetischem PP-PSK die katalytische Aktivitat von pflanzlichen TPST in
Zellkulturen verschiedener Pflanzenarten nach. Diese TPST Aktivitat war Gberwiegend
im Golgi-Apparat von Asparagus officinalis Mesophylizellen lokalisiert. In Arabidopsis
wurden 18 Sulfotransferasengene identifiziert (Klein und Papenbrock, 2004). Bisher
ist noch unbekannt, durch welche Sulfotransferase PP-PSK sulfatiert wird und wie
die Prozessierung von PSK-a erfolgt. PP-PSK weist Erkennungssequenzen fir
Endoproteasen auf, die Ahnlichkeiten mit denen in tierischen Organismen haben (Yang
et al.,, 1999). Vermutlich sind homologe endoproteolytische Enzyme in Pflanzen an
der Prozessierung von PSK-a beteiligt (Yang et al., 1999; 2000). Das sekretorische
N-terminale Signalpeptid von PP-PSK, die O-Sulfatierung beider Tyrosine und letztlich
das Vorkommen von PSK-a im Medium von Suspensionszellkulturen (Matsubayashi und
Sakagami, 1996) weisen auf eine Sekretion des Pentapeptids in den Apoplasten hin. Das
sekretierte, bisulphatierte und damit biologisch aktive Pentapeptid ist durch seine geringe
Grolie, die hohe Wasserloslichkeit und maogliche langere Halbwertzeit im Gegensatz
zum unsulfatiertem Pentapeptid pradestiniert flr extrazellulare Signalprozesse.

2.2. Polypeptide als Signale in Pflanzen

Die CLAVATA-Gene regulieren das Gleichgewicht zwischen dem Erhalt und der
Differenzierung von Stammzellen in Spross- und Blitenmeristemen von Arabidopsis.
CLAVATAS3 (CLV3) kodiert fir ein kleines Protein aus 96 Aminosauren mit einem N-
terminalen sekretorisches Signalpeptid (Torii, 2004). Das funktionale Peptid hat eine
Lange von 78 Aminosauren und eine Gréle von 6 kDa und liegt extrazellular vor
(Fletcher et al., 1999). CLV3 wird von den Stammzellen an der Spitze der Meristeme
sekretiert (Fletcher et al., 1999). Das Peptid fungiert als Ligand des heterodimeren
Rezeptorkomplex aus der Rezeptorkinase CLAVATA1 (CLV1, Clark et al., 1993)
mit Leuzin-reichen Wiederholungselementen (LRR) und dem LRR-Rezeptorprotein
CLAVATA2 (CLV2, Jeong et al., 1999; Torii, 2004). Die CLAVATA-Signalkette reprimiert
Uber nachgeschaltete Gene die Expression des Homoéodomanen-Transkriptions-
faktors WUSCHEL (WUS, Laux et al., 1996), der die Proliferation und Differenzierung
der Stammzellen unterstiitzt. Uber einen riickgekoppelten Signalweg induziert WUS
wiederum die Bildung von CLV3, wodurch das Stammzellschicksal in Spross- und
Blutenmeristemen im Gleichgewicht gehalten wird (Brand et al., 2000). CLV3 agiert als
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parakrines Signalmolekil (Torii, 2004), dessen Aktivitat in einer Zellschicht ausreicht, um
die Proliferation und Differenzierung der Zellen im gesamten Meristem zu kontrollieren
(Fletcher et al., 1999). CLV3 gehort zur CLE-Familie, welche nach CLV3 aus Arabidopsis
und drei ,Endosperm-surrounding region“ Proteinen (ESR) aus Mais benannt wurde
(Cock und McCormick, 2001). CLE-Polypeptide sind kleine Proteine (<15 kDa) mit
einem N-terminalen sekretorischen Signalpeptid und einem hoch konservierten 14
Aminosauren langen CLE-Motiv am C-Terminus (Fiers et al., 2007). In Arabidopsis
wurden bisher 31 CLE-Gene identifiziert, unter denen einige Vertreter verschiedene
Rollen bei der Differenzierung und der Proliferation von Zellen spielen (Fiers et al.,
2007).

In Solanaceae Arten wurde eine Familie von Peptiden identifiziert, die an
intrazellularen Signalprozessen bei einer systemischen Wundantwort beteiligt sind
(Ryan und Pearce, 2003). Systemin, das erste in Pflanzen entdeckte Signalpeptid,
induziert die Synthese von Proteinaseinhibitoren in jungen Blattern von Tomate (Pearce
et al., 1991). In den Signalweg sind unter anderem der Systemin-Rezeptor SR160, eine
Mitose-aktivierte Proteinkinase (MAPK) und das Phytohormon Jasmonsaure involviert
(Stratmann et al., 2000; Ryan und Pearce, 2003). Das Peptid hat eine Lange von 18
Aminosauren und wird ahnlich wie PSK-a, aus einem héhermolekularen Praproprotein
gebildet. Das 200 Aminosauren lange Prosystemin weist repetitive Sequenzen
und die eigentliche Systemin-Sequenz nahe dem C-Terminus auf, hat jedoch kein
N-terminales Signalpeptid (McGurl et al., 1992). Dies lie® vermuten, dass das Peptid
nicht Uber den sekretorischen Weg synthetisiert und prozessiert wird (McGurl et al.,
1992). Prosystemin ist in Parenchymzellen des Leitgewebes lokalisiert (Ryan und
Pearce, 2003). In Tabak und Tomate wurden Systemin ahnliche, 15 bis 20 Aminosauren
lange glykosylierte Signalpeptide , Tobacco hydroxyproline-rich systemin“ (TobHypSys) |
und Il sowie ,, Tomato hydroxyproline-rich systemin“ (TomHypSys) Il und Il identifiziert,
die Hydroxyprolin-reich sind (Ryan und Pearce, 2003). Diese HypSys werden
ebenfalls aus Praproproteinen gebildet, die jedoch im Gegensatz zu Prosystemin,
eine Signalsequenz am N-Terminus sowie eine N- und C-terminale Systemin-Sequenz
aufweisen (Ryan und Pearce, 2003). Die TobHypSys Peptide helfen bei der Bildung von
Jasmonsaure, welche bei Wundantwort als systemisches Signal bis in die Wurzeln von
Pflanzen transportiert wird (Ryan und Pearce, 2003).
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2.3. PSK-a Rezeptoren sind Rezeptorkinasen mit Leuzin-reichen Wiederho-
lungselementen (,,leucine-rich repeats“, LRR)

Die entscheidende Rolle von Rezeptorkinasen ist die Erkennung von
Liganden, die zur Aktivierung der Kinase und zur Transduktion von Signalen Uber
nachgeschaltete Signalwege flhrt (Torii, 2004). Rezeptorkinasen mit Leuzin-reichen
Wiederholungselementen (LRR-RK) stellen mit Gber 200 Mitgliedern die grote Gruppe
von transmembranen rezeptorahnlichen Kinasen in Arabidopsis dar (Torii, 2004).
LRR-Rezeptorkinasen regulieren eine Vielzahl von entwicklungsabhangigen und mit
Pathogenabwehr in Verbindung stehenden Prozessen in Pflanzen (Torii, 2004). Die
LRR-RK BRASSINOSTEROID INSENSITIVE 1 (BRI1) perzipiert Brassinosteroide
(Abbildung 2; Li und Chory, 1997), die Wachstumsprozesse in Pflanzen regulieren (Torii,
2004). Die LRR-RK CLAVATAT1 ist in die Kontrolle der Homodostase von Stammzellen
im Sprossmeristem involviert (Abbildung 2; Clark et al., 1997). Die Perzeption des
bakteriellen Peptids Flagellin erfolgt durch die LRR-RK FLAGELLIN INSENSITIVE
2 (FLS2; Abbildung 2; Gémez-Gémez und Boller, 2000), wodurch eine nicht wirt-
spezifische Pathogenantwort ausgeldst wird (Thordal-Christensen, 2003). Das Peptid
Systemin bindet an die LRR-RK SYSTEMIN CELL-SURFACE RECEPTOR 160
(SR160) aus Lycopersicon peruvianum. SR160 weist ein starke Homologie zu BRI1
aus Arabidopsis auf (Scheer und Ryan, 2002). Systemin wird ebenfalls durch BRI1 aus
Tomate (tBRI1) perzipiert (Scheer und Ryan, 2002; Montoya et al., 2002).

LRR-RK besitzen ein N-terminales Signalpeptid, einen extrazellularen LRR-Bereich,
eine einfache Transmembrandomane und eine Kinasedomane, welche haufig
Substratspezifitat flir Serin/Threonin aufweist (Shiu und Bleecker, 2001). Die extrazellulare
LRR-Domane besteht aus 1 und bis zu 32 LR-Elementen, welche tandemartig ange-
ordnet sind (Torii, 2004). Das in Pflanzen vorkommende extrazellulare LRR-Motif
L--L--L--L-L--N-L-G-IP-- besitzt konservierte und nicht konservierte Aminosauren,
welche durch einen Buchstaben beziehungsweise durch einen Balken angegeben
wurden (Jones und Jones, 1997). Die meisten LRR-RK in Pflanzen sind intronlos (Torii,
2004). An LRR binden Peptide (Kobe und Deisenhofer, 1994), Elizitoren (Yamaguchi
et al., 2006) und Signalmolekiile die Entwicklungsprozesse induzierende (Torii et al.,
1996; Clark et al., 1997). LRR-Motive bilden ein vielseitiges Gerust flr Protein-Protein
Interaktionen (Kobe und Kajava, 2001). Einige LRR sind durch eine ,Insel“ unterbrochen
(Shiu und Bleecker, 2001). Die Inseldomane von BRI1 trennt die LR-Elemente in einen
N-terminalen und einen juxtamembranen Bereich und ist fir die Ligandenbindung
wichtig (Kinoshita et al., 2005; Torii, 2004). Die duale Perzeption von BR und Systemin
durch tBRI1 ist durch eine Bindung von BR an das Motiv aus vier LR-Elementen nahe
der Transmembrandomane und der Bindung von Systemin an die N-terminale LRR-
Region moglich (Torii, 2004). Die LR-Elemente sind von gepaarten Cysteinen flankiert,
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die durch sechs Aminosauren voneinander (CX,C) getrennt sind (Torii, 2004). Einige
LRR-RK agieren als Dimere. Die gepaarten Cysteine sind an der Heterodimerisierung
von CLV1 und dem LRR-Rezeptorprotein CLV2 beteiligt (Trotochaud et al., 1999).

%
I:I Signalpeptid ILRR Inseldoméne ITransmembrandoméne

:l Kinase Igepaarte Cysteine O ,Leuzinzipper*

Abb. 2: Rezeptorkinasen mit Leuzin-reichen Wiederholungselementen (LRR-RK) aus
Arabidopsis. Die Rezeptoren fiir PSK-a (AtPSKR1), Brassinosteroide (BRI1), Flagellin
(FLS2) und CLAVATA3 (CLV1) sind LRR-RK. Diese besitzen ein N-terminales Signalpeptid,
einen extrazellularen Bereich mit Tandemkopien von LR-Elementen unterschiedlicher
Anzahl, welche von gepaarten Cysteinen flankiert sind, eine Transmembrandomane und
eine katalytische Kinasedomane im zytoplasmatischen Bereich. Die 21 LRR von AtPSKR1
sind zwischen dem 17. und 18. LRR von einer Inseldomane unterbrochen. Die BRI1
Aminosauresequenz besitzt nahe dem N-Terminus einen amphipatischen ,Leuzinzipper*
und eine Inseldomane zwischen dem 21. und 22. LRR der insgesamt 25 LRR-Kopien.
FLS2 und CLV1 weisen 28 beziehungsweise 23 zusammenhangende LRR-Tandemkopien
auf.

Hoch und schwach affine PSK-Bindeproteine von [**S]PSK-a und [*H]PSK-a wurden
in der Plasmamembran und in subzellularen Fraktionen von Reis nachgewiesen
(Matsubayashi et al., 1997; 1999). Matsubayashi und Sakagami (2000) identifizierten
in Plasmamembranen von Reis 120 kDa und 160 kDa Glykoproteine mit einer hohen
Affinitat fir [*(H]PSK-a. Eine 120 kDa membranstandige LRR Rezeptorkinase ist spezifisch
in die Perzeption von PSK-a in Daucus carota (DcPSKR1) involviert (Matsubayashi
et al.,, 2002). Neben dem 120 kDa PSK-Rezeptorprotein wurde ein schwacher ge-
bildetes 150 kDa PSK-Bindeprotein in Daucus carota entdeckt (Matsubayashi et al.,
2002). Beide Proteine wiesen das gleiche Peptidriickgrat auf und unterscheiden sich
wahrscheinlich in ihrer Glykosylierung (Matsubayashi et al., 2002). Matsubayashi et al.
(2006) identifizierten At2g02220 als ein PSK-Rezeptorgen in Arabidopsis. Das Protein
AtPSKR1 bindet [*H]PSK-a spezifisch. At2g02220 kodiert fiir eine LRR-Rezeptorkinase
von 1008 Aminosauren, welche homolog zu DcPSKR1 ist. AtPSKR1 besitzt ein N-
terminales Signalpeptid, einen extrazellularen Bereich mit 21 Tandemkopien von LR-
Elementen (Abbildung 2; Matsubayashi et al., 2006). Zwischen dem 17. und 18. LRR ist
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eine 36 Aminosauren umfassende Inseldomane lokalisiert (Abbildung 2; Matsubayashi
et al., 2006). Die Aminosauresequenzen der Inseldomane von AtPSKR1 und DcPSKR1
sind stark konserviert (Matsubayashi et al., 2006). Die LRR sind von gepaarten Cys-
teinen flankiert, was auf eine mdgliche Dimerisierung von AtPSKR1 hindeutet. AtPSKR1
besitzt des Weiteren eine Transmembrandomane und einen zytoplasmatischen Bereich,
mit einer Serin/Threonin Kinase (Abbildung 2; Matsubayashi et al., 2006). PSK-a bindet
in Membranfraktionen aus Arabidopsis, ahnlich wie aus Reis und Daucus carota, an
zwei Glykoproteine unterschiedlicher GroRe (Matsubayashi et al., 2006). Das Protein
beider Glykoproteine wird durch Af2902220 kodiert. Die beiden Bindeproteine ent-
stehen vermutlich durch unterschiedliche post-translationale Modifikation (Matsubayashi
et al., 2006).

2.4. Entstehung und Wachstum von Wurzeln

Die postembryonale Architektur von héheren Pflanzen entsteht aus zwei Meristemen,
dem Spross-und dem Wurzelapikalmeristem, die wahrend der Embryogenese im Embryo
gebildet werden (Dolan et al., 1993). Das primare Spross- und Wurzelapikalmeristem
bringt die Zellen hervor, die sich teilen, um Spross beziehungsweise Wurzeln zu
bilden (Beeckman et al., 2001). Die Meristeme bilden wahrend der postembryonalen
Entwicklung die Wachstumspole der Pflanzen (Montiel et al., 2004). Das primare
Wurzelapikalmeristem von Arabidopsis wird aus basalen und apikalen Zellreihen des
sich entwickelnden Embryos gebildet (Montiel et al., 2004). Nach der Keimung des
Samens teilen sich die Initialzellen, welche das Meristem bilden, wodurch neue Zellen
zu den existierenden Zellreihen hinzu kommen. Die meristematischen Zellen sind
befahigt sich zu teilen und durchlaufen, gesteuert durch Cyclin-abhangige Kinasen,
die aufeinander folgenden Phasen des Zellzyklus (S, G,, M und G,, Mironov et al.,
1999). Die Tochterzellen erreichen die Zellstreckungszone, in der kaum noch Teilung
sondern vor allem Zellexpansion stattfindet. Der Langenzuwachs von Wurzeln beruht
hauptsachlich auf Zellverlangerung im Bereich der Streckungszone der Wurzelspitze. In
der Reifungszone differenzieren die Zellen aus (Montiel et al., 2004). Die in dieser Zone
erkennbaren Wurzelhaare sind ein Indikator fir Zelldifferenzierung (Dolan et al., 1993).

Das primare Wurzelapikalmeristem besteht aus dem ruhenden Zentrum,
undifferenzierten, teilungsaktiven Initialzellen der Wurzelhaube, Epidermis, Kortex,
Endodermis, Perizykel und Zentralzylinder, welche in konzentrischen Ringen mit einer
definierten Anzahl von Zellen angeordnet sind (Abbildung 3; Montiel et al., 2004; Dolan
et al., 1993). Das ruhende Zentrum besteht aus vier mitotisch inaktiven Zellen (Wang
et al., 2005), welche von der Hypophysis des Embryos abstammen, ebenso wie die
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Columellainitialen (Dolan et al., 1993). Das ruhende Zentrum inhibiert die Differenzierung
der umliegenden Initialen und halt die Stammzellen durch nicht-zellautonome Signale
in einem undifferenzierten Zustand (van den Berg et al, 1997). In Oryza sativa
Wurzelmeristemen kann der QUIESCENT CENTER-SPECIFIC HOMEOBOX (QHB)
Transkriptionsfaktor an der Stammzellhoméostase im Wurzelmeristem beteiligt sein
(Kamiya et al., 2003). In Arabidopsis ist der WUSCHEL-RELATED HOMEOBOX 5
(WOX5) Transkriptionsfaktor an diesen Signalprozessen beteiligt (Sarkar et al., 2007).

= Ruhendes Zentrum
Kortex/Endodermis-Initial
mit Tochterzelle

m Kortex und Endodermis
1 Epidermis
1 Laterale Wurzelhaube

1 Columella
1 Leitgewebe

Abb. 3: Mittiger longitudinaler Schnitt durch eine Arabidopsis thaliana Wurzelspitze
nach van den Berg et al. (1997). Die verschiedenen Zelltypen sind in der Legende
angegeben. Das ,Kernmeristem“ aus dem ruhenden Zentrum (hellblau) und den
angrenzenden Initialzellen wurde umrandet. Aus den Stammzellen oberhalb (hellgelb)
sowie unterhalb (hellrosa) des ruhenden Zentrums entstehen Leitgewebe beziehungsweise
Columella. Epidermis und laterale Wurzelhaube gehen ebenso wie Kortex und Endodermis
aus der gleichen Initiale hervor. Teilung der Kortex’Endodermis-Initiale und Entstehung
einer Tochterzelle (weilRer Pfeil). Die Tochterzelle teilt sich periklinal woraus Kortex und
Endodermis entstehen (schwarzer Pfeil).

Aus den Stammzellen oberhalb und unterhalb des ruhenden Zentrums gehen
Zentralzylinder und Perizykel beziehungsweise Columellazellen hervor (Abbildung
3; Montiel et al., 2004). Kortex und Endodermis entstehen aus den gleichen Initialen,
ebenso wie Epidermis und laterale Wurzelhaube (Abbildung 3; Montiel et al., 2004).
Bei der Teilung der Initialen entstehen eine neue Initialzelle und eine Tochterzelle.
Die Tochterzellen teilen sich wiederum gewisse Male und differenzieren anschliellend
(Scheres et al., 1994). Die Tochterzellen besitzen keinen Kontakt mehr zum ruhenden
Zentrum und kénnen von diesem ausgesendete inhibitorische Signale nicht mehr
empfangen (van den Berg et al., 1997). Kommunikationssignale der reifen Tochterzellen
fihren zur weiteren Differenzierung der unreifen Tochterzellen in den korrespondieren-
den Zelltyp (van den Berg et al., 1997). An frihen Differenzierungsprozessen der
Tochterzellen sind moéglicherweise dem Polypeptid CLAVATA3 ahnliche CLE-Proteine
beteiligt (Stahl und Simon, 2005).
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2.5. Lateralwurzeln entwickeln sich aus Perizykelzellen

Lateralwurzeln gehen im Gegensatz zur Primarwurzel aus postembryonal gebil-
deten Meristemen hervor (Montiel et al., 2004). Deren Bildung erfolgt de novo aus
Perizykelzellen in der Elternwurzel (Beeckman et al., 2001). Nur eine limitierte Anzahl
von Perizykelzellen werden zu so genannten Griinderzellen, aus denen Seitenwurzeln
entstehen (De Smet et al., 2006). Die Initiation von Lateralwurzeln erfolgt in Arabidopsis
aus Perizykelzellen an den Xylempolen. In Daucus carota erfolgt die Bildung hingegen
an den Phloempolen (De Smet et al., 2006). Die Hypothese, wonach Perizykelzellen erst
dedifferenzieren missen und anschlieRend wieder in den Zellzyklus eintreten, scheint
eher flir Lateralwurzeln zu gelten, die in der reifen Wurzel gebildet werden (Casimiro
et al., 2003). Regular entstehen Lateralwurzeln in Arabidopsis im jungen apikalen
Wurzelgewebe in einer Zone, die raumlich mit der Differenzierung des Leitgewebes
zusammen fallt (Casimiro et al., 2001; Dubrovsky et al., 2000). In Arabidopsis besitzen
Perizykelzellen an den Xylempolen die Fahigkeit zur Zellteilung. In den Zellen konnte
die Expression einer Cyclin-abhangigen Kinase, CDKA;71 und des Cyclins, CycA2;1,
nachgewiesen werden (Beeckman et al., 2001). Die Perizykelzellen verlassen damit den
Zellzyklus nicht komplett, wie andere Zellschichten der Wurzel, sondern verbleiben in
der G,-Phase des Zellzyklus (Beeckman et al., 2001). Die Initiation von Lateralwurzeln
erfordert den Wiedereintritt der Grinderzellen in den Zellzyklus, wobei das Phytohormon
Auxin eine dominante Rolle spielt (De Smet et al., 2006). Signale, die zur Determinierung
der Perizykelzellen in Grinderzellen beitragen, sind noch nicht bekannt (De Smet et al.,
2006).

Lateralwurzeln in Arabidopsis werden in zwei Griinderzellen in der gleichen Zellreihe
des Perizykels an den Xylempolen initiiert (Casimiro et al., 2003; De Smet et al., 2006).
Nach dem Modell von Casimiro et al. (2003) teilen sich beide Zellen asymmetrisch
transversal, wodurch zwei kurze Zellen entstehen, die von zwei langeren Zellen flankiert
werden (Abbildung 4 1). Die angrenzenden Zellen in den Perizykelreihen werden
ebenfalls aktiviert und teilen sich gleichermalen. An der Bildung des Lateralwurzel-
primordiums sind mindestens drei Perizykelzellreihen und sechs Griinderzellen beteiligt.
Die Tochterzellen teilen sich symmetrisch und asymmetrisch von der Mitte auf- und
abwarts, wodurch maximal zehn kurze Zellen von gleicher Lange entstehen. Nach
einer radialen Ausdehnung der Zellen teilen sich die mittleren kirzeren Zellen periklinal,
wodurch ein Lateralwurzelprimordium aus inneren und aufieren Zellschichten entsteht
(Abbildung 4 Il). Weitere Teilungen der Zellen (Abbildung 4 1l - VII) und Zellstreckung
flhren letztlich zum Hervortreten des Lateralwurzelprimordiums (Abbildung 4 VIII).
Kurz nach dem Durchbruch der LR durch die Epidermis steigt die Zellzahl im Apex der

Lateralwurzeln an.



Einleitung 15

Neben einer dominanten Rolle von Auxin beeinflussen weitere Phytohormone,
wie Cytokinin und Abscisinsdure (ABA) sowie Nahrstoffe, wie Nitrat, Phosphat und
Zucker die Bildung von Lateralwurzeln. Erhohte Cytokininkonzentrationen fihren
zu einem inhibierten Wurzelwachstum (Werner et al., 2003). Mutanten mit geringem
Cytokiningehalt, die Cytokinin Oxidase/Dehydrogenasegene (berexprimieren,
weisen ein vergroRertes Wurzelmeristem, die Bildung von Lateralwurzeln naher zum
Wurzelmeristem und eine erhodhte Verzweigung der Wurzeln auf (Schmudlling, 2002;

Werner et al., 2003).
'
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Abb. 4: Entwicklungsstadien der Lateralwurzelbildung von Arabidopsis nach
Casimiro et al. (2003). | Die Bildung eines Lateralwurzelprimordiums erfolgt durch die
transversal asymmetrische Teilung zweier in einer Reihe im Perizykel angrenzender
Grunderzellen. Die Tochterzellen teilen sich asymmetrisch und symmetrisch. Il Die
mittleren kirzeren Zellen teilen sich periklinal, wodurch eine innere und eine auflere
Zellschicht entsteht. lll Die Zellen der dulRere Zellschicht teilen sich periklinal, was zur
Entstehung eines Lateralwurzelprimordiums aus drei Zellschichten fuhrt. IV Die Bildung
der vierten Zellschicht erfolgt durch periklinale Teilungen der Zellen der inneren Zellschicht.
Im V Entwicklungsstadium erreicht das Lateralwurzelprimordium den Kortex und wéchst in
den folgenden Stadien VI - VIl durch die Epidermis aus der elterlichen Wurzel hinaus. E:
Endodermis, K: Kortex und EP: Epidermis

'I_

Die Aktivierung der Lateralwurzelmeristeme findet nach dem Durchbrechen des
Lateralwurzelprimordiums durch die elterlichen Wurzel statt (De Smet et al., 2003). ABA
verhindert das Auswachsen des Lateralwurzelprimordiums durch eine Reduzierung
der mitotischen Aktivitat der meristematischen Zellen (De Smet et al., 2003). Erhdhte
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Nitratkonzentrationen inhibieren das Lateralwurzelwachstum in Arabidopsis (Zhang
und Forde, 1998). Das Primarwurzelwachstum sowie die Lateralwurzeldichte sind
jedoch nicht verandert (Zhang und Forde, 1998). Linkohr et al. (2002) zeigten,
dass hohe Nitratkonzentrationen das Primarwurzelwachstum inhibieren, indessen
stimulieren hohe Phosphatkonzentrationen das Wachstum von Hauptwurzeln. Hohe
Phosphatkonzentrationen inhibieren das Lateralwurzelwachstum und flhren zu einer
geringeren Ausbildung von Lateralwurzeln (Williamson et al., 2001).

2.6. Entwicklung der weiblichen und mannlichen Gametophyten

Der Lebenszyklus von Pflanzen wechselt zwischen zwei Generationen, dem
diploiden Sporophyten und dem haploiden Gametophyten. Der Sporophyt bringt sexuell
differenzierte Sporen durch Meiosen hervor (Reiser und Fischer, 1993). Diese Sporen
teilen sich mitotisch und entwickeln sich zu Gametophyten, welche Gameten bilden. Aus
der Fusion der weiblichen und mannlichen Gameten geht die nachste sporophytische
Generation hervor (Huck et al., 2003). Der mannliche Gametophyt, der Pollen, wird in
den Mikrosporangien der Antheren der Stamina gebildet (Abbildung 5 A, B).
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Abb. 5: Entwicklung des mannlichen und weiblichen Gametophyten in Arabidopsis
nach Goodrich, 1998. A Schematische Darstellung einer Arabidopsisblite mit weiblichem
(Gynoeceum) und mannlichen (Stamen) Reproduktionsorganen. B Entstehung des mannlichen
Gametophyten aus der Pollenmutterzelle. Durch Meiosen entstehen aus der Pollenmutterzelle
vier haploide Mikrosporen, die Tetraden, die von einer Kallosewand umgeben sind. Aus einer
Mikrospore gehen eine vegetative und eine generative Zelle hervor. Die mitotische Teilung der
generativen Zelle erfolgt im keimendem Pollen mit auswachsendem Pollenschlauch, wodurch
zwei Spermazellen entstehen (McCormick, 1993). C Der Embryosack entwickelt sich im Ovulum
aus der Megasporenmutterzelle. Aus dieser gehen durch Meiosen vier haploide Megasporen
hervor, wovon drei degenerieren. Nach mitotischen Teilungen enthalt der weibliche Gametophyt
sieben Zellen und acht Zellkerne.
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Wahrend des 9. Blitenentwicklungsstadiums (Smyth et al., 1990) respektive im 5.
Antherenentwicklungsstadium (Sanders et al., 1999) entwickeln sich im Pollensack
Sporen zu Pollenmutterzellen (Scott et al., 2004). Durch Meiosen entstehen aus der
Pollenmutterzelle vier haploide Mikrosporen, die von einer Kallosewand umgeben sind
(Abbildung 5 B). Durch asymmerische mitotische Teilung der einkernigen Mikrosporen
entstehen eine vegetative und eine generative Zelle. In Arabidopsis erfolgt die zweite mi-
totische Teilung der generativen Zelle im keimendem Pollen mit auswachsendem Pollen-
schlauch, wodurch zwei Spermazellen entstehen (Abbildung 5 B; McCormick, 1993).

Der weibliche Gametophyt, der Embryosack, wird in Ovulen gebildet, die von der
Plazenta der Ovarienwand abstammen (Abbildung 5 A; Reiser und Fischer, 1993).
In Arabidopsis beginnt die Megasporogenese im 11. Blutenentwicklungsstadium
(Abbildung 5 C; Robinson-Beers et al., 1992; Smyth et al., 1990). Aus der Megasporen-
mutterzelle, eingebettet im Nucellusgewebe des Ovulums, gehen durch Meiosen
vier haploide Megasporen hervor, von denen drei degenerieren (Reiser und Fischer,
1993). Die Megagametogenese setzt im frihen 12. Blltenentwicklungsstadium ein
(Robinson-Beers et al., 1992; Smyth et al., 1990). Aus der Megaspore entsteht nach
drei mitotischen Teilungen, Kernwanderungen und Zytokinese der Embryosack (Reiser
und Fischer, 1993). Dieser besteht in Arabidopsis aus einer Eizelle, flankiert von zwei
Synergiden am mikropylaren Ende, drei Antipodenzellen am chalazalen Ende und einer
Zentralzelle mit zwei polaren Zellkernen (Abbildung 5 C; Abbildung 6 A; Grossniklaus
und Schneitz, 1998).

2.7. Vom maternalen und paternalen Gewebe ausgesendete Signale lenken
den Pollenschlauch zur Mikropyle und sind fiir die Befruchtung wichtig

Durch Bestaubung gelangt der Pollen auf das Stigma des Gynoeceums, hydriert,
keimt und bildet einen Pollenschlauch aus, in dem zwei Gameten in Richtung des
Embryosacks transportiert werden (Abbildung 6 B; Huck et al., 2003). Der Pollen-
schlauch wachst durch das Transmissionsgewebe des Stylus entlang des Funiculus
in Richtung der Mikropyle (Abbildung 6 B, C; Yadegari und Drews, 2004). Eine der
Synergidenzellen degeneriert, wodurch der Pollenschlauch in den Embryosack
eindringen kann (Abbildung 6 C). Das Pollenschlauchwachstum stoppt, die Spitze des
Pollenschlauchs bricht auf und die Gameten werden im Zytoplasma der degenerierten
Synergide freigesetzt (Huck et al., 2003; Sandaklie-Nikolova et al., 2007). Doppelte
Befruchtung findet statt: Eine Spermazellen befruchtet die Eizelle, woraus die diploide
Zygote entsteht. Die Fusion der zweiten Spermazelle mit dem homodiploiden Kern der
Zentralzelle flhrt zur Bildung des triploiden Endosperms (Drews und Yadegari, 2002,
Russell, 1993).
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ey
Abb. 6: Pollenschlauchwachstum zur Ovule im Gynoeceum von Arabidopsis aus
Huck et al., 2003. A Der weibliche Gametophyt ist vom Ovulum umschlossen. Der
Embryosack besteht aus zwei Synergiden (S), der Eizelle (Ez), der Zentralzelle (Zz) und
drei Antipodenzellen (Az). B Wachstum der Pollenschlduche mit Gameten durch das
Ubertragungsgewebe entlang der Funiculi in Richtung Mikropyle. C Pollenschlauch wéchst
durch degenerierte Synergide in den Embryosack.

Einige extrazellulare Signale beeinflussen die Keimung des Pollens und das orientierte
Wachstum der Pollenschlduche in Richtung der Samenanlagen (Johnson und Preuss,
2002). Lipide von Stigma und Pollen vermitteln die Hydrierung des Pollens (Preuss et
al., 1993). In die intrazelluldre Matrix des Ubertragungsgewebes sekretierte Proteine
und Zucker unterstutzen das Wachstum des Pollenschlauchs (Cheung et al., 1996).
Die verstarkt im sporophytischen Gewebe des Ovulums von Arabidopsis exprimierte
v-Aminobuttersdure reguliert das Wachstum des Pollenschlauchs in Richtung der
Samenanlage (Palanivelu et al., 2003). Insbesondere vom Embryosack exprimierte
Signale beeinflussen das Wachstum des Pollenschlauchs (Higashiyama, 2002; 2003;
Palanivelu und Preuss, 2000). Mutanten mit defekter Embryosackentwicklung sind nicht
in der Lage, Pollenschlduche in Richtung der Ovula zu lenken (Hllskamp et al., 1995; Ray
et al., 1997; Shimizu und Okada, 2000). In der Arabidopsismutante magatama, die eine
verzogerte Entwicklung des weiblichen Gametophyten zeigt, wachsen Pollenschlduche
entlang der Funiculi, aber gelangen nicht zur Mikropyle (Shimizu und Okada, 2000).
Vermutlich ist die Anziehung des Pollenschlauchs in mindestens zwei Phasen gegliedert:
Von der Plazenta zum Funiculus und anschlieRend vom Funiculus zur Mikropyle
(Shimizu und Okada, 2000). Die Synergidenzellen spielen eine wichtige Rolle bei der
Anziehung des Pollenschlauches. Embryosacke mit entfernten Synergiden waren nicht
mehr fahig, den Pollenschlauch anzulocken (Higashiyama et al., 2001). Huck et al., 2003
zeigten in der Arabidopsismutante feronia (fer), dass fehlende Signalprozesse zwischen
den Synergiden und dem Pollenschlauch zum Einwachsen des Pollenschlauchs in den
Gametophyten, jedoch nicht zum Abstoppen des Wachstums des Pollenschlauchs und
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zur Freisetzung der Gameten kommt. Kiirzlich wurde von Escobar-Restrepo et al. (2007)
gezeigt, dass FER fir eine membranstandige rezeptorahnliche Kinase kodiert. Diese
wird in Synergiden gebildet und ist in die Kontrolle der Aufnahme des Pollenschlauchs
in den Embryosack involviert. FUr das orientierte Wachstum des Pollenschlauchs zum
Ovulum sind ebenso im Pollen exprimierte Signale wichtig. Das von Besser et al.
(2006) identifizierte HAP2 Protein in Spermazellen wird sowohl fir das Wachstum des
Pollenschlauchs zur Mikropyle als auch bei der Befruchtung bendtigt.

In Blitenpflanzen wird durch die doppelte Befruchtung die Samenentwicklung initiiert.
Diese bedingt hoch koordinierte Prozesse zwischen dem Embryo und dem Endosperm
sowie der Samenschale, die aus maternalem sporophytischen Gewebe hervorgeht
(Léon-Kloosterziel et al., 1994; Windsor et al., 2000) und dem Gynoeceum (Hennig
et al., 2004). Die molekularen Mechanismen, welche die reproduktive Entwicklung
aktivieren und Interaktionen zwischen den verschiedenen Samengeweben steuern, sind
noch unbekannt (Grossniklaus et al., 2001). Viele Gene wurden in den letzten Jahren
identifiziert, welche eine Rolle wahrend der Reproduktion in Pflanzen spielen (Hennig
et al., 2004). Analysen des Transkriptoms von reproduktiven Organen zeigten eine
verstarkte Expression von Genen, die fir sekretorische Proteinen kleiner als 15 kDa
kodieren. Diese kénnten Funktionen bei Signalprozessen wahrend der Reproduktion
haben (Hennig et al., 2004).

2.8. Zielsetzung der Arbeit

In vitro Studien zeigten, dass PSK-a als autokriner Faktor die Teilung von Zellen
in Zellkulturen niedriger Dichte stimuliert (Matsubayashi und Sakagami, 1996). In
Membranfraktionen von Zellkulturen wurde eine membranstandige Rezeptorkinase
mit Leuzin-reichen Wiederholungselementen identifiziert, an die [*HJPSK-a spezifisch
bindet (Matsubayashi et al., 2002; 2006). Lorbiecke und Sauter (2002) zeigten, dass
PSK-Praproproteingene ubiquitar in Héheren Pflanzen vorkommen. Jedoch sind bislang
kaum Funktionen von PSK-a in planta beschrieben worden.

Im Mittelpunkt dieser Arbeit stand die Aufklarung von Wirkungsorten und Wirkungen
von PSK-a in Arabidopsis thaliana. Zu diesem Zweck sollten genetische Ansatze,
Expressionsanalysen der PSK-Praproproteingene und des PSK-Rezeptorgens
(AtPSKR1) und physiologische Untersuchungen mit Effektoren in Arabidopsis
durchgefihrt werden.

Da PSK-a in vitro als Wachstumsfaktor agiert, sollte untersucht werden, ob auch
in planta das Wachstum durch das Pentapeptid gesteuert wird. Die Applikation von
exogenem PSK-a fiihrte bei Arabidopsispflanzen zu einem verstarkten Wurzelwachstum,
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jedoch zu keinem gesteigerten Sprosswachstum. Es sollte naher untersucht werden, ob
das Pentapeptid das Wachstum der Haupt- und Lateralwurzelwachstum und/oder die
Initiation von Lateralwurzeln beeinflusst. Zum einen sollten dazu Wurzellangenmessungen
durchgefihrt werden und die Anzahl von Lateralwurzeln der PSK-Rezeptor T-DNA
Insertionsmutante Afpskr1-T und von Wildtyppflanzen bestimmt werden. Um zu klaren,
CycB1,'1"GUS
Transformanten die Anzahl von Lateralwurzelprimordien nach exogener Applikation von

ob PSK-a die Bildung neuer Lateralwurzeln beeinflusst, sollte mit Hilfe von P

PSK-a bestimmt werden. Die Pflanzen exprimieren p-Glucuronidase unter der Kontrolle
des CycB1;1-Promotors. CycB1;1 ist ein Marker fir teilungsaktive Zellen (Beeckmann
et al., 2001).

In der Rezeptormutante sollte der Phanotyp auch wahrend der reproduktiven
Phase untersucht werden. Da in Afpskr1-T Pflanzen eine verminderte Samenbildung
beobachtet wurde, sollten mogliche Faktoren untersucht werden, die zur Entstehung
des Mutantenphanotyps fiihrten. Zu diesem Zweck sollte die Morphologie von
Atpskr1-T Bluten verschiedener Entwicklungsstadien untersucht werden. Da die
Mutante eine erhohte Zahl degenerierter Pollen aufwies, sollte ein Schwerpunkt
der morphologischen Untersuchungen von Bluten die Entwicklung des mannlichen
Gametophyten in den Antheren sein. Um abschatzen zu kdnnen, inwieweit die Vitalitat
von reifen Atpskr1-T Pollen beeintrachtigt ist, sollten in vitro Pollenkeimungsversuche
durchgefihrt werden.

Da durch reziproke Kreuzungen von Atpskr1-T Mutante und Wildtyppflanzen gezeigt
werden konnte, dass neben dem paternalen Effekt auch asynchrones Wachstum der
inneren Wirtel, aber hauptsachlich maternale Einfliisse zur Ausbildung des Phanotyps
beitrugen, sollten nahere Untersuchungen der Atpskr1-T Samenanlagen erfolgen.
Diese sollten Gber mdgliche pre- und postembryonale Stérungen der Samenentwicklung
Aufschluss geben.

Die Expressionsanalysen der PSK-Praproproteingene und von AtPSKR1 sollten
zur Aufklarung von Wirkungsorten und von Funktionen von PSK-a in Wurzeln und
Bllten beitragen. Neben Transkriptanalysen wurden dazu Promotoraktivitatsstudien in
vegetativen und reproduktiven Geweben von Arabidopsis durchgefihrt.
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3. Material und Methoden

3.1. Pflanzenmaterial

Arabidopsis thaliana Columbia 0 Samen wurden von GABI-KAT (Max-Planck Institut,
Kéln, Deutschland) zur Verfliigung gestellt. Die Samen der PSK Rezeptor T-DNA
Insertionslinien SALK 008584 und SALK 008585 wurden vom NASC (University of
Nottingham, Nottingham, UK) bezogen. Die Samen der P, . .GUS Pflanzen wurden
vom VIB (Vlaams Instituut voor Biotechnologie, Gent, Belgien) zur Verfligung gestellt.
Die Karyopsen von Zea mays L., cv Alemao wurden von der Saaten Union (Hannover,

Deutschland) bezogen.

3.2. Bakterienstamme und Vektoren

Klonierungen wurden mit kompetenten Escherichia coli DH5a Zellen durchgefihrt.
Fir die Transformation von Arabidopsis thaliana wurde der Agrobacterium tumefaciens
Stamm GV3101::pMP90RK (Koncz und Shell, 1986) verwendet. Dieser enthalt ein
chromosomales Markergen fir die Resistenz fir Rifampicin und zwei Ti-Plasmide,
wodurch die Resistenzen fir Kanamycin und Gentamycin vermittelt werden. Die Anzucht
der Bakterienstamme erfolgte mit den entsprechenden Antibiotika nach Sambrook und

Russell (2001). Die verwendeten Vektoren sind in Tabelle 1 aufgefuhrt.

Tabelle 1: Fiir die Arbeit verwendete Vektoren.

Vektor Anbieter/Hersteller | Anwendung Resistenz
PENTR/D- | Invitrogen (Karlsru- | Klonierung von PCR | Kanamycin
TOPO he, Deutschland) Produkten in den

pEntry-Vektor  flr
das Gateway Sys-
tem

pBWGFS7 | Vlaams Instituut voor | Destinationsvektor | Bakterien: Spectino-
Biotechnologie Gent | fir Promotor-GUS | mycin

(Gent, Belgien) Studien Pflanzen: Glufosinat
Ammonium

3.3. Chemikalien, molekularbiologische ,,Kits*“ und Enzyme

Die verwendeten Chemikalien, ,Kits“ und Enzyme wurden von den Firmen Biomol
(Hamburg, Deutschland), Roche (Mannheim, Deutschland), GE Healthcare (Freiburg,
Deutschland), Duchefa (Haarlem, Niederlande), Eurogentec (Seraing, Belgien), Invitrogen
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(Karlsruhe, Deutschland), MBI-Fermentas (Leon-Roth, Deutschland), Merck (Darmstadt,
Deutschland), NEB (lpswich, USA), Promega (Mannheim, Deutschland), Qiagen
(Hilden, Deutschland), Roche (Mannheim, Deutschland), Roth (Karlsruhe, Deutschland),
Serva (Heidelberg, Deutschland), Sigma (Taufkirchen, Deutschland), VWR (Darmstadt,
Deutschland) in p.a. Qualitdt bezogen. Das zum Ansetzen der Lésungen verwendete
Wasser stammte aus einer SG-Reinstwasseranlage (SG-Wasseraufbereitung und
Regeneration GmbH, Hamburg, Deutschland) und wird im Folgenden als ddH,O
bezeichnet.

3.4. Pentapeptide

Das disulfatierte (PSK-a.) und das unsulfatierte (dsPSK) Pentapeptid wurden von der
Firma Biogenes (Berlin, Deutschland) hergestellt. Aus Griinden der Stabilitat erfolgten
der Transport und die Lagerung des disulfatierten Peptids bei -20°C in einem Wasser-
Acetonitril/Essigsaure-Gemisch (95% : 5% [v/v]). Die PSK-a-Stammldsung hatte eine
Molaritat von 4,13 mM. Das unsulfatierte Pentapeptid lag lyophilisiert vor und wurde
mit ddH,O auf eine Molaritat von 20 mM eingestellt und anschlieRend aliquotiert. Fur
Wachstumsexperimente wurden die Peptide entsprechend in ddH,O verdinnt.

3.5. Oligonukleotide

Die Synthese der Oligonukleotide erfolgte von der Firma Sigma-Genosys (Darmstadt,
Deutschland) und von der Firma MWG Biotech AG (Ebersberg, Deutschland),
beziehungsweise waren im pENTR Directional TOPO Cloning Kit (Invitrogen, Karlsruhe,
Deutschland) enthalten. Die fir die Arbeit verwendeten Oligonukleotide sind in der
Tabelle 2 aufgefiihrt.

Tabelle 2: Fiir die Arbeit verwendete Oligonukleotide.

Name Sequenz (5° — 3)
M13-forward GTAAAACGACGG CCAG
M13-reverse CAG GAAACAGCTATGAC
AtPSK1-F1 ATG GCT TCAAGT GTTATTTTAAGA G
AtPSK1-R1 ATC TTG TGT ATA GAT GTAATC GGT G

AtPSK1Prom-F1 CAC CAT CTC AGC GAT GGG GTATCT CT
AtPSK1Prom-R1 CAACACTTCACTTTT CGT CTT CA
AtPSK2-F1 CAC CAT GGC AAACGT CTC CGC
AtPSK2-R1 TCAAGGATG CTT CTT CTT CTG GGT
AtPSK2Prom-F1 CAC CAC GAC TGAGTTACGATT GAATCAC
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AtPSK2Prom-R1

GAC GGG TTTGGC TTCTTT GT

AtPSK3-F1

ATG AAG CAAACCTTGTGCC

AtPSK3-R1

TCAATG CTTATG GTGCTG TG

AtPSK3Prom-F1

CAC CCT ATAGCATTAAGG GAC AGAAGT GG

AtPSK3Prom-R1

GTGAGAAGT TTG TGATAG ACA GAT AC

AtPSK4-F1

CAC CATGGC TCTTCTTTGCTCT

AtPSK4-R1

TTAGGG CTT GTGATT CTG AGT

AtPSK4Prom-F1

CAC CGT GTAAGAAGACTT TAC TAACCT

AtPSK4Prom-R1

AGC AGATGAAGC CAGTTAGG

AtPSK5-F2

ATG GTTAAG TTCACAACTTTC CTC

AtPSK5-R2

TTAGGGATT GTG GTT TTG AGT GTA

AtPSK5Prom-F1

CAC CCTATGATATCACAGCTCTITTC

AtPSK5Prom-R2

GAA GAG GAAGTT ATG AAATAG AGG

AtPSK6-F1 ATG GCAAAT CTC TCTACT TTGATC
AtPSK6-R1 GTA GAT ATAATC AAGATGAGC CGTC
AtPSKR1-F1 GAG CGT TGC AAT ACAATC AG
AtPSKR1-R1 CAG TAC TTACAT GCG TCT CGT

AtPSKR1Prom-F1

CAC CTC GTC TACAAC TCACATACG TTACACT

AtPSKR1Prom-R1

CGATGAACA CGCATT TCAAGAACA GAG

AtActinll-F1 CAAAGACCAGCTCTT CCATCG
AtActinll-R1 CTG TGAACGATT CCT GGACCT
SALK_LBb1 ACC GCTTGC TGCAACTCTC

3.6. Molekulare GroRenstandards

Um die Grofle und die Menge von DNA Fragmenten zu bestimmen, wurde fur

Agarosegelelektrophoresen der 10 kb Markers Smart Ladder (Eurogentec, Seraing,
Belgien) oder der 1 kb Standard (MBI-Fermentas, Leon-Roth, Deutschland) verwendet.

3.7. Anzucht von Arabidopsis thaliana

Um eine gleichmaRige Keimung der Samen zu erreichen, wurden sie fir48 hbei4°Cim

Dunkeln stratifiziert und anschlielend in einer Klimakammer unter Langtagbedingungen
mit einem Tag/Nachtrhythmus von 16 h Licht (100 pEinstein/m?s) und 8 h Dunkelheit bei
22°C gekeimt und angezogen.
Die Anzucht erfolgte auf Erde mit einer Mischung aus Humus:Sand von 2:1. Die Erde
wurde zuvor fur 2 d bei -80°C eingefroren, um Schadlinge abzutéten. Die Keimlinge
wurden in den ersten zwei Wochen mit einer klaren Plastikhaube abgedeckt. Die
Bewasserung erfolgte mit Leitungswasser.
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Fir Wachstumsexperimente wurden Arabidopsispflanzen unter sterilen Bedingungen
in quadratischen Petrischalen (Greiner, Kremsmiinster, Osterreich) auf 30 ml Murashige
und Skoog Medium (1962) 0,5 x MS; 1,5% [w/v] Saccharose; 0,8% [w/v] Agarose; pH
5,8 angezogen. Gemal den experimentellen Vorgaben wurden vor dem Gielten der
Platten dem abgekihlten MS-Medium Phytohormone, Peptide oder Aminosauren
(Duchefa, Haarlem, Niederlande) in den entsprechenden Konzentrationen zugesetzt.
Fir diese Versuche wurden die Samen mit 1 ml 0,1% [v/v] Natriumhypochloridlésung fur
10 min sterilisiert und anschliefend 5 x mit je 1 ml ddH,O gewaschen. Die Verteilung der
Samen auf die Platten erfolgte mit einer Pipette und sterilen Spitzen. Die Platten wurden
mit Nescofilm (Bando Chemical Ind., Kobe, Japan) verschlossen, wie beschrieben
im Dunkeln inkubiert und anschlieend aufrecht in die Klimakammer gestellt, um ein
Wurzelwachstum auf der Mediumoberflache zu erzielen.

3.8. Wachstumsexperimente an Arabidopsis thaliana

Auf MS-Medium mit entsprechenden Konzentrationen des jeweiligen Peptids oder
der einzelnen Aminosauren angezogene 7 d alte Keimlinge (3.7.) wurden zwischen
Deckglasern an einem Binokular (Olympus, Hamburg, Deutschland) mit einer
Digitalkamera (Nikon, Tokyo, Japan) fotografiert. Die Anzahl der Lateralwurzeln und der
Lateralwurzelprimordien sowie B-Glucuronidase exprimierdende Zellen des Perizykels
von P, ..GUS Pflanzen wurden bestimmt. Die GUS-Farbung des Pflanzenmaterials
erfolgte wie unter 3.25 beschrieben. Wurzellangen wurde mit dem Computerprogramm
Image J (National Institutes of Health, Bethesda, USA) ausgemessen.

Die Bestimmung des Frischgewichts wurde an 14 d alten Pflanzen durchgefiihrt.
Vorsichtig wurden die Pflanzen vom MS-Medium abgel6st und Agarosereste behutsam
entfernt. Mit Hilfe einer Feinwaage (Sartorius, Gottingen, Deutschland) wurden separat

das Spross- und das Wurzelgewicht ermittelt.

3.9. In vitro Pollenkeimung von Arabidopsis thaliana Pollen

Aus Bliten des 13. Entwicklungsstadiums (Roeder und Yanofsky, 2006) wurden
Stamina mit Antheren nach Dehiszenz mit einer Pinzette isoliert. Der Pollen wurde
auf Pollenkeimungsmedium nach Fan et al,, 2001 (5 mM MES, pH 5,8; 1 mM KCI;
10 mM CacCl,; 0,8 mM MgSO,; 1,5 mM Borsaure; 1 % [v/v] Agar; 3,65% [w/v] Sorbitol;
10 pg/ml Myoinositol; 16,6% [w/v] Saccharose; flr 2 min bei 100°C sterilisiert) vorsichtig
verteilt und fur 24 h bei 26°C im Dunkeln inkubiert. Die Pollen wurden unter einem



Material und Methoden 25

Binokular fotografiert und die Pollenkeimungsrate pro Blite am Computer mit Hilfe des
Computerprogramms Image J ermittelt.

3.10. Kreuzung von Arabidopsis thaliana Pflanzen

Aus Bliten (Entwicklungsstadium 13, Roeder und Yanofsky, 2006) der ersten
Infloreszenz, 3 bis 4 Wochen alter Pflanzen, wurden die Stamina mit einer Pinzette
vorsichtig entfernt, um Selbstbestaubung zu vermeiden. Fir 10 d wurden die Bliten
taglich mit Pollen von gleichaltrigen Spenderpflanzen von Hand am Binokular (Olympus,
Hamburg, Deutschland) bestaubt und am Blitenstiel markiert. Nach weiteren 7 d Anzucht
erfolgte die Bestimmung der Anzahl nicht entwickelter Samen pro Schote.

3.11. Bestimmung der Anzahl nicht entwickelter Samen pro Schote

Die Schoten der ersten Infloreszenz wurden entlang des Repulums gedffnet und die
Valven zur Seite geklappt, so dass die Samenanlage gut sichtbar war. Anschliel’end
wurde die Anzahl nicht entwickelter Samen pro Schote bestimmt.

3.12. Fixierung und Klarung von Ovula aus Arabidopsis thaliana Bluten

Die Fixierung und Klarung von Bliten wurde nach dem Protokoll von Yadegari et al.,
1994 durchgeflhrt. Bliten (Entwicklungsstadien 12 bis 14, Roeder und Yanofsky, 2006)
und Schoten wurden in einem Gemisch aus Ethanol:Essigsaure (9:1 [v/v]) Uber Nacht
fixiert, anschliefend mit 90% [v/v] Ethanol und 70% [v/v] Ethanol gewaschen und in
einer Losung aus Chloralhydrat:Glycerin:ddH,O (8:1:2 [w:v:v]) geklart. Die Ovula und
Samen wurden aus den Gynoeceen beziehungsweise den Schoten isoliert und an einem
Mikroskop im Differentialinterferenzkontrast (Axiophot, Zeiss, Gottingen, Deutschland)
fotografiert (Olympus DP71 Kamera, Hamburg, Deutschland).

3.13. Anzucht von Zea mays

Um eine gleichmaRige Keimung zu erzielen, wurden die Karyopsen Uber Nacht
in ddH,O quellen gelassen. Die Anzucht erfolgte fir 5 d in der Klimakammer unter
Langtagbedingungen mit einem Tag/Nachtrhythmus von 16 h Licht (150 pEinstein/m?s)
bei 27°C und 8 h Dunkelheit bei 18°C in lichtdicht abgedeckten Pflanzschalen auf
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feuchten Filterpapierlagen.

Fir die Wachstumsversuche wurden die Karyopsen mit 50 ml 0,1% [w/v]
Natriumhypochloridiésung fiir 10 min sterilisiert und 5 x mit je 50 ml ddH,O gewaschen.
Die anschlieBende Quellung der Karyopsen erfolgte unter sterilen Bedingungen.
Je sieben gequollene Maissamen wurden mit einem Spatel auf Filterpapier mit 8 ml
0,5 x MS-Salze, pH 5,8 in Weckglasern (Weck, Wehr, Deutschland) gleichmalRig verteilt.
Nach 5 d Anzucht bei Dunkelheit wurden die Maiskeimlinge fir 2 d im Licht unter
Langtagbedingungen, wie oben beschrieben, inkubiert. Die Quellung der Karyopsen und
die Anzucht der Maiskeimlinge erfolgte unter Zugabe des jeweiligen Peptids oder der
Aminosauren in den entsprechenden Konzentrationen.

3.14. Auswertung der Wachstumsexperimente an Zea mays

Der Spross von 7 d alten Maiskeimlingen (cv Alemao) wurde basal, kurz oberhalb
der Karyopse abgeschnitten. Mit einem Lineal wurden die Koleoptillange ab dem
Mesokotylende und die Primarblatttange gemessen. AnschlieBend wurde das
Sprossgewicht an einer Feinwaage bestimmt.

3.15. Isolierung von DNA

3.15.1. Isolierung von genomischer DNA aus Arabidopsis thaliana

Die Extraktion genomischer DNA wurde mit Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB)
nach dem Protokoll von Saghai-Maroof et al. (1984) durchgeflhrt. Fiir die DNA-Isolierung
wurde frisches Pflanzenmaterial in flissigem Stickstoff eingefroren oder bei -80°C
aufbewahrte Gewebeproben verwendet. Das Pflanzengewebe wurde mit flissigem
Stickstoff zu feinem Puder gemorsert. Fir 50 mg Pflanzenmaterial wurden 1,25 ml
CTAB-Puffer (200 mM Tris, pH 8; 20 mM EDTA, pH 8; 1,4 M NaCl; 1,5% [w/v] CTAB;
0,2% [v/v] B-Mercaptoethanol) verwendet. Die getrocknete DNA wurde in 50 pyl 10 mM
Tris-HCI, pH 8,5 resuspendiert und bei 8°C aufbewahrt. Die genomische DNA wurde fiir
PCR Amplifikationen eingesetzt.

3.15.2. Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien
Zur Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien wurde die Methode der ,Alkalischen

Lyse“ nach Birnboim und Doly (1979) angewendet. Fir die Gewinnung aufgereinigter
kleiner Mengen Plasmid-DNAwurden der Plasmid Miniprep-Kit (GE Healthcare, Freiburg)



Material und Methoden 27

verwendet. Grollere Mengen wurden mit dem HiSpeed Midiprep-Kit (Quiagen, Hilden,
Deutschland) gewonnen. Die Plasmid-DNA wurde flr Klonierungen, Sequenzierungen,
PCR und fur Restriktionen mit Endonukleasen eingesetzt.

3.16. Quantifizierung von Nukleinsauren

DNA- und RNA-Konzentration wurden photometrisch bestimmt. Die Messung der
optischen Dichte (OD) bei 260 nm und 280 nm erfolgte mit einem Spektralphotometer
(Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland oder ,NanoDrop®, Wilmington, USA), wobei
das Losungsmittel als Referenz diente. Nach Sambrook und Russell (2001) wurde
vorausgesetzt, dass die Extinktion von 1 einer DNA-Konzentration von 50 ug/ml und
einer RNA-Konzentration von 40 ug/ml entspricht.

Fir Klonierungen wurde die Konzentration linearisierter Plasmid-DNA, aufgereinigter
DNA-Fragmente und PCR-Produkte durch gelelektrophoretische Auftrennung anhand
eines mitgeflhrten Grofien- und Gewichtsstandards abgeschatzt.

3.17. Restriktion von DNA

Fur die Restriktion von Plasmid-DNA wurden Endonukleasen verschiedener Hersteller
gemal deren Angaben (3.3.) eingesetzt.

3.18. Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA

Zur gréRenabhangigen Auftrennung von DNA-Fragmenten diente die ein-
dimensionale Agarosegelelektrophorese. Die DNA wurde mit '/,, Volumen Ladepuffer
(50% [v/v] Glycerin; 0,005% [w/v] Bromphenolblau) versetzt und je nach Fragmentgroie
in 0,8 bis 1,2%igen [w/v] Agarosegelen mit 0,3 pug/ml Ethidiumbromid in 1x TAE-Puffer
(Sambrook und Russell, 2001) aufgetrennt. Zur GroRen- und Mengenbestimmung
wurden 2,5 pyl Smart-Ladder (Eurogentec, Seraing, Belgien) eingesetzt.
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3.19. Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Amplifikation von DNA-Fragmenten, ausgehend von genomischer DNA oder
cDNA (3.15.1., 3.27.), erfolgte in einem Thermoblock (MJ Research, Biozym Diagnostik,
Oldendorf, Deutschland). Standardmafig wurde das folgende PCR-Programm

verwendet:
3 min 94°C
30-50sec 94°C ——
30 - 50 sec Anlagerung x Zyklen
30-60sec 72°C —
5 min 72°C
0 8°C

Die Anlagerungstemperatur der Oligonukleotide wurde 2 bis 3°C unterhalb der kalkulier-
ten Schmelztemperatur gewahlt. Ein 50 ul Standard PCR Ansatz enthielt 100 ng DNA;
/10 Volumen PCR-Puffer (100 mM Tris-HCI, pH 8,3; 500 mM KCI; 15 mM MgCl,; 0,01%
[w/v] Gelatine), 0,4 mM dNTPs; 0,4 uM 3’ Oligonukleotide; 0,4 uM 5’ Oligonukleotide:
1 U Taq Polymerase und wurde mit ddH,O aufgefullt. Die Amplifikation von DNA-Frag-
menten fur anschlieBende Klonierungen erfolgte mit Taq Polymerasen mit Korrektur-
leseaktivitat (Pwo Taq Polymerase, Roche, Basel, Schweiz oder Isis Taq Polymerase,
MP Biomedicals, Heidelberg, Deutschland), nach Herstellerangaben.

3.20. Aufreinigung von DNA-Fragmenten

PCR-Produkte wurden mit Anionenaustauschersaulen des ,GFX PCR Purification
Kit“ (GE Healthcare, Freiburg, Deutschland) nach Herstellerangaben aufgereinigt.
Anschlieend wurde die Konzentration der Produkte durch den Auftrag auf ein 1%iges
[v/v] Agarosegel bestimmt (3.18.).

3.21. Konstrukte fiir die Promotor-GUS Studien

Die Klonierungen wurden mit dem ,Gateway System“ (Invitrogen, Karlsruhe,
Deutschland) durchgefuhrt, welches die spezifischen Rekombinationseigenschaften
des Bakteriophagen Lambda nutzt (Landy et al, 1989). Die Amplifikation der
putativen Promotorfragmente (Tabelle 3) erfolgte stromaufwarts des Startkodons
oder der beschriebenen 5° UTR von genomischer DNA aus Arabidopsis thaliana.
Die fur die Amplifikation eingesetzten Oligonukleotide enhielten ein 5-CACC Ende
(Tabelle 2) fur die direktionale Ligation der aufgereinigten Promotorfragmente in den
pENTR/D-TOPO Vektor mittels Topoisomerase 1 (Cheng und Shuman, 2000). In LR-
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Reaktionen (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) wurden die Promotorfragmente in den
Destinationsvektor pPBWGFS7 (Vlaams Instituut voor Biotechnologie, Gent, Belgien) vor
das uidA Gen kloniert, welches fur die 3-Glukuronidase kodiert. Der Vektor enthielt das
Gen fur die Phosphinothricin-Acetyltransferase (BAR) aus Streptomyces hygroscopicus,
welches Resistenz gegen das Herbizid Phosphinotricin (Glufosinat) verleiht (Galbiati et
al., 2000).

Tabelle 3: Lange der amplifizierten Promotorenfragmente von AtPSK1 bis AtPSK5
und AtPSKR1.

Name Fragmentlange
AtPSK1 1121 bp
AtPSK2 1229 bp
AtPSK3 1102 bp
AtPSK4 1116 bp
AtPSK5 1198 bp
AtPSKR1 1363 bp

Die Klonierungen erfolgten nach Herstelleranweisungen mit folgenden Anderungen:
Die Ligationszeit der PCR-Produkte in den pENTR/D-TOPO Vektor betrug 2 h. Die LR-
Reaktionen wurden in einem Viertel des angegebenen Ansatzes durchgefihrt.

3.22. Sequenzierung

Die Uberpriifung, der in den pENTR/D-TOPO Vektor klonierten Promoterfragmente
erfolgte nach der Kettenabbruchmethode von Sanger et al. (1977) mit Fluoreszenz
markierten dNTP’s von der Firma Seqlab (Goéttingen, Deutschland). Die Auswertung
der Sequenzen erfolgte mit dem Computerprogramm BioEdit 7.0.5. (Ibis Therapeutics,
Carlsbad, Kanada).

3.23. Transformationen

3.23.1. Hitzeschocktransformation von Escherichia coli

Ein Aliquot chemisch kompetenter E. coli DH5a Zellen (Sambrook und Russell,
2001 ) wurde auf Eis aufgetaut. Es wurden 2 pl des Ligationsansatzes hinzugeflgt
und die Zellen 20 min auf Eis inkubiert. Anschlieend wurden die Bakterien 50 s einem
Hitzeschock von 42°C ausgesetzt und sofort auf Eis abgekuhlt. Nach Zugabe von 1 ml
LB-Medium (10 g Bacto-Trypton; 5 g Bacto-Hefeextrakt; 10 g NaCl) wurden die Zellen
1 h bei 37°C inkubiert. Nach kurzem Sedimentieren der Bakterien wurden diese in einem
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Volumen von 100 ul auf Petrischalen mit Selektionsmedium (Sambrook und Russell,
2001) ausgestrichen und Gber Nacht bei 37°C angezogen. Von jeder Platte wurden 5 bis
10 Kolonien in 3 ml LB-Medium (10 g Bacto-Trypton; 5 g Bacto-Hefeextrakt; 10 g NaCl)
angeimpft, Gber Nacht bei 37°C und 250 rpm (New Brunswick Scientific, Edison, USA)
vermehrt. Am Folgetag wurde die Plasmid-DNA prapariert (3.15.2.). Die Integration der
Fragmente in die Vektoren wurde Uber Restriktionsverdau oder tiber PCR (Weigel und
Glazebrook, 2002) untersucht.

3.23.2. Transformation von Agrobacterium tumefaciens

Eine 5 ml Agrobacterium tumefaciens Vorkultur wurde in 50 ml LB-Medium
(10 g Bacto-Trypton; 5 g Bacto-Hefeextrakt; 10 g NaCl) bei 28°C und 250 rpm (New
Brunswick Scientific, Edison, USA) bis zu einer OD,,, von 0,5 bis 1 angezogen. Die
Bakterien wurden fir 5 min bei 5000 rpm abzentrifugiert und in 1 ml 20 mM CaCl,
resuspendiert und in 100 ul Aliquots in flissigem Stickstoff eingefroren. 100 ul
kompetente Agrobakterien wurden mit 1 ug Plasmid-DNA bei 37°C flr 5 min aufgetaut
und anschlielRend 3 h mit 1 ml LB-Medium bei 28°C und 900 rpm in einem Thermomixer
(Eppendorf, Hamburg) inkubiert. Der Ansatz wurde fiir 1 min bei 5000 rpm abzentrifugiert
und das Pellet in 100 uyl LB-Medium resuspendiert und auf Petrischalen mit LB-Medium
mit 100 pg/ml Rifampicin; 40 pg/ml Gentamycin; 100 pg/ml Spectinomycin ausge-
strichen. Nach 3 d Inkubation bei 28°C wurden resistente Klone mittels PCR auf das
Vorhandensein des transformierten Vektors untersucht (Weigel und Glazebrook, 2002).

3.23.3. Transformation von Arabidopsis thaliana mit Agrobacterium tumefaciens

Die Transformation der Arabidopsispflanzen erfolgte nach dem Protokoll von Clough
und Bent (1998). Aus einer 5 ml Agrobacterium tumefaciens Vorkultur eines resistenten
Klons wurde eine 200 ml Kultur circa 20 h bei 28°C und 250 rpm (New Brunswick
Scientific, Edison, USA) angezogen. Die Bakterien wurden 10 min bei 5000 rpm pelletiert
und in einer Infiltrationslésung (5% [w/v] Saccharose; 0,5 x MS; 0,02% [v/v] Silwet L-77
(Lehle Seeds, USA) pH 5,8) vorsichtig bis zu einer OD,,, von 1 resuspendiert. Circa 3 bis
4 Wochen alte Arabidopsispflanzen wurden mit den Bliten 10 s in die Losung getaucht
und Uber Nacht abgedeckt in die Klimakammer gelegt. Nach ungefahr 8 Wochen Anzucht
(3.7.) konnten die Samen geerntet werden.

Die Selektion transgener Arabidopsispflanzen erfolgte mit 200 uM Glufosinat
Ammonium verdinnt in Leitungswasser (BASTA, AgrEvo, Berlin, Deutschland).
Keimlinge der T, Generation wurden auf Erde angezogen und 5 d nach Keimung jeden
zweiten Tag mit der BASTA-LAsung bespriiht, wodurch nicht resistente Pflanzen nach
der zweiten und dritten Behandlung abstarben (Weigel und Glazebrook, 2002). Die
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resistenten Pflanzen wurden vereinzelt. Deren Samen konnten nach weiteren 6 bis 7
Wochen Anzucht geerntet werden.

3.24. GUS-Farbung von Arabidopsis thaliana

Die GUS-Farbung von Pflanzengewebe erfolgte nach dem Protokoll von Vielle-
Calzada et al. (2000). GUS exprimierende Pflanzen wurden 1 h in 90% [v/v] Aceton bei
-20°C fixiert und anschlieend 3 x mit 100 mM Na-Phosphatpuffer, pH 7 gewaschen. In
der GUS-Farbelésung mit 50 mM Na-Phosphatpuffer, pH 7; 10 mM EDTA; 0,1% [v/v]
Triton X-100; 1 mM K,Fe(CN),; 1 mM K,Fe(CN),; 1 mg/ml 5-Bromo-4-Chloro-3-Indodyl-
[-D-Glucuronid (X-Glu) wurden das Pflanzenmaterial Gber Nacht bei 37°C inkubiert. Die
Klarung, des zuvor mit ddH,O gewaschenen Pflanzengewebes, ist in 3.12. beschrieben.
Die Aufnahmen erfolgten unter Hellfeldbedingungen an einem Mikroskop (Leica DM LS,
Leica Microsystems, Bensheim, Deutschland) mit einer Digitalkamera (Leica DC 300F,
Leica Microsystems, Bensheim, Deutschland).

3.25. Herstellung von Kunststoffschnitten von Pflanzengeweben

Geklartes Pflanzengewebe wurde mit verschiedenen Ethanolkonzentrationen (30%,
50%, 70%, 90%, 100% [v/v]) fur jeweils 1 h dehydriert und in Technovit 7100 (Heraeus
Kulzer, Wehrheim, Deutschland) eingebettet. Es wurde nach den Angaben des Her-
stellers vorgegangen. 10 bis 15 uym dicke Schnitte wurden an einem Mikrotom (Leica
RM 2255, Leica Microsystems, Bensheim, Deutschland) angefertigt und anschlielend
fotografiert an einem Mikroskop (Leica DM LS, Leica Microsystems, Bensheim,
Deutschland) mit einer Digitalkamera (Leica DC 300F, Leica Microsystems, Bensheim,
Deutschland). Die Anfarbung von Schnitten nicht GUS exprimierender Pflanzen erfolgte
mit 0,05% [w/v] Toluidinblau.

3.26. Isolierung von Gesamt-RNA aus Arabidopsis thaliana

Die Isolierung von Gesamt-RNA aus Pflanzengeweben wurde mit dem Tri Reagenz
(Sigma, Taufkirchen, Deutschland) durchgefihrt. Fir die RNA Isolierung wurde frisches
Pflanzenmaterial in flissigem Stickstoff eingefroren oder bei -80°C aufbewahrte
Gewebeproben verwendet. Das Pflanzengewebe wurde mit flissigem Stickstoff zu
feinem Puder gemorsert. Zu 100 mg Pflanzenmaterial wurde 1 ml des Tri-Reagenz
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gegeben und gemal der Anweisungen des Herstellers Gesamt-RNA isoliert. Die RNA
wurde bei -80°C gelagert.

3.27. Reverse Transkription-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR)

Die RNA-Proben wurden vor der reversen Transkription mit DNAse verdaut, um
DNA-Verunreinigungen zu beseitigen. In einem Ansatz von 60 pyl wurde Gesamt-RNA
mit 5 mM NaCl; 1mM Tris-HCI; 1 mM MgCl,; 0,1 mM DTT, pH 7,9; 20 U RNAse Inhibitor
(MBI Fermentas, Leon-Roth, Deutschland) und 3,5 U DNAse (MBI-Fermentas, Leon
Roth, Deutschland) 2 h bei 37°C inkubiert. AnschlieRend wurde die RNA durch
eine Phenol/Chloroform-Extraktion (1:1) aufgereinigt, mit '/, Volumen [v/v] 3 M
Natriumacetatlésung und 2,5 x Volumen 100% [v/v] Ethanol fur 1 h bei -20°C gefallt
und das RNA-Pellet mit 80% [v/v] Ethanol gewaschen. Die RNA wurde in ddH,O re-
suspendiert und flir 5 min bei 55°C inkubiert. 1 ul der RNA wurde fir eine Kontroll-PCR
eingesetzt, um den vollstandigen Verdau von DNA zu Uberprtfen (3.19.). AnschlieRend
erfolgte die Konzentrationsbestimmung der RNA am Photometer (3.16.).

Fir die reverse Transkription wurden 5 yg Gesamt-RNA mit 0,5 mM dNTPs und
0,5 ug Oligo dTs (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) 5 min bei 65°C inkubiert.
AnschlieRend erfolgte die Zugabe von '/, Volumen Erststrangpuffer (Invitrogen,
Karlsruhe, Deutschland), 10 mM DTT, 20 U RNAse Inhibitor (MBI Fermentas, Leon-Roth,
Deutschland) und 100 U Reverser Transkriptase (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)
zu einem Gesamtvolumen von 20 ul auf Eis. Der Ansatz wurde 1 h bei 42°C und
anschliefend zur Enzyminaktivierung 15 min bei 70°C inkubiert. Die cDNA wurde 1:1
in ddH,O verdunnt. Die PCR-Bedingungen wurden so gewahit, dass die Amplifikation
nicht in der Sattigung war. Die cDNA von AtActin2 wurde Uber PCR mit amplifiziert und
diente als Kontrolle fur die cDNA-Synthese sowie fir die Menge eingesetzter mMRNA. Die
Proben wurden anschlieRend gelelektrophoretisch aufgetrennt (3.18.).

3.28. Datenbankrecherchen, Sequenzanalysen und Computerprogramme

Datenbankrecherchen wurden mit dem Internetportal des National Center of
Biotechnology (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) und mit dessen Blastserver (http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) durchgeflihrt. Informationen zu genomischen Sequenzen,
ESTs, Mutanten und Expressionsdaten wurden mit Hilfe der folgenden Internetportale
gewonnen: The Arabidopsis Information Resource (TAIR, http://www.arabidopsis.
org/), The Institute for Genomic Research (TIGR, http://www.tigr.org/), The Nottingham
Arabidopsis Stock Center (NASC, http://arabidopsis.info/), dem Salk Institute Genomic
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Analysis Laboratory (SIGnAL, http://signal.salk.edu/), Genevestigator (https://www.
genevestigator.ethz.ch/at/) und The Botany Array Resource (http://bbc.botany.utoronto.
cal).

Die experimentellen Daten wurden statistisch mit dem Mann-Whitney-Test (U-test)
analysiert. Daflr wurden die Internetprogramme http://eatworms.swmed.edu/~leon/
stats/utest.html (Leon Avery, Southwestern Medical Center, Dallas, USA) und http://
faculty.vassar.edu/lowry/utest.ntml (Richard Lowry, Vassar College, Poughkeepsie,
USA) verwendet.

Fir DNA- und Proteinsequenzanalysen wurde das Programm BioEdit 7.0.5. (lbis
Therapeutics, Carlsbad, Kanada) verwendet. Die Langenmessungen von Arabidopsis
thaliana Wurzeln sowie die Bestimmung der Pollenkeimungsrate erfolgten mit Hilfe
des Computerprogramms Image J (National Institutes of Health, Bethesda, USA). Die
mikroskopischen Aufnahmen wurden mit den Computerprogrammen Leica IM 500 (Leica
Microsystems, Bensheim, Deutschland) und mit Olympus Cell" (Olympus, Hamburg,
Deutschland) erstellt. Die Bilder wurden fir die Arbeit mit Photoshop CS2 (Adobe
Systems Inc., San Jose, USA) bearbeitet. Graphiken wurden mit Origin 6.0 (OriginLab
Corporation, Northampton, USA) und mit lllustrator CS2 (Adobe Systems Inc., San Jose,
USA) erstellt.
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4. Ergebnisse

Im Mittelpunkt dieser Arbeit stand die funktionale Analyse des disulfatierten Penta-
peptids PSK-a in planta. Aus Studien an in vitro kultivierten Zellen war bekannt, dass
PSK-a Zellteilung von Zellkulturen mit geringer Dichte foérdert (Matsubayashi und
Sakagami, 1996) und bei der Zelldifferenzierung eine Rolle spielt (Matsubayashi et al.,
1999). In Pflanzen scheint PSK-a in verschiedene Entwicklungsprozesse involviert zu
sein (lgasaki et al., 2003; Kobayashi et al., 1999; Yamakawa et al., 1998). Jedoch sind
klar definierte physiologische Funktionen des Pentapeptids bisher nicht beschrieben
worden (Lorbiecke et al., 2005). In dieser Arbeit wurde ein Einfluss von PSK-a auf das
Wachstum und auf die Reproduktion bei Arabidopsispflanzen untersucht. Daflir wurden

sowohl physiologische als auch genetische Ansatze verfolgt.

4.1. Die PSK-Praproproteingene und das PSK-Rezeptorgen AtPSKR1 von
Arabidopsis thaliana

4.1.1. Die PSK-Praproproteingene

PSK-a wird in Arabidopsis thaliana durch funf Praproproteingene, AtPSK1 bis
AtPSK5 kodiert (Lorbiecke und Sauter, 2002). Ein sechstes Gen, welches Struktur-
ahnlichkeiten zu den finf Praproproteingenen aufweist, kodiert fur ein modifiziertes
Pentapeptid, dessen Funktionalitat nicht geklart ist. Die genomische Sequenz der
Praproproteingene AtPSK1, AtPSK2, AtPSK4 und AtPSK5 enthalt eine Intronsequenz.
Die Sequenz von AfPSK3 hat zwei. Die PSK-Praproproteine sind kleine Proteine
mit einer Lange von 77 bis 87 Aminosauren. Sie besitzen geringe Homologien auf
Aminosauresequenzebene innerhalb der PSK-Genfamilie aus Arabidopsis (Abbildung
7) sowie zwischen PSK-Genfamilien verschiedener Pflanzenarten. In phylogenetischen
Analysen wurde die hdchste Verwandtschaft zwischen AtPSK4 und AtPSK5 mit einer
Sequenzidentitat von 62% sowie zwischen AtPSK2 und der PSK Variante AtPSK6
mit einer Sequenzidentitéat von 57% festgestellt. AtPSK3 und AtPSK1 sind zu 30%
identisch (eigene Daten, nicht gezeigt). Strukturanalysen von PSK-Praproproteinen
verschiedener Pflanzenarten zeigen eine konservierte Sekundarstruktur der
Praproproteine (Lorbiecke und Sauter, 2002).

Charakteristisch fir die PSK-Praproproteine ist ein sekretorisches N-terminales
Signalpeptid, die hoch konservierte PSK-Sequenz nahe des C-Terminus sowie weitere

konservierte Aminosauren in der Nahe der Pentapeptidsequenz (Lorbiecke und
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Sauter, 2002; Matsubayashi et al., 2006). Die in verschiedenen PSK-Praproproteinen
gefundene Konsensussequenz von hoch konservierten Aminosauren wurde als Signatur-
motiv bezeichnet (Lorbiecke und Sauter, 2002). Dartber hinaus sind Regionen aus
sauren Aminosauren in der Mitte der Proteine sowie aus basischen Aminosduren am
C-Terminus spezifisch fir PSK-Praproproteine (Lorbiecke und Sauter, 2002).

basische
saure Region Region
AtPSK1 MMKTKSEVLIFFFTLVELE-SMASS-------- VILREDGFAPPKPSPTTHEKASTKGDRDGVECKNSDSEEEC-LVKK-TVAAHT] LNLSP 86
AtPSK2 ----- MANVSALLTIALLLCSTLMCTA-RPEPAISISITTAADPCNMEKKIEGKLDDMHMVDENCGADD - -EDC-LMRR-TLVAHTDEIYTQKKKHP 87
AtPSK3 ----- MKQSLCLAVLFLIL-STSSSA------ IRRGKEDQEINPLVSATSVEEDSVNKLMGMEYCGEGD- - EEC- LRRRMMTESHLDNIYTQHHKH 81
AtPSK4 ----- MGKFTTIFIMALLLCSTLTYA--------- ARLTPTTTTALSRENSVKEIEGDKVEEESCNGIG-EEEC-LIRR-SLVLHTDEIYTQNHKP 79
AtPSK5 ----MVKFTTFLCIIALLLCSTLTHA------------- SARLNPTSVYPEENSFKKLEQGEVICEGVG-EEECFLIRR-TLVAHTDEIYTQNHNP 77
AtPSK6 ----- MANLSTLITIALLLCATMLTCSA--RPEPAYFASFTTSPADTLSLEMIESKLHEVAGESCDKEDD-EDC-LVRR-TLTAHLDEIYTHKNNHH 87
Signalpeptid PSK-Sequenz
Signaturmotiv

Abb. 7: Die PSK-Praproproteine aus Arabidopsis thaliana. Aminosauresequenzen der
PSK-Praproproteine und eines PSK-Pseudoproteins nach Lorbiecke und Sauter (2002).
Hoch konservierte und konservierte Aminosauren sind dunkelgrau beziehungsweise hell-
grau unterlegt. Die Proteine besitzen eine N-terminale hydrophobe Signalpeptidsequenz, die
durch einen Balken gekennzeichnet ist. In der Mitte der Proteine befindet sich eine Region
aus vermehrt sauren Aminosauren (,saure Region®). Diese Region tberlappt C-terminal mit
einem Bereich aus hoch konservierten Aminosauren mit der PSK-Sequenz (umrahmt, grau
unterlegt). Die Lange des in PSK-Praproproteinen konservierten Signaturmotivs (Lorbiecke
und Sauter, 2002) wurde durch einen Balken dargestellt. Am C-terminalen Ende befindet
sich eine Region aus vermehrt basischen Aminosauren (,basische Region®).

4.1.2. At2g02220 kodiert fiir einen PSK-Rezeptor in Arabidopsis

Matsubayashi et al. (2002) identifizierten eine transmembrane Rezeptorkinase mit Leu-
zin-reichen Wiederholungselementen (,leucine-rich repeats®, LRR) aus Daucus carota
als PSK-Rezeptor (DcPSKR1). Durch Datenbankrecherchen wurden in dieser Arbeit
vier homologe Rezeptorkinasen in Arabidopsis thaliana ermittelt. Die Homologien der
LRR-Kinasen zu DcPSKR1 sind in der Verwandtschaftsanalyse in Abbildung 8 gezeigt.
At2g02220 (NM 126282) wies mit 60% die héchste Aminosauresequenzidentitat und
mit 76% die ebenfalls hochste Sequenzahnlichkeit auf. At2g02220 hat eine Lange von
3027 bp. Die genomische Sequenz entspricht der cDNA und ist somit intronlos. Das Gen
kodiert fir eine LRR-Rezeptorkinase mit einer N-terminalen Signalpeptidsequenz, 21
leuzin-reichen LR-Wiederholungselementen mit einer Inseldomane zwischen dem 17.
und 18. LR-Element, einer Transmembrandomane und einer C-terminalen Kinasedoma-
ne mit einer ATP Bindungstelle. Klrzlich wurde Gber Bindungsstudien und genetische
Analysen gezeigt, dass Af2902220 fir einen PSK-Rezeptor in Arabidopsis kodiert, der
mit AtPSKR1 bezeichnet wurde (Matsubayashi et al., 2006).
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DcPSKR1

—| | At2g02220 (AtPSKR1)
At5g53890

At1g72300

. At1g55610 (BRL1)

. At4g39400 (BRI 1)

At5g07280 (EXS/EMS1)

| At3g24240

At2933170
. At4g20140
. At5g44700 (EDA23)

0,1

Abb. 8: Verwandtschaftsanalyse von zehn zu dem PSK-Rezeptor aus Daucus
carota (DcPSKR1) homologen LRR-Rezeptorkinasen aus Arabidopsis. Fr
den Homologievergleich wurden die vollstandigen Aminosauresequenzen der LRR-
Rezeptorkinasen verwendet. Der hochste Verwandtschaftsgrad mit einer Sequenz-
identitat von 60% besteht zwischen DcPSKR1 und At2g02220, der als PSK-Rezeptor
AtPSKR1 identifizierten LRR-Kinase in Arabidopsis (Matsubayashi et al., 2006). Die
LRR-Rezeptorkinasen At5g53890 und At1g72300 sind zu DcPSKR1 mit 48% und 43%
identisch. Die Sequenzidentitdt der Ubrigen Kinasen lag unterhalb von 35%. Unter
den Homologen befinden sich zwei Brassinosteroidrezeptoren BRASSINOSTEROID
INSENSITIVE 1 LIKE (BRL1) und BRASSINOSTEROID INSENSITIVE 1 (BRI1) (Clouse
et al., 1996; Cano-Delgado et al., 2004; Zhou et al., 2004) sowie die Kinasen EXCESS
MICROSPOROCYTES 1 (EXS/EMS1), welche fiir die Spezialisierung von Tapetumzellen
bendtigt wird (Canales et al., 2002; Zhao et al., 2002) und EMBRYO SAC DEVELOPMENT
ARREST 23 (EDA23) (Pagnussat et al., 2005).

4.1.3. Identifizierung der AtPSKR1 T-DNA Insertionsmutante Atpskr1-T

Durch Datenbankrecherchen wurden zwei verschiedene T-DNA Insertionslinien fur
AtPSKR1, SALK_008584 und SALK_ 008585, identifiziert und beim NASC (University
of Nottingham, UK) bestellt. Fur die Erzeugung der T-DNA Insertionsmutanten wurde
der pROK2 Vektor verwendet (Baulcombe et al., 1986). Die Insertionen beider Linien
befanden sich an Position 2337 bp nach dem ATG und damit in dem fur die Kinase-
domane kodierenden Bereich wie in Abbildung 9 dargestellt. FUr Funktionsanalysen der
PSK-Rezeptormutante wurden fir die T-DNA Insertion homozygote Linien benétigt. Von
sechs Uberpriften SALK 008584 Linien war keine Linie homozygot. Von vier Linien der
SALK_ 008585 Insertionsmutante enthielt eine Linie die T-DNA Insertion in beiden Allelen.
In Transkriptanalysen wurde in dieser Linie keine mRNA von AtPSKR1 nachgewiesen
(Abbildung 9 B). Zur Kontrolle der cDNA Synthese und zur Uberpriifung eingesetzter
RNA Mengen flr die reverse Transkription wurde in der anschlieenden PCR die cDNA
von ACT2 amplifiziert (Laval et al., 2002; Vielle-Calzada et al., 1999). Die homozygote
T-DNA Insertionslinie SALK_008585, die keine AtPSKR1 mRNA exprimierte, wurde in
dieser Arbeit flr phanotypische und funktionale Analysen verwendet.
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A 4,4 kb B

WT Atpskr1-T

AtPSKR1

AtACT2

-

SP LR Elemente mit TM Ser/Thr Kinase
Inseldomane

Abb. 9: Die PSK-Rezeptor T-DNA Insertionsmutante Atpskr1-T (SALK_008585).

A Position der T-DNA Insertion in AtPSKR1-T. Die Sequenzen, welche fiir das Signalpeptid
(SP, schwarz), die Leuzin-reichen (LRR) Elemente (dunkelgrau) mit der Inseldoméne
(gestreift), die Transmembrandoméane (TM, schwarz) und die Kinase (hellgrau) kodieren,
sind eingezeichnet. B Die mRNA von Wildtyp (WT) und Atpskr1-T wurde revers transkribiert
und der PSK-Rezeptor mit genspezifischen Oligonukleotiden amplifiziert. In der T-DNA
Insertionsmutante ist kein Transkript detektierbar. Die mRNA von Actin2 (AtACT2) wurde
als Kontrolle tber RT-PCR nachgewiesen.

4.2. Die PSK-Praproproteingene und AtPSKR1 werden gewebespezifisch in
Arabidopsis exprimiert

Um Hinweise auf Bildungs- und Wirkungsorte von PSK-a und somit auf mdégliche
Funktionen des Pentapeptids in planta zu erhalten, wurden Expressionsstudien von
AtPSK1 bis AtPSK5 und von AtPSKR1 in Arabidopsis durchgefiihrt. Die Promotor-
aktivitdten sowie RT-PCR Transkriptanalysen der PSK-Praproproteingene und von
AtPSKR1 wurden in vegetativen und in reproduktiven Pflanzengeweben untersucht.
Die Expressionen in reproduktiven Organen von Arabidopsis sind in Abschnitt 4.4.8.
gezeigt.

4.2.1. Generierung von Promotor-GUS Linien

Promotorfragmente stromaufwarts vom Startkodon mit einer Lange von 1121 bp
fir AtPSK1, 1102 bp fiur AtPSK3 sowie 1363 bp flur AtPSKR1 und vom Anfang des
5" untranslatierten Bereiches mit einer Lange von 1229 bp fiur AtPSK2, 1116 bp flr
AtPSK4 und 1198 bp fir AtPSK5 wurden fir die Untersuchung der Promotor-GUS
Expressionen in Arabidopsis ausgewahlt. Die Positionen der PSK-Praproproteingene
und des PSK-Rezeptorgens mit den putativen Promotoren zu benachbarten Genen auf
den Chromosomen sind in Abbildung 10 schematisch gezeigt.

Die Transformationsrate der Pflanzen lag zwischen 0,1% bis 1% und war mit der von
Clough und Bent (1998) publizierten vergleichbar. Insgesamt wurden finf P, .. .:GUS,
funf P, .¢,,-GUS, sechs P, . .GUS, 11 P, ., .GUS, acht P, ‘GUS und finf P,

AtPSK5" AtPSKR1 :
GUS Linien generiert und anschlieBend analysiert.
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bZip TF
LAG1 AtPSK1 Familie
APSKT i oy S -—<
(At1g13590) <:,
1126 bp 2047 bp
bZip TF
Familie AtPSK2 EMB 2001
AtPSK2 @mw — -
(At2g22860)
4271 bp 1159 bp
tRNA
Synthetase AtPSK3 At3g44730
APSK3 >t [Tioze ST —— -
(At3g44735)
4091 bp 348 bp
At3g49770 AtPSK4 At39g49790
AtPSK4 _@w <
(At3g49780)
3803 bp 1675 bp
At5965860 AtPSK5 At5965880
APSKS < oy > > -
(At5g65870)
2452 bp 769 bp
ATPP2-B1 AtPSKR1 At2g02210
APSKR1 - >[5z oo >
(At2g02220)
3099 bp 2048 bp

Abb. 10: Position der PSK-Praproproteingene und von AtPSKR1 zu benachbarten
Genen auf chromosomaler Ebene. Die Exonen von AtPSK1 bis AtPSK5 und von AtPSKR1
sind durch schwarze Rechtecke, die Intronen durch Linien, die 3’ und 5’ untranslatierten
Bereiche durch weilde Vierecke und die gewahlten Promotorregionen durch groRe Pfeile
dargestellt. Die sich stromauf- und stromabwarts befindenden Gene sind schematisch
angedeutet und die Richtung der Promotoren mit der Pfeilen gekennzeichnet. Der Abstand
zu den sich in 5’-Richtung befindenden Genen von AtPSK1 bis AtPSK5 und AtPSKR1
ist vom Startkodon bis zum Ende des untranslatierten Bereiches (UTR) berechnet
beziehungsweise vom Ende der 3’ UTR bis zum Anfang der UTR der sich stromabwarts
befindenden Gene.

4.2.2. Die PSK-Praproproteingene und das PSK-Rezeptorgen AtPSKR1 werden
spezifisch im Spross exprimiert

Um die Expressionen der PSK-Gene und von A{PSKR1 im Spross untersuchen zu
kénnen, wurden Promotor-GUS Transformanten 5 d, 8 d oder 36 d angezogen. Die
Expressionen sind in Abbildung 11 im apikalen Sprossmeristem (A, E, J, N, S, a) und in
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Kotyledonen (B, F, K, O, T, b) von 5 d alten Keimlingen, in jungen Blattern (C, G, L, P, U,
c) von 8 d alten Keimlingen, in Blattern von adulten Pflanzen (D, H, M, Q, V, d) und in den
Stomata (R, e) sowie in den Stomata der Hydathodenregion (I) gezeigt.

AtPSK1 weist eine schwache Expression im Spross (Abbildung 11 A) und Blattern
(Abbildung 11 B, C) von Arabidopsiskeimlingen sowie in Blattern von adulten Pflanzen
(Abbildung 11 D) auf. Charakteristisch far P, :GUS Transformanten war eine
Promotoraktivitat in Stipulen (Abbildung 11 A) und in Hydathoden von Kotyledonen
(Abbildung 11 B) sowie von jungen und alteren Blattern (Abbildung 11 C, D).

AtPSK2 wurde in Stipulen (Abbildung 11 E), in Hydathoden (Abbildung 11 F) von
Kotyledonen, jungen (Abbildung 11 G) und alteren Blattern (Abbildung 11 H) exprimiert.
Die Expression in den Stomata der Hydathoden war sehr spezifisch (Abbildung 11 1).
Des Weiteren war der AtPSK2 Promotor im Leitgewebe des Sprosses aktiv (Abbildung
11 F, H, I). AtPSK2 war als einziges der PSK-Praproproteingene in Trichomen von jungen
Blattern aktiv (Abbildung 11 G).

AtPSK3 wurde sehr stark im Bereich des apikalen Sprossmeristems (Abbildung 11
J), in entstehenden Blattern (Abbildung 11 J), in Kotyledonen (Abbildung 11 K) sowie
in jungen Blattern (Abbildung 11 L) von Keimlingen exprimiert, ohne dass eine Spe-
zifizierung des Gewebes moglich war. Das Hypokotyl von P, .., .-GUS Transformanten
wies keine Farbung auf (Abbildung 11 J). AtPSK3 wurde sehr viel schwacher in Blattern
adulter Pflanzen im Vergleich zu Keimlingen exprimiert (Abbildung 11 M). Die Expression
war im Leitgewebe der Blatter erkennbar (Abbildung 11 M).

AtPSK4 wurde sehr spezifisch in Stomazellen von 5 und 8 d alten Keimlingen
(Abbildung 11 N, O, P) und von adulten Pflanzen (Abbildung 11 Q, R) exprimiert. Der
Promotor war ebenfalls verstarkt in Hydathoden der Kotyledonen (Abbildung 11 O), der
jungen (Abbildung 11 P) und der alteren Blattern (Abbildung 11 Q) aktiv. Dartber hinaus
war eine AtPSK4 Expression im apikalen Sprossmeristem in entstehenden Blattern
erkennbar (Abbildung 11 N). Das Leitgewebe war im Spross (Abbildung 11 N, O, P) von
Keimlingen als auch in alteren Blattern (Abbildung 11 Q) von adulten Pflanzen gefarbt.

AtPSK5 wurde vor allem im Leitgewebe vom Spross in Keimlingen (Abbildung 11 S,
T, U) und in Blattern alterer Pflanzen (Abbildung 11 V) exprimiert. Der AtPSK5 Promotor
war in Hydathoden der Kotyledonen (Abbildung 11 T), von jungen (Abbildung 11 U) und
von adulten Blattern (Abbildung 11 V) aktiv. Des Weiteren waren die Stipulen von Keim-
lingen (Abbildung 11 S) und 14 d alten Pflanzen (eigene Daten, nicht gezeigt) gefarbt.

Die Expression von AtPSKR1 war gegenuber einigen PSK-Genen nur schwach
im Spross (Abbildung 11 a, b, ¢) von Keimlingen und in den Blattern alterer Pflanzen
(Abbildung 11 d) erkennbar. AtPSKR 1 wurde spezifisch in Stomazellen von Kotyledonen
(Abbildung 11 b, €) und jungen Blattern (Abbildung 11 c) exprimiert. Des Weiteren war
der AtPSKR1 Promotor in Hydathoden von Kotyledonen (Abbildung 11 b), in den Blattern
von Keimlingen (Abbildung 11 c¢) und von adulten Pflanzen (Abbildung 11 d) aktiv.
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Abb. 11: Promotor-GUS Expressionen der PSK-Praproproteingene und des PSK-
Rezeptorgens AtPSKR1 im Spross und in Blattern von Arabidopsis Keimlingen und
adulten Pflanzen. Die Aufnahmen von GUS exprimierenden Pflanzengeweben erfolgte
unter Hellfeldbedingungen. A, E, J, N, S, a zeigen das apikales Sprossmeristem 5 d alter
Promotor-GUS Transformanten. In B, F, K, O, T, b sind Promotor-GUS Expressionen in
Kotyledonen mit Hydathoden von 5 d alten Keimlingen, C, G, L, P, U, ¢ in Blattern von 8 d
alten Pflanzen, D, H, M, Q, V, d in Blattern von 6 Wochen alten Pflanzen, | in Stomata der
Hydathodenregion und R, e in Stomata gezeigt.

Eine schwache AtPSKR1 Expression war in Trichomen von jungen Blattern (Abbildung
11 ¢) erkennbar. Eine Promotoraktivitat im Bereich des apikalen Sprossmeristems und
im Hypokotyl war nicht sichtbar (Abbildung 11 a). Des Weiteren schien AtPSKR1 nicht im
Leitgewebe des Sprosses (Abbildung 11 a, b, c, d, €) exprimiert zu werden.

Die PSK-Praproproteingene und das Rezeptorgen wurden bis auf At{PSK3
gewebespezifisch im Spross von Arabidopsis exprimiert (Tabelle 4).

Tabelle 4: Zusammenfassung der Promotor-GUS Expressionen der PSK-Prapropro-
teingene und von AtPSKR1 im Spross von Arabidopsis, welche in Abbildung 11 ge-
zeigt sind. (+) = Expression im Gewebe, (-) = keine Expression im Gewebe

Gen | AtPSK1 AtPSK2 | AtPSK3 |AtPSK4 | AtPSK5 |AtPSKR1

Gewebe

Hydathoden + + nicht spezi- + + +
fisch

Stomazellen - - nicht spezi- + - +
fisch

Leitgewebe - + nicht spezi- + + -

fisch/+

Stipulen + + nicht spezi- + + -
fisch

Trichome - junge Blatter | junge Blatter - - junge Bléatter

Sowohl in Keimlingen als auch in adulten Pflanzen wurden der PSK-Rezeptor und die
PSK-Praproproteingene in den Hydathoden von Blattern exprimiert. DarUber hinaus
waren die Promotoren von AtPSKR1 und AtPSK4 spezifisch in Stomazellen von
Arabidopsis aktiv. In diesen Geweben ware eine Perzeption von PSK-a durch AtPSKR1
und somit eine lokale Wirkung des Pentapeptids moéglich. So ware eine Funktion von
PSK-a bei der Regulation des Gaswechsels und des Wasserhaushaltes denkbar. Des
Weiteren kam es zu einer Uberschneidung der AtPSKR1 und AtPSK2 Expression in
Trichomen von jungen Blattern. Mdglicherweise spielt PSK-a. eine Rolle wahrend der
Entwicklung der Blatthaare. In Stipulen und im Leitgewebe war keine Promotoraktivitat
des PSK-Rezeptors jedoch der PSK-Praproproteingene erkennbar. Eine Perzeption
durch AtPSKR1 scheint in diesen Geweben nicht moéglich zu sein. Mdglicherweise
erfolgt eine Sekretion von PSK-a in den Stipulen sowie im Leitgewebe. Ein Transport
des Pentapeptids ist ebenfalls nicht auszuschlielen.
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4.2.3. Expressionen der PSK-Praproproteingene und des PSK-Rezeptorgens
AtPSKR1 in Wurzeln

Um die Expressionen der PSK-Praproproteingene und des Rezeptorgens im Apex der
Wurzeln zuordnen zu kénnen, wurden nach Dolan et al. (1993) Wurzelbereiche definiert.
Der Abstand vom apikalen Teil der Columellazellen bis zu den Zentralzellen von 7 d alten
Pflanzen betrug circa 70 bis 80 um. Einschliellich der lateralen Zellen hatte die Kalyptra
insgesamt eine Lange von 200 bis 300 um ab der Wurzelspitze. Sie umschlielt teilweise
das apikale Wurzelmeristem. Die meristematische Zone hat eine Lange von circa 300
bis 350 um ab den Zentralzellen in basipetaler Richtung. Die Wurzelhaarzone beginnt
oberhalb von 550 ym in basipetaler Richtung von der Hauptwurzelspitze. Zusatzlich
wurden zum Vergleich der Expressionen in Wurzeln P, .. :GUS Transformanten
verwendet, die GUS unter dem Promotor des mitotischen CycB1;1 exprimieren und als
Marker fur zellteilungsaktives Gewebe in Arabidopsis dienen (de Almeida Engler et al.,
1999; Ferreira et al., 1994; Hemerly et al., 1993). In der Primarwurzelspitze von 40 h alten
Keimlingen wird CycB1;1im Bereich des apikalen Wurzelmeristems auf einer Lange von
circa 400 um exprimiert (Beeckman et al., 2001). Die Zone in jungen Lateralwurzeln,
in der CycB1;1 exprimiert wurde, war 100 bis 150 ym lang (Abbildung 18 A). Fir
Expressionsanalysen an Wurzeln wurden die Promotor-GUS Transformanten fiir 8 d oder
14 d angezogen. Die Expressionen sind in Abbildung 12 am Spross/Wurzellibergang (A,
F, K, P, J, @), in Lateralwurzelprimordien (B, G, L, Q, V, b), in jungen Lateralwurzeln (C,
H, M, R, W, c¢) und in Wurzelspitzen (D, I, N, S, X, d) von 8 d alten Keimlingen sowie in
Wurzelquerschnitten (E, J, O, T, Y, e) von 14 d alten Pflanzen gezeigt.

Im Vergleich zum Spross wurde AtPSK1 verstarkt in Wurzeln exprimiert (Abbildung
12 A). Die Expression war jedoch insgesamt schwach. In Hauptwurzeln waren die
Wurzelspitze und die subapikale Zone sehr schwach gefarbt (Abbildung 12 A; eigene
Daten, nicht gezeigt). Der Promotor war verstarkt in Primordien (Abbildung 12 B) und in
jungen Lateralwurzeln (Abbildung 12 C) aktiv. In alteren Seitenwurzeln wurde AtPSK1
vom Lateralwurzelansatz bis in den Apex in den Zellen uneinheitlich und unterschiedlich
stark exprimiert (Abbildung 12 A). Die Expression von AtPSK1 am Lateralwurzelansatz
wurde wahrend der Lateralwurzelentwicklung in alten Seitenwurzeln schwacher (eigene
Daten, nicht gezeigt). In der Wurzelspitze schienen die lateralen Zellen und die Columella-
zellen der Wurzelhaube verstarkt gefarbt (Abbildung 12 D). In der meristematische
Zone ab circa 70 ym waren neben lateralen Wurzelhaubenzellen einzelne Epidermis-
zellen gefarbt (Abbildung 12 D). Der Querschnitt durch die Wurzelspitze zeigte jedoch
eine unterschiedlich starke AtPSK1 Promotoraktivitat in allen Zellschichten (Abbildung
12 E).
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Abb. 12: Promotor-GUS Expressionen der PSK-Gene und des PSK-Rezeptorgens
AtPSKR1inWurzeln von Arabidopsis thaliana. Die Aufnahmen von GUS exprimierenden
Pflanzengeweben erfolgte unter Hellfeldbedingungen. A, F, K, P, U, a zeigen Promotor-GUS
Expressionen im Spross/Wurzellibergang. Dieser wurde durch einen Pfeil gekennzeichnet.
InB, G, L, R, V, b sind Promotor-GUS Expressionen in Lateralwurzelprimordien, C, H, M,
R, W, cin Lateralwurzeln und D, I, N, S, X, d in Wurzelspitzen von 8 d alten Transformanten
und E, J, O, T, Y, e in Wurzelquerschnitten von 14 d alten Pflanzen gezeigt.

AtPSK2 wurde verstarkt im Leitgewebe von Haupt- und Lateralwurzeln exprimiert
(Abbildung 12 F). Lateralwurzelprimordien und junge Lateralwurzeln waren in
P,.»sk- GUS Transformanten nicht gefarbt (Abbildung 12 G, H). Jedoch war der Promotor
an der Basis auswachsender Lateralwurzeln aktiv (Abbildung 12 G, H). AtPSK2 wurde
nicht in der Wurzelhaube oder im meristematischen Bereich exprimiert (Abbildung
12 1), sondern wurde im Leitgewebe kurz vor Beginn der Wurzelhaarzone exprimiert
(Abbildung 12 1), circa 550 pym von der Wurzelspitze entfernt. Der Querschnitt zeigte
eine AtPSK2 Expression im Zentralzylinder einschliel3lich des Perizykels und vereinzelt
in Zellen der Endodermis (Abbildung 12 J). Epidermis und Cortex waren hingegen nicht
gefarbt (Abbildung 12 J).

AtPSK3 wurde insgesamt starker im Zentralzylinder der Wurzeln als im Hypokotyl
exprimiert (Abbildung 12 K). Die Hauptwurzel war an Positionen der Lateralwurzel-
initiation intensiver gefarbt (eigene Daten, nicht gezeigt). Primordien (Abbildung 12 L)
und junge Lateralwurzeln (Abbildung 12 K) wiesen eine verstarkte Promotoraktivitat
an der Basis auf. Das Leitgewebe war in jungen Seitenwurzeln gefarbt (Abbildung
12 K, M). AtPSK3 wurde im Apex der Wurzeln in einem Bereich von 100 ym oder
langer exprimiert, wobei die Columellazellen am starksten und die lateralen Zellen der
Wurzelhaube in basipetaler Richtung schwacher gefarbt waren (Abbildung 12 K, M, N).
Die AtPSK3 Promotoraktivitat in der Wurzelspitze war nicht mit der verstarkt im apikalen
Meristem lokalisierten AtCycB1;1 Expression vergleichbar (Abbildung 18 A, Abbildung
12 K, M, N). Von circa 200 pym bis zum Beginn der Wurzelhaarzone bei 550 um wiesen
die P, .., GUS Transformanten keine Expression in den Wurzeln auf (Abbildung 12 K,
M; eigene Daten, nicht gezeigt). Im anschlieRenden differenzierten Wurzelgewebe war
AtPSK3im Zentralzylinder einschlieRlich des Perizykels aktiv, wie im Querschnitt gezeigt
(Abbildung 12 O).

AtPSK4 wurde im Zentralzylinder von Haupt- und Lateralwurzeln und im Hypokotyl
experimiert (Abbildung 12 P). In Lateralwurzelprimordien (Abbildung 12 Q) war der
AtPSK4 Promotor schwach und in sich entwickelnden Lateralwurzeln nur an der Basis
aktiv (Abbildung 12 R). AtPSK4 wurde nicht in Wurzelspitzen (Abbildung 12 S), aber in
der Wurzelhaarzone im Zentralzylinder exprimiert. Der AtPSK4 Promotor war im Zentral-
zylinder und Perizykel sowie vereinzelt in Zellen der Endodermis aktiv (Abbildung 12 T).

AtPSK5 wurde vorrangig im Leitgewebe von Haupt- und Lateralwurzeln und
des Hypokotyls exprimiert (Abbildung 12 U). Die Expression war schwach in
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Lateralwurzelprimordien (Abbildung 12 V) von P, .. ..GUS Transformanten und im
Zentralzylinder auswachsender Lateralwurzeln erkennbar (Abbildung 12 W). AtPSK5
war, ahnlich wie AtPSK2 und AtPSK4 nicht im Apex von Haupt- und Lateralwurzeln
(Abbildung 12 W, X) aktiv, sondern wurde kurz vor Beginn der Wurzelhaarzone im
Leitgewebe exprimiert (Abbildung 12 W). Die Expression im Leitgewebe war teilweise
unterhalb 400 ym von der Wurzelspitze nicht mehr erkennbar (Abbildung 12 X). Der
AtPSK5 Promotor war im Zentralzylinder einschlief3lich des Perizykels und vereinzelt in
der Endodermis aktiv, wie im Querschnitt gezeigt (Abbildung 12 Y).

AtPSKR1 wurde in der Primarwurzel aber nicht im Hypokotyl exprimiert (Abbildung
12 a). Der AtPSKR1 Promotor war sowohl in Lateralwurzelprimordien (Abbildung 12
b) als auch an der Basis der Primordien (Abbildung 12 b) sowie von auswachsenden
Lateralwurzeln aktiv (Abbildung 12 c). Die Expression im basalen Teil von Haupt- und
Lateralwurzeln umfasste alle Zellschichten (Abbildung 12 a, c, €). Im Apex der Wurzeln
wurde AfPSKR1 verstarkt in der Wurzelhaube exprimiert (Abbildung 12 c, d). Die
Columellazellen sowie die lateralen Wurzelhaubenzellen an der Wurzelspitze waren
intensiv gefarbt (Abbildung 12 c, d). Ab circa 80 um wurde AtPSKR1 schwacher in den
lateralen Zellen der Wurzelhaube exprimiert (Abbildung 12 ¢, d). In der anschlieRenden
subapikalen Zone bis circa 400 yum war nur eine sehr schwache Expression erkennbar,
wobei vereinzelte Epidermiszellen gefarbt waren (Abbildung 12 c, d; eigene Daten, nicht
gezeigt). Eine spezifische AtPSKR1 Expression in der meristematischen Zone, wie sie
P yicye81:-GUS Transformanten zeigen, war nicht erkennbar (Abbildung 12 c, d).

Die PSK-Praproproteingene und das PSK-Rezeptorgen wurden spezifisch
im Wourzelgewebe exprimiert. Die Expressionen der Praproproteingene zeigten
Uberschneidungen mit der fiir den PSK-Rezeptor gezeigten Promotoraktivitat in

Arabidopsis, wie die Zusammenfassung der Ergebnisse in Tabelle 5 zeigt.

Tabelle 5: Zusammenfassung der Promotor-GUS Expressionen der PSK-Gene und
von AtPSKR1 in Wurzeln von Arabidopsis, welche in Abbildung 12 gezeigt sind. (+) =
Expression im Gewebe, (-) = keine Expression im Gewebe, () = Expression in einzelnen
Zellen

Gen | AtPSK1 AtPSK2 |AtPSK3 |AtPSK4 |AtPSK5 |AtPSKR1
Gewebe
Hauptwurzel Apex + + + + +
Primordium + + + + + +
Lateralwur- + + + + + +
zel
Basis von - + + + - +
LRP und LR
Wurzelspitze Wurzel- - Wurzel- - - Wurzel-
haube haube haube
Wurzelge- Zentralzylin- | Zentralzylin- | Zentralzylin- | Zentralzylin- | Zentralzylin- | Zentralzylin-
webe der, Perizy- | der, Perizy- | der, Perizy- | der, Perizy- | der, Perizy- | der, Perizyk-
kel kel, + Endo- | kel kel, + Endo- | kel, + Endo- | el, Endoder-
dermis dermis dermis mis, Cortex,
Epidermis
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Der PSK-Rezeptor wurde in Arabidopsis verstarkt in Wurzeln exprimiert, wobei der
Ubergang zwischen Spross und Wurzel als deutliche Grenze zu erkennen war. In
ausdifferenziertem Wurzelgewebe wurde AtPSKR1 in allen Zellschichten exprimiert.
Die AtPSKR1 Promotoraktivitat Uberlappt mit der im Zentralzylinder, im Perizykel
sowie vereinzelt mit der in der Endodermis lokalisierten Expression der PSK-Gene.
Eine Perzeption von PSK-a sowie eine Signaltransduktion ware in allen Zellschichten
ausdifferenzierter Wurzeln moglich. Die Expressionen von AtPSK1, AtPSK3 und
von AfPSKR1 in Wurzelspitzen deuten auf eine lokale Wirkung des Pentapeptids in
Columellazellen sowie in lateralen Wurzelhaubenzellen als auch moéglicherweise im
ruhenden Zentrum und den Stammzellen hin. Eine weitere lokale Wirkung von PSK-
o auf die Bildung und Entwicklung von Lateralwurzeln ist durch die beschriebenen
Promotoraktivitaten an Initiationsstellen von Lateralwurzeln, in Primordien sowie in
jungen Lateralwurzeln zu vermuten. Des Weiteren kdnnte PSK-a eine Rolle wahrend
der Ausbildung des Leitgewebes in Wurzeln spielen.

4.2.4. Die PSK-Praproproteingene und AtPSKR1 sind unterschiedlich stark in
vegetativen und reproduktiven Geweben exprimiert

Zur Uberpriifung der Promotor-GUS Expressionsstudien wurden die relativen
Transkriptmengen der funf PSK-Praproproteingene sowie des PSK-Rezeptorgens
bestimmt. mMRNA aus vegetativen und reproduktiven Geweben wurde revers transkribiert
und anschliefend die cDNA mit genspezifischen Oligonukleotiden amplifiziert. Die
Expressionen von AtPSK1 bis AtPSK5 sowie von AtSKR1 sind in Abbildung 13 gezeigt.
ACT2 wurde zur Kontrolle der cDNA Synthese und zur Uberpriifung eingesetzter Mengen
an mRNA Uber PCR mit amplifiziert.

Die Menge amplifizierter cDNA war in allen Geweben vergleichbar, aul3er in jungen
Schoten. Damit wurde angenommen, dass die eingesetzten Mengen an mRNA in
diesen Proben vergleichbar waren. In keinem der Ansatze wurde genomische DNA
amplifiziert.

AtPSK1 wurde stark in jungem, etwas schwacher in alterem Wurzelgewebe, jedoch
sehr schwach im Spross und reproduktiven Organen exprimiert (Abbildung 13).

AtPSK2 wurde im Spross, in reproduktiven Organen, in sehr jungen Schoten und in
Wurzeln gleichmaRig stark exprimiert. Die Expression in jungen Schoten war hingegen
sehr schwach. Insgesamt schien AtPSK2 am starksten von allen PSK-Genen exprimiert
zu werden (Abbildung 13).

Im Gegensatz zu AtPSK2 variierten die Transkriptmengen von A{PSK3 in den
untersuchten Geweben starker (Abbildung 13). Das Praproproteingen wurde verstarkt
in reproduktiven Organen und in Wurzeln von Keimlingen exprimiert. Das AtPSK3
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Transkript war im Spross von Keimlingen und im vegetativen Gewebe alterer Pflanzen
schwacher nachweisbar. Die Expression schien in den Geweben unterschiedlich
reguliert zu werden (Abbildung 13).

AtPSK4 wurde ahnlich wie AtPSK2 gleichmafig und stark im Spross, in Blattern, in re-
produktiven Organen, in sehrjungen Schoten und in Wurzeln exprimiert (Abbildung 13).
Die Expression in jungen Schoten war schwacher, jedoch wurde AtPSK4 am starksten
von allen PSK-Praproproteingenen in diesem Gewebe exprimiert (Abbildung 13).

513 bp

AtACT2 427 bp

574 bp

AtPSK1 203 bp

409 bp

AtPSK2 262 bp

728 bp

AtPSK3 245bp

502 bp

AtPSK4 238 bp

462 bp
231 bp

AtPSKR1

Abb. 13: Semiquantitative RT-PCR Expressionsanalyse der fiinf PSK-Gene und des
PSK-Rezeptorgens, AtPSKR1. Nachweis der cDNA von AtPSK1 bis AtPSK5 sowie von
AtPSKR1 in verschiedenen Pflanzengeweben unterschiedlichen Alters von Arabidopsis.(*)
Tage nach Keimung. Die Schoten enthalten Samen mit Embryonen im praglobularen
Stadium (**) und im Herzstadium (***). Fur die Amplifikationen der PSK-Praproproteingene
wurden jeweils die gleiche cDNA-Menge, entsprechend die doppelte cDNA-Menge flr
AtPSKR1 sowie ein Zehntel der cDNA-Menge fir das Kontroligen ACT2 verwendet.
Die Anzahl der PCR-Zyklen betrug 30. Zur Kontrolle wurde genomische DNA Uber PCR
amplifiziert.

1142 bp

Die Transkriptmenge von AtPSK5 war in Blattern, in reproduktiven Organen und in
Wurzeln erhdht (Abbildung 13). Im Spross von Keimlingen sowie von jungen Pflanzen
und in jungen Schoten wurde AtPSK5 schwacher exprimiert. Die Expression von
AtPSK5 schien gewebespezifisch reguliert zu sein (Abbildung 13).

Die cDNA des PSK-Rezeptors wurde in allen Pflanzengeweben, aulder in jungen
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Schoten amplifiziert (Abbildung 13). Im Spross, in Infloreszenzen und in jlingeren
Wurzeln wurde AtPSKR1 gleichmallig exprimiert. Hingegen war die Expression in
Schoten sowie in alteren Wurzeln schwacher. Insgesamt zeigte AtPSKR1 verglichen mit
den PSK-Praproproteingenen eine relativ schwache Expression (Abbildung 13).

DurchdenNachweisderTranskripte der PSK-Praproproteingene unddes Rezeptorgens
in Spross und Wurzeln sowie in reproduktiven Organen von Arabidopsis konnten die
gezeigten Genexpressionen in vegetativen und reproduktiven Geweben bestatigt werden.
Beispielsweise war eine wurzelspezifische und schwache Expression von AtPSK1 im
Spross und in reproduktiven Organen sowie eine verstarkte AfPSK4 Expression in
Schoten erkennbar. Darlber hinaus konnte durch die RT-PCR Expressionsanalyse der
PSK-Praproproteingene und des Rezeptorgens eine unterschiedlich starke Expression
der PSK-Praproproteingene und von A{PSKR1 in Arabidopsis gezeigt werden. Demnach
wurde das PSK-Rezeptorgen wesentlich schwacher als die PSK-Praproproteingene
exprimiert.

4.3. Einfluss von PSK-o auf das Wachstum von Arabidopsis und Mais

Fur Wachstumsversuche an Arabidopsis thaliana und Zea mays wurde synthetisch
hergestelltes PSK-a eingesetzt. Zusatzlich wurden weitere Effektoren, ein unsulfatiertes
Pentapeptid (dsPSK), welches eine mehr als tausendfach verringerte Aktivitat im
Vergleich zu PSK-a besitzt (Matsubayashi et al., 1996) verwendet. Des Weiteren wurden
fur die Untersuchungen einzelne, im Pentapeptid vorkommende Aminosauren (AS) in
aquimolarer Konzentration eingesetzt.

4.3.1. PSK-a fordert das Wurzelwachstum von Arabidopsis

Um einen Einfluss von PSK-a auf das Wachstum zu untersuchen, wurden
Arabidopsispflanzen fir 14 d mit 10"° bis 10° M PSK-a, unsulfatiertem Pentapeptid
(dsPSK) oder ohne Effektor angezogen. AnschlieRend erfolgte die Bestimmung
des Frischgewichts vom Spross und Wurzeln. Die Behandlung der Pflanzen mit
verschiedenen Konzentrationen an PSK-a hatte keinen signifikanten Einfluss auf das
Sprosswachstum (Abbildung 14 A). Die ermittelten Frischgewichte unterschieden sich
sowohl bei niedrigen, als auch bei hdheren Konzentrationen an PSK-a nicht signifikant
von denen der unbehandelten Pflanzen (Abbildung 14 A). Die Behandlung mit 10-"° bis
10° M dsPSK hatte keinem signifikanten Einfluss auf das Sprosswachstum im Vergleich
zu den Kontrollpflanzen (Abbildung 14 A).

Die Behandlung von Arabidopsis mit 108 bis 10-* M PSK-a fiihrte zu einer signifikanten
Zunahme (P<0,05) des Wurzelfrischgewichts um 20% (Abbildung 14 B). Im Gegensatz
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zur Behandlung mit PSK-a hatte die Anzucht mit verschiedenen Konzentrationen an
dsPSK keinen Einfluss auf das Wurzelwachstum der untersuchten Pflanzen (Abbildung
14 B). Die ermittelten Wurzelfrischgewichte unterschieden sich nicht signifikant von der
Kontrolle (Abbildung 14 B).

Ab einer Konzentration von 10 M und hoher hatte PSK-a einen férdernden Ein-
fluss auf das Wurzelwachstum von Arabidopsis. Dieses erhohte Wachstum fiihrte jedoch
zu keiner messbaren Zunahme des Sprossgewichts. Die Behandlung der Pflanzen mit

10° bis 10°° M dsPSK flihrte weder zu einer Zunahme des Spross-, noch des Wurzel-
gewichts der Pflanzen.
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Abb. 14: Einfluss von PSK-o auf das Spross- und Wurzelwachstum von Arabidopsis.
14 d alte Pflanzen wurden ohne Effektor, mit 10-'° bis 10 M PSK-a oder unsulfatiertem
Pentapeptid (dsPSK) angezogen. A Sprossfrischgewicht. B Wurzelfrischgewicht. Die
Mittelwerte von n = 30 bis 45 Pflanzen sind mit Standardfehler angegeben. Die nach dem
Mann-Whitney-Test signifikant unterschiedlichen Werte sind mit Sternchen angegeben.

4.3.2. PSK-a hat keinen Einfluss auf das Sprosswachstum von Zea mays
Keimlingen

Die Wirkung von PSK-a auf die Koleoptil- und Primarblattentwicklung und das
Sprosswachstum von Zea mays wurde untersucht. Dafir wurden Maiskeimlinge
ohne Effektor, mit 10-° bis 10® M PSK-a, dsPSK oder den einzelnen Aminoséuren
in aquimolarer Konzentration behandelt. Die Koleoptil- und Primarblattlange sowie
des Sprossfrischgewicht von 7 d alten Keimlingen ist in Abbildung 15 gezeigt. Die
mit PSK-a behandelten Maiskeimlinge wiesen bei den untersuchten Konzentrationen
kein verandertes Koleoptilwachstum auf (Abbildung 15 A). Die Anzucht der Pflanzen
mit dsPSK oder den einzelnen Aminosauren fuhrte ebenfalls zu keinem verandertem
Koleoptilwachstum (Abbildung 15 A).

Die Primarblattlangen der Keimlinge waren nach PSK-a. Behandlung mit denender
Kontrolle vergleichbar (Abbildung 15 B).Dieexogene Applikation von dsPSKsowie der
einzelnen AS flhrten zu keinem veranderten Primarblattwachstum (Abbildung 15 B).
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Abb. 15: PSK-a fordert das Sprosswachstum von Mais nicht. Maiskeimlinge wurden
7 d ohne Effektor, mit 10-'° bis 10°* M PSK-a, dsPSK oder den einzelnen Aminosauren in
aquimolarer Konzentration behandelt. Bestimmung der A Koleoptilenlange, B Lange des
Primarblattes und C des Sprossfrischgewichts pro Pflanze. Die Mittelwerte von n = 26 bis
32 Pflanzen sind mit Standardfehler angegeben. Nach dem Mann-Whitney-Test waren die
Werte nicht signifikant unterschiedlich.

Die Bestimmung der Sprossgewichte ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen
den mit PSK-a behandelten Keimlingen im Vergleich zur Kontrolle (Abbildung 15 C).
Die Anzucht der Pflanzen mit dsPSK oder den Aminosauren fuhrte ebenfalls zu keinem
signifikant verandertem Sprosswachstum (Abbildung 15 C).

Wie schon fir Arabidopsispflanzen gezeigt wurde, fihrte die PSK-a Behandlung zu
keinen verandertem Sprosswachstum in Maiskeimlingen. PSK-a hatte somit keinen
spezifischen Einfluss auf die Entwicklung der Maiskoleoptile und des Primarblattes.

4.3.3. Atpskr1-T besitzt ein verringertes Spross- und Wurzelwachstum

Die PSK-Rezeptor T-DNA Insertionsmutante (Afpskr1-T) wurde phanotypisch
untersucht. In Wachstumsversuchen war ein vermindertes Spross- und Wurzelwachstum
von Atpskr1-T Pflanzen im Vergleich zum WT erkennbar (Abbildung 16 A).

Von 14 d alten Atpskr1-T Pflanzen war das Sprossfrischgewicht um 20% (P<0,05)
und das Wurzelgewicht um 40% (P<0,001) gegenuber dem WT vermindert (Abbildung
16 B, C). Das Wachstum Atpskr1-T Pflanzen wurde des Weiteren nach Behandlung
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mit Effektoren, wie 1 yM PSK-a, 1 uM dsPSK oder der im Pentapeptid vorkommenden
Aminosauren in aquimolarer Konzentration, untersucht (Abbildung 16 B, C). Wurden
Atpskr1-T und WT Pflanzen fir 14 d mit 1 yM PSK-a, 1 uM dsPSK oder 1 yM der
entsprechenden Aminosauren angezogen, waren keine signifikanten Zunahmen der
Sprossgewichte messbar (Abbildung 16 B).

WT Atpskri1-T

B 15, Okontrolle EIPSk-o MdsPSK MAS € g OlKontrolle EIPSK-o. MdsPSK MAS
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Abb. 16: Charakterisierung des Spross- und Wurzelwachstums von WT und
Atpskr1-T Pflanzen. A Spross- u. Wurzelwachstum von 14 d alten WT und Atpskri1-T.
B, C Bestimmung des Spross- und Wurzelfrischgewichts von WT und Atpskr1-T nach
14 d Anzucht auf MS-Medium (Kontrolle), mit 1 yM PSK-a, 1 yM dsPSK oder mit den
im Pentapeptid vorkommenden Aminosduren (AS) in aquimolarer Konzentration. Die
Mittelwerte von n = 36 bis 50 Pflanzen sind mit Standardfehler angegeben. Nach dem
Mann-Whitney-Test signifikant unterschiedliche Werte sind mit verschiedenen Buchstaben
angegeben. Die Gruppenzugehorigkeit ist mit einem Apostroph gekennzeichnet.

Das Wurzelfrischgewicht war nach 14 d PSK-a Behandlung nicht nur im WT sondern
ebenfalls in der Mutante im Vergleich zur Kontrolle erhéht (Abbildung 16 C). Die Zu-
nahme betrug sowohl im WT, als auch in Atpskr1-T 37% . Die Behandlung mit 1 yM
dsPSK flhrte zu keiner signifikanten Zunahme des Wurzelfrischgewichts im WT.
Dieses war in Atpskr1-T Pflanzen signifikant erhdht. Die Aminosauren hatten keinen
fordernden Einfluss auf das Wurzelwachstum von Atpskr1-T Pflanzen (Abbildung 16 C).

Die Behandlung mit PSK-a fihrte im WT zu einem erhdhten Wurzelfrischgewicht,
wodurch ein Einfluss des Pentapeptids auf das Wurzelwachstum erneut gezeigt
wurde (Abbildung 14 B). In Atpskr1-T Pflanzen wurde das Wurzelwachstum durch
PSK-a gleichermalen induziert. Das Ergebnis |4t die Existenz eines alternativen
PSK-a Signallibertragungsweges via eines noch unbekannten Rezeptors in Arabidopsis
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vermuten. In Atpskr1-T war nach dsPSK Behandlung das Wurzelfrischgewicht ebenfalls
erhoht. Anscheinend reichte die eingesetzte Konzentration aus, um Wurzelwachstum in
der Mutante zu induzieren. Die Behandlung der Pflanzen mit den Aminosauren zeigte,
dass die Zunahme des Frischgewichts nicht auf ein erhdhtes Nahrstoffangebot der
Pflanzen zurtickzufihren war.

4.3.4. Die Hauptwurzeln von Atpskr1-T sind kiirzer als im WT

Um festzustellen, wieso die PSK-Rezeptormutante eine verringerte Wurzelmasse im
Vergleich zum WT ausbildete, wurde das Wurzelwachstum von Atpskr1-T untersucht.
Dafir wurden WT und Atpskr1-T Pflanzen fir 7 d ohne Effektor, mit 1 yM PSK-a, 1 uM
dsPSK oder 1 uM der entsprechenden Aminosauren behandelt. Nach 7 d wurde die
Lange der Haupt- und Lateralwurzeln sowie die Anzahl der Seitenwurzeln von der
Primarwurzel bestimmt.

Atpskr1-T Keimlinge wiesen deutlich kiirzere Hauptwurzeln als der WT auf (Abbildung

17 A). Die ohne Effektor angezogene Rezeptormutante besal® um 35% signifikant
kirzere (P<0,001) Hauptwurzeln als der Wildtyp (Abbildung 17 B). Die Behandlung
der Atpskr1-T und WT Keimlinge mit 1 uM PSK-a. flhrte jeweils zu signifikant langeren
Hauptwurzeln im Vergleich zur Kontrolle, den mit dsPSK oder den Aminosauren
angezogenen Pflanzen (Abbildung 17 B).
Die Zunahme der Wurzellange betrug im WT 23% und in Atpskr1-T Pflanzen 30%.
Die Hauptwurzellange von Atpskr1-T war nach PSK-a Behandlung mit der Lange
der unbehandelten WT Pflanzen vergleichbar. Wildtypkeimlinge, die mit 1 uM dsPSK
angezogenwurden, hatten eine signifikantlangere Hauptwurzel im Vergleich zur Kontrolle
und mit AS behandelten Pflanzen. Hingegen war die Hauptwurzel der Rezeptormutante
nicht signifikant langer. Die Aminosauren hatten weder einen Wachstum férdernden
Einfluss auf die Hauptwurzel der WT, noch der Atpskr1-T Keimlinge (Abbildung 17 B).

Die Gesamtlangen der Lateralwurzeln von Atpskri-T Keimlingen war mit dem WT
vergleichbar (Abbildung 17 C). Die PSK-a Behandlung fuhrte im WT zu 45% langeren
Lateralwurzeln im Vergleich zur Kontrolle. In Atpskr1-T Keimlingen hingegen waren
die Lateralwurzeln nicht signifikant langer. Das Lateralwurzelwachstum des WT und
von Atpskr1-T war nach Behandlung mit dsPSK oder den Aminosauren nicht erhoht
(Abbildung 17 C).

Um einen Einfluss von PSK-a auf die Bildung von Lateralwurzeln zu untersuchen,
wurde die Anzahl der Lateralwurzeln von 7 d alten Wildtyp und Atpskr1-T Keimlingen
bestimmt (Abbildung 17 D). WT und Atpskr1-T Keimlinge unterschieden sich nicht in der
Anzahl der ausgebildeten Lateralwurzeln. Die Behandlung der Keimlinge mit 1 yM PSK-a
fihrte zu einem signifikanten Anstieg der Seitenwurzeln um 27% im WT und um 24% in
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Atpskr1-T im Vergleich zur Kontrolle. Gegenuber den mit dsPSK oder Aminosauren an-
gezogenen Pflanzen, flhrte die Behandlung mit PSK-a im WT und der Mutante zu einer
nicht signifikant erhéhten Anzahl der Lateralwurzeln. Das dsPSK oder die Aminosauren
hatten keinen Einfluss auf die Zahl der gebildeten Seitenwurzeln (Abbildung 17 D).

A B o Konirolle EIPSK-o MdsPSK MAS
WT Atpskr1-T _
Enl 2
= a
S 15,
g
& 10
2
€ s
£
0
WT Atpskr1-T
C 15 CKontrolle MPSK-o. MdsPSK MAS D 10 CKontrolle MPSK-0, MdsPSK MAS
=" c
13 8.
3 =B o X T
©10 2 ol T e
=
B g
(] —_—
5 < 2_
ki g
WT Atpskr1-T WT Atpskr1-T

Abb. 17: Vergleich der Wurzellangen und der Anzahl der Lateralwurzeln von 7 d
alten WT und Atpskr1-T Keimlingen. A 7 d alte WT und Afpskr1-T Keimlinge. B Die
Keimlinge wurden 7 d ohne Effektor (Kontrolle), 1 yM PSK-a, 1 yM dsPSK oder mit den im
Pentapeptid vorkommenden Aminosauren (AS) in aquimolarer Konzentration behandelt.
AnschlielRend wurde die Hauptwurzellange von WT und Atpskr1-T Keimlingen bestimmt.
C Lange der Lateralwurzeln pro Pflanze. Diese ergab sich aus der Summe der Langen der
einzelnen Lateralwurzeln. D Anzahl der Lateralwurzeln von WT und Atpskr1-T Pflanzen.
Die Mittelwerte von n = 32 bis 48 Pflanzen sind mit Standardfehler angegeben. Nach dem
Mann-Whitney-Test signifikant unterschiedliche Werte sind mit verschiedenen Buchstaben
angegeben und die Gruppenzugehdrigkeit mit einem Apostroph gekennzeichnet.

In Atpskr1-T Pflanzen war das Wachstum der Hauptwurzel im Vergleich zum WT in-
hibiert. Jedoch schienen Anzahl und Lange der Lateralwurzeln nicht verandert. Folglich
wies die Mutante eine hohere Lateralwurzeldichte im Gegensatz zum WT auf. PSK-a
forderte sowohl im WT, als auch in Atpskr1-T Keimlingen das Hauptwurzelwachstum.
Dieses Ergebnis unterstitzt die Vermutung, dass AtPSKR1 nicht der einzige mogliche
PSK-Rezeptor in Arabidopsis thaliana sein muss.
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4.3.5. PSK-a beeinflusst die Lateralwurzeldichte der Hauptwurzel nicht

In Wachstumsversuchen mit Arabidopsispflanzen wurde gezeigt, dass PSK-a einen
Einfluss auf die Haupt- und Lateralwurzellange hatte. Um zu untersuchen, ob die erhéhte
Anzahl der Seitenwurzeln nach PSK-a Behandlung ebenfalls zu einer erhohten Initiation
von Lateralwurzeln fuhrt, wurden P, ...:GUS Pflanzen verwendet. Sie exprimieren
das Reportergen p-Glucuronidase unter der Kontrolle des CycB17;7-Promotors in
Pflanzengeweben. Die CycB1;1 Transkriptmenge nimmt wahrend der G2-Phase
im Zellteilungszykluss zu und erreicht ein Maximum am Phasenubergang von der
G2—M-Phase (Beeckmann et al., 2001). P, ...;GUS dienen als Marker der ersten
antiklinalen Zellteilung der ,Grinderzellen im Perizykel und somit zur Lateralwurzel-
initiation (De Smet et al., 2006). Die CycB1;1 Expression wahrend der Lateralwurzel-

entwicklung in Arabidopsis ist in Abbildung 18 in A bis C exemplarisch gezeigt.
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Abb. 18: Untersuchung der Lateralwurzelbildung an P, .. :GUS Pflanzen.
Anzucht der P, ‘GUS Pflanzen ohne Effektor, mit 1 yM PSK-o oder 1 yM dsPSK.

AtCycB1;1"
Die Wurzeln wugden unter Hellfeldbedingungen fotografiert. A CycB1;1 Expression im

apikalen Wurzelmeristem von Lateralwurzeln, vereinzelt im Perizykel der Hauptwurzel
und B im Lateralwurzelprimordium. C CycB1;1 exprimierende Zellen des Perizykels. D
Die Anzahl, der von der Primarwurzel abgehenden Lateralwurzeln (LW), die Anzahl der
Lateralwurzelprimordien (LWP) und die Anzahl CycB1;1 exprimierender Zellen des
Perizykel wurde auf ein mm Hauptwurzel bezogen. Die Mittelwerte von n = 30 bis 47
Pflanzen sind mit Standardfehler angegeben. Die Werte waren nach dem Mann-Whitney-
Test nicht signifikant unterschiedlich.
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Die Expression des mitotischen CycB1;71 war im apikalen Meristem der Lateralwurzeln,
im Lateralwurzelprimordium und in teilungsaktiven Zellen des Perizykel lokalisiert.
P cyes1:-GUS Pflanzen wurden 7 d ohne Effektor, mit 1 yM PSK-a oder 1 yM dsPSK
behandelt. Anschlieliend wurde die Lange der Hauptwurzel ermittelt und anhand der
CycB1;1 Expression die Anzahl der Lateralwurzeln, der Lateralwurzelprimordien und der
teilungsaktiven Zellen des Perizykels bestimmt.

Wie fir 7 d alte WT Keimlinge gezeigt, entwickelten P, . ...:GUS Pflanzen in Gegen-
wart von 1 yM PSK-a langere Primar- und Lateralwurzeln und eine erhdhte Anzahl
von Lateralwurzeln als Kontrollpflanzen (eigene Daten, nicht gezeigt). Die Anzahl
von Lateralwurzeln, die pro mm Hauptwurzel gebildet wurden, war nicht signifikant
unterschiedlich im Vergleich zu unbehandelten oder mit dsPSK behandelten Pflanzen
(Abbildung 18 D). Ebenso war die Anzahl der Lateralwurzelprimordien und der sich in
Teilung befindender Zellen des Perizykels in den Keimlingen am héchsten, die mit 1 yM
PSK-a behandelt wurden (eigene Daten, nicht gezeigt). Jedoch fiihrte die Behandlung
zu keiner signifikant erhdhten Anzahl gebildeter Primordien sowie sich teilender Zellen
im Perizykel gegenulber den Kontrollen (Abbildung 18 D).

Obwohl die Behandlung mit PSK-a in Arabidospispflanzen zu einer Zunahme der
Wurzellange und der Anzahl der Lateralwurzeln flhrt, war das Verhaltnis pro mm
Hauptwurzel gebildeter Lateralwurzeln, Primordien und sich teilender Zellen des
Perizykel nicht signifikant erhoht. PSK-a hatte somit keinen Einfluss auf die Initiation der

Lateralwurzeln.

4.4. PSK-a beeinflusst die Entwicklung von Bliitenorganen und somit die
Reproduktion in Arabidopsis

4.4.1. Der Aufbau von Atpskr1-T Bliten ist gegeniiber dem Wildtyp unverandert

Der Aufbau von Bliten und die Morphologie der Blitenorgane der PSK-Rezeptor
T-DNA Insertionslinie wurden untersucht. Dafir wurden die &ltesten Bliten der
Infloreszenz gewahlt, da die Bllitenorgane vollstandig ausgebildet und erkennbar waren.
Die Bliten vor und wahrend der Befruchtung entsprachen den Entwicklungsstadien
12 bis 14 (Roeder und Yanofsky, 2006; Smyth et al., 1990). In Abbildung 19 sind die
Querschnitte von Atpskr1-T und WT Bluten gezeigt. Es wurden je drei Bliten analysiert.
Anhand einer Blite sind exemplarisch die vier Schnittebenen verdeutlicht (Abbildung 19
A). Die Linien eins bis vier entsprechen den Querschnitten durch den apikalen Teil des
Stylus, den mittleren Teil und den basalen Teil der Blite sowie den Bllitenboden.
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Abb. 19: Morphologie von WT und Atpskr1-T Bliiten. 1 um dicke Querschnitte von Bllten
wurden unter Hellfeldbedingungen fotografiert. Die Einbettung der Bliiten, die Anfertigung
sowie die Anfarbung der Schnitte wurde von der Zentralen Mikroskopie des Botanischen
Institutes der CAU Kiel durchgefiihrt. A Die Linien zeigen die Position der Querschnitte
durch WT und Atpskr1-T Bliten. 1 Apikaler Teil des Stylus (B, C). 2 Blitenmitte auf der Héhe
der Antheren (D, E). 3 Basaler Teil der Blite (F, G). 4 Blitenboden (H, I). Stylus von B WT
und C Atpskr1-T Bliten wahrend der Befruchtung. Die Papillazellen (Pa) des Stigmas und
der Pollen (P) sind erkennbar. Der Stylus ist abaxial aus einer Epidermis (E), anschlief’end
aus Parenchymzellen (Par) und dem adaxialen, dunkler gefarbten Ubertragungsgewebe
(U) aufgebaut. D WT und E Atpskr1-T Bliten 1 d vor Befruchtung mit Antheren (A) mit
degeneriertem Septum (Sm), aber vor dem Aufbruch der Stomiumregion (StR) und der
Freisetzung der Pollen (P). Das Ovarium (O) wird durch das Septum (Sp) in zwei Loculi
(L) unterteilt. Die Samenanlagen (Sa) wachsen in je zwei Reihen entlang des Septums,
welches mittig vom Ubertragungsgewebe (U) durchzogen ist. In F WT und G Atpskr1-T
Bluten 1 d vor Befruchtung sind um das Gynoeceum (G) in der Mitte die sechs Stamina (St),
anschlielend die vier Petalen (Pe) und die vier Sepalen (Se) angeordnet. Der Blitenboden
von H WT und | Atpskr1-T ist aus der abaxialen Epidermis (E), den Parenchymzellen (Par)
und dem adaxialen Leitgewebe mit dem Xylem (Xyl) und Phloem (Phl) aufgebaut.

Der Aufbau des Stylus von Afpskr1-T Bliten wahrend der Befruchtung, mit
Epidermis, Parenchymzellen und dem mittig liegenden Ubertragungsgewebe unterschied
sich nicht vom WT (Abbildung 19 B, C). Jedoch wies das Ubertragungsgewebe nicht die
gleiche kompakte Struktur wie im WT auf. Einzelne Zellen waren vergroRert (Abbildung
19 B, C).

Im Querschnitt von mittig geschnittenen WT und Atpskr1-T Bluten kurz vor Be-
fruchtung waren vier der sechs Antheren in der Schnittebene (Abbildung 19 D, E). In
zwei von vier Antheren kurz vor der Dehiszenz war jeweils das Septum degeneriert und
die beiden Pollensacke vereinigt. Die Pollen der Mutante besalien eine inhomogenere
Morphologie im Vergleich zum WT. Die differierende Anzahl der Pollen in Atpskr1-T
Antheren war kein phanotypisches Merkmal, sondern lag an der Schnitttechnik. In den
Loculi des Ovariums von Atpskr1-T und WT Gynoeceen sind die Samenanlagen zu
sehen, die Uber die Funiculi mit dem Septum verbunden waren. Zwei von vier Ovula-
reihen entlang des Septums waren im Querschnitt von Atpskr1-T und WT erkennbar.
In der Mitte des Septums war das starker angefarbte Ubertragungsgewebe sichtbar,
welches sich bis zum basalen Teil des Ovariums zog (Abbildung 19 D, E; eigene
Daten, nicht gezeigt). Insgesamt war keine unterschiedliche Morphologie des Atpskr1-T
Gynoeceums feststellbar (Abbildung 19 D, E).

Im Querschnitt durch den basalen Teil von Atpskr1-T und WT Bluten ist der
symmetrische Blltenaufbau zu sehen, aus vier Sepalen, vier Petalen, sechs Stamina
und dem sich in der Mitte befindenden Gynoeceum (Abbildung 19 F, G). Die Zellen des
Leitgewebes waren starker gefarbt und gut zu erkennen (Abbildung 19 F, G). Der Bau
der Atpskr1-T Blute war mit dem des WT vergleichbar.

Der Querschnitt durch den Blitenboden von Atpskr1-T Bluten, mit der aullen

liegenden Epidermis, den Parenchymzellen und dem Leitgewebe in der Mitte, unter-
schied sich nicht vom WT (Abbildung 19 H, I). Die Morphologie des Leitgewebes mit dem
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dunkel angefarbten Phloemzellen und den groRen GefalRelementen des Xylem war in
Mutante und WT vergleichbar (Abbildung 19 H, I).

Aus den Querschnitten waren keine grundsatzlichen Unterschiede im Aufbau von
Atpskr1-T Bliten erkennbar. Mdglicherweise war in Atpskr1-T Bluten im Gegensatz zum
WT die Keimung der Pollen vorangeschritten. Mdglicherweise sind die vergroRRerten
Zellen des Atpskr1-T Ubertragungsgewebes auf die Aktivitét zellwandverdauender
Enzyme wahrend des Pollenschlauchwachstums zurtickzufiihren. Die Auswirkung der
veranderten Pollenmorphologie auf die Fertilitdt von Atpskr1-T Pflanzen wurde in der
Arbeit genauer untersucht und ist in den folgenden Abschnitten beschrieben.

4.4.2. Die Samenbildung in Atpskr1-T ist reduziert

Neben einer veranderten Pollenmorphologie war die unterschiedliche Entwicklung
der Schoten von Atpskr1-T Pflanzen auffallig. Deutlich wurde der Phanotyp durch die
exemplarische Anordnung der Schoten der ersten Infloreszenz einer 7 Wochen alten
Atpskr1-T Pflanze im Vergleich zum WT. Die Schoten sind nach dem Alter bis zur Blite
in Abbildung 20 A, B gezeigt. Altere WT Schoten waren tiber 1 cm und jiingere 200 bis
300 um lang (Abbildung 20 A). Die Schoten der Rezeptormutante wiesen hingegen sehr
unterschiedliche Langen auf (Abbildung 20 B). Die alteren Atpskr1-T Schoten erreichten
nicht die Lange der Schoten von WT Pflanzen, sondern waren kurzer (Abbildung
20 A, B). Vereinzelte Schoten schienen normal entwickelt und waren wie im WT Uber 1
cm lang. Die jingsten Atfpskr1-T Schoten waren in der Lange mit dem WT vergleichbar
(Abbildung 20 A, B).

Samen des WT waren regelmaliig entwickelt (Abbildung 20 C). Hingegen enthielten
Schoten von Atpskr1-T Pflanzen neben ahnlich dem WT entwickelten Samen weil3e,
nicht entwickelte Samen (Abbildung 20 D). Die abgebildeten entwickelten Samen
der Mutante enthielten zum Zeitpunkt der Untersuchung Embryonen im Kotyledonen-
stadium. Die Morphologie war mit der des WT vergleichbar (eigene Daten, nicht gezeigt).
Neben entwickelten und nicht entwickelten Samen enthielten WT und Atpskr1-T Schoten
vertrocknete, braunliche Samen in den Schoten (eigene Daten, nicht gezeigt). Der
Anteil dieser Samen lag unter 1% und war in WT und Atpskr1-T Pflanzen vergleichbar.

Um die unterschiedliche Samenentwicklung von Atpskr1-T und WT besser be-
schreiben zu kdnnen, wurde der prozentuale Anteil entwickelter und nicht entwickelter
Samen von je 150 Schoten bestimmt (Abbildung 20 G, H). Die Anzahl entwickelter
Samen von WT Schoten unterschied sich mit 73% hoch signifikant (P<0,001) von der
Anzahl entwickelter Samen in Atpskr1-T Schoten mit 37% (Abbildung 20 G).
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Abb. 20: Phanotypische Charakterisierung von Schoten, Samen und Bliiten von
Arabidopsis WT und Atpskr1-T. Schoten der ersten Infloreszenz von A WT und B
Atpskr1-T Pflanzen sind nach Alter bis zu den Bliiten angeordnet. Samen von C WT und D
Atpskr1-Twurden freigelegt. Pfeile weisen auf nicht entwickelte Samen. E Bliitenentwicklung
von WT Bliten. Anthese (13), Stamina oberhalb des Stigmas (14), Auswachsen des
Gynoeceums (15, Roeder und Yanofsky, 2006). F Blitenentwicklung von Atpskri-T.
Der Abstand der Antheren zum Stigma wahrend des 13. und 14. Entwicklungsstadiums
(Roeder und Yanofsky, 2006) ist durch Pfeile gekennzeichnet. G Bestimmung der Anzahl
entwickelter Samen in WT und Atpskr1-T Schoten. Mittelwerte von n = 150 Schoten sind
mit Standardfehler angegeben. Nach dem Mann-Whitney-Test unterschiedliche Werte
wurden mit unterschiedlichen Buchstaben gekennzeichnet. H Die Anzahl nicht entwickelter
Samen pro Schote von WT und Rezeptormutante. Die Schoten wurden in Schoten mit
Absterberaten von Samen kleiner als 10% (< 10%) bis 100% eingeteilt. Mittelwerte von
n = 150 Schoten sind mit Standardfehler angegeben.
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Um die prozentuale Verteilung nicht entwickelter Samen in WT und Atpskr1-T
Schoten zu zeigen, wurden die Schoten in Kategorien mit weniger als 10% bis zu 100%
nicht entwickelter Samen pro Schote eingeteilt (Abbildung 20 H). 44% der WT Schoten
enthielten mehr als 90% entwickelte Samen. Die restlichen 56% WT Schoten wiesen
hdhere Anteile nicht entwickelter Samen auf. Der Anteil der WT Schoten mit bis zu einem
Viertel, der Halfte, Dreiviertel oder 100% nicht entwickelter Samen pro Schote lag bei
je 10%. In Atpskr1-T Pflanzen waren hingegen von nur 10% der Schoten mehr als 90%
der Samen entwickelt (Abbildung 20 H). In der Halfte der Schoten waren weniger als
ein Viertel der Samen entwickelt. Der Anteil der Afpskr1-T Schoten mit bis zu einem
Viertel, der Halfte oder Dreiviertel nicht entwickelter Samen pro Schote lag bei je 15%
(Abbildung 20 H).

Die phanotypischen Untersuchungen von Schoten und Samen wiesen auf Defekte
vor der Embryonalentwicklung von Atpskr1-T Bliten hin. Aus diesem Grund wurde
die Entwicklung von Atpskr1-T und WT Bluten von Beginn der Anthese, wahrend der
Selbstbestaubung und nach Befruchtung, entsprechend den Blitenentwicklungsstadien
13, 14 und 15 nach Roeder und Yanofsky (2006), untersucht (Abbildung 20 E, F). In WT
Bluten erreichten bei Anthese vier von sechs Stamina die Hohe des Stylus (Abbildung
20 E). An den Papillazellen des Stigmas waren vereinzelt Pollenkdérner zu erkennen
(eigene Daten, nicht gezeigt). Wahrend des Stadiums 14 waren die Stamina auf Héhe
des Stigmas beziehungsweise ragten teilweise Uber dieses hinaus. Am Stigma hafteten
sehr viele Pollenkérner. Wahrend des 15. Stadiums war der apikale Teil des Gynoe-
ceums auf Hohe der Petalen und damit Uber die Stamina hinausgewachsen. Die
Papillazellen waren teilweise degeneriert (Abbildung 20 E).

In Bluten der Atpskr1-T Pflanzen erreichten die langsten Stamina bei Anthese
den basalen Teil des Stylus und waren auf Hohe der Valvenenden (Abbildung 20 F).
Wahrend der Bestaubung im 13. Blutenentwicklungsstadiums waren nur wenige oder
gar keine freigesetzten Pollenkdrner an den Papillazellen zu erkennen. Die Antheren
von Atpskr1-T Pflanzen befanden sich in diesem Stadium unterhalb des Stigmas. Fur
Atpskr1-T Bluten im 14. Entwicklungsstadium war der Abstand von der Anthere zum
Stigma ebenfalls charakteristisch. Wahrend des 15. Entwicklungsstadiums erreichte der
apikale Teil des Gynoeceums fast das Ende der Petalen, wie im WT (Abbildung 20 E, F).
Die Stamina hatten die Lange der Sepalen (Abbildung 20 F). Die Papillazellen waren zu
diesem Zeitpunkt nicht degeneriert, sondern waren morphologisch mit dem WT Bluten-
stadium 14 vergleichbar (Abbildung 20 F). Aus diesen Bliten entstanden Schoten mit
einer hohen Zahl degenerierter Samen (eigene Daten, nicht gezeigt).

In Atpskr1-T Pflanzen war die Samenbildung deutlich reduziert, was eine veranderte
Morphologie der Schoten im Vergleich zum WT zur Folge hatte. Atpskr1-T Schoten
mit Uber 75% nicht entwickelter Samen waren stark im Langenwachstum inhibiert,
hingegen waren Schoten mit unter 10% nicht entwickelter Samen normal entwickelt.
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Die Schotenlange ist anscheinend abhangig von der Zahl entwickelter Samen in der
Schote. In Atpskr1-T Bliuten des 14. Entwicklungsstadiums (Roeder und Yanofsky,
2006) fuhrte der Abstand der Antheren zum Stigma zu einer eingeschrankten Selbst-
befruchtung der Bliten. Moglicherweise ist dieser Defekt Folge einer asynchronen
Entwicklung der Blitenorgane in Atpskr1-T Bliten wahrend der Anthese.

4.4.3. Atpskri1-T Bliiten weisen Defekte im paternalen und im maternalen Gewebe
auf

Durch die Kreuzung von Atpskr1-T und WT Pflanzen wurde zu den paternalen
Effekten ein moglicher maternaler Einfluss auf die Entwicklung der Samen in der PSK-
Rezeptormutante untersucht. Zur Kontrolle wurden sowohl WT als auch Atpskr1-T Bllten
der ersten Infloreszenz kurz nach Anthese untereinander von Hand polliniert. Zunachst
wurde die Samenbildung von gekreuzten mit selbst bestdubten WT und Atpskr1-T
Pflanzen verglichen (Abbildung 21 A). Die Handpollination der WT Kontrollpflanzen
flihrte zu einer Reduzierung entwickelter Samen (P<0,001) gegenlber den selbst
bestaubten Pflanzen. Eine Veranderung der Anzahl entwickelter Atpskr1-T Samen nach
der Kreuzung gegenuber selbst bestidubten Pflanzen war nicht messbar. Durch die
Bestaubung der WT Bluten mit Atpskr1-T Pollen verringerte sich die Zahl entwickelter
Samen (P<0,001) im Vergleich zu den selbst bestaubten WT Pflanzen. Jedoch ergab
sich kein signifikanter Unterschied zur Kreuzung der WT Kontrollpflanzen. Der WT
Pollen bewirkte bei Atpskr1-T Bliten eine signifikante Zunahme entwickelter Samen
(P<0,05) gegenuber den selbst bestaubten Pflanzen. Gegenuber der Kreuzung der
Atpskr1-T Kontrollpflanzen war kein signifikanter Unterschied in der Samenbildung
feststellbar. Verglichen mit der Pollinierung von WT Bliten mit Atpskr1-T Pollen war die
Samenbildung signifikant reduziert (P<0,001) (Abbildung 21 A).

Um die Verteilung der nicht entwickelten Samen in den Schoten darzustellen, wurden
die Schoten in Kategorien mit weniger als 10% bis zu 100% nicht entwickelter Samen
pro Schote eingeteilt (Abbildung 21 B-E). In WT Pflanzen erhéhte sich nach in vitro
Pollination die Anzahl nicht entwickelter Samen in den Schoten im Vergleich zu selbst
bestaubten Pflanzen (Abbildung 21 B, Abbildung 20 H). So waren nach der Kreuzung
circa 30% mehr Schoten mit bis 25% und circa 15% mehr Schoten mit bis zu 50%
nicht entwickelter Schoten messbar (Abbildung 21 B, Abbildung 20 H). Hingegen sank
der Anteil von Schoten mit weniger als 10% entwickelter Samen um circa die Halfte
(Abbildung 21 B, Abbildung 20 H).

Im Vergleich zu den WT Kontrollpflanzen hatte die Kreuzung der Atpskr1-T Pflanzen
keine signifikante Verringerung der Anzahl entwickelter Samen zur Folge (Abbildung 21
A). Eine um die Halfte verminderte Anzahl von Schoten mit bis zu 100% sowie weniger
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als 10% nicht entwickelter Samen im Vergleich zu selbst bestdubten Pflanzen war fest-
stellbar (Abbildung 21 A, C, Abbildung 20 H). Der Anteil von Schoten mit bis 25%, 50%

und 75% nicht entwickelter Samen nahm um jeweils circa 10% zu (Abbildung 21 C,
Abbildung 20 H).
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Abb. 21: In vitro Pollination von WT und Atpskr-T Pflanzen. WT und Atpskr1-T Bliten
der ersten Infloreszenz wurden nach Anthese mit WT oder Afpskri1-T Pollen von Hand
bestdubt. A Anzahl entwickelter Samen pro Schote von selbst bestaubten (Abbildung 20)
und gekreuzten Pflanzen. Die Mittelwerte von n = 80 bis 150 Bluten sind mit Standardfehler
angegeben. Nach dem Mann-Whitney-Test signifikant unterschiedliche Werte wurden mit
kleinen Buchstaben angegeben. B-E Anteile nicht entwickelter Samen in den Schoten.
Die Schoten wurden in Schoten mit Absterberaten von Samen kleiner als 10% (< 10%)
bis 100% eingeteilt. Die Mittelwerte von n = 80 bis 120 Bliten sind mit Standardfehler
angegeben. B Kreuzung von WT Kontrollpflanzen. C Bestaubung von Atpskr1-T Bluten

mit Atpskr1-T Pollen. D Kreuzung von WT und Atpskr1-T Pflanzen. E Bestdubung von
Atpskr1-T Bluten mit WT Pollen.
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Nach der Bestaubung von WT Bliten mit Afpskr1-T Pollen wurden mehr Schoten
mit héheren Anteilen nicht entwickelter Samen im Vergleich zur Kreuzung von WT
Kontrollpflanzen gebildet (Abbildung 21 B, D). In den Kategorien kleiner als 10% und bis
25% nicht entwickelter Samen war eine Abnahme der Schoten und in den Kategorien
bis 50% und bis 100% nicht entwickelter Samen war eine Zunahme der Schoten
erkennbar (Abbildung 21 B, D). Der Atpskr1-T Pollen hatte keinen signifikanten Einfluss
auf die Samenbildung im Vergleich zur Kreuzung der WT Kontrollpflanzen (Abbildung
21 A).

Gegenuber der Kreuzung der Atpskr1-T Pflanzen stieg nach Bestaubung der
Atpskr1-T Bliten mit WT Pollen die Anzahl der entwickelten Samen in den Schoten
signifikant an (Abbildung 21 A, C, E). Eine Abnahme der Schotenanzahl der Kategorie
bis 75% nicht entwickelte Samen und eine Zunahme der Schoten mit bis zu 50% nicht
entwickelter Samen war erkennbar (Abbildung 21 C, E).

Der Vergleich beider Kreuzungen zeigte eine starke Zunahme von Schoten mit
geringer Samenbildung nach Pollinierung von Atpskr1-T Bliten mit WT Pollen gegen-
Uber der Bestaubung von WT Bliten mit und Atpskr1-T Pollen (Abbildung 21 D, E).

In vitro Pollination von WT Blaten hatte im Vergleich zu selbst bestaubten WT
Pflanzen einen negativen Einfluss auf die Samenbildung. Bei Atpskri1-T Pflanzen war
das jedoch nicht der Fall. Trotz einer insgesamt vergleichbaren Anzahl entwickelter
Samen, war eine Zunahme von Schoten mit hoheren Anteilen entwickelter Samen
nach Handpollination im Vergleich selbst bestaubten Bliten zu erkennen. Die Zahl
befruchteter Samenanlagen in den Atpskr1-T Pflanzen wurde moglicherweise durch
die Handbestaubung erhoht. Méglicherweise konnte der Einfluss eines gestorten
Wachstums der Filamente und des Gynoeceums auf die Samenbildung durch die
Pollination reduziert werden. Gleichzeitig schien der positive Einfluss auf die Samen-
bildung in Atpskri1-T Pflanzen durch die Handbestaubung, wie nach der WT Kreuzung
gezeigt, nivelliert zu werden. Asynchrones Wachstum der inneren Wirtel in Atpskr1-T
Bliten nach Anthese schien die Samenentwicklung der Pflanzen zu beeinflussen.
Atpskr1-T Pollen hatten einen geringen Einfluss auf die Samenbildung, weil mdglicher-
weise ein Grofteil des Pollens keimungsfahig ist. Das Ergebnis der Bestaubung
von Atpskri1-T Bliten mit WT Pollen liel3 einen Defekt wahrend der Entwicklung der
Samenanlagen in der PSK-Rezeptormutante vermuten. Somit ware ebenfalls ein
maternaler Einfluss auf die Ausbildung des Afpskr1-T Phanotyps moglich.
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4.4.4. WT Pollen sind keimungsfahiger als Atpskr1-T Pollen

Die Untersuchung des Blitenaufbaus der PSK-Rezeptormutante sowie die
Kreuzungsversuche mit WT Pflanzen zeigten, dass Atpskr1-T Pollen unterschiedlich
entwickelt waren und moéglicherweise teilweise eine verminderte Vitalitdt besallen. Um
einen Defekt in der Entwicklung von Atpskr1-T Pollen aufzuklaren, wurde die Morphologie
von Pollen detaillierter untersucht.

In Mikrosporangien von WT und Atpskr1-T Antheren kurz vor der Dehiszenz waren
neben rundlich bis oval geformten und stark gefarbten Pollen, unregelmafig gestaltete
sowie schwacher angefarbte Pollenkérner zu erkennen (Abbildung 22 A, B). Die Zahl
kleinerer sowie verkimmerter Pollenkdrner in Atpskr1-T Pollensacken war mit 10%
hdéher als im WT mit circa 1% (Abbildung 22 F). Deutlich unterschieden sich degenerierte
Pollenkdrner von normal entwickelten Pollen mit oval langlicher Form (Abbildung 22C,
D).

Um die Pollenvitalitdt zu Gberprifen, wurden in vitro Pollenkeimungsversuche mit
Atpskr1-T und WT Pollen durchgeflihrt (Abbildung 22 E, F). Nach 24 h Inkubation der
Korner auf Keimungsmedium waren Atpskr1-T und WT Pollen mit ausgewachsenem
Pollenschlauch, mit aufgebrochener Pollenschale und ausgelaufenem Zytoplasma
zu erkennen (Abbildung 22 E). Des Weiteren waren Pollen erkennbar, die Wasser
aufgenommen hatten und angeschwollen waren, aber auch unveranderter,
degenerierter Pollen (Abbildung 22 E). Pollenkeimungsversuche ergaben eine
Pollenkeimungsrate von 27% fur WT Pollen und eine von 16% fur Atpskr1-T Pollen-
koérner (Abbildung 22 F). Die Keimungsfahigkeit des Atpskr1-T Pollens war demnach
signifikant niedriger. Die Anzahl von Pollen mit aufgebrochener Pollenschale und von
ungekeimten, geschwollenen Pollenkérnern war mit dem WT vergleichbar (Abbildung 22
F). Die Atpskr1-T Antheren enthielten 10% degenerierten Pollen. Im WT lag der Anteil
bei 1% und war damit signifikant niedriger (Abbildung 22 F).

Im Vergleich zu der in Fan et al. (2001) publizierten in vitro Pollenkeimungsrate,
konnte insgesamt nur ein geringes Pollenschlauchwachstum von WT Pollen erzielt
werden, welches sehr wahrscheinlich nicht die in vivo Bedingungen wiederspiegelte.
Trotzdem wurde eine geringere Keimungsfahigkeit von Atpskri-T Pollen im Vergleich
zum WT deutlich. Die verminderte Keimungsfahigkeit konnte auf die erhéhte Zahl de-
generierter Pollen in Atpskr1-T zurickzufihren sein. Die héhere Anzahl degenerierter
Pollenkdrner liel3 eine teilweise gestdrte Mikrosporogenese in Atpskr1-T vermuten.
Moglicherweise spielt PSK-a eine Rolle bei der Pollenreifung, da nur 10% der
Pollenkdrner degeneriert waren. Ungeklart ist, ob PSK-a das Auswachsen und die Lange
des Pollenschlauchs beeinflusst.
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Abb. 22: Pollenmorphologie und Keimung von WT und Atpskr1-T Pollen.
Langsschnitte von Antheren kurz vor der Dehiszenz. 1 ym dicke Schnitte wurden unter
Hellfeldbedingungen fotografiert. A WT und B Atpskr1-T. Mit Pfeilen gekennzeichnete
Pollenkdrner sind degeneriert. C Ausgereifter Pollen von WT und D Atpskr1-T. Die Pfeile
weisen auf degenerierte Pollenkdrner. E In vitro Keimung von WT und Atpskr1-T Pollen
nach 24 h auf Keimungsmedium. F Einteilung des Pollens nach dem Keimungsversuch in 4
Kategorien: gekeimte Pollen mit ausgewachsenem Pollenschlauch, aufgebrochene Pollen
mit entweichendem Zytoplasma, Pollen, die Wasser aufgenommen haben, aber nicht
keimen und degenerierter Pollen. Die Mittelwerte von n = 12 Bliten sind mit Standardfehler
angegeben. Nach dem Mann-Whitney-Test signifikant unterschiedliche Werte sind mit
unterschiedlichen Buchstaben gekennzeichnet.
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4.4.5. Atpskr1-T besitzt mehr Mikrosporen mit verdndertem Phanotyp

Aufgrund der erhéhten Zahl degenerierter Pollen in Atpskr1-T wurde die
Pollenentwicklung in Antheren der Mutante untersucht. Daflr wurden Querschnitte von
Atpskr1-T und WT Staubbeuteln der Entwicklungsstufen 7 und 11 nach Sanders et al.
(1999) angefertigt (Abbildung 23).

Charakteristisch fir WT Antheren im Entwicklungsstadium 7 sind haploide
Mikrosporen in Tetradenanordnung (Sanders et al., 1999). Diese entwickelten sich
in den Mikrosporangien und waren vom Tapetum umgeben (Abbildung 23 A, C). Die
Mittelschicht zwischen dem Nahrgewebe und dem Endothecium sowie die Epidermis war
zu erkennen. Zwischen dem Leitgewebe und den Mikrosporangien war das Konnektiv
ausgebildet (Abbildung 23 A).

Die Querschnitte der Atpskr1-T Antheren zeigten den gleichen zellularen Aufbau wie
der WT (Abbildung 23 B, D). Die Mikrosporentetraden waren morphologisch ebenfalls
mit denen des Wildtyps vergleichbar (Abbildung 23 B, D).

Im Vergleich zu Antheren im 7. Entwicklungsstadium waren die Antheren des 11.
Stadiums insgesamt groRer. Die Mittelschicht war abgebaut und das Tapetum teilweise
degeneriert (Abbildung 23 E, G). Charakteristisch ist die Ausdehnung des Endotheciums
sowie die Ausbildung faseriger Strukturen in dieser Zellschicht, wie in Abbildung 23 E,
G gezeigt (Sanders et al., 1999). In den Pollensacken waren freie Mikrosporen mit
entstehender Pollenwand erkennbar (Abbildung 23 E, G).

Der Bau des sporophytischen Gewebes der Atpskr1-T Antheren im 11.
Entwicklungsstadium war mit dem des Wildtyps vergleichbar (Abbildung 23 F, H). In
den Pollensacken war das degradierte Tapetum sowie das vergroRerte Endothecium
mit faserigen Strukturen sichtbar. Die Mikrosporen lagen ebenfalls vereinzelt in den
Mikrosporangien vor. Allerdings enthielten die Atpskr1-T Mikrosporangien neben
normal entwickelten Mikrosporen vermehrt unreife Pollen mit veranderter Morphologie
(Abbildung 23 F, H). Einige unreife Atpskr1-T Pollen waren kleiner, teilweise verkiimmert
oder vergroRert (Abbildung 23 F, H).

In Atpskr1-T Pflanzen scheint die Entwicklung der Mikrosporentetraden bis zur
Bildung freier Mikrosporen in Antheren, die morphologisch WT Staubbeuteln gleichen,
normal zu verlaufen. Moglichweise sind nachfolgende Prozesse, wie die Auflésung der
Tetradenstruktur und der Aufbau der Pollenwand in Atpskr1-T Antheren gestort. In den
Loculi der Atpskr1-T Antheren waren mehr inhomogen entwickelte Pollen als in WT
Pflanzen sichtbar. Moglicherweise ist in Atpskr1-T Pflanzen der Aufbau der Pollenwand
gestort.
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Abb. 23: Antherenquerschnitte von WT und Atpskr1-T. Querschnitte von Antheren
von WT und Atpskr1-T der Entwicklungsstadien 7 A-D und 11 E-H (Sanders et al., 1999).
Die Schnitte von 10-15 uym wurden unter Hellfeldbedingungen fotografiert. A, C, E, G
Antherenquerschnitte von WT und B, D, F, H Afpskr1-T. A, B Antheren mit haploiden
Mikrosporen in Tetradenanordnung. Leitbindel (L), Konnektiv (K), Stomium Region
(StR). C, D Vergrofierte Aufnahmen der Pollensacke mit den Zellschichten Epidermis
(E), Endothecium (En), Mittelschicht (MS), Tapetum (T). Die Tetraden (Tds) sind vom
Tapetum umgeben. E, F Antheren mit teilweise degeneriertem Tapetum und vergrof3ertem
Endothecium mit beginnender Ausbildung faseriger Strukturen. G, H Pollensacke mit
Epidermis (E), Endothecium (En), degenerierendem Tapetum (T), Mikrosporen (Msp) und
dem Septum (Sm).
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4.4.6. Gynoeceen von Atpskr1i-T und WT Pflanzen sind morphologisch
vergleichbar

Die Schoten der PSK-Rezeptormutante enthielten eine hohe Zahl nicht entwickelter
Samen. Von paternaler Seite war eine verminderte Pollenvitalitat und der Abstand der
Antheren zum Stigma in Afpskr1-T Bliten wahrend der Befruchtung verantwortlich
war. Kreuzungsversuche mit WT Blliten wiesen auf Defekte im maternalen Gewebe
hin, die zur Ausbildung des Mutantenphanotyps beitragen. Zunachst wurden Atpskr1-T
Gynoeceen auf eine veranderte Morphologie im Vergleich zum WT untersucht. Daflr
wurden Langsschnitte von Bliten vor und wahrend der Befruchtung gewahlit. Sie
entsprachen den Entwicklungsstadien 12 bis 14 (Roeder und Yanofsky, 2006; Smyth
et al., 1990) Die Langsschnitte von WT und Afpskr1-T Gynoeceen vor und wahrend der
Befruchtung sind in Abbildung 24 gezeigt.

In tangentialen Langsschnitten parallel zur lateralen Ebene der Gynoeceen sind die
Ovarien von WT und Atpskr1-T Bliten vor Befruchtung gezeigt (Abbildung 24 A, B). Die
WT und Atpskr1-T Ovarien wurden von auf3en durch je zwei Valven begrenzt. Diese
sind aus einer abaxialen Epidermis, drei Chloroplasten enthaltenden Zellschichten, den
Chlorenchymazellen und zwei adaxialen epidermalen Zellschichten aufgebaut. In der
Mitte der Ovarien war das Septum mit dem Ubertragungsgewebe zu erkennen, welches
aus sekretorischen Zellen besteht und im WT und in Atpskr1-T starker angefarbt war.
Das Septum teilt die Ovarien in je zwei Loculi. Die Samenanlagen sind in je zwei
Reihen entlang des Septums positioniert, wovon jedoch nur zwei in der Schnitt-
ebene in Afpskr1-T lagen und zu erkennen waren (Abbildung 24 B). Die Samenan-
lagen der WT Bluten wurden herausgeldst und waren nur teilweise erkennbar (Ab-
bildung 24 A). Der Embryosack war weder im WT noch in der Mutante sichtbar (Abbildung
24 A, B).

In Abbildung 24 C, D sind Langsschnitte parallel zur medialen beziehungsweise zur
lateralen Ebene durch den apikalen Teil von WT und Atpskr1-T Gynoeceen wahrend
der Befruchtung gezeigt. An den stigmatischen Papillazellen des WT und von Atpskr1-T
hafteten vereinzelt Pollenkérner. Der sich in basipetaler Richtung anschlieliende feste
Stylus von Atpskr1-T ist aus einer abaxialen Epidermis, einer Schicht aus Parenchym-
zellen und dem adaxialen, dunkler angefarbten Ubetragungsgewebe aufgebaut (Ab-
bildung 24 D). Die Zellen der Epidermis, des Stylusparenchym sowie des Ubertragungs-
gewebes waren longitudinal geformt. Das dunkler gefarbte Ubertragungsgewebe zog
sich ausgehend vom Stigma durch den Stylus in des Septums und in basipetaler Richtung
durch die Ovarien des Atpskr1-T Gynoeceums (Abbildung 24 D). Im WT hatten die Zellen
der Epidermis und des Stylusparenchym ebenfalls eine langliche Form, jedoch war das
Ubertragungsgewebe nicht zu erkennen (Abbildung 24 C).
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Abb. 24: Morphologie von WT und Atpskr1-T Gynoeceen vor und wahrend der
Befruchtung. 1 ymdickelongitudinale Schnitte von BlutenwurdenunterHellfeldbedingungen
fotografiert. Die Einbettung der Bliten, die Anfertigung und Farbung der Schnitte wurde
von der Zentralen Mikroskopie des Botanischen Institutes der CAU Kiel durchgeflhrt.
Ovarien von A WT und B Atpskr1-T Bliten 1 d vor Befruchtung. Valve (V), Septum (Sp),
Samenanlagen (Sa) und Ubertragungsgewebe (U). Apikaler Teil eines C WT und eines D
Atpskr1-T Gynoeceums wahrend der Befruchtung. An den Pipillazellen (Pa) des Stigmas
haften einzelne Pollen (P). Der Stylus (Sty) besteht aus Epidermis (E), Parenchymzellen
(Par) und adaxialem Ubertragungsgewebe (U). E WT Ovulum aus Bliiten wahrend der
Befruchtung. Die Umrisse des Embryosacks wurden mit Pfeilen gekennzeichnet. Funiculus
(F), mikropylarer Pol (mP). F Ovulum aus Atpskr1-T Bluten wahrend der Befruchtung. Der
Embryosack war nicht erkennbar. Funiculus (F), chalazaler Pol (cP), aufderes und inneres
Integument (al, il).

Die Ovarien wiesen einen vergleichbaren Aufbau mit denen von Bliten 1 d vor Be-
fruchtung auf, der zuvor beschrieben wurde (Abbildung 24 A, B).

In Abbildung 24 E, F sind WT und Atpskr1-T Ovula aus Bliten wahrend der Be-
fruchtung dargestellt. Die langlichen Zellen des dul3eren sowie des inneren Integuments
sind parallel angeordnet. Beide Zellschichten verlaufen vom chalazalen zum mikro-
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pylaren Pol. Dabei umschlie3t das innere Integument den gréRten Teil des Embryosacks,
der in der WT Samenanlage war zu erkennen war. Eine Spezifizierung der Zellen war je-
doch nicht méglich. Der Funiculus war teilweise erkennbar (Abbildung 24 E). In Atpskr1-T
war der Embryosack nicht sichtbar, dafir wurde die Verbindung der Samenenanlage
Uber den Funiculus mit dem Septum gezeigt (Abbildung 24 F).

Der Aufbau des Atpskr1-T Gynoeceums war mit dem WT vergleichbar. Die unter-
suchten Aifpskr1-T Samenanlagen wiesen keine erkennbaren morphologischen
Unterschiede des sporophytischen Gewebes auf. Somit kann ein Einfluss des weiblichen
Sporophyten auf die Ausbildung des Atpskr1-T Phanotyps, durch eine veranderte
Morphologie, ausgeschlossen werden. Da der zellulare Aufbau des Embryosacks von
Atpskr1-T Ovula nicht untersucht wurde, ist weiterhin unklar, ob ein maternaler Effekt auf
eine veranderte Morphologie des Gametophyten und/oder mdglichweise auf Stérungen
von Signalprozessen im Ovarium zurtickzufiihren ist.

4.4.7. Die Embryonalentwicklung in Atpskr1-T Samen ist nicht gestort

Die Gynoeceen der PSK-Rezeptor Insertionsmutante wiesen keine erkennbaren
anatomischen Unterschiede im Vergleich zum WT auf. Ebenso konnte gezeigt werden,
dass Atpskri1-T Pflanzen teilweise fertil waren und Samen bildeten. Ein moglicher Ein-
fluss der Samenanlagen auf die Fertilisation und die Embryonalentwicklung in Atpskr1-T
war jedoch ungeklart. Ovula von Atpskr1-T Bliten 2 d vor und wahrend der Befruchtung
sowie Samen mit sich entwickelnden Embryonen wurden morphologisch untersucht
(Abbildung 25).

In Abbildung 25 A, B sind Ovula von WT und Atpskr1-T Bliten 2 d vor Befruchtung
des spaten 12./frihen 13. Blitenentwicklungsstadiums gezeigt (Robinson-Beers et al.,
1992; Roeder und Yanofski, 2006). Die Ovula hatten vom chalazalen zum mikropylaren
Pol eine vergleichbare Lange von 150 um. Die aufReren Integumente umschlossen die
inneren Integumente sowie den Nucellus des Atpskri1-T Ovulums. Der Funiculus des
WT und des Atpskr1-T Ovulums waren mit der Placenta verbunden und das Leitgewebe
im Funiculus war erkennbar (Abbildung 25 A, B). Somit waren die Atpskr1-T Samen-
anlagen morphologisch und vom Entwicklungsstand mit den WT Ovula zum unter-
suchten Zeitpunkt vergleichbar.

In Abbildung 25 C, D sind WT und Atpskr1-T Bluten wahrend der Befruchtung gezeigt.
Der Pollenschlauch war in der Mikropyle des WT Ovulums erkennbar (Abbildung 25 C).
In Atpskr1-T Gynoeceen wahrend der Befruchtung waren wachsende Pollenschlauche
in den Ovarien sichtbar (eigene Daten, nicht gezeigt). Das gezeigte Atpskr1-T Ovulum
wies im Bereich der Integumente und des Funiculus einen stark gewundenen Pollen-
schlauch auf (Abbildung 25 D).
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Abb. 25: Samenentwicklung von WT und Atpskr1-T Pflanzen. Ovula und Samen von
WT und Atpskri1-T Schoten wurden mit einem Mikroskop mit Nomarskioptik fotografiert.
Ovula von WT A und Atpskr1-T B isoliert aus Bliten 2 d vor Befruchtung. Funiculus (F)
mit dem Leitgewebe (L), Integumente (I) C WT Ovulum wahrend der Befruchtung. In der
Mikropyle (M) zwischen den Integumenten (1) treffender Pollenschlauch (PS), Leitgewebe
(L). D Atpskr1-T Ovulum wahrend der Befruchtung. Gewundener Pollenschlauch (PS) im
Bereich der Integumente (I). Funiculus (F) mit dem Leitgewebe (L). E WT und F Atpskr1-T
Samen mit sich entwickelnden Embryonen (EM) und Endosperm (EN), Funiculus (F). G
Durch Pfeile gekennzeichnete nicht entwickelte WT Ovula im Vergleich zu entwickelten
Samen (S) 4 d nach Befruchtung. H Durch Pfeile gekennzeichnete nicht entwickelte
Atpskr1-T Samen.
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Méglicherweise hatte die doppelte Befruchtung stattgefunden, da die Samenanlage ins-
gesamt etwas groRRer war (Abbildung 25 D).

In Bliten 1 d nach der Befruchtung waren in WT und teilweise in Atpskr1-T Samen
die entwickleten Embryonen und das ausgebildete Endosperm erkennbar (Abbildung
25 E, F). Die Embryogenese in den entwickelten Atpskr1-T Samen verlief in den ersten
vier bis funf Tagen analog zu der von WT Samen wie von Goodrich (1998) beschrieben
(eigene Daten, nicht gezeigt).

Neben normal entwickelten Samen enthielten WT und haufiger Atpskr1-T Schoten
verkimmerte Samen (Abbildung 25 G, H). Im Gegensatz zu den gleichaltrigen ent-
wickelten Samen 4 d nach Befruchtung, waren diese kleiner, im Wachstum inhibiert und
Embryonen nicht erkennbar (Abbildung 25 G, H). Vermutlich handelt es sich bei diesen
Samen um nicht befruchtete Ovula, die sich nicht weiterentwickeln und abgestorben
sind.

Die Anatomie der Samenanlagen und der Samen von Atpskr1-T Pflanzen waren mit
der von WT Pflanzen vergleichbar. Die Embryogenese in Atpskr1-T Pflanzen unterschied
sich ebenfalls nicht von der von WT Pflanzen. Die Morphologie der nicht entwickelten
Atpskr1-T Samen war ahnlich der von WT Samen. Grundsatzlich scheint aber eine
Befruchtung der Samenanlagen in der PSK-Rezeptor T-DNA Insertionsmutante moéglich
zu sein. So konnte mdglicherweise das orientierte Wachstums der Pollenschlauche
im Ovarium zu den Samenanlagen gestort sein. Es ist bekannt, dass das Wachstum
des Pollenschlauchs zu den Ovula zu einem grof3en Teil vom weiblichen Gametophyt
abhangt (Huck et al., 2003; Sanchez et al., 2004).

4.4.8. Die PSK-Praproproteingene und das PSK-Rezeptorgen sind sowohl in
Stamina als auch in Samenanlagen aktiv

Die phanotypische Analyse der PSK-Rezeptormutante wies auf eine gestorte
Pollenentwicklung sowie auf ein asynchrones Wachstum der inneren Wirtel in Bliten
nach Anthese hin. Aus Kreuzungsversuche wurde ein maternaler Effekt in Atpskr1-T
Pflanzen deutlich. Die Morphologie der Atpskr1-T Samenanlagen war jedoch mitdem WT
vergleichbar. Promotor-GUS Analysen in Blliten von Arabidopsis sollten zeigen, ob die
PSK-Praproproteingene sowie AtPSKR1 in reproduktiven Organen, wie beispielsweise
im Pollen, exprimiert werden und ob eine Perzeption in diesen Geweben maoglich ware.
Die Expressionen der PSK-Praproproteingene und von AtPSKR1 in Bliten 4 bis 5
Wochen alter Pflanzen sind in Abbildung 26 gezeigt.

AtPSK1 wurde entwicklungsabhangig und insgesamt schwach in Bliten exprimiert
(Abbildung 26 A, C, D). Die Expression war in jungen Bliten schwach in den Filamenten,
Antheren sowie im Gynoeceum, insbesondere im Ovarium erkennbar (Abbildung 26
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A). In alteren Bluten wurde AtPSK1 Expression am Blitenboden exprimiert (Abbildung
26 A). In Bluten nach Anthese war keine Promotoraktivitat in den Blitenorganen zu
erkennen (Abbildung 26 B). Querschnitte von Antheren des 7./8. Entwicklungsstadiums
(Sanders et al., 1999) zeigten eine schwache AtPSK1 Expression im Tapetum. In Bliten
des 12. Entwicklungsstadiums wurde AtPSK1 schwach in den Ovula und im Leitgewebe
des Ovariums eprimiert (Abbildung 26 D). In Bliten nach der Befruchtung waren in den
sich entwickelnden Samen und in Schoten keine AtPSK1 Promotoraktivitat feststellbar
(Abbildung 26 E).

In Bluten wurde A{PSK2 hauptsachlich in mannlichen Reproduktionsorganen,
wahrend der Antherenentwicklung exprimiert (Abbildung 26 F). Zum Zeitpunkt der
Anthese und beginnender Befruchtung wiesen die Bliten eine starke GUS Expression
in Pollen, im oberen Teil des Filaments und im Leitgewebe der Antheren auf (Abbildung
26 G). Aus Querschnitten von Staubbeuteln des 9. Entwicklungsstadiums (Sanders et al.,
1999) war eine schwache AtPSK2 Expression im Konnektiv, im Leitblindel, im Tapetum
und in den Mikrosporen zu erkennen. In Pollen mit ausgekeimten Pollenschlauch wurde
ebenfalls AtPSK2 exprimiert (Abbildung 26; eigene Daten, nicht gezeigt). Der AtPSK2
Promotor war nicht im weiblichen sporophytischen oder gametophytischen Gewebe
aktiv (Abbildung 26 G, 1). Eine AtPSK2 Expression war in den Nektarien zu erkennen
(Abbildung 26 J). In sich entwickelnden Samen war der AtPSK2 Promotor nicht aktiv
(Abbildung 26 J).

AtPSK3 wurde verstarkt in weiblichen reproduktiven Organen und in jungen, sich
entwickelnden Antheren exprimiert (Abbildung 26 K). In den Bliten vor Anthese war
eine starke GUS Expression in Gynoeceen sowie im Blitenstiel sichtbar (Abbildung 26
K). In Bluten wahrend der Befruchtung wurde At{PSK3 im Filament und im Ovarium,
im Stylus exprimiert (Abbildung 26 L). Eine At{PSK3 Expression im Stigma war nicht
sichtbar (Abbildung 26 L). Des Weiteren war keine Expression in den Antheren oder
im Pollen zu erkennen (Abbildung 26 L). Antheren des 6. Entwicklungsstadiums von
P.rsk#GUS Transformanten wiesen eine Expression im sporophytischen Gewebe,
verstarktim Tapetum auf(Abbildung 26 M). Die haploiden Mikrosporen, die Tetraden, waren
ebenfalls gefarbt (Abbildung 26 M). In Bllten vor Anthese wurde AfPSK3 im gesamten
Ovarium exprimiert (Abbildung 26 N). Die Expression im Ovulum konnte nicht spezifiziert
werden (Abbildung 26 N). In alteren Bliten war AtPSK3 im Funiculus und in der Plazenta
sowie in den Valven aktiv (Abbildung 26 K, L, eigene Daten, nicht gezeigt). Schoten
wiesen eine starke Promotoraktivitat im Leitgewebe auf (Abbildung 26 O). Des Weiteren
waren die Nektarien gefarbt (Abbildung 26 O). In Samen von P, ., ..GUS Transformanten
war keine Expression erkennbar (Abbildung 26 O).

AtPSK4 wurden in weiblichen und mannlichen Reproduktionsorganen der Bliite,
im Leitgewebe und in den Stomazellen der Sepalen, des Sylus sowie im Blitenstiel
exprimiert (Abbildung 26 P).
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Abb. 26: Promotor-GUS Expressionen der PSK-Praproproteingene und des PSK-
Rezeptorgens AtPSKR1 in Bliiten und Schoten von Arabidopsis thaliana. Die
Aufnahmenvon GUS exprimierenden Pflanzengeweben erfolgte unter Hellfeldbedingungen.
A, F, K, P, U, a Infloreszenzen von 4 bis 5 Wochen alten Promotor-GUS Transformanten
und B, G, L, Q, V, b Bliten nach Anthese (Entwicklungsstadium 13/14 nach Roeder und
Yanofsky, 2006) mit teilweise einsetzender Befruchtung. Querschnitte von Antheren der
Entwicklungsstadien nach Sanders et al. (1999)C 7/8, H9, M6, R 12, W 8, ¢ 8. Ovula aus
Bluten der Entwicklungsstadien nach Robinson-Beers et al. (1992) D 13,1 13/14 N 13, S
13, X13,d12. E, J, O, T, Y, e Promotor-GUS Expressionen in Samen und Schoten.

In Bluten nach Anthese wiesen die Ovarien, die Filamente, die Antheren und der Pollen
eine verstarkte GUS Expression auf (Abbildung 26 Q). In Bluten vor Anthese war der
AtPSK4 Promotor ebenfalls in den Ovula aktiv (Abbildung 26 R). Antheren vor Dehiszenz
zeigten eine starke AtPSK4 Expression in Pollen sowie im gesamten sporophytischen
Gewebe (Abbildung 26 S). AtPSK4 war als einziges der PSK-Praproproteingene in
sich entwickelnden Samen aktiv (Abbildung 26 T). Des Weiteren war die Expression im
Leitgewebe der Schoten und des Blitenstiels lokalisiert (Abbildung 26 T).

Der AtPSK5 Promotor war in Bliten vor allem in den Stamina und im vaskularen
System aktiv (Abbildung 26 U). In Bliten nach Anthese wurde AfPSK5 im Leitgewebe,
in den Filamenten und Antheren, aber nicht im Pollen exprimiert (Abbildung 26 V). Aus
Querschnitten von Antheren des 8. Entwicklungsstadiums war eine verstarkte AtPSK5
Promotoraktivitat im Tapetum erkennbar (Abbildung 26 W). Die Mikrosporen waren
nicht gefarbt (Abbildung 26 W). In weiblichen Reproduktionsorganen wurde AtPSK5
ausschlielllich im Leitgewebe des Gynoeceums, aber nicht in den Ovula exprimiert
(Abbildung 26 X). Nach Befruchtung war der Promotor im Leitgewebe von Schoten und
in den Nektarien aktiv (Abbildung 26 Y).

Das PSK-Rezeptorgen wurde in Bliten verstarkt im Gynoeceum mit sich ent-
wickelnden Samenanlagen und schwacher in jungen mannlichen Reproduktions-
organen exprimiert (Abbildung 26 a). Die AtPSKR1 Promotoraktivitat in Bliten nach
Anthese nahm in den Samenanlagen ab und war in den Filamenten, aber nicht in den
Antheren erkennbar (Abbildung 26 b). Im Stylus und im Stigma von Bliten nach Anthese
war keine AtPSKR1 Expression erkennbar (Abbildung 26 b). Querschnitte von Antheren
des 8. Entwicklungsstadiums (Sanders et al., 1999) zeigten eine insgesamt schwache
AtPSKR1 Expression im sporophytischen Gewebe, wovon das Tapetum am intensivsten
gefarbt war (Abbildung 26 c). Eine Expression in den Mikrosporen war nicht zu erkennen
(Abbildung 26 c). In Querschnitten von Antheren alteren Entwicklungsstadiums war
eine sehr schwache Promotoraktivitat in den Pollen zu erkennen, hingegen war das
sporophytische Gewebe nicht mehr gefarbt (eigene Daten, nicht gezeigt). Die Expression
in den Samenanlagen war entwicklungsabhangig. In Bliten des 12. Entwicklungs-
stadiums waren die Ovula gefarbt (Abbildung 26 d), hingegen wiesen diese in Bliten des
13. Entwicklungsstadiums keine Promotoraktivitat mehr auf, jedoch war das Leitgewebe
des Gynoeceums gefarbt (eigene Daten, nicht gezeigt). Nach der Befruchtung war in den
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Samen keine Expression erkennbar (Abbildung 26 e). Daruber hinaus wurde AtPSKR1
schwach im Leitgewebe von Schoten und in den Nektarien exprimiert (Abbildung 26 e).

Um einen Uberblick der Promotor-GUS Expressionen der PSK-Praproproteingene
und des PSK-Rezeptorgens in Bluten zu erhalten, wurden die Expressionsdaten
in der Tabelle 6 zusammengestellt. PSK-Praproproteingene und AtPSKR1 wiesen
eine entwicklungsabhangige und gewebespezifische Expression in den Bliten auf.
Alle untersuchten Promotoren waren in proliferierenden Antheren vor der Anthese,
insbesondere im Tapetum aktiv. Méglicherweise ist PSK in die Differenzierung des
Tapetums in Sekretionsgewebe involviert.

Tabelle 6: Zusammenfassung der Promotor-GUS Expressionen der PSK-

Praproproteingene und von AtPSKR1 in reproduktiven Organen von Arabidopsis,
welche in Abbildung 26 gezeigt sind. (+) = Expression im Gewebe, (-) = keine Expression

im Gewebe
Gen | AtPSK1 AtPSK2 | AtPSK3 | AtPSK4 | AtPSK5 | AtPSKR1
Gewebe
Antheren Tapetum vor + vor Anthese + Leitgewebe, +
Anthese Tapetum
Mikrosporen - freie Mikro- | Tetradensta- | freie Mikro- - -
sporen dium sporen
Pollen - +/Pollen- - + - +
schlauch schwach

Filament vor Anthese | apikaler Teil + + + +
Gynoeceum | vorAnthese - + kurz vor Leitgewebe +/nach

Leitgewebe, Anthese, Anthese

Ovarien Ovarien, Leitgewebe
Stomazellen,
Leitgewebe
Ovulum + - + + - +
Schoten - Leitgewebe | +/Leitge- | Stomazellen, | +/Leitge- +/Leitge-
webe Leitgewebe webe webe

Samen - - - + - -
Nektarien - + + - + +
Sepalen, - - - Leitgewebe | Leitgewebe -
Petalen

Die Expression von AfPSK2 und AtPSK3 sowie von AfPSKR1 in freien Mikrosporen
&Rt ebenfalls eine Rolle von PSK wahrend der Pollenreifung vermuten. Die Promotor-
GUS Expressionen im Tapetum und in den Mikrosporen sowie eine starker veranderte
Pollenmorphologie der PSK-Rezeptormutante, bestarken die Moglichkeit einer Rolle
von PSK wahrend der Mikrosporogenese. Die unspezifische Expression von AfPSK1,
AtPSK3, AtPSK4 und AtPSKR1in den Samenanlagen lie? Funktionen von PSK wahrend
der Entwicklung und méglicherweise der Befruchtung der Ovula vermuten. AtPSK4 wurde
in Samen exprimiert. Eine Expression von AtPSKR1 war in sich entwickelnden Samen
allerdings nicht erkennbar. Die spezifische Expression einiger PSK-Praproproteingene
und des Rezeptorgens in den Nektarien und aller untersuchten Gene im Tapetum weist
auf eine moglichen Rolle von PSK in sekretorischen Geweben hin.
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5. Diskussion

5.1. PSK-o fordert das Wurzelwachstum

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass PSK-a konzentrationsabhangig
das Wurzelwachstum von Arabidopsis fordert. An Zellkulturen ist beschrieben, dass
exogenes PSK-a in nanomolaren Konzentrationen die Proliferation von Zellen in
Kulturen geringer Dichte positiv beeinflusst (Matsubayashi et al., 1996; Matsubayashi
und Sakagami, 1996). In Arabidopsispflanzen waren 10 nM PSK-a ausreichend, um die
Wourzelbiomasse signifikant zu erhéhen. Diese Konzentration war mitderin in vitro Studien
an Membranfraktionen gezeigten Bindungsaffinitat von [*HJPSK-a an den PSK-Rezeptor
AtPSKR1 mit 7,7 £ 0,9 nM vergleichbar (Matsubayashi et al., 2006). 100 nM und héhere
Konzentrationen von PSK-a fihrten zu einer Zunahme des Wurzelfrischgewichts um
20%. Bei Zugabe von 1 oder 10 yM PSK-a wurde kein vermehrtes Wurzelwachstum
beobachtet. Das Pentapeptid lagin der Sattigung vor. PSK-a forderte das Wurzelwachstum
von Arabidopsispflanzen in relativ geringen Konzentrationen.

Die vermehrte Bildung von Wurzelbiomasse nach PSK-o Zugabe war auf ein
verstarktes Wachstum der Haupt- sowie der Lateralwurzeln und auf eine erhéhte Anzahl
gebildeter Lateralwurzeln in den Pflanzen zurlckzufuhren. Allerdings anderte sich, wie
mit Hilfe von PAtcycmﬂ:GUS Transformanten festgestellt wurde, die Lateralwurzeldichte
durch PSK-a nicht. CycB1;1 ist ein Marker fur Zellen in der Mitose (Beeckman et al.,
2001). P, .5, GUS Transformanten wurden fir die Bestimmung von Primordien
und Seitenwurzeln von Keimlingen verwendet. Die mit exogen appliziertem PSK-a
behandelten Pflanzen bildeten aufgrund einer langeren Hauptwurzel entsprechend
mehr Lateralwurzeln aus. Die konstitutive Uberexpression von AtPSK4, eines
PSK-Praproproteingens, fihrte ebenfalls zu einem erhéhten Wurzelwachstum von
Arabidopsispflanzen (Matsubayashi et al., 2006). Interessanterweise war weder
nach konstitutiver Uberexpression von AtPSKR1 noch nach Erhéhung der AtPSKR1
Genkopienzahl ein erhdhtes Wurzelwachstum der transgenen Pflanzen messbar
(Matsubayashi et al., 2006). Somit scheint in vivo PSK-a und nicht der PSK-Rezeptor
limitiert zu sein.

Das Sprosswachstum von Arabidopsispflanzen oder Zea mays Keimlingen wurde
durch exogen appliziertes PSK-o nicht induziert. Das erhdhte Wurzelwachstum
bewirkte keine Zunahme der Sprossbiomasse der Pflanzen. In AtPSK4 und AtPSKR1
Uberexprimierenden Transformanten wurde ebenfalls kein vermehrtes Sprosswachstum
beobachtet (Matsubayashi et al., 2006). In der PSK-Rezeptor T-DNA Insertionsmutante
Atpskr1-T war das Spross- und das Wurzelgewicht im Vergleich zu Wildtyppflanzen um

20% beziehungsweise um 40% reduziert. Mdglicherweise bedingte das verminderte
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Wurzelwachstum eine geringere Ausbildung von Blattmasse in der Mutante.
Charakteristisch flur Atpskr1-T Pflanzen waren verkirzte Hauptwurzeln und dem Wildtyp
vergleichbare Langen der Seitenwurzeln. Die Anzahl ausgebildeter Lateralwurzeln
von Atpskr1-T differierte nicht von der von Wildtyppflanzen. PSK-a forderte somit
nicht die Organogenese von Wurzeln in Arabidopsis, wie fir Hypokotylsegmente
von Cucumis sativus gezeigt. Cucumis sativus bildete vermehrt Adventivwurzeln
nach PSK-a Behandlung aus (Yamakawa et al., 1998). Der Phanotyp von Atpskr1-T
deutete ebenfalls auf eine Rolle von PSK-a bei der Regulation des Wurzelwachstums
hin. Madglicherweise interagiert das Pentapeptid bei diesem Prozess mit anderen
Phytohormonen, beispielsweise mit Jasmonsaure (JA), Abscisinsaure (ABA) oder
Cytokinin. JA, ABA und Cytokinine haben Einfluss auf die mitogene Aktivitat von Zellen
(Swiatek et al., 2003; Wang et al., 1998; Werner et al., 2003). Arabidopsiskeimlinge, die
mit exogen applizierter JA (Devoto und Turner, 2003; Feys et al., 1994; Staswick et al.,
1992; Swiatek et al., 2002; 2003) oder ABA (Ghassemian et al., 2000; Gosti et al., 1999;
Leung et al., 1997) behandelt wurden, zeigten ein inhibiertes Wurzelwachstum. Einige
JA insensitive Mutanten wiesen in Gegenwart von JA keine verkurzten Hauptwurzeln im
Vergleich zu Wildtyppflanzen auf (Feys et al., 1994; Lorenzo et al., 2004; Staswick et
al., 1992). Die Uberexpression von Cytokinin Oxidase/Dehydrogenasengenen (AtCKX)
in Tabak reduzierte die endogene Konzentration von Cytokinin, was in starkem Malle
das Wurzelwachstum beeinflusste (Werner et al., 2001) . AtCKX1 Uberexprimierende
Arabidopsismutanten wiesen langere Hauptwurzeln, eine erhdhte Anzahl initiierter
Lateral- und Adventivwurzeln und ein vergroRertes Wurzelmeristem als der Wildtyp auf.
Eine Regulation des Wurzelwachstums in Arabidopsis kdnnte, mdglicherweise durch
Interaktion der von PSK-a transduzierten Signale, mit denen der Phytohormone Jasmon-,
Abscisinsaure oder Cytokinin erfolgen.

Das durch PSK-a geférderte Wurzelwachstum ist mdglicherweise auf eine Rolle
des Pentapeptids wahrend der Zellteilung zurlckzuflihren. Dies wirde mit der
beschriebenen Funktion von PSK-a bei der Proliferation von Zellen in Kulturen niedriger
Dichte korrespondieren (Matsubayashi und Sakagami, 1996). Zudem wurde bei
synchronisierten Zellkulturen von Arabidopsis eine zellzyklusabhangige Expressionen
von AtPSK4 und AtPSKR1 gezeigt (Zimmermann et al., 2004). Diese Kkorrelieren
mit der S-Phase im Zellzyklus (Menges et al., 2003). Fir OsPSK1 und OsPSK4,
zwei PSK-Praproproteingenen aus Reis wurden ebenfalls Replikations-spezifische
Expressionen gezeigt (AG Sauter unveroffentlichte Daten). PSK-a. konnte eine Rolle
wahrend der DNA Synthese oder im weiteren Verlauf des Zellteilungszyklus spielen und
auf diese Weise die Proliferation der Zellen begtinstigen.

Interessanterweise enthalt der AtPSK4 Promotor an Position -398 bp ein Mitose
spezifisches Aktivator cis-Element (MSA-Element) (A/C)CCAACNG(C/T)C, welches
der identifizierten Bindungsstelle von c-Myb-Transkriptionsfaktoren aus Vertebraten
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ahnelt (Howe und Watson, 1991; Ito et al., 2001). An MSA-Elemente binden in Pflanzen
Myb-Faktoren mit drei Domanen R1, R2 sowie R3 (MYBR3) Transkriptionsfaktoren (Ito
etal., 2001). Diese weisen Struktur- sowie Sequenzahnlichkeit mit c-Myb-Transkriptions-
faktoren aus Vertebraten auf (Kranz et al., 2000; Stracke et al., 2001). Die in Arabidopsis
identifizierten AtMYBR3 Gene spielen, ebenso wie c-Myb-Transkriptionsfaktoren aus
Vertebraten, eine Rolle bei der Kontrolle des Zellzyklus (Kranz et al., 2000; Stracke et
al., 2001; Ito et al., 2001). So zeigen c-Myb-Proteine eine maximale Aktivitat wahrend
der spaten G1- und der S-Phase im Zellzyklus (Weston, 1998). c-Myb-Transkriptions-
faktoren sind unter anderem in die transkriptionelle Regulation von CDC2 (Ku et al.,
1993), der DNA Polymerase a (Venturelli et al., 1990) und von CyclinA (Miller et al.,
1999) involviert, die wichtig fir den G1/S-Phasenlibergang sind (lto et al., 2001). Die S-
Phasen spezifische AtPSK4 Expression konnte durch AtMYBRS3-Transkriptionsfaktoren
reguliert werden, die an die Myb-Erkennungssequenz im AtPSK4 Promotor binden.
PSK-a kénnte auf diese Weise an Steuerungsprozessen des Zellzyklus beteiligt sein,
die die Teilung von Zellen positiv beeinflussen.

Das durch PSK-a induzierte Wurzelwachstum kdnnte nicht nur auf eine Rolle von
PSK-a bei der Regulation des Zellzyklus zurlickzufiihren sein, sondern moglicherweise
auch auf einen Einfluss des Pentapeptids auf die Zellstreckung. Der Langenzuwachs
von Wurzeln beruht hauptsachlich auf Zellverlangerung im Bereich der Streckungszone
in der Wurzelspitze. Evidenzen fur ein PSK-a geférdertes Streckungswachstum sind
bisher in planta noch nicht beschrieben worden. Allerdings I6ste PSK-a in nanomolaren
Konzentrationen eine von Kaliumionen abhangige Schwellung von Protoplasten aus
Koleoptilen von Zea mays aus (Renate Dahlke, AG Sauter unveroffentlichte Daten).
Koleoptilen stellen ein klassisches System dar, um die Regulation von Wachstum und
Tropismen durch Zellstreckung zu untersuchen (Philippbar et al., 1999). Mdglicher-
weise beeinflusst PSK-a auch die Streckung von Wurzelzellen in Arabidopsispflanzen.
Gestutzt wird diese Vermutung durch den Phanotyp der Atpskr1-T Mutante, die bei einer
um 35% kurzeren Hauptwurzel eine vergleichbare Zahl Lateralwurzeln wie der Wildtyp
ausbildete. In Analogie zu den Wachstumsexperimenten mit Wildtypkeimlingen nach
PSK-a Applikation, hatten relativ zur Hauptwurzellange weniger Lateralwurzeln in der
Mutante gebildet werden mussen, was jedoch nicht der Fall war. Vielleicht besitzen die
Wurzelzellen der Mutante eine geringere Zellgrofie im Gegensatz zu Wildtyppflanzen.
Infolgedessen wirden in Atpskr1-T Pflanzen vermutlich ebenso viele Lateralwurzeln wie
im Wildtyp gebildet. Eine Untersuchung der Anzahl und Gréfle von Wurzelzellen von
jungen Keimlingen von der Kalyptra bis zur Initiationsstelle der ersten Seitenwurzeln
koénnten darlber Aufschluss geben.

Um herauszufinden, in welchen Geweben von Arabidopsis PSK-a gebildet und
perzipiert wird und um daraus mogliche Funktionen des Pentapeptids in Wurzeln
ableiten zu koénnen, wurden Expressionsstudien der PSK-Praproproteingene und
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des PSK-Rezeptorgens durchgefihrt. AtPSKR1 wurde sowohl im ausdifferenzierten
Wurzelgewebe, als auch im Apex von Haupt- und Lateralwurzeln exprimiert. Die
Expression war in allen Zellschichten zu erkennen. Die Expression in der Wurzelspitze
war verstarkt in der Kalyptra und ab circa 80 um von der Wurzelspitze in basipetaler
Richtung schwacher in der meristematischen Zone erkennbar. AtPSKR1 wurde somit
ubiquitar in Wurzeln gebildet. Eine Perzeption von PSK-a ware theoretisch im gesamten
Wurzelgewebe mdglich. Die finf PSK-Praproproteingene wurden jedoch spezifisch in
unterschiedlichen Wurzelgeweben exprimiert. Die PSK-Promotoraktivitdten in diesen
Geweben weisen auf verschiedene Prozesse der Wurzelentwicklung hin, in die PSK-a
moglicherweise involviert sein konnte.

AtPSK1 und AtPSK3 wurden in der Wurzelspitze exprimiert, AtPSK2, AtPSK4 und
AtPSK5 hingegen nicht. AtPSK1 war im gesamten Apex und AfPSK3 in der Wurzelspitze
auf einer Lange von circa 100 um aktiv. Dieser Bereich umfasst nach Dolan et al. (1993)
die Columellazellen und die Zellen der lateralen Wurzelhaube, das apikale Wurzel-
meristem mit den Wurzelinitialzellen und den mitotisch inaktiven Zellen des ruhenden
Zentrums (Wang et al., 2005), die Zellstreckungszone und die Differenzierungszone. Die
Expressionsdaten zeigten eine Aktivitdt der PSK-Praproproteingene und von AtPSKR1
in meristematischen Zellen sowie in der Streckungszone. Mdglicherweise besitzt das
Pentapeptid eine Funktion bei der Proliferation und der Elongation von Wurzelzellen
im Apex. Dies korrespondiert mit dem gezeigten Einfluss von PSK-a auf das Wurzel-
wachstum und dem Phanotyp von Atpskr1-T Pflanzen. Das Genexpressionsmuster
von AtPSK1, AtPSK3 und AtPSKR1 in der Wurzelspitze unterschied sich jedoch von
demvon P, . .../GUS Transformanten in der meristematischen Zone. Moglicherweise
spielt PSK-a insbesondere bei der Ausbildung der Columella- und der lateralen Wurzel-
haube eine Rolle. So kdnnte das Pentapeptid einen Einfluss auf die antiklinale Teilung
der Columellastammzellen, die periklinalen Teilungen der epidermalen sowie lateralen
Wurzelhaubeninitialen und den folgenden antiklinalen Teilungen der Tochterzellen haben
(Dolan et al., 1993, Sack, 1997). Weiterhin ware eine Funktion des Pentapeptids bei
der Zellstreckung und Differenzierung der Wurzelhaubenzellen denkbar (Dolan et al.,
1993; Sack, 1997). Der Atpskri1-T Phanotyp gab keine Hinweise auf eine spezifische
Funktion des Pentapeptids in der Wurzelspitze. Jedoch kdnnte PSK-a an redundanten
Signalwegen bei der Ausbildung und/oder bei Differenzierungsprozessen der Kalyptra
beteiligt sein.

Verschiedene Gene, die fur Proteine des JA-Synthese- oder JA-Signalwegs kodieren,
wurden in den auleren Zellschichten der Wurzelspitze exprimiert (Birnbaum et al,,
2003). In diesen Geweben wurden ebenfalls AtPSK1, AtPSK3 und AtPSKR1 Promotor-
aktivitaten festgestellt. Die Behandlung von Arabidopsiskeimlingen mit JA oder dem
flichtigen Derivat Methyljasmonat (MeJA) flihrte zu einem inhibierten Wurzelwachstum
(Devoto und Turner, 2003; Feys et al., 1994; Lorenzo et al., 2004; Staswick et al., 1992;
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Swiatek et al., 2003). JA hat einen Einfluss auf die Streckung von Zellen und auf den
Verlauf des Zellzyklus in meristematischen Wurzelzellen (Swiatek et al., 2003; Staswick
et al., 1992). Die Zugabe von JA vor dem G1/S-Phasenlibergang von synchronisierten
BY-2 Tabakzellen verhindert die DNA-Replikation sowie die Zellteilung. Wenn die
Behandlung in der spaten S-Phase erfolgte, blieb ebenfalls die Teilung der Tabakzellen
aus (Swiatek et al.,, 2003; 2004). Neben dem Expressionsmuster von AtPSK1,
AtPSK3 und AtPSKR1 im Apex, welches mit dem von JA-Genen korreliert und dem
inhibierten Wurzelwachstum von Atpskr1-T Pflanzen, spricht eine weitere Beobachtung
fir eine mogliche Interaktion von PSK-a mit dem Phytohormon JA in Wurzeln von
Arabidopsis. Die Expressionen der PSK-Praproproteingene und von AtPSKR1 sind in
7 d alten Arabidopsiskeimlingen nach MeJA Behandlung herunterreguliert (Zimmerman
et al., 2004). Moglicherweise interagieren PSK-a und JA und beeinflussen dadurch die
Teilung und/oder die Streckung von Wurzelzellen. Diese Hypothese sollte in weiteren
Untersuchungen Uberprift werden.

5.2. PSK-o ist moglicherweise in redundante Signalwege wahrend der
Leitgewebedifferenzierung involviert

Expressionsdaten wiesen neben der Wurzelspitze auf eine mdogliche Bildung von
PSK-a im Leitgewebe von Wurzeln und im Spross hin. PSK-Praproproteingene wurden
im Zentralzylinder, im Perizykel und vereinzelt in Zellen der Endodermis von Wurzeln
exprimiert. Das Leitgewebe, bestehend aus Xylem- und Phloemelementen, ist vorrangig
fur den Langstreckentransport von Wasser und darin gelésten Substanzen und von
Assimilaten verantwortlich. Das Pentapeptid ist durch die Sulfatierung der Tyrosinreste
sehr hydrophil, wodurch es flir einen Transport GUber das Phloem in der Pflanze gut
geeignet ware. Jedoch wurde PSK-a nicht nur im Leitgewebe der Wurzeln, sondern in
der gesamten Pflanze gebildet. Somitist die Notwendigkeit eines Langstreckentransports
von PSK-a in Spross und Wurzeln nicht gegeben. Moéglicherweise erfolgt ein nicht
vaskularer abaxialer Transport von PSK-a in Wurzeln von Arabidopsis. Die Expressions-
daten von AfPSKR1 lassen neben einer Perzeption von PSK-a im Zentralzylinder eine
PSK-Signalweiterleitung im Cortex sowie in der Wurzelepidermis vermuten.

PSK-a konnte in Differenzierungsprozesse des vaskuldren Gewebes involviert
sein. Die Expressionen von AtPSK2, AtPSK3, AtPSK4 und AtPSK5 im Zentralzylinder
erstreckten sichin akropetaler Richtung Uber die Wurzelhaarzone bisin die Zellstreckungs-
zone. In diesem Bereich finden Reifungsprozesse der angelegten Xylemelemente und
teilweise des Phloems in Sieb- und Geleitzellen statt. Die Differenzierung des Xylems,
welches aus lignifizierten Zellen wie den Tracheiden und Tracheen besteht, fuhrt unter
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anderem zur Verstarkung der Zellwande und zum Absterben der Zellen (Bonke et
al., 2003). Matsubayashi et al. (1999) zeigten in in vitro Studien an Mesophyllzellen
von Zinnia elegans einen Einfluss von PSK-a auf die Differenzierung dieser Zellen in
Tracheenelemente. Das Pentapeptid forderte konzentrationsabhangig die Reifung der
Mesophylizellen in Tracheenelemente (Matsubayashi et al., 1999). Somit ist neben den
PhytohormonenAuxinund Cytokinin (Fukuda, 1997)PSK-aindenDifferenzierungsprozess
zur Bildung von Tracheenelementen involviert (Matsubayashi et al., 1999). In einer
Reihe von Experimenten konnte ein Einfluss von Auxin auf die Bildung und die Gestalt
des GefalRgewebes gezeigt werden (Berleth und Mattsson, 2000; Ye, 2002). Die
Expressionsmuster der PSK-Praproproteingene im Zentralzylinder von Wurzeln und
Spross Uberschneiden sich mit denen von Genen, die eine Funktion bei der Auxin
vermittelten Entwicklung des vaskularen Systems haben (Aloni et al., 2003; Birnbaum
et al., 2003; Scarpella et al., 2004). Moglicherweise interagieren Auxin und PSK-a
wahrend der Ausbildung und Differenzierung des Leitgewebes in Pflanzen.

Ein weiterer Hinweis auf eine Rolle von PSK-a wahrend der Differenzierung des
Leitgewebes ergaben Transkriptanalysen der PSK-Praproproteingene und von AtPSKR1
in der continuous vascular ring (cov1) Mutante (Zimmerman et al., 2004). Der Stamm der
cov1 Pflanzen weist eine dramatische Zunahme von vaskularem Gewebe anstelle der
interfasikularen Region auf, die normalerweise die Leitblindel voneinander trennt (Parker
et al., 2003). Erhohte AtPSK1, AtPSK2 und AtPSK3 Expressionen im Leitgewebe von
Bluten von cov? wurde festgestellt (Zimmerman et al., 2004). Bisher ist unklar, ob cov1
die Leitgewebeentwicklung in einem von Auxin unabhangigen Mechanismus beeinflusst
(Parker et al., 2003).

AtPSK2, AtPSK3 und AtPSK4 wurden in Wurzeln von Keimlingen verstarkt im
Zentralzylinder und Perizykel an Stellen exprimiert, an denen Lateralwurzeln entstehen.
Aus den Zellen des Perizykels werden Lateralwurzeln unter dem Einfluss von Auxin
de novo initiiert (Beeckman et al., 2001; Himanen et al., 2002). In dieser Arbeit wurde
mit Hilfe der P, ...GUS Transformanten gezeigt, dass exogenes PSK-a keinen
Einfluss auf die Bildung neuer Lateralwurzeln hatte. Moglicherweise ist PSK-a eher an
der Ausbildung und Differenzierung des Leitgewebes in jungen Seitenwurzeln und an
der Verknlpfung der GefalRe beteiligt. Jedoch waren in Afpskr1-T Pflanzen keine mor-
phologische Veranderungen des ausgebildeten Leitgewebes zu beobachten. Einerseits
kénnte das Pentapeptid an redundanten Signalwegen wahrend der Ausbildung und
Differenzierung des Leitgewebes sowie der Verknipfung der Gefalte beteiligt sein.
Andererseits kdnnte moglicherweise nicht AtPSKR1, sondern ein weiterer unbekannter
PSK-Rezeptor bei diesem Signalprozess eine Rolle spielen.
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5.3. AtPSKR1 ist nicht der einzige PSK-Rezeptor in Arabidopsis

Physiologische Versuche mit exogenem PSK-a sowie der Phanotyp der PSK-
Rezeptor T-DNA Insertionsmutante Atpskri1-T zeigten eine Rolle des Pentapeptids bei
der Regulation des Wurzelwachstums in Arabidopsis. Atpskr1-T Keimlinge waren wie
Wildtyppflanzen in der Lage, langere Wurzeln durch exogenes PSK-a auszubilden.
Anscheinend war eine Perzeption und eine PSK-Signalweiterleitung in Atpskr1-T
Keimlingen moglich. In Membranfraktionen von Kalluszellen, der von Matsubayashi
et al. (2006) identifizierten Funktionsverlustmutante pskr1-1, war die spezifische
[BH]PSK Bindungsaktivitat im Vergleich zu der von WT Kalli signifikant reduziert. Eine
AtPSKR1 vermittelte PSK-Antwort war in dieser Mutante demnach nicht mehr maglich.
Matsubayashi et al. (2006) beschrieben aber in ihrer Arbeit, dass Kalli, die von pskri-1
Pflanzen hergestellt wurden, weniger sensitiv fur PSK-a im Gegensatz zu denen aus
WT Pflanzen sind. Das Wachstum der Kalli der pskri1-1 Mutante schien jedoch nach
PSK-a Behandlung ebenfalls induziert, wenn auch in geringerem Mal3e als bei WT Kalli.
Demnach kann nicht ausgeschlossen werden, dass in Kalli von pskr1-1 Pflanzen keine
PSK-Signalweiterleitung erfolgte. Moglicherweise existieren weitere noch unbekannte
PSK-Rezeptoren in Arabidopsis die eine PSK-Antwort vermitteln. AtPSKR1 kénnte der
einzige identifizierbare PSK-Rezeptor in Membranfraktionen von Kalluszellen sein.
Méglicherweise bindet PSK-a auch an I6sliche Rezeptoren oder Rezeptorkomponenten,
die nicht isoliert wurden.

An Membranfraktionen von Kalluszellen von Arabidopsis und von Daucus carota
wurden jeweils 120 kDa und 150 kDa PSK-Rezeptoren identifiziert (Matsubayashi
et al., 2002; 2006), deren Peptidriickgrat identisch war (Matsubayashi et al., 2002).
Die Verwandtschaftsanalyse zeigte weitere mit DcPSKR1 und AtPSKR1 verwandte
Rezeptorkinasen mit Leuzin-reichen Wiederholungselementen (,leucine-rich repeats®,
LRR) in Arabidopsis. LRR-Rezeptorkinasen gehoren mit tber 200 Mitgliedern zu der
grolten Untergruppe von transmembranen Rezeptorkinasen in Arabidopsis (Torii,
2004). Mit 48% und 43% Sequenzidentitat waren At5g53890 und At1g72300 nach
AtPSKR1 die zweit- beziehungsweise dritthomologsten LRR-Kinasen zu DcPSKR1.
Von beiden LRR-Rezeptorkinasen sind bisher keine Funktionen beschrieben worden.
Durch den Verwandsschaftsgrad zu AtPSKR1 kamen At5g53890 und At1g72300
als mogliche PSK-Rezeptorkandidaten in Frage. Dariber hinaus sind DcPSKR1 und
AtPSKR1 homolog zu weiteren LRR-Rezeptorkinasen mit Sequenzidentitaten unterhalb
von 35%. Zu diesen verwandtschaftlich weiter entfernten Rezeptorkinasen zahlten die
als Brassinosteroidrezeptoren identifizierten BRASSINOSTEROID INSENSITIVE 1
LIKE (BRL1) und BRASSINOSTEROID INSENSITIVE 1 (BRI1) (Clouse et al., 1996;
Cano-Delgado et al., 2004; Zhou et al., 2004), die LRR-Rezeptorkinasen EXCESS
MICROSPOROCYSTES 1 (EXS/EMS1) (Canales et al., 2002; Zhao et al., 2002)
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und EMBRYO SAC DEVELOPMENT ARREST 23 (EDA23) (Pagnussat et al., 2005).
Vom Brassinosteroidrezeptor BRI1 aus Tomate ist bekannt, dass dieser nicht nur
Brassinosteroide, sondern auch das nach Verwundung frei gesetzte Signalpeptid
Systemin perzipiert (Scheer und Ryan, 2002; Montoya et al., 2002; Holton et al.,
2007). Dieses Beispiel zeigt, dass ein Rezeptorprotein als Schnittstelle verschiedener
Signalwege agieren kann. Es ist nicht auszuschlieRen, dass PSK-a durch weitere
Rezeptoren perzipiert werden kann.

Parallel zu den Wachstumsversuchen an Arabidopsispflanzen mit exogen appliziertem
PSK-a wurden Versuche mit unsulfatiertem Pentapeptid (dsPSK) oder einzelnen, im
Pentapeptid vorkommenden Aminosauren, in aquimolarer Konzentration als Effektoren
durchgefihrt. Das Wurzelfrischgewicht von Atpskr1-T Pflanzen war ebenfalls durch
dsPSK signifikant erhoht. Ebenso wurde in Wildtyppflanzen die Wurzellange durch
dsPSK beeinflusst. Die Behandlung der Pflanzen mit einzelnen Aminosauren in
aquimolarer Konzentration flihrte weder im WT noch in der Mutante zu einem ver-
starktem Wurzelwachstum. In Studien zur Bestimmung der mitogenen Aktivitat von
PSK-o Strukturanaloga an Asparagus officinalis Mesophylizellen wurde gezeigt,
dass dsPSK eine mehr als tausendfach verringerte Aktivitat im Vergleich zu PSK-a
besitzt (Matsubayashi et al., 1996). Ebenso findet eine geringe Verdrangung von an
Plasmamembranen von Reis gebundenem [*H]JPSK-a durch das unsulfatierte Penta-
peptid statt (Matsubayashi und Sakagami, 1999). Die fur die Wachstumsexperimente
gewahlte Konzentration von 1 uM PSK-a lag im sattigenden Bereich. Méglicherweise
rief die gleiche Konzentration von dsPSK eine geringe PSK-a Antwort in Pflanzen hervor
und férderte dadurch das Wurzelwachstum.

5.4. PSK-a fordert das Wachstum der Filamente und spielt eine Rolle bei der
Pollenentwicklung

Die Architektur der Bliten der PSK-Rezeptormutante unterschied sich nicht
hinsichtlich des Aufbaus aus vier Wirteln von dem von Wildtyppflanzen. Die Anatomie
der Blutenorgane war ebenfalls unverandert. Somit scheint AtPSKR1 nicht in die
Ausbildung der Blutenidentitat involviert zu sein. Ebenso wurde kein veranderter
BlUhzeitpunkt beobachtetet. Jedoch unterschied sich die Morphologie der Atpskr1-T
Schoten von der von WT Schoten. Die Mutante bildete eine héhere Zahl von kirzeren
Schoten aus, die eine geringere Anzahl entwickelter Samen enthielten. Durchschnittlich
entwickelten sich in den Schoten von Atpskr1-T Pflanzen nur halb so viele Samen wie
in Wildtyppflanzen. Uber 50% der Atpskr1-T Schoten enthielten unter 25% entwickelte
Samen. In den Schoten waren grinliche entwickelte Samen mit Embryonen, braunliche
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abortierte Samen und weil3e nicht entwickelte Samen erkennbar. Die Morphologie der
entwickelten Samen mit Embryonen unterschied sich deutlich von der der abortierten
Samen, die klein, in der Embryonalentwicklung inhibiert und braunlich aufgrund
eines erhéhten Anthozyangehaltes (Grossniklaus et al., 1998) waren. Die Zahl dieser
abortierten Samen war mit unter 1% in WT und Atpskr1-T Schoten vergleichbar niedrig.
Die weil3en nicht entwickelten Samen waren verkimmert und um ein Vielfaches kleiner
als die entwickelten und abortierten Samen. Der Phanotyp der Mutante lieR daher
eine eingeschrankte Befruchtung der Samenanlagen und/oder eine Stérung friher
embryonaler Entwicklungsprozesse vermuten.

Untersuchungen von Atpskri-T Infloreszenzen zeigten, dass Bliten nach Anthese
und bei Bestaubung (12. und 13. Blitenentwicklungsstadium nach Roeder und
Yanofsky, 2006) ein unkoordiniertes Wachstum der inneren Blitenorgane aufwiesen.
In Atpskr1-T Bliten bei Bestaubung waren die Antheren unterhalb des Stylus, wodurch
die Pollinierung beeintrachtigt war. Moglicherweise waren die Filamente von Atpskr1-T
Bluten so verkirzt, so dass die Antheren nicht die Hohe des Stigmas erreichten. Ebenso
kénnte das Auswachsen des Gynoeceums in Afpskr1-T Bliten verfriht sein, welches
in Wildtyppflanzen charakteristisch fir das 15. Entwicklungsstadium ist (Roeder
und Yanofsky, 2006). Mutanten mit gestorter JA-Synthese zeigen Defekte bei der
Synchronisierung der Dehiszenz von Antheren, der Pollenreifung und der Offnung der
Blutenknospen (Ishiguro et al., 2001; Sanders et al., 1999; 2000; Stintzi und Browse,
2000). Die meisten in der JA-Synthese und JA-Antwort gestorten Mutanten sind mannlich
steril (Ishiguro et al., 2001; Feys et al., 1994; Park et al., 2002; Sanders et al., 2000;
Stintzi und Browse, 2000). Durch Applikation von exogener JA auf Bliten wahrend eines
bestimmten Entwicklungszeitraumes kann die Fertilitat der Mutanten teilweise wieder
hergestellt werden (Ishiguro et al., 2001; Sanders et al., 2000; Stintzi und Browse, 2000).
Nach dem Modell von Ishiguro et al. (2001), welches in Abbildung 27 gezeigt ist, fordert
JA den synchronen Ablauf von Pollenreifung, Dehiszenz und Anthese.

Die Phospholipase DEFECTIVE INANTHER DEHISCENCE1 (DAD1), welche Lipide
in Linolensaure umsetzt und somit den ersten Schritt der JA-Biosynthese katalysiert,
wird im apikalen Teil der Filamente in Bliten im frihen 12. Entwicklungsstadium (Roeder
und Yanofsky, 2006) exprimiert (Ishiguro et al., 2001). Die im oberen Filament gebildete
JA fordert zunachst die Aufnahme und den Transport von Wasser aus den Loculi der
Antheren durch das Endothecium und das Konnektiv ins Filament. Die Aufnahme von
Wasser aus den Antheren verursacht die Streckung der Filamente. JA wird wahrend des
12. Entwicklungsstadiums im gesamten Filament gebildet und férdert des Weiteren den
Transport von Wasser aus dem Blutenstiel in die Petalen und bewirkt auf diese Weise
die Streckung der Zellen. Die Streckung der Filamente und der Petalen resultieren in der
Offnung der Bliten und der Dehiszenz der Antheren. Durch die Aufnahme des Wassers
aus den Loculi der Antheren ins Filament trocknen die Loculi aus. Dieser Vorgang tragt
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zur Pollenreifung und zur anschlieRenden Dehiszenz der Antheren bei (Abbildung 27).
Der Transport des Wassers durch die Filamente in die Petalen wird durch den Aufbau
eines osmotischen Gradienten, durch die Umsetzung von Starke in Zucker gewahrleistet
(Bonner und Dickinson, 1990).

Sepale
T

Petale

Filament —

[ [

Ende des mittleren spétes offene
Blutenstadium Blutenstadium Blute

Abb. 27: Synchronisierung der Pollenreifung, Dehiszenz der Antheren und der
Bliiten6ffnung durch Jasmonsaure (JA) nach Ishiguro et al. (2001). Die gelb gefarbten
RegionenreprasentierenOrgane, welche aktivWasseraufnehmenundindenenZellstreckung
in Antwort auf JA stattfindet. Die Ubertragung von JA, die Elongation von Organen und der
Transport von Wasser sind mit griinen Pfeilkdpfen, beziehungsweise mit roten sowie mit
blauen Pfeilen gezeigt. Die angegebenen Bliitenstadien entsprechen nach Roeder und
Yanofsky (2006) dem frihen 12., dem 12. und dem 13. Blutenentwicklungsstadium.

In Atpskr1-T Pflanzen war nicht die Dehiszenz der Antheren und somit die Freisetzung der
Pollen, aber die méglicherweise die Streckung der Filamente gestort. PSK-a kénnte einen
Einfluss auf die Streckung der Zellen in den Filamenten haben. Promotor-GUS Analysen
von Infloreszenzen von Arabidopsis bestatigen Aktivitat aller PSK-Praproproteingene
und des PSK-Rezeptorgens in Antheren und im Filament vor und wahrend der Anthese.
Zudem war der AtPSK2 Promotor in sich 6ffnenden Bllten im apikalen Teil der Filamente
aktiv, in dem nach Ishiguro et al. (2001) eine verstarkte JA-Synthese stattfindet. Moglicher-
weise hat PSK-a einen Einfluss auf das Streckungswachstum der Filamente, vielleicht in
Interaktion mit JA. Interessant ware festzustellen, ob bei Atpskr1-T Pflanzen in Analogie
zu einigen JA-Mutanten (Ellis und Turner, 2002; Ishiguro et al., 2001; Sanders et al.,
2000), die Applikation exogener JA und/oder von exogenem PSK-a auf Blitenknospen
zu einer erhéhten Samenbildung fuhren wirde. Darlber hinaus musste in weiteren
Untersuchungen ein mdglicher Einfluss von PSK-a auf das Wachstum des Gynoeceums
geklart werden.

Die Expressionen der PSK-Praproproteingene und von AtPSKR1 in Infloreszenzen
von Arabidopsis wiesen auf mogliche Rollen des Pentapeptids bei der Entwicklung
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der mannlichen Reproduktionsorgane und bei der Pollenentwicklung hin. Neben einer
moglichen Funktion bei der Filamentelongation kénnte PSK-a in sehr friihe Prozesse
der Staminaentwicklung involviert sein. So kdénnte PSK-a bei der Regulierung von
Zellteilung und von Differenzierungsprozessen in Antheren beteiligt sein, die zur Bildung
der Mikrosporangien, des Konnektivs und des Leitgewebes fiihren. Allerdings wiesen
Atpskr1-T Bliten keine veranderte Anatomie der Stamina auf. Jedoch kénnte PSK-a an
redundanten Signalwegen der Entwicklung der mannlichen Blitenorgane beteiligt sein,
die sich nicht anatomisch auf den Bau der Stamina auswirken. Die Expressionsdaten
stlitzen einen moglichen Einfluss von PSK-a bei der Entwicklung des Konnektivs und
des Leitgewebes, welche zusammen aus dem Kern des Staminaprimordiums gebildet
werden (Scott et al.,, 2004). Eine Funktion von PSK-a in Antheren bei Entwicklung der
Mikrosporangien wiirde sowohl die Entstehung des diploiden sporophytischen Gewebes
als auch des haploiden Mikrogametophyten beeinflussen. Die Pollensacke entstehen
aus vier Mikrosporangiengriinderzellen, den Archesporen, der subepidermalen Schicht
des Staminaprimordiums, die durch periklinale Zellteilung parietale Zellen und primare
Sporen bilden (Jenik und lIrish, 2000; Sander et al., 1999; Scott et al., 2004; Yang et
al., 1999). Aus den primaren Sporen entwickeln sich durch weitere Zellteilungen die
Pollenmutterzellen und nach folgenden Meiosen vier haploide Mikrosporen (Scott et al.,
2004). AtPSK3 wurde in den Tetraden und AtPSK2 und AtPSK4 in freien Mikrosporen
sowie im reifen Pollen exprimiert. A{PSK2 war ebenso im keimenden Pollen aktiv. Somit
erfolgte eine entwicklungsabhangige Regulation dreier PSK-Praproproteingene wahrend
der Mikrosporogenese, jedoch schien PSK-a von der Entwicklung der Tetraden bis zum
reifen Pollen eine Rolle zu spielen. Ob die PSK-Praproproteingene in Pollenmutterzellen
aktiv waren ist ungeklart, jedoch durchaus denkbar. Das hiel3e, dass das Pentapeptid
in eine Vielzahl verschiedener Prozesse der Pollenentwicklung involviert sein kdnnte.
Eine Perzeption von PSK-a durch AtPSKR1 kénnte nach Promotor-GUS-Studien oder
auf Mikrochip gestiitzte Transkriptanalysen (Winter et al., 2007) erst im reifen Pollen
erfolgen. Die Genexpressionen von AtPSK2, AtPSK4 und AtPSKR1 im reifen Pollen
weisen auf eine mogliche Funktion von PSK-a bei Signalaustauschprozessen zwischen
Pollen bei der Keimung und/oder beim Pollenschlauchwachstum hin.

Nach den Expressionsdaten war in sich entwickelnden Mikrosporen keine AtPSKR1
Aktivitdt erkennbar. Mdglicherweise konnte eine Perzeption von PSK-a durch andere
Rezeptorkinasen in den Mikrosporen erfolgen, wodurch die Entwicklung der Pollen
beeinflusst werden wirde. Allerdings wurden nach Winter et al. (2007) die beiden zu
AtPSKR1 homologsten LRR-Kinasen unbekannter Funktion At5g53890 und At1g72300
weder in den Mikrosporen, noch im reifen Pollen exprimiert.

Durch periklinale Zellteilung entstehen aus den parietalen Zellen das Endothecium
und durch weitere Teilungen die Mittelschicht sowie das Tapetum (Scott et al., 2004). Eine
Expression der PSK-Praproproteingene und von AtPSKR 1 war in jungen Antheren im sich
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entwickelnden sporophytischen Gewebe, aber insbesondere im Tapetum erkennbar. Um
Proteine, Lipide, Polysaccharide und andere Molekule absondern zu kénnen, die wichtig
fur die Pollenentwicklung und den Aufbau der Pollenwand sind (Goldberg et al., 1993),
findet die Differenzierung des Tapetums in sekretorisches Gewebe statt (Scott et al.,
2004). Moglicherweise ist PSK-a an Differenzierungsprozessen im Tapetum beteiligt. Die
Bildung und Absonderung von Nahrstoffen sowie von Bestandteilen fir den Aufbau der
Pollenwand erfordern eine erhdhte metabolische Kapazitat der Tapetumzellen, die zum
Teil mit Zellkernveranderungen durch Endomitose und Endoreduplikation einhergeht
(Inzé und Veylder, 2006; Scott et al., 2004). Die S-Phasen abhangige Expression von
AtPSK4 und AtPSKR1 im Zellzyklus liel3 eine Rolle von PSK-a bei der DNA-Replikation
vermuten (Zimmermann et al., 2004). Diese findet sowohl im mitotischen als auch im
Endozyklus statt, woran die gleiche Maschinerie beteiligt ist (Inzé und Veylder, 2006).
Junge Atpskr1-T Antheren wiesen im Vergleich zum WT keinen veranderten Aufbau des
sporophytischen Gewebes auf. Weder die Anzahl der Zellschichten der Pollensacke,
noch die Morphologie und die Dicke des Tapetums waren in der Mutante verandert.
Da Endoreduplikation nicht zwangslaufig eine Zunahme der Zellgrofle bedingen muss
(Inzé und Veylder, 2006), kénnte ein fehlender Einfluss von PSK-a in der Mutante
im Umkehrschluss nicht unbedingt eine sichtbare Veranderung der Zellschichtdicke
des Tapetums hervorrufen. Anscheinend sind in jungen Atpskr1-T Pflanzen keine
essentiellen Vorgange wahrend der Antherenentwicklung gestort, die sich direkt auf die
Antherenmorphologie auswirkten.

Wahrend der frihen Pollenentwicklungsphase bestehen Verbindungen zwischen
den Pollenmutterzellen untereinander und dem Nahrgewebe Uber Plasmodesmata,
worilber Signalaustausch stattfindet und Entwicklungsprozesse synchronisiert werden
(Heslop-Harrison, 1966). Da durch die Bildung der Tetraden der zytoplasmatische
Kontakt zwischen den Mikrosporen und dem Tapetum verloren geht (Boavida et al.,
2005; Scott et al., 2004), scheinen andere Kommunikationsmdglichkeiten zwischen den
sich entwickelnden Mikrosporen und dem Tapetum eine Rolle zu spielen. AtPSKR1 war
verstarkt im Tapetum aktiv. PSK-a wurde in sich entwickelnden Mikrosporen gebildet
und koénnte moglicherweise im Tapetum perzipiert werden. Das Pentapeptid kdnnte
auf diese Weise eine Rolle bei Signalprozessen spielen, bei denen das Tapetum zur
Absonderung von Substanzen stimuliert wird, die fir Entwicklung des Pollens und den
Aufbau der Pollenwand wichtig sind. Die Bildung der Pollenwand beginnt kurz nach der
Meiose, dauert wahrend des Tetradenstadiums und des Stadiums in dem Vakuolen in
den Mikrosporen ausgebildet werden an und ist nach der ersten Pollenmitose beendet
(Boavida et al., 2005). So finden im Tetradenstadium erste Ablagerungen zur Bildung
einer Pollenwand statt, wobei um jede Mikrospore eine primare Exineschicht ausgebildet
wird (Heslop-Harrison, 1963). Atpskr1-T Mikrosporen im Tetradenstadium wahrend
des siebten Antherenentwicklungsstadiums schienen morphologisch vergleichbar mit
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Tetraden von WT Pflanzen zu sein (Sander et al., 1999). Im 11. Stadium zeigte sich,
dass Atpskr1-T Pollensacke vermehrt unregelmafig geformte Mikrosporen enthielten.
Die veranderte Morphologie dieser unreifen Pollen war mdglicherweise auf eine defekt
aufgebaute Pollenwand zuriickzufihren. Defekte bei der Ausbildung der Pollenwand
traten vermutlich vor dem 11. Entwicklungsstadium der Antheren auf, da in diesem
Stadium nach Boavida et al. (2005) der Aufbau der Pollenwand fast abgeschlossen ist.
Charakteristischfiirdieses StadiumistderAufbau eines Schutzmantels aus degeneriertem
Nahrgewebe, welches sich als Abschluss um die aullere Exineschicht der Mikrosporen
legt (Dickinson et al., 2000), die Dehydrierung der Pollen (McCormick, 1993) und die
zweite Pollenmitose (Sanders et al., 1999). Die Expressionsdaten lassen einen Einfluss
von PSK-a wahrend des gesamten Zeitraumes beim Aufbau der Pollenwand vermuten.
Ungeklart ist, bei welchen Signalprozessen das Pentapeptid eine Rolle spielen kénnte.
Méglicherweise ist PSK-a. auch an Prozessen beteiligt ist, die zur Degeneration des
Nahrgewebes fuhren. Insgesamt waren 10% der reifen Atpskr1-T Pollenkdrner kleiner
und schienen degeneriert zu sein. Im WT lag die Zahl dieser Pollenkérner bei 1%.
Arabidopsismutanten, die Pollen mit einer defekten Pollenwand ausbilden, kénnen
nicht hydrieren und keinen Pollenschlauch ausbilden (Preuss et al., 1993). In vitro
Pollenkeimungsversuche zeigten, dass die degenerierten Atpskr1-T und WT Pollen-
korner nicht in der Lage waren zu hydrieren und auszukeimen. Mdglicherweise wiesen
diese Pollenkoérner eine fehlerhaft ausgebildete Pollenwand auf.

Die in vitro Keimungsrate von WT Pollen lag mit 27% weit unter der von Fan et
al. (2001) publizierten mit 70%. Mdglicherweise ist die geringere Keimungsrate des
WT Pollens auf die Verwendung eines anderen Arabidopsis thaliana Okotyps zuriick-
zufiihren. Die Keimungsversuche wurden mit dem Okotyp Columbia und nicht mit
Landsberg erecta durchgefuhrt. Jedoch konnte gezeigt werden, dass die Keimungsrate
von Atpskr1-T Pollen mit 16% noch deutlich geringer war. Die um 40% verminderte
Keimungsfahigkeit von Atpskr1-T Pollen gegentber WT Pollen liel3 einen moéglichen
Einfluss des Pentapeptids bei der Keimung der Pollen vermuten. Chen et al. (2000)
zeigte, dass exogenes PSK-a die Keimungsrate von in vitro kultivierten Tabakpollen
geringer Dichte erhdhte und auf diese Weise zum Pollenpopulationseffekt beitragt. Die
verminderte Keimungsfahigkeit der Atpskr1-T Pollen kénnte auf eingeschrankte Pollen-
Pollen-Interaktion in der Mutante zuriickzuflihren sein, da in der Mutante eine Perzeption
von PSK-a durch AtPSKR1 nicht moglich war.

Uber Kreuzung von WT und Atpskr1-T Pflanzen wurden die Einfliisse einer geringeren
Keimungsfahigkeit der Atpskr1-T Pollen und von asynchronem Wachstum der inneren
Wirtel auf die Samenbildung in der Mutante untersucht. Wildtyppflanzen bildeten
durchschnittlich doppelt so viele Samen wie die Mutante. Interessanterweise wurden
nach in vitro Pollination der WT Pflanzen durchschnittlich nur 3% weniger Samen im
Vergleich zu selbst bestaubenden Pflanzen gebildet. Die Entfernung der Stamina sowie
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der Bestaubungsvorgang hatten somit kaum einen Einfluss auf die Samenentwicklung.
Die Kreuzung von Atpskri-T Eltern zeigte, dass der Abstand der Antheren zum Stigma
in Atpskr1-T Blluten zu einer eingeschrankten Samenbildung flhrte. Die Eliminierung
dieses Einflusses durch die Bestaubung zeigte, dass nach der Atpskr1-T Kreuzung
nur 35% weniger Samen im Gegensatz zur WT Kreuzung gebildet wurden. Selbst
bestaubte Atpskr1-T Pflanzen bildeten hingegen nur halb so viele Samen wie WT
Pflanzen aus. Sicherlich wirkte sich der Bestaubungsvorgang der Afpskr1-T negativ auf
die Samenentwicklung aus. Jedoch war dessen Anteil im Gegensatz zur der Kreuzung
von WT Eltern nicht erkennbar. Der Abstand der Antheren zum Stigma beeinflusste die
Samenbildung in Atpskr1-T Pflanzen zu 27%.

Die in vitro gezeigte verminderte Keimungsfahigkeit von Atpskr1-T Pollen, wirkte sich
mit 13% in geringem Malde auf die Samenbildung aus, wie die Bestaubung von WT
BlGten mit Atpskr1-T Pollen zeigte. Im Vergleich zur Kreuzung von WT Eltern wurden 7%
weniger Samen nach der Bestaubung gebildet. In vivo spielten Einfliisse des weiblichen
WT Blutengewebes bei der Keimung von Atpskr1-T Pollen eine verstarkte Rolle und nicht
Pollen-Pollen-Interaktionen. Atpskri1-T Pollen weisen moglicherweise keine Defekte bei
Pollen-Stigma-Signalprozessen auf.

Die Bestaubung der Atpskr1-T Bliten mit WT Pollen flhrte zu keiner Komple-
mentierung des Mutantenphanotyps. Die Zahl entwickelter Samen war mit der nach
der Atpskri1-T Kreuzung vergleichbar. Durch die Pollination wurde deutlich, dass das
weibliche Blitengewebe einen grof’en Einfluss auf die Samenbildung in Atpskr1-T
Pflanzen hat. Dieser lag bei 60%.

Insgesamt wirkte sich ein maternaler Effekt mit 60% am starksten, das asynchrone
Wachstum der inneren Wirtel mit 27% und am schwachsten die geringere Keimungs-
fahigkeit des Pollens mit 13% auf die Samenbildung in Atpskr1-T Pflanzen aus.

5.5. PSK-o kontrolliert die Befruchtung von maternaler und paternaler
Seite

Promotor-GUS Expressionen der PSK-Préproproteingene und von AtPSKR1 liellen
eine Funktion von PSK-a im weiblichen Blitenorgan vor Anthese vermuten. AtPSK3warin
allen Geweben des sich entwickelnden Gynoeceums aktiv. AIPSKR1 wurde verstarkt im
weiblichen Blitenorgan mit sich entwickelnden Samenanlagen exprimiert. Querschnitte
zeigten sehr unspezifische Expressionen von AtPSK3 und A{PSKR1 im Gynoeceum.
AtPSK1, AtPSK4 waren in diesem Zeitraum verstarkt in den Ovarien und ebenso wie
AtPSK5im Leitgewebe aktiv. PSK-a scheint somit in Entwicklungs- und Differenzierungs-
prozesse des weiblichen Blitenorgans involviertzu sein. Zudemkénnte PSK-a.in Prozesse
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zur Vorbereitung auf die Bestaubung, sogenannte Prapollinationsprozesse involviert sein
(Heslop-Harrison, 1999). So ware durch die Expression der PSK-Praproproteingene
und von AtPSKR1im apikalen Teil des Gynoeceums eine Rolle des Pentapeptids wahrend
der Entwicklung der stigmatischen Papillazellen denkbar. Diese sind flr die Adhasion
und Hydrierung des Pollens wichtig (Heslop-Harrison, 1999; Smyth et al., 1990). Ein
Einfluss von PSK-a bei der Verlangerung des Stylus sowie die Differenzierung des
inneren Gewebes in das sekretorische Ubertragungsgewebe ware méglich (Sanchez et
al., 2004).

Die Expressionsdaten wiesen auf eine Rolle von PSK-a wahrend der Entwicklung
der Samenanlagen hin. A{PSKR1 war verstarkt in Bliten ab circa dem neunten
Entwicklungsstadium aktiv. Dieser Zeitpunkt korreliert mit der Initiation der Samen-
anlagen im weiblichen Blitenorgan (Robinson-Beers et al.,, 1992). PSK-a kdnnte
vermutlich in Bluten vor und wahrend der Fertilisation sowohl im gametophytischen,
als auch im sporophytischen Gewebe der Ovula gebildet und perzipiert werden. Eine
Spezifizierung der Zellen war allerdings nicht moglich. Lorbiecke et al. (2005) zeigten
fur zwei PSK-Praproproteingene aus Mais, ZmPSK1 und ZmPSK3, Expressionen
in der Eizelle und der Zentralzelle des weiblichen Gametophyten. ZmPSK1 wurde
zudem in Synergiden exprimiert. PSK-a kénnte somit tatsachlich einen Einfluss auf die
Entwicklung oder Befruchtung des weiblichen Gametophyten haben. Darlber hinaus
sind beide Gene im sporophytischen Nucellusgewebe aktiv (Lorbiecke et al., 2005). Das
sporophytische Gewebe, welches den Gametophyten umgibt, spielt bei der Kontrolle der
Megagametogenese eine Rolle (Chaudhury et al., 1998; Gasser et al., 1998; Grossniklaus
und Schneitz, 1998). Die Expressionsdaten weisen auf mdgliche Funktionen von PSK-a.
wahrend der Entwicklung und Differenzierung der Samenanlagen hin. Ein maternaler
Effekt wahrend der Samenbildung kdnnte in Gynoeceen von Afpskr1-T Bliten schon
vor Anthese determiniert sein. Die weiblichen Blitenorgane und Ovula von Atpskr1-T
Pflanzen schienen zu diesem Zeitpunkt normal entwickelt. Allerdings ist unklar, ob das
auch auf die Entwicklung des Embryosacks zutrifft.

Signalaustauschprozesse zwischen dem Stigma und dem Pollen sind Voraus-
setzung fir eine Keimung des Pollens (Zinkl et al., 1999; Wilhelmi und Preuss, 1999).
Die Expressionen der PSK-Praproproteingene und von A{PSKR1 im reifen Pollen sind
ein Hinweis auf eine mogliche Beteiligung von PSK-a. bei Pollen-Stigma-Interaktionen.
In den Papillazellen des Stigmas von Bliten wahrend der Bestadubung waren jedoch
keine Promotoraktivitaten der PSK-Praproproteingene und von AtPSKR1 erkennbar.
Méglicherweise waren die Genexpressionen in diesen Geweben zu schwach, so
dass keine GUS-Aktivitat nachgewiesen werden konnte. Nicht auszuschlielen sind
PSK-Signalprozesse zwischen Pollen und Stigma, welche durch einen anderen PSK-
Rezeptor vermittelt werden. Ob PSK-a eine Rolle bei Pollen-Stigma-Interaktionen spielt,
ist noch ungeklart. Eine mdégliche Beteiligung des Pentapeptids an Signalprozessen,
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die das Pollenschlauchwachstum in der extrazelluldren Matrix im Ubertragungsgewebes
beeinflussen, ist noch unerforscht. Die Zellen des Ubertragungsgewebes sekretieren
unter anderem Nahrstoffe fir den wachsenden Pollenschlauch (Cheung, 1996).
Darliber hinaus lenken im Ubertragungsgewebe aufgebaute chemische Gradienten
den Pollenschlauch in das Ovarium (Panlanivelu et al., 2003; Wu et al., 1995). AtPSK3
wurde im Stylus von Bliten nach Anthese exprimiert. Expressionen von AfPSK1,
AtPSK5 und AtPSKR1 waren in Bliten wahrend der Bestdubung im Leitgewebe des
apikalen Gynoeceums erkennbar. Jedoch war eine spezifische Expression der PSK-
Praproproteingene und von AtPSKR1 im Ubertragungsgewebe von Bliten wahrend
der Bestaubung nicht sichtbar (eigene Daten, nicht gezeigt). Eine Funktion von PSK-a.
bei Prozessen, die der Ernahrung und Orientierung des wachsenden Pollenschlauchs
seitens des Ubertragungsgewebes dienen, ist daher unwahrscheinlich.

Das Wachstum des Pollenschlauchs im Ubertragungsgewebe zu den Samenanlagen
wird in besonderem Male von Signalen beeinflusst, die vom weiblichen Gametophyten
ausgesendet werden (Sanchez et al.,, 2004; Yadegari und Drews, 2004). Mutanten,
die Defekte wahrend der Embryosackentwicklung aufweisen oder keinen weiblichen
Gametophyten ausbilden, sind nicht in der Lage, das Wachstum des Pollenschlauchs
in Richtung des Ovulums zu fiihren (Hiulskamp et al., 1995; Ray et al., 1997; Shimizu
und Okada, 2000). Eine besondere Rolle spielen dabei die Synergiden (Higashiyama
et al., 2001; Skinner et al., 2004), in denen in Zea mays die Expression eines PSK-
Gens gezeigt wurde (Lorbiecke et al., 2005). Zusatzlich scheinen Faktoren, die
im sporophytischen Gewebe gebildet werden, fir das gerichtete Wachstum des
Pollenschlauchs zu den Ovula wichtig zu sein (Higashiyama, 2002; Palanivelu und
Preuss, 2000). Allgemein wird vermutet, dass sekretierte Proteine und Peptide kleiner als
15 kDa an Kommunikationsprozessen zwischen Zellen in friihen Reproduktionsstadien
involviert sind (Hennig et al., 2004) so moglicherweise auch PSK-a. Das Pentapeptid hat
eine Grofde von circa 0,6 kDa. PSK-a kdnnte nicht nur einen Einfluss auf die Entwicklung
der Samenanlagen haben, sondern darlber hinaus an Prozessen beteiligt sein, die eine
Orientierung des Pollenschlauchs zum Ovulum hin bewirken. Fir das Wachstum des
Pollenschlauchs zur Samenanlage scheinen ebenfalls Signale eine Rolle zu spielen,
die von den Spermazellen ausgesendet werden (von Besser et al., 2006). PSK-a wird
in Mais nicht nur in der Samenanlage, sondern auch in den Spermazellen gebildet
(Lorbiecke et al., 2005). AtPSK2 und AtPSK4 wurden im Pollen exprimiert. A{PSK2 war
zudem im wachsenden Pollenschlauch aktiv (eigene Daten, nicht gezeigt). Somit konnte
PSK-a auch von paternaler Seite in Prozesse involviert sein, die die Orientierung des
Pollenschlauchs zur Micropyle des Ovulums bewirken.

In der Atpskr1-T Mutante kdonnten Defekte wahrend der Entwicklung des Embryo-
sacks, sowie des sporophytischen Gewebes der Ovula und des dreizelligen Pollens zu
einer Beeintrachtigung von Signalprozessen flihren, die das Pollenschlauchwachstum
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zum Ovulum beeinflussen. Dariber hinaus konnte die Wachstumsgeschwindigkeit
des Pollenschlauchs im Ubertragungsgewebe zu den Ovula verlangsamt sein. Friiher
befruchtete Ovula werden vom weiblichen Gewebe besser unterstitzt als spater
befruchtete (Delph et al., 1998). Untersuchungen von Atpskr1-T Gynoeceen wahrend
der Fertilisation der Samenanlagen zeigten im Gegensatz zu WT Gynoeceen stark
gewundene Pollenschlauche am mikropylaren Pol der Ovula. Jedoch mussten weitere
Untersuchungen des Pollenschlauchwachstums in planta erfolgen, um diesbezlglich
Aussagen machen zu kdnnen.

PSK-a spielte sowohlvon paternalerals auchvon maternaler Seiteeine Rollewahrend
der Befruchtung mit einem maternalen Anteil von 60%. Mdglicherweise spielt eine durch
AtPSKR1 vermittelte PSK-Antwort bei einer Vielzahl von Prozessen im Gynoeceum
eine Rolle, die zu einer erfolgreichen Befruchtung der Eizelle und der Zentralzelle und
somit zur Entstehung der Zygote und des Endosperms beitragen. Die von Lorbiecke
et al. (2005) gezeigte Expression in Synergiden liel} eine Rolle des Pentapeptids bei
der Degenerierung dieser Zellen vermuten. Das Absterben der Synergiden ist eine
Vorraussetzung fir eine normale Befruchtung (Yadegari und Drews, 2004). Derzeit ist
unklar, ob dieser Vorgang in Arabidopsis vor dem Eintritt des Pollenschlauchs auf die
Synergiden stattfindet oder physikalisch durch das Auftreffen des Pollenschlauchs erzeugt
wird. Jedoch wird eher ein physiologisch induzierter Prozess diskutiert (Yadegari und
Drews, 2004). Mdglicherweise ist PSK-a in verschiedene Prozesse des programmierten
Zelltods, der Degeneration der Synergiden, des Tapetum oder méglicherweise wahrend
der Megasporogenese oder wahrend der Ausbildung des Leitgewebes involviert. Das
Pentapeptid wurde in vegetativen Geweben mit einer Form des programmierten Zelltods,
der Seneszenz, in Verbindung gebracht (Matsubayashi et al., 2006).

AtPSK4 wurde als einziges PSK-Gen nach Befruchtung im sich entwickelnden
Samen exprimiert. Mdglicherweise erfolgte eine Bildung von PSK-a wahrend der
gesamten Samenentwicklung, was eine Funktion des Pentapeptids bei Zellteilungs-
und Wachstumsprozessen wahrend der Entwicklung des Embryos und des Endosperms
vermuten lieRRe. In sich entwickelnden Samen wurde keine A{PSKR1 Promotoraktivitat
festgestellt. Die AtPSKR1 Expression in diesem Gewebe lag moglicherweise unter-
halb der Nachweisgrenze, da Mikrochip gestutzte Transkriptanalysen eine schwache
AtPSKR1 Expression in sich entwickelnden Samen zeigen (Winter et al., 2007; Zimmer-
man et al., 2004). In sich entwickelnden Atpskr1-T Samen war keine veranderte Mor-
phologie wahrend der Embryogenese erkennbar. Die Embryogenese in Atpskr1-T
Samen verlief analog zu derin WT Pflanzen wie von Goodrich (1998) gezeigt. Einerseits
kénnte AtPSKR1 in redundante PSK-a vermittelte Signalwege wahrend der Samenent-
wicklung involviert sein, die sich phanotypisch nicht auswirkten. Genredundanz scheint
die Funktionsanalyse der meisten LRR-Rezeptorkinasen zu erschweren (Zhou et al.,
2004). Andererseits konnte AtPSKR1 bei einer PSK-a vermittelten Antwort wahrend
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der Samenentwicklung eine untergeordnete oder keine Rolle spielen. Méglicherweise
kénnte AtPSKR1 in PSK-a vermittelte Signalprozesse vor der Embryonalentwicklung
involviert sein, das hielte wahrend der Befruchtung der Samenanlagen. Die zu AtPSKR1
homologste LRR-Rezeptorkinase At5953890 wurde ebenfalls im sich entwickelnden
Samen exprimiert (Winter et al., 2007). Diese Kinase konnte eine Rolle bei PSK-a
vermittelten Signalprozessen bei der Regulierung des Wachstums und der Proliferation
von Zellen im sich entwickelnden Samen spielen.

5.6. PSK-a interagiert moglicherweise mit dem Phytohormon Jasmonsaure
in unterschiedlichen Geweben

An verschiedenen Stellen wurde in der Arbeit auf eine mégliche Interaktion von PSK-a
mit dem Phytohormon JA eingegangen. Kim et al. (2006) zeigten einen synergistischen
Einfluss von PSK-o. und MeJA, der zu einer erhdhten Taxolproduktion von Taxus
canadensis Zellkulturen fuhrte.

Charakteristisch flr Atpskr1-T Bluten wahren der Befruchtung war der Abstand von
Antheren zum Stigma, wodurch die Pollinierung der Bliten beeintrachtigt war. Dieser
Defekt wirkte sich in der Mutante negativ auf die Samenbildung aus. Expressionsanalysen
bestatigten Promotoraktivitaten der PSK-Praproproteingene und von Atpskr1-T vor und
wahrend der Anthese in den Stamina. Daraus liel3 sich eine mégliche Funktion von
PSK-a beim Wachstum der Filamente ableiten. Ishiguro et al. (2001) zeigten, dass
JA den Wassertransport in die Filamente und die Petalen reguliert und dadurch das
Wachstum der Filamente und der Petalen bewirkt. JA synchronisiert auf diese Weise
die Pollenreifung, die Dehiszenz der Antheren und die Blitenéffnung miteinander.
Méglicherweise interagieren PSK-o. und JA im mannlichen Blutengewebe und haben
einen synergistischen Einfluss auf das Streckungswachstum der Filamente.

Im Apex von Arabidopsiswurzeln Uberschnitten sich die Expressionsmuster der PSK-
Praproproteingene und von AtPSKR1 mit denen von Genen, die in Zusammenhang
mit JA-Funktionen stehen (Birnbaum et al., 2003). Was mdgliche Wechselwirkungen
von PSK-a mit JA in diesem Gewebe vermuten lie3. JA spielt bei der Inhibierung von
Wachstumsprozessen nach Stresseinfluss eine Rolle (Ellis und Turner, 2002). So inhibiert
exogen applizierte JA das Wurzelwachstum von Arabidopsis (Devoto und Turner, 2003;
Feys et al., 1994; Staswick et al., 1992; Swiatek et al., 2003). JA beeintrachtigt die
Elongation von Wurzelzellen (Staswick et al., 1992) und beeinflusst den Verlauf des
Zellzyklus in meristematischen Wurzelzellen (Swiatek et al., 2003). Hingegen foérderten
exogen appliziertes PSK-a und die Uberexpression eines PSK-Praproteingens in
Arabidopsis (Matsubayashi et al., 2006) das Wurzelwachstum von Arabidopsispflanzen.



Diskussion 95

Die PSK-Rezeptormutanten Atpskr1-T und pskri1-1 (Matsubayashi et al., 2006) wiesen
verkirzte Hauptwurzeln auf. Ein Einfluss von PSK-a auf das Wurzelwachstum kénnte
moglicherweise auf eine antagonistische Wirkungsweise von PSK-o und JA zurlick-
gehen. Die in der Perzeption von JA defekte coronatine insensitive Mutante (coi7)
zeigte kein inhibiertes Wurzelwachstum nach JA Behandlung, war jedoch mannlich steril
(Feys et al., 1994; Staswick et al., 1992). Wie der Phanotyp der coi1 Mutante zeigt, ware
eine synergistische und antagonistische Interaktion von PSK-a und JAin verschiedenen
Geweben nicht ausgeschlossen.

Expressionen der PSK-Praproproteingene und von AtPSKR1 in den Hydathoden, den
Stomata und den Nektarien lieRen eine Rolle von PSK-a in sekretorischen Geweben
vermuten. Gewebe, welche natlirliche oberirdische Offnungen von Pflanzen darstellen,
dienen Bakterien als passiven Eingang (Underwood et al., 2007). Stomata reagieren auf
eine Reihe von Faktoren, Elizitoren und Phytohormonen (Underwood et al., 2007). MeJA,
welches in zahlreiche Pathogenabwehrprozesse involviert ist, induziert das Schliel3en
der Stomata (Munemasa et al., 2006). MeJA bewirkt in vergeichbarer Weise wie ABA die
Offnung von Ca?* Kanalen an der Plasmamembran. Diese 6ffnen wiederum langsame
(S-Typ) Anionenkanale, wodurch eine langfristige Depolarisierung der Plasmamembran
erfolgt, welche einen K* Efflux viaauswarts gerichteter Kaliumkanale hervorruft(Munemasa
et al., 2006). PSK-a konnte in Hydathoden, Stomata und Nektarien in Signalprozesse
bei der Pathogenabwehr involviert sein. Moglicherweise ist das Pentapeptid in Stomata
an JA vermittelten Prozessen der Pathogenantwort beteiligt. AtPSK1, AtPSK2,
AtPSK4, AtPSK5 und AtPSKR1 wurden verstarkt in Blattern nach Inkubation mit
dem Pflanzenpathogen Pseudomonas syringae exprimiert (Zimmerman et al., 2004).
Der verwendete Stamm Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 produziert das
Phytotoxin Koronatin (Bender et al., 1999). Koronatin ist von der Struktur der JA ahnlich
und besitzt funktionelle Homologien zu dem Phytohormon. Das Phytotoxin fungiert
moglicherweise als molekulare Mimikry von JA (Feys et al., 1994; Underwood et
al., 2007). Koronatin bewirkt das SchlieRen von Stomata (Underwood et al., 2007;
Munemasa et al., 2006). Das Phytotoxin unterdriickt die Expression von Genen, die in
Pathogenabwehr involviert sind (Thilmony et al., 2006). Melotto et al. (2006) zeigten,
dass die Inkubation von Arabidopsis Epidermisstreifen mit Koronatin oder Pseudomonas
syringae pv. tomato DC3000 zunachst das Schlielen der Stomata bewirkten. Jedoch
bewirkt das Phytotoxin auf noch unbekannte Weise nach 3 h Inkubation die Wieder-
offnung der Stomata. Auf diese Weise kann das Bakterium von der Pflanze unerkannt
durch die Stomata in die Blatter eindringen (Underwood et al., 2007).

Darlber hinaus kénnte PSK-a eine Rolle bei Wundantwortprozessen spielen, die
in Zusammenhang mit JA stehen (Mlller et al., 1993; McConn et al., 1997). Nicht nur
AtPSK4, sondern auch AtPSK1, AtPSK5 (eigene Daten nicht gezeigt) und AtPSKR1
werden verstarkt nach Verwundung exprimiert (Matsubayashi et al., 2006; Zimmerman
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et al.,, 2004). Matsubayashi und Sakagami (1996) diskutieren einen moglichen
Zusammenhang zwischen der Bildung von PSK-a in Zellkulturen und mechanischer
Verwundung dieser Zellen. Mdglicherweise fordert PSK-a das Wachstum von Zellen
oder die Organogenese in Geweben in Folge einer Wundantwort.

In weiteren Untersuchungen musste geklart werden, ob und wie eine madgliche
Interaktion von PSK-a und JA erfolgen kénnte. Promotor-GUS und auf Mikrochip
basierende Transkriptanalysen der PSK-Praproproteingene und von At{PSKR1 sowie
die Analyse von Atpskr1-T wiesen auf mogliche Wechselwirkungen von PSK-a mit JAin
vegetativen und reproduktiven Geweben von Arabidopsis hin.
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