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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Das Phytohormon Abscisinsdure (ABA) steuert als zentraler Ausloser von pflanzlichen
Schutzmechanismen die Anpassung an abiotischen Stress wie Trockenheit und Salinitat.
Dartiber hinaus reguliert ABA das Wachstum und die Entwicklung der Pflanze. Abiotischer
Stress wird als extrazellulares Signal durch bisher noch nicht identifizierte Sensoren
wahrgenommen und fiihrt iiber bislang unbekannte Signalkaskaden zur Aktivierung der ABA-
Biosynthese. Durch diese Signalkette wird ein externes Signal in ein internes, chemisches Signal
- die Abscisinsdure - umgewandelt. Die Signalkaskade von der Stress-Perzeption bis zur
Aktivierung der ABA-Biosynthese wird in dieser Arbeit als frithe Stress-Signaltransduktion
bezeichnet. Nach der Perzeption von ABA durch den ABA-Rezeptorkomplex schliefRen sich
Signaltranduktionsprozesse an, die in den letzten Jahren aufgeklart wurden. Diese Signalwege
fiihren zum Stomataschlufl und zur umfassenden Anderung der Genexpression. Am Lehrstuhl
fir Botanik wurde ein Reportersystem zur in vivo-Visualisierung der ABA-Aktivitit in
transgenen Pflanzen entwickelt. In der Reporterlinie pAtHB6::LUC fiihrt dabei die durch
Einwirkung von osmotischem Stress induzierte ABA-Bildung zu vermehrter Expression des
Reportergens Luciferase. Die EMS-mutagenisierte Reporterlinie wurde im Rahmen dieser Arbeit
zur Suche nach Mutanten mit gestorter frither Stress-Signaltransduktion verwendet. Es wurde
ein entsprechender Screen etabliert und mehrere Mutanten gefunden, die eine
osmohypersensitive Aktivierung des Reporters zeigten. Da die Hypersensitiviat jedoch sowohl
auf Storungen der frithen Stress-Signaltransduktion als auch auf eine verdnderte ABA-
Signaltransduktion zuriickgehen konnte, erfolgte eine Charakterisierung der gefundenen
Mutanten mit Hilfe exogener ABA. Auf das Phytohormon reagierten allerdings alle gefundenen
Mutanten hypersensitiv, womit fiir diese Linien eine Stérung in der frithen
Stress-Signaltransduktion ausgeschlossen werden konnte. Eine von Dr. A. Christmann in einem
parallelen Screen isolierte und fiir diese Arbeit zur Verfiigung gestellte Mutante, hrw2, zeigte
dagegen bei Hypersensitivitit gegeniiber osmotischem Stress eine Wildtyp-dhnliche Aktivitat
des Reporters in Gegenwart von ABA. In hrw2 ist damit die friihe Stress-Signaltransduktion von
der Mutation betroffen. Die positionelle Klonierung fiihrte zur Identifizierung einer
Punktmutation im letzten Exon des Gens At1g03060, durch die ein Codon fiir Tryptophan zu
einem STOP-Codon wird. Saedler et al. zeigten, dass Punktmutationen in diesem fiir ein ca.
400kDa grof3es, SPIRRIG genanntes Protein kodierenden Gen zu morphologischen Anderungen
an den Trichomen fithren. Der Trichom-Phanotyp ist ebenfalls in hrw2 zu finden. In der
Fi-Generation aus Kreuzungen zwischen den SPIRRIG-Mutanten spi-11 bzw. spi-12 und hrwZ2
wurde weder der Trichom-Phdnotyp noch die hypersensitive Aktivierung des ABA-Reporters

komplementiert was zeigt, dass SPIRRIG und HRWZ2 allelisch sind. Die physiologische Analyse



Zusammenfassung

der hrw2-Mutante zeigte aufder der hypersensitiven ABA-Reporteraktivitit keinen deutlichen,
von osmotischem Stress bzw. ABA abhingigen Phianotyp. Die Funktion von HRW2 bei der frithen
Stress-Signaltransduktion bleibt noch aufzuklaren.

Ergdnzend wurden Histidinkinasen und mechanosensitive Kanéle von Arabidopsis thaliana als
mogliche primire Signalelemente der Stress-Signaltransduktion in Betracht gezogen. Bei der
Charakterisierung sowohl von ahk-Mutanten (ahk1, ahk2, ahk3, crel) als auch von msl-Mutanten
(msl9-10-, msl4-5-6- und msl4-5-6-9-10-) ergaben sich jedoch keine Hinweise auf eine gestorte
Stress-Signaltransduktion als Folge einer Dysfunktion der genannten Gene.

Die Entdeckung des ABA-Rezeptors fiihrte zur Aufklarung des zentralen Mechanismus der ABA-
Signaltransduktion, bei dem in Gegenwart von ABA die Blockade des Signalwegs durch
Proteinphosphatasen des Typs 2C (PP2Cs) aufgehoben wird. Es wurde nachgewiesen, dass die
als PP2C-Interaktionspartner identifizierten RCAR/PYR1/PYL-Proteine im Komplex mit
Abscisinsdure die Phosphataseaktivitat inhibieren, was zur Aktivierung von SnRK2-Kinasen
fiihrt und dadurch den ABA-abhingigen Signalweg in Gang setzt. Im Rahmen dieser Arbeit
wurde die Aktivierung der ABA-Antwort durch ABA-Vorstufen, ABA-Metaboliten und
synthetische S- bzw. R-ABA-Analoge sowohl in vivo als auch in vitro untersucht. Friihere
Untersuchungen zeigten zum Teil eine ausgeprigte ABA-ahnliche physiologische Aktivitat der
ABA-Vorstufen und ABA-Metabolite. Insofern war die Frage ungeklart, inwieweit diese ABA-
Katabolite als Signal fungieren. In dieser Arbeit konnte unter Verwendung von in der
ABA-Biosynthese gestorten Mutanten gezeigt werden, dass die ABA-Vorstufen Xanthoxin,
ABA-Aldehyd und ABA-Alkohol in vitro in geringem Ausmaf3 die PP2C-Aktivitidt im Komplex mit
RCAR-Proteinen zu hemmen vermdégen, in planta aber zur aktiven Abscisinsdaure konvertiert
werden und dadurch die entsprechenden physiologischen Antworten auslésen. Die
ABA-Metabolite zeigten dagegen keine physiologische Aktivitiat, regulierten aber in vitro
moderat die PP2C ABI2 im Komplex mit RCAR1/3/11. Die mit ABA-Analogen durchgefiihrten
Experimente ergaben, dass nur die jeweiligen S-Formen, nicht aber die R-Formen eine
ABA-ahnliche Aktivitit in vivo besafden. In vitro waren die ABA-Analogen unterschiedlich aktiv,

was fiir eine unterschiedliche Stereospezifitat der untersuchten ABA-Rezeptorkomplexe spricht.
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Summary

Summary

The phytohormone abscisic acid (ABA) is a central regulator of protection mechanisms in plants,
which controls drought and salt tolerance and in addition regulates growth and development.
Abiotic stress is sensed as an extracellular signal by not yet identified sensors, thereby inducing
ABA biosynthesis via an unknown signaling cascade.

The external signal is thus converted into an internal, chemical signal which is ABA. In this work,
the signaling cascade which starts with stress perception and targets ABA biosynthesis is
referred to as early stress signal transduction. After perception of ABA by the ABA receptor
complex, an intricate signal transduction chain, which has been elucidated during the last years,
is activated which triggers stomatal closure and a global change in gene expression. At the
Institute of Botany, a reporter system was developed for in vivo-visualization of ABA action in
transgenic plants. In the ABA reporter line pAtHB6::LUC, ABA formation induced by osmotic
stress results in increased expression of the reporter gene luciferase. In this work, the EMS-
mutagenized ABA reporter line was used to screen for mutants impaired in early stress signal
transduction.

A screen was established for mutants, which respond to osmotic stress by a hypersensitive
reporter response. In the performed screen, several mutants were found which showed a
hypersensitive activation of the reporter in presence of osmotic stress. Since the hypersensitive
response could be a result of both an impaired early stress signal transduction and an altered
ABA signal transduction, a further characterization of the mutants was carried out using
exogenous ABA. All the mutants recovered showed a hypersensitive response to the hormone
which indicated that they were not impaired in early stress signal transduction. However, hrw2
(hypersensitive to restricted water supplyZ2), a mutant isolated by Dr. A. Christmann in a parallel
screen showed a wild type ABA reporter response but hypersensitive reporter activation in the
presence of osmotic stress. hrw2 thus represents a mutant impaired in early stress signal
transduction. Positional cloning complemented by whole-genome sequencing identified a point
mutation in the last exon of the At1g03060 gene, which changes a codon for tryptophan to a
STOP codon. Saedler et al. demonstrated that mutations in this gene which encodes a 400kDa
protein they named SPIRRIG result in trichome morphological alterations. The trichome
phenotype is found hrwZ2 as well. In the Fi generation of crosses between hrwZ2 and SPIRRIG
mutants spi-11 or spi-12 neither the trichome phenotype nor the osmotic stress hypersensitive
reporter response were complemented which indicates allelism between SPIRRIG and HRWZ.
The physiological analysis of the hrw2 mutant showed no mannitol- or ABA-dependent
phenotype except the hypersensitive reporter activation by osmotic stress. HRW2 function in

early stress signal transduction remains to be elucidated.
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In addition, histidine kinases and mechanosensitive channels of Arabidopsis thaliana were tested
as possible, primary signalling elements of stress signal transduction. However, the
characterization of ahk mutants (ahkl1, ahk2, ahk3, crel) as well as of msl mutants (msl9-10,
msl4-5-6-und msl4-5-6-9-10-) gave no indication of an impaired stress signal transduction to result
from a dysfunction of the tested genes.

The discovery of the ABA receptor elucidated the core ABA signalling pathway, where in the
presence of ABA the PP2C-dependent inhibition of the ABA signalling pathway is abolished. It
was shown, that the RCAR/PYR1/PYL proteins identified as PP2C interaction partners inhibit
the protein phosphatase in complex with abscisic acid thereby activating SnRK2 kinases and
initiating the ABA-dependent signalling pathway. A further aim of this work was to test the
ability of ABA precursors, ABA metabolites and synthetic S or R forms of ABA analogs to activate
the ABA response in vivo and in vitro. Early reports showed a distinct physiological activity of
ABA precursors and ABA metabolites. Thus, the question was still open as to what extent those
compounds do act as a signal. Using ABA biosynthesis mutants it could be shown in this work,
that ABA precursors such as xanthoxin, ABA alcohol and ABA aldehyde, are capable of inhibiting
the protein phosphatase just to a slight extent in vitro, but are converted into active ABA in
planta thereby triggering physiological responses. In contrast, ABA metabolites showed no
physiological activity, but were able to moderately regulate ABI2 in complex with RCAR1/3/11
(PYL9/PYL8/PYR11). The experiments with ABA analogs demonstrated, that only S not R forms
exhibited an ABA-like activity in vivo. in vitro, ABA analog activity varied, which argues for

different stereospecificity of analyzed ABA receptor complexes.
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Einleitung

1. Einleitung
1.1.  Abscisinsiure

Das Phytohormon Abscisinsdaure (Abb. 1-1) wurde als Abscisin Il in der 60en Jahren entdeckt
und anschliefdend Abscisinsdure genannt (Addicott et al, 1968; Ohkuma et al, 1963). ABA spielt
eine sehr entscheidende Rolle nicht nur in der Adaptation der Pflanzen an biotischen und
abiotischen Stress (Christmann et al, 2006; Wasilewska et al, 2008), sondern auch in der
Entwickklung der Pflanze in Abwesenheit von Stress (Cheng et al, 2002). Trocken-, Salz- und
Kaltestress fithren zur Erhéhung des ABA-Signals durch eine verstirkte ABA-Biosynthese und
einen reduzierten ABA-Metabolismus. Dadurch ist ABA fahig viele Aspekte der
Pflanzenentwicklung zu regulieren. Sie steuert den Turgor den Schliefdzellen, die Keimung, die
Dormanz der Samen und das Wachstum (Finkelstein et al, 2002; Mishra et al, 2006; Schroeder et
al, 2001a).

C
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Abbildung 1-1: Strukturen der Abscisinsaure: (+) (S)-ABA (A), (-) (R)-ABA (B), trans-ABA (C).

Interessanterweise tritt ABA nicht nur in Pflanzen auf, sondern ist auch in menschlichen Zellen
zu finden. ABA wird in menschlichen Granulocyten gebildet, wo sie eine Cytokin-dhnliche Rolle

spielt (Bruzzone et al, 2007).

1.1.1. Biosynthese und Abbau von Abscisinsdure

Die ABA-Biosynthese findet hauptsachlich in den Schlief3zellen der Blatter, Zellen der Wurzeln
und in den Parenchymzellen des Leitgewebes statt (Christmann et al, 2005; Nambara & Marion-
Poll, 2005) und erfolgt ausgehend von Cso-Epoxy-Carotinoiden bis zur Vorstufe Xanthoxin in
Plastiden. Die Carotinoide werden iiber Isopentenyldiphosphat ausgehend von Glycerinaldehyd-

3-phosphat und Pyruvat iiber den Methylerythritol-4-phosphat-Weg gebildet (Eisenreich et al,
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2004; Wasilewska et al, 2008). Zeaxanthin, Antheraxanthin und Violaxanthin werden durch die
Zeaxanthin-Epoxidase ABA1 (Barrero et al, 2005) und Violaxanthin-Deepoxydase ineinander
umgewandelt. trans-Violaxanthin bzw. trans-Neoxanthin wandelt sich zu 9'-cis-Violaxanthin
oder 9‘-cis-Neoxanthin um. Beide C4o-Carotenoide werden von 9-cis-Epoxycarotenoid-
Dioxygenase (NCED) (Schwartz et al, 2001) in cis-Xanthoxin (Cis-Aldehyd) und eine Cos-
Verbindung gespalten, wobei fiir diese Reaktion Eisen und Sauerstoff benotigt werden
(Schwartz et al, 1997). Anschliefdend wird cis-Xanthoxin ins Cytosol transportiert und durch die
Alkohol-Dehydrogenase (ABA2) (Cheng et al, 2002; Gonzalez-Guzman et al, 2002) in Abscisin-
Aldehyd umgewandelt, der anschliefRend durch die Abscisin-Aldehyd-Oxidase (AAO3) (Nambara
& Marion-Poll, 2005; Seo et al, 2000) zur Abscisinsdure konvertiert wird (Abb. 1-2).

ABA3
. B A£O3 Q\)A\/J\\
C,,-Carotenoide o OH  Cho == o OH CO,H
Xanthoxin Abscisin-Aldehyd (+)-(S)-Abscisinsdure
NN
o OH " CH,0H

Abscisin-Alkohol

Abbildung 1-2: ABA-Biosynthese (verandert nach Kepka et al,, 2011).

Flir die Funktionalitat der Aldehyd-Oxydase (AAO3) ist ein Molybdan-Co-Faktor erforderlich, fiir
dessen Synthese die Aktivitit von ABA3 bendtigt wird. Im kleinen Biosyntheseweg kann
ABA-Aldehyd durch eine P450-Monooxygenase in Abscisin-Alkohol umgewandelt werden (Rock
& Zeevaart, 1991).

Der ABA-Abbau erfolgt liber eine Hydroxylierung der 7¢, 8‘ oder 9° Methyl-Gruppe (Abb. 1-3),
wobei die entstehenden Produkte teilweise biologische Aktivitiat aufweisen konnen (Jadhav et al,
2008; Zhou et al, 2004). Die 8‘-Hydroxylierung wird durch eine Cytochrom-P450-
Monooxygenase (CYP707A) katalysiert. AnschliefRend isomerisiert 8‘-OH-ABA zur Phaseinsaure
(PA) (Krochko et al, 1998), die zu DPA durch eine unbekannte Rekuktase konvertiert wird. Die
Abscisinsdure und ihre Katabolite konnen an Glucose konjugiert werden (Nambara & Marion-
Poll, 2005), was im Falle der ABA zur Bildung des ABA-Glucose-Esters fiihrt. Diese Verbindung
gilt als Transport- und Lagerungsform der Abscisinsaure (Jiang & Hartung, 2008; Wilkinson &
Davies, 2002). ABA kann aus dieser Form durch eine Stress-aktivierte -Glucosidase

freigesetzt werden (Lee et al, 2006).
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Abbildung 1-3: Abbau der Abscisinsdure(verandert nach Kepka et al,, 2011).

1.1.2. Abscisinsdure-Rezeptor

Als erster vermeintlicher ABA-Rezeptor wurde 2006 FCA, ein RNA-Bindeprotein und
Bliitezeitregulator identifiziert (Razem et al, 2006). Es wurde aufgrund der Homologie zu ABAP1
in Gerste, welches ABA bindet (Razem et al, 2004 ), postuliert, dass die Bindung von ABA an FCA
zu einer Storung der Bliitenentstehung fiihrt (Razem et al, 2006). Allerdings besitzt ABAP1 keine
RNA-Bindestellen. Durch mit radioaktiv markierter ABA durchgefiihrte Experimente konnte
nicht nachgewiesen werden, dass FCA in der Lage ist, Abscisinsaure zu binden (Risk et al, 2008).
Danach wurde die Veroffentlichung von Razem et al. zurtlickgezogen.

Als zweites ABA-Bindeprotein wurde die H-Untereinheit der Magnesium-Protoporphyrin
[X-Chelatase (CHIH/ABAR/GUNS5) postuliert, die eine Rolle bei der Synthese des
Chlorophyllprecursors spielt. Es zeigte sich, dass CHIH Abscisinsdure mit einer hohen Affinitat
(Kp=32 nM) binden kann (Shen et al, 2006). Es wurde, gezeigt dass die Mg-Protoporphyrin IX-
Chelatase in Kern und Chloroplasten die Genexpression reguliert (Kropat et al, 1997; Strand et
al, 2003). Der Transkriptionsfaktor ABI4 wird in diesem Signalweg reguliert (Koussevitzky et al,
2007). Weitere Untersuchungen bewiesen, dass ein CHIH-Homolog in Gerste die Abscisinsaure
nicht bindet (Muller & Hansson, 2009) und lassen darum bezweifeln, dass es sich bei CHIH um

einen ABA-Rezeptor handelt.
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Als dritter Kandidat wurde das GCR2-Protein (G-proteine coupled receptor homologue 2), ein
Interaktionspartner von GPA1, als ABA-Rezeptor postuliert (Liu et al, 2007). GPA1 ist die
a-Untereinheit des G-Protein-Komlexes (Jones & Assmann, 2004). Die ABA-Bindung an GCR2
soll den Gafy-Heterocomplex trennen, was zu einer Aktivierung der ABA-Effektoren fiihrt.
Allerdings konnte man in weiteren Untersuchungen weder den ABA-spezifischen Phanotyp
reproduzieren (Chen, 2008; Gao et al, 2007; Guo et al, 2008) noch die ABA-Bindung nachweisen
(Risk et al, 2009). Aufderdem besitzt GCR2 nicht die typischen sieben Transmembrandoméanen
eines G-Protein-gekoppelten Rezeptors (Johnston et al, 2007). Dies gilt auch fiir die GPCR-
Proteine (GPCR-type G proteins) GTG1lund GTG2 mit neun Transmembrandomanen (Pandey et al,
2009). GTGs sind in der Plasmamembran lokalisiert, besitzen eine GTP-Bindestelle und eine
GTPase-Aktivitat. Die gtglgtg2-Doppelmutante zeigt ABA-Hypersensitivitit in der Keimung und
hinsichtlich des Wurzelwachstums (Pandey et al, 2009). Die Regulation der Spaltéffnungen
zeigte keine verdnderte Abscisinsdure-Empfindlichkeit. Allerdings konnte die ABA-Bindung an

GTG1 und GTG2 nicht tiberzeugend gezeigt werden.

1.1.2.1. Betv 1-Superfamilie

In 2009 wurden unabhdngig von zwei Gruppen die cytosolischen, ABA-bindenden
RCAR-Proteine (Regulatory Component of ABA Receptor) bzw. PYR1/PYL-Proteine
(Pyrabactin-resistance 1/-like) entdeckt, die im Komplex mit Proteinphosphatasen des Typs 2C
(PP2Cs) einen funktionellen ABA-Rezeptor bilden (Ma et al, 2009; Park et al, 2009). Die RCAR-
Proteine gehoren zur Bet v 1-Superfamilie, zeigen starke Sequenz- und Strukturhomologie zu
dem Birkenpollenallergen Bet v 1a (Iyer et al, 2001; Radauer et al, 2008) und werden in drei
Klassen eingeteilt (Abb. 1-4).
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o, RCAR PYR1/PYL | Gennummer
[ RCAR2 RGARS
Avgot0ze RCAR4 RCAR1 PYL9 At1g01360
RCAR2 PYL7 At4g01026
RCAR3 PYL8 At5g53160

PYL10 At4927920
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Abbildung 1-4: Phylogenetischer Baum der RCAR-Proteine (Ma et al., 2009). Die Tabelle gibt die entsprechende
PYR1/PYL-Bezeichnung fiir die RCAR-Proteine an.

Die gemeinsame Eigenschaft der Proteine aus der Bet v 1-Superfamilie (auch bekannt als
START-Proteine) ist ihre Struktur. Sie besteht aus sieben B-Faltblattstrukturen und zwei
a-Helices, die eine C-terminale a-Helix umfassen und damit ein helix-grip fold Motiv formen (lyer
et al, 2001; Radauer et al, 2008). Die START-Proteine wurden auch in Sdugtieren gefunden, wo
sie eine sehr wichtige Rolle beim Cholesterin-Transport spielen (Stocco, 2001). Es wurde
gezeigt, dass die Mitglieder der Bet v 1-Superfamilie Cytokinine und Brassinosteroide binden
(Fernandes et al, 2008; Markovic-Housley et al, 2003; Pasternak et al, 2006). Die PR-10-Proteine,
die ebenfalls zu der Bet v 1-Superfamilie gehoren, regulieren sowohl die Abwehr gegen
Mikroorganismen als auch abiotische Stresstoleranz (Liu & Ekramoddoullah, 2006). Die
Assoziierung der START-Doméane mit Homdodoménen von Transkriptionsfaktoren kann zur
Lipid-abhéngigen Genexpression fithren (Ponting & Aravind, 1999). Zu der Bet v 1-Superfamilie
gehoren auflerdem Norcoclaurinsynthasen (NCS) (Samanani et al, 2004) und die CSBPs
(cytokinin-specific binding proteins) (Fujimoto et al, 1998).

Die Funktion der RCAR/PYR1/PYL-Proteine in der ABA-Signaltransduktion wird im folgenden
Abschnitt beschrieben.

1.1.2.2. RCAR-Proteine als Interaktionspartner von PP2Cs

Die PYR1/PYL/RCAR-Proteine wurden von zwei Gruppen unabhingig entdeckt. Das
PYR1-Protein wurde wiahrend der Charakterisierung eines synthetischen, selektiven
ABA-Agonisten, Pyrabactin, von Park et al. entdeckt (Park et al, 2009). Da es sich bei Pyrabactin
sich um einen Keimungsinhibitor handelt, wurde ein Screen auf hinsichtlich der Keimung

Pyrabactin- insensitive Mutanten durchgefiihrt. In der so gefundenen pyri- Mutante wurde PYR1
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als das betroffene Gen kloniert. In einem yeast- two hybrid-Screen (Y2H) suchten Park et al. dann
nach einem Protein, das in Anwesenheit von Pyrabactin mit PYR1 interagiert. Es zeigte sich, dass
sowohl Abscisinsdure als auch Pyrabactin eine Bindung und Inhibierung der
Proteinphosphatasen des Typs 2C ABI1, ABI2 und HAB1 in Gegenwart von PYR1 und
zusatzlichen 13 PYL-Proteinen (PYRI-like) auslosen. Gleichzeitig konnten Ma et al. in einem
Y2H-Screen zeigen, dass ABI2 konstitutiv mit RCAR1 (PYL9) und RCAR3 (PYL8) interagiert (Ma
et al, 2009). Die Proteinphosphatasen des Typs 2C sind an zahlreichen
Singaltransduktionswegen in Prokaryoten und Eukaryoten beteiligt. In Arabidopsis thaliana
wurden 76 derartige Phosphatasen gefunden (Kerk et al, 2002) und, bis auf 6 Vertreter die nicht
zugeordnet werden konnten, in 10 Gruppen eingeteilt (Schweighofer et al, 2004). Alle sind
Mg2+/Mn2+ abhidngige, monomere Enzyme. Neun von diesen Proteinen gehdren zur Gruppe A
und regulieren die ABA-Signaltransduktion, wie die Phosphatasen ABI1 und ABI2, die in den
90er Jahren in einem Screen nach ABA-insensitiven Mutanten entdeckt wurden (Leung et al,
1997; Meyer et al, 1994; Rodriguez et al, 1998a). Auf Grund der Sequenzihnlichkeit wurden
HAB1 (HOMOLOGY TO ABI1) und HAB 2 isoliert (Saez et al, 2004), AHG1 und AHG3 wurden aus
einem genetischen Screen kloniert (Kuhn et al, 2006; Nishimura et al, 2007; Yoshida et al, 2006).
Die loss of function-Mutanten der Gruppe A PP2Cs weisen einen ABA-hypersensitiven Phanotyp
auf (Hirayama & Shinozaki, 2007). Die PP2Cs werden in der Pflanze unterschiedlich exprimiert:
ABI1 kommt in allen Geweben vor, wiahren AHG1 und AHG3 grundsatzlich in Samen exprimiert
werden (Nishimura et al, 2007; Umezawa et al, 2009). Es wurde gefunden, dass
RCAR10/12/13/14 (PYL4/1/3/2) nur in Anwesenheit von ABA mit PP2Cs interagieren
(Nishimura et al, 2010). RCAR1 bindet ABA mit einer Dissoziationskonstanten (Kg) von 660 nM,
wobei sich in Anwesenheit von ABI2 die Affinitdt 10-fach erhoht und der Kq dann bei 64 nM liegt
(Ma et al, 2009). Dies spricht fiir eine PP2C-abhangige Stabilisierung der ABA-Bindung (Melcher
et al, 2009; Miyazono et al, 2009; Nishimura et al, 2009; Santiago et al, 2009a; Yin et al, 2009).
Die Interaktion von PP2Cs mit RCAR/PYR1/PYL-Proteinen wurde tiber bimolekulare
Fluoreszenzkomplementation (BiFC) in Arabidopsis-Protoplasten bzw.
Coimmunoprazipitations-Versuchen fiir das Zytoplasma und den Nukleus bestitigt (Ma et al,
2009; Santiago et al, 2009b), wobei nur RCAR7/PYL13 keine Regulation der ABA-
Signaltransduktion in Protoplasten aufwies (Fujii et al, 2009). Die Bindung an RCAR1/PYL9 zeigt
eine starke Stereospezifitat fiir (+)-ABA, wiahrend RCAR8/PYL5 auch (-)-ABA bindet. Die Kg-
Werte liegen fiir RCAR8/PYL8 und S- bzw. R-ABA bei 1,1 pM bzw. 19,1 pM (Santiago et al,
2009b). RCAR10/13/14 (PYL4/3/2) interagieren im Y2H mit HAB1 in Anwesenheit von 10 uM
(+)- und (-)-ABA. (Park et al, 2009). Die pyr1/pyll/pyl4 (rcar11/rcar12/rcar10) Tripel-Mutante
und pyr1/pyll/pyl2/pyl4 (rcar11/rcar12/rcar14/rcar10) Quadrupel-Mutante zeigten beide eine

reduzierte ABA-Sensitivitit in Keimung und Wurzelwachstum (Park et al, 2009). Die
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Quadrupel-Mutante zeigte eine reduzierte, ABA-abhidngige Aktivierung der SnRK-Kinasen.
Uberexpression von RCAR1/PYL9 verleiht ABA-Hypersensitivitit (Ma et al, 2009).

1.1.2.3.  Struktur eines Rezeptors

Die Entdeckung des ABA-Rezeptors fithrte zu kristallographischen Studien, in denen sowohl die
Struktur einer apo-Form als auch eines Rezeptors, der ABA gebunden hatte, dargestellt werden
konnten (Melcher et al, 2009; Miyazono et al, 2009; Nishimura et al, 2009; Santiago et al, 2009a;
Yin et al, 2009). Die Strukturuntersuchungen bewiesen, dass ungebundene Rezeptoren als
Homodimere vorkommen, wahrend die mit PP2C-gebundene Form zur PP2C in einem
stochiometrischen Verhaltnis von 1:1 steht (Nishimura et al, 2009; Santiago et al, 2009a; Yin et
al, 2009). Es wurde gezeigt, dass ABA eine Dissoziation des RCAR11/PYR1- bzw. RCAR14/PYL2-
Homodimers induziert. (Nishimura et al, 2009; Yin et al, 2009). Die ABA-Bindung an den
RCAR11/PYR1-Rezeptor erfordert die Anwesenheit des helix-grip fold Motivs. Die Struktur
formt eine Bindestelle, die in Abwesenheit von einem Liganden in der offenen Form vorkommt.
Die Struktur der Bindestelle und der ABA-Enantiomere deutet an, dass die vier Formen der ABA
(vgl. Abb. 1-1) an Rezeptoren mit verschiedenen Affinitdten gebunden werden kénnen, wie die
ABA-Bindung an RCAR8/PYL5 zeigt (Santiago et al, 2009b). Es stellte sich heraus, dass die
C2'-Methylgruppe und die C‘6-Dimethylgruppe fiir die Stereospezifitat dufierst wichtig sind. Bei
der ABA-Bindung wird die Konformation des PYR1/RCAR11-Proteins gedndert (Nishimura et al,
2009; Santiago et al, 2009a), die 33- 4 und B5- $6 Schleifen klappen tiber ABA und decken sie
ab. In einer apo-Form des Rezeptors formen die Schleifen eine offene Konformation und
erlauben dem Liganden einen Eingang in die Bindestelle. Ein dhnlicher Mechanismus wurde bei
der ABA-Bindung an RCAR14/PYL2 entdeckt (Yin et al, 2009).

Die Krystallstrukturen der Holorezeptorkomplexe RCAR12 (PYL1)-ABA-ABI1 (Abb. 1-54, 1-5B)
und RCAR14 (PYL2)-ABA-HAB1 (Melcher et al, 2009; Miyazono et al, 2009; Yin et al, 2009)
zeigten, dass die RCAR-Proteine mit der jeweiligen PP2C tliber ($3-34, 35-f6 und [37-a5 Schleifen

in Kontakt stehen.
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Abbildung 1-5: A, die Struktur des RCAR12 (PYL1)-ABA-ABI1-Rezeptors (verdndert nach Miyazono et al. Nature
2009). B, die in der ABA-Bindung involvierten Aminosaurereste. Markiert wurden sieben Aminosduren des RCAR12
Proteins sowie Tryptophan 300 der ABI1-Phosphatase.

Die Phosphatase beriithrt den Rezeptor im Bereich ihrer katalytischen Tasche iiber einen
Tryptophan-Rest an der Position 300 (Abb. 1-5B). Serin 112 von RCAR12/PYL1 bzw. Serin 82
von RCAR14/PYL2 bilden Wasserstoffbriickenbindungen mit Glycin 180 von ABI1 bzw. mit
Glycin 246 von HAB1 und mit Glutaminsaure 142 von ABI1 bzw. Glutaminsaure 203 von HAB1.
In diesem aus drei Teilen bestehenden Komplex wird die katalytische Tasche der PP2C von der
B3-B4 Schleife des RCAR-Proteins blockiert, der ganze Rezeptor-Komplex wird durch
Wasserstoffbriickenbindungen stabilisiert. Das Tryptophan 300 von ABI1 bzw. Tryptophan 385
von HAB1 bindet tliber eine Wasserstoffbriickenbindung die Keto-Gruppe der Abscisinsdaure und
gilt als einzige Aminosaure, die in direkten Kontakt mit ABA kommt (Melcher et al, 2009;
Miyazono et al, 2009). Der terniare Komplex RCAR12 (PYL2)-ABA-ABI1 erkldrt den dominanten
Phanotyp der abil-1- und abi2-1-Mutanten (Gly180 zu Asp bzw. Gly168 zu Asp) (Koornneef et al,
1984; Leung et al, 1994; Leung et al, 1997; Meyer et al, 1994; Rodriguez et al, 1998b). Glycin 180
interagiert durch eine Wasserstoffbriickenbindung mit Serin 112 des RCAR12/PYL1. Zur
Blockierung der katalytischen Tasche der PP2C ist fiir ABI1 die Interaktion von Glycin 180 mit
einem bestimmten Serin (Serin 112 in RCAR12/PYL1) erforderlich. Durch die Mutation
Gly180Asp ist diese Interaktion nicht mehr mdoglich, abil-1 kann durch den ABA-
RCAR/PYR1/PYL-Komplex nicht mehr inhibiert werden.

Die kristallographischen Studien zeigten, dass Pyrabactin nicht nur als ABA-Agonist fiir
RCAR11/PYR1 und RCAR12/PYL1 sondern auch als ABA-Antagonist fiir RCAR14/PYL2 wirken
kann (Hao et al, 2010; Melcher et al, 2009; Peterson et al, 2010; Yuan et al, 2010). Pyrabactin
bindet an RCAR11/PYR1 und RCAR12/PYL1 und induziert eine Anderung der Konformation

dhnlich zu der fiir Abscisinsdure beobachteten und wird entsprechend von den B-Schleifen in
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der Bindestelle eingeschlossen. Die Pyrabactin-Bindung an RCAR14/PYL2 bewirkt dagegen

keine Konformationsdnderung. Eine Interaktion mit PP2Cs bleibt damit aus.

1.1.3. Regulation der Schlief3zellen

Die oberirdischen Organe der hoheren Pflanzen sind von einer fiir Wasser und CO; nahezu
undurchlédssigen Schicht, der Cuticula bedeckt. Gasaustausch und Transpiration erfolgen fast
ausschliefilich iiber die Stomata. Die Stomata bestehen aus zwei Schlief3zellen, die die Fahigkeit
besitzen, ihren Turgor zu regulieren, und der von den Schlief3zellen umschlossenen Pore. Das
Offnen der Stomata setzt einen ausreichend hohen Turgor voraus. Turgorverlust fiihrt zum
Schlieflen der Stomata. Das Sonnenlicht stimuliert das Offnen und erméglicht eine Diffusion von
CO; ins Blattinnere (Dietrich et al, 2001), was weiter in der Photosynthese verwendet wird,
wahrend hohe CO2-Konzentrationen den Stomataschluss induzieren (Kim et al, 2010). Der
Turgor der Schlief3zellen wird durch ihren Gehalt an organischen und anorganischen Ionen, wie
K+, CI-, oder NO3 reguliert. Die Abscisinsdure, die bei Trockenstress durch Neusynthese oder eine
Freisetzung aus Speicherform (ABA-GE) entsteht, ist das zentrale Signal zur Steuerung des
Offnungszustandes der SchlieRzellen.

Die Entdeckung des ABA-Rezeptors bedeutete einen Durchbruch im Verstdndnis der
molekularen Mechanismen der Stomataregulation. Nach Bindung von ABA durch
RCAR/PYR1/PYL-Proteine kommt es zur Ausbildung von einem trimeren Komplex mit PP2Cs,
die dadurch inhibiert werden (Ma et al, 2009; Santiago et al, 2009b). Es wurde gezeigt, dass die
PP2Cs in Anwesenheit von ABA mit OST1/SnRK2.6/SnRK2E, SnRK2.2/SnRK2D und
SnRK2.3/SnRK2I Protein-Kinasen interagieren (Umezawa et al, 2009; Vlad et al, 2009). Diese
Protein-Kinasen sind positive Regulatoren der ABA-Signaltransduktion, werden aber von den
Proteinphosphatasen deposphoryliert und dadurch inhibiert. Die ABA-Bindung an die
RCAR/PYR1/PYL-Proteine inhibiert nun ihrerseits die Phosphatasen und ermdéglicht dadurch
die Aktivierung der Protein-Kinasen durch Autophosphorylierung (Umezawa et al, 2009). In den
Schlief3zellen wirkt besonders die OST1-Kinase als ein positiver Regulator des Stomataschlusses
(Mustilli et al, 2002). OST1 phosphoryliert SLAC1- (Geiger et al, 2009; Lee et al, 2009b) und
KAT1-Kandle (Sato et al, 2009), die dadurch aktiviert (SLAC1) bzw. inhibiert (KAT1) werden. In
der Folge stromen Anionen iiber SLAC1 aus der Zelle, es kommt zu einer Depolarisation, die
wiederum einen massiven Kaliumionen-Ausstrom ausldst. Damit verbunden ist ein Wasser- und
Turgorverlust, die Stomata schlief3en sich. Die lonen-Kanale kénnen auch durch das cytosolische
Calcium reguliert werden (Siegel et al, 2009), wobei Caz+-abhéngige Kinasen wie CPK23 (Geiger
et al, 2010) oder CPK3 und CPK6 (Mori et al, 2006) wahrscheinliche eine Rolle spielen. Durch

eine von OST1-katalysierte Phosphorylierung wird die in der Membran lokalisierte NADPH-
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Oxidase aktiviert (Sirichandra et al, 2009), was zur Erhohung der cytosolischen H,0»-
Konzentration und in Folge zur Inhibierung der Proteinphosphatasen ABI1 und ABI2 fiihrt
(Meinhard & Grill, 2001; Meinhard et al, 2002).

Wenn die ABA-Konzentration in der Zelle wieder abnimmt, werden H+-ATPasen, die fiir eine
Hyperpolarysierung sorgen, aktiviert. Dadurch werden die Kalium-Influx-Kanale eingeschaltet.
Zusatzlich werden vermehrt osmotisch wirksame Substanzen wie Malat und Saccharose
synthetisiert, was zu einem Wassereinstrom und so zum Anstieg des Turgors und zu einer
Offnung der Stomata fiihrt (Kwak et al, 2001; Lebaudy et al, 2007; Merlot et al, 2007; Schroeder

etal, 2001b). Die Regulation des Stomataschlusses wird in der Abbildung 1-6 zusammengefasst.

RCAR+ABA
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CPK23,3,6 SnRK2
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KAT1 Vv NADPH-
KAT2 SLAC1 Oxidase

Abbildung 1-6: Modell der Regulation der im Stomataschluss beteiligten Komponenten. Dargestellt sind die
wichtigsten im Text erwdhnten regulatorischen Komponenten, die zur Schlieffung der Stomata fithren (verdndert
nach Umezawa et. al, 2010).

1.1.4. Regulation der Genexpression

Trocken- und Salzstress fiihren iiber die Bildung von ABA, aber auch iiber ABA-unabhingige
Signalwege zu Verdnderungen der Genexpression, wobei ca. 10 % des Genoms durch die
Abscisinsdure reguliert wird (Nakashima et al, 2009; Shinozaki et al, 2003). Die Promotoren der
meisten dabei betroffenen Gene enthalten bestimmte cis-Elemente, die sogenannten ABREs
(ABA-responsive elements), die von bZIP-Transkriptionsfaktoren erkannt werden (Nakamura et
al, 2001; Nakashima et al, 2009; Yamaguchi-Shinozaki & Shinozaki, 2006). In ABA-regulierten
Genen befinden sich auch Bindestellen fiir MYB- bzw. MYC-Proteine (Abe et al, 2003; Ciftci-
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Yilmaz et al, 2007; Davletova et al, 2005). Die ABA-regulierten Gene besitzen mindestens eine
ABRE-Sequenz und zusitzliche entweder ABRE- oder CE-Elemente. Die bZIP-Familie besteht aus
neun Transkriptionsfaktoren: AREB1/ABF2, AREB2/ABF4, AREB3/DPBF3, ABF1, ABF3/DPBF5,
ABI5/DPBF1, EEL/DPBF4, DPBF2 und At5g42910 (Jakoby et al, 2002). Die Expression von
AREB1/ABF2-, AREB2/ABF4- und ABF3/DPBF5 wird von Trocken- und Salzstress induziert
(Fujita et al, 2005). ABI5/DPBF1 wurde in einem Keimungs-Screen auf ABA-Insensitivitit
identifiziert (Finkelstein & Lynch, 2000; Lopez-Molina & Chua, 2000) und seine Uberexpression
fiihrt zu schwacher ABA-Hypersensitivitit der Pflanze. Der B3-Transkriptionsfaktor ABI3
(Rohde et al, 1999) kann an ABI5 binden und dessen Wirkung verstarken. ABA-abhangige NAC-
Transkriptionsfaktoren vermitteln die bei Trockenstress induzierten Signale durch Bindung an
den ERD1-Promotor (Tran et al, 2004). Einige Transkriptionsfaktoren wie ABI4 besitzen eine
Doppelfunktion und kdnnen sowohl als Aktivatoren als auch Repressoren der ABA-abhingigen
Genexpression wirken (Bossi et al, 2009; Hoecker et al, 1995). ABI4 aktiviert sowohl die eigene
Expression als auch die Expression von ABI5 und SBE2.2 (ein Stirke-verzweigendes Enzym) in
Gegenwart von Glucose, osmotischem Stress und ABA. ABI4 kann in Anwesenheit von hohen
Zuckerkonzentrationen auch als ein transkriptioneller Repressor der Expression und ABA der
an der Photosynthese beteiligten RBCS- bzw. Lhcb-Gene wirken (Koussevitzky et al, 2007). Es
wurde gezeigt, dass die Abscisinsdure durch eine Modifikation der Histone einen
Chromatinumbau verursachen kann (Sokol et al, 2007). In Abwesenheit von ABA kann die
HAB1-Phosphatase mit einem SWI3-Homolog (Komponente des SWI/SNF-Komplexes)
interagieren und dadurch zur Hemmung der Induktion von ABA-regulierten Genen (Saez et al,
2008) fithren. Der SWI/SNF-Komplex ist fiir einen ATP-abhingigen Chromatinumbau
verantwortlich und wurde als erstes in Hefen entdeckt. Der Komplex dndert die Struktur und die
Platzierung der Nukleosomen.

Viele Transkriptionsfaktoren, die an der ABA-Signaltransduktion beteiligt sind, bleiben inaktiv,
bis sie in Anwesenheit von ABA phosphoryliert werden (Furihata et al, 2006; Kagaya et al, 2002;
Uno et al, 2000). Es wurde gezeigt, dass dafiir auf3er der bereits erwahnten SnRK2s auch SnRK1-
und SnRK3-Kinasen verantwortlich sind (Fujii et al, 2007; Furihata et al, 2006; Hong et al, 2011;
Yoshida et al, 2002). Im Arabidopsis-Genom existieren 38 SnRK-Kinasen (sucrose non-
fermenting-1-related protein kinase-1), die mit SNF1-Kinasen aus Hefen verwandt sind, und in
drei Gruppen eingeteilt werden (Coello et al, 2011; Hrabak et al, 2003). Die SnRK2-Gruppe
besteht aus 10 Kinasen (SnRK2.1 bis SnRK2.10) in Arabidopsis thaliana und in Oryza sativa
(Hrabak et al, 2003). Es wurde gezeigt, dass alle 10 SnRK2s in Reis durch osmotischen Stress
induziert werden, wahrend die Expression von 3 SnRK2s durch Abscisinsdure reguliert wird
(Kobayashi et al, 2004). SnRK2s Kkontrollieren in Arabidopsis thaliana die Expression der
Stress-abhangigen Gene. Die liberexprimierten SnRK2s erhéhen die Trockentoleranz (Umezawa

et al, 2004). Die Entdeckung des ABA-Rezeptors erkliarte die Rolle der SnRK2-Kinasen. In
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Abwesenheit von ABA werden die Kinasen durch PP2C-Phosphatasen dephosphoryliert und so
bleiben sie inaktiv. Wahrend der ABA-Bindung werden PP2Cs inhibiert, was zur Aktivierung der
SnRK2s fiihrt. Diese autophosphorylieren und aktivieren dann durch Phosphorylierung die
Transkriptionsfaktoren (ABFs), die downstream in der Signalkaskade liegen (Ma et al, 2009;
Park et al, 2009; Umezawa et al, 2009). Fujii et al. zeigten, dass alle SnRKs aufer SnRK2.9 durch
osmotischen Stress aktiviert werden konnen, wobei nur SnRK2.2, SnRK2.3 und SnRK2.6 an dem
ABA-abhingigen Signalweg beteiligt sind (Fujii et al, 2011; Fujii & Zhu, 2009). Entsprechend
zeigt die snrk2.2/3/6 Tripel-Mutante einen ABA-insensitiven Phanotyp (Fujii & Zhu, 2009).

SnRK1s zeigen die stiarkste Homologie zu SNF1s aus Hefen und AMP-aktivierten Proteinkinasen
(AMPKs) aus Tieren, allerdings werden SnRK1s nicht durch AMP reguliert. Die SnRK1-Gruppe
besteht aus drei Mitgliedern, die den Kohlenstoff-Metabolismus durch entweder direkte
Phosphorylierung der beteiligten Enzyme oder Regulation der Genexpression regulieren. Die
SnRK3-Gruppe, auch bekannt als CIPKs (CBL-interacting protein kinases) hat 25 Mitglieder, die
mit Ca?+-bindenden Proteinen wie SOS3 und CBL (calcineurin-B like protein) interagieren, und
bei Salz- bzw. Zuckerstress und in Anwesenheit von Abscisinsaure aktiviert werden (Gong et al,
2002; Guo et al, 2002). Die aktiven CIPKs sind in der Lage die Transkriptionsfaktoren durch eine
Phosphorylierung zu aktivieren. Deaktivierung der Transkriptionsfaktoren wie ABI5 oder ABI3
erfolgt entweder tiber Dephosphorylierung oder Degradation in Proteasomen (Lopez-Molina et
al, 2001; Lopez-Molina et al, 2003; Zhang et al, 2005). An der ABA-abhiangigen Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren sind auch Calcium-abhédngige Kinasen beteiligt. So wurden CPK4 und
CPK11 als positive Regulatoren von ABF1 und ABF4 gefunden, die durch Phosphorylierung
aktiviert werden (Zhu et al, 2007). Die aktivierten ABI4- und ABI5-Transkriptionsfaktoren

binden an die spezifischen Sequenzen und induzieren die Genexpression.
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Abbildung 1-7: Der zentrale Weg der ABA-abhdngigen Regulation der Genexpression. Die ABA-aktivierten SnRK2-
Kinasen streuern Transkriptionsfaktoren, die cis-regulatorische Elemente in den Promotoren erkennen und zur
Expression der Zielgene fiihren. .

1.2.  Trockentoleranz bei Pflanzen

Da Pflanzenwachstum und Entwicklung von Trockenstress aufRerordentlich beeinflusst wird, ist
eine Anpassung an die Stressbedingungen iiberlebensnotwendig. Trockenheit wird vermutlich
durch einen Osmosensor wahrgenommen. In Pflanzen kdénnte osmotischer Stress durch
mechanosensitive Kanile (wie stretch-activated channels) oder in der Plasmamembran
lokalisierte zwei-Komponenten-Histidin-Kinasen wahrgenommen werden, die eine Homologie
zum Osmosensor SInl aus Hefen zeigen. ATHK1, ein SIn1-Homolog in Arabidopsis thaliana, ist
fahig bei osmotischem Stress das Signal wahrzunehmen und dann bestimmte Komponenten wie
MAPKs (mitogen-activated protein kinases) zu aktivieren. ATHK1 spielt auch eine Rolle bei der
Austrocknung im Zuge der Samenreifung (Wohlbach et al, 2008). Es wurde gezeigt, dass die
AKktivitit einer weiteren pflanzlichen Histidin-Kinase, Crel, durch Anderungen des Turgordrucks
dhnlich zu SIn1 induziert werden kann (Reiser et al, 2003), was fiir eine Rolle als Osmosensor
sprechen wiirde. Trockenstress 16st die Synthese der Abscisinsiaure aus, was zur Erhéhung des
ABA-Gehalts filihrt. Abscisinsdure wird dabei durch ATP-abhadngige ABC-Transporter
AtPDR12/ABCG40 (Kang et al, 2010) und AtABCG25 (Kuromori et al, 2010) transportiert.
ABCG40 ist fiir die ABA-Aufnahme verantwortlich, wahrend ABCG25 grundsatzlich in der
Plasmamembran des Leitgewebes exprimiert wird und eine ATP-abhdngige ABA-Exportaktivitat
zeigt. In den Zielzellen bewirkt ABA einen Stomataschluff und 16st massive
Genexpressionsanderungen aus, wodurch der Wasserverlusst stark reduziert wird (Seki et al,

2002; Yamaguchi-Shinozaki & Shinozaki, 2006). Das bei Trockenheit beobachtete
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Genexpressionsmuster ist jedoch nicht allein ABA-abhingig, sondern ist das Resultat ABA-
abhingiger und ABA-unabhdngiger Signaltransduktion. (Yamaguchi-Shinozaki & Shinozaki,
2005). Als Folge davon werden biochemische und physiologische Antworten der Pflanze
induziert, konnen bei Trockenstress beispielweise Verbindungen wie Sorbit, Trehalose, Mannit
oder Prolin und Polyamine akkumulieren. Sie wirken als Osmolyte und Antioxidantien (Bartels
& Sunkar, 2005; Kim et al, 2010; Seki et al, 2007; Taji et al, 2002) und finden sich im Zytoplasma.
Unter ihren EinfluR kommt es zu einer Turgorstabilisierung bzw. einem osmotischen
Gleichgewicht in Anwesenheit von osmotischem Stress, sie haben aber keinen Einflufd auf dem
pflanzlichen Metabolismus (Chen & Murata, 2002). Trockenstress kann Blattwelken, Reduktion
der Blattflaiche, Abszission, Defekte der Membranen und ROS-Produktion verursachen. Die
Entdeckung der RCAR/PYR1/PYL-Proteine (Ma et al, 2009; Park et al, 2009) fiihrte zum
Verstindnis der ABA-Perzeption und der ersten Schritte der ABA-Signaltranduktion, die
anschlieflend die Trockentoleranz wesentlich reguliert. Abscisinsdure induziert in diesem
Modell die Interaktion zwischen RCAR/PYR1/PYL-Proteinen mit Proteinphosphatasen Typs des
2C, was zur Inhibierung der PP2Cs und Aktivierung der SnRKs fiihrt. Diese aktivieren die
ABA-Signaltransduktion, die sowohl im Kern als auch im Zytoplasma stattfindet (der

Mechanismus wurde im oberen Kapitel beschrieben).

1.2.1. Aquaporine

Aquaporine sind Kanal-Proteine, die insbesondere bei einem Transport von Wasser durch die
Membran eine Rolle spielen und dadurch den Wasserstatus der Pflanze steuern konnen (Gomes
et al, 2009; Kaldenhoff et al, 2008; Maurel et al, 2008). Aufierdem sind die Aquaporine am
Transport von kleinen, ungeladenen Molekiilen wie H,0, (Henzler & Steudle, 2000), Lactat (Choi
& Roberts, 2007), Glycerin, Ammoniak und Harnstoff (Beitz et al, 2006) beteiligt. Es wurde
gezeigt, dass AQP1s (PIP1-Aquaporine aus Nicotiana tabacum) sowohl in der Plasmamembran
als auch in der Membran von Chloroplasten lokalisiert sind und fiir den Wasser- bzw. CO-
Transport verantwortlich sind (Uehlein et al, 2008). Die in der Plasmamembran lokalisierten
AQP1s weisen bis 45 % Durchlassigkeit flir Wasser und nur eine geringe fiir CO; auf, wahrend
die in der Chloroplastenhiillmembran lokalisierten AQP1s fast nur fiir CO, durchlassig sind. Die
Aquaporine werden auf Grund ihrer Lokalisation in 4 Gruppen eingeteilt: PIPs in der
Plasmamembran (Plasma membrane Intrinsic Proteins), TIPs im Tonoplasten (Tonoplast Intrinsic
Proteins), SIPs im endoplasmatischen Retikulum (ER) (Small basic Intrinsic Proteins) und NIPs
(Noduline-26 like Intrinsic Proteins), die zu einem Peribacteroidmembran-Aquaporin homologen
Aquaporine. Auf Grund von Sequenzhomologie wurden zwei neue Gruppen der Aquaporine im

Moos Physomitrella patens gefunden: HIPs (hybrid intrinsic proteins), die in Gefafdpflanzen nicht
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nicht identifiziert wurden, und XIPs (uncategorized X intrinsic proteins), die in vielen
Pflanzenarten aufder Monokotyledonen existieren (Danielson & Johanson, 2008). Die Aktivitat
der Aquaporine kann sowohl durch Phosphorylierung als auch H* und cytosolisches Calcium
reguliert werden. PIP2;1 wird beispielsweise an Serin 280 und Serin 283 phosphoryliert, wobei
die Phosphorylierung des Serins 283 wahrscheinlich fiir den Transport des Proteins aus dem ER
und das SchliefRen erforderlich ist (Prak, Hem et al. 2008). Die durch Trockenstress induzierte
Ubiquitinierung der PIP-Aquaporine erfolgt iber Ubiquitin-E3-Ligase und leitet den Abbau der
Proteine im Proteasom ein (Lee et al, 2009a). FRET- und Co-Immunoprazipitations-Experimente
an Pflanzenextrakten zeigten eine Interaktion zwischen den PIP1-Molekiilen und zwischen PIP1
und PIP2, was fiir eine Bildung sowohl des Heterotetramers als auch des Homotetramers spricht
(Zelazny et al, 2007). PIPs akkumulieren intrazellular nach einer Behandlung mit Salz oder
Salicylsdure (SA) (Boursiac et al, 2008a; Boursiac et al, 2005). Diese Internalisierung ist von der
Phosphorylierung abhéngig (Boursiac et al, 2008b). Auch die Lokalisation von TIPs kann sich bei
Trocken- oder Salzstress dndern (Boursiac et al, 2005; Vera-Estrella et al, 2004). Die
Anwesenheit der Aquaporine beinahe in allen Membranen der Zelle suggeriert, dass diese
Proteine nicht nur Wasser sondern weitere Substrate transportieren. In der Tat zeigte sich, dass
TIP1;1 und TIP1;2 in Arabidopsis H20; weiterleiten (Schussler et al, 2008), wahrend NtAQP1 aus
dem Tabak fiir einen CO2-Transport verantwortlich ist (Evans et al, 2009). ABA beeinflusst die
Expression der PIP-Aquaporine durch die ABA-induzierten Transkriptionsfaktoren und reguliert
die Abundanz dieser Proteine in Pflanzen (Aroca et al, 2006; Kaldenhoff et al, 1996; Lian et al,
2006; Parent et al, 2009). Parent et al. verwendeten sense und antisense Konstrukte fiir ein
NCED-Gen (9-cis-Epoxycarotenoid-Epoxydase) und zeigten, dass die Expression der PIP-
Aquaporine in Zea mays mit dem ABA-Gehalt korrelierte und Abscisinsdure auf diese Weise die

hydraulische Wurzelleitfahigkeit regulierte.

1.2.2. MSLs

Lebende Organismen besitzen die Fahigkeit, mechanische Krafte aus der Umwelt
wahrzunehmen und auf sie zu reagieren (Anishkin & Kung, 2005; Sukharev & Corey, 2004). In E.
coli-Bakterien spielen dabei mechanosensitive Kandle eine Rolle wie MscL (Mechanosensitive
channel of Large conductance) und MscS (Mechanosensitive channel of Small conductance), die
zuerst in Escherichia coli-Spharoplasten entdeckt wurden (Cui et al, 1995; Martinac et al, 1987;
Sukharev et al, 1993). Die mechanosensitiven Kanile reagieren auf eine Anderung der
Membranspannung durch Offnen oder SchlieRen einer zentralen Pore. Dies erfordert eine
Interaktion mit der Plasmamembran (Kung et al, 2010), wobei sich durch Anderungen der
Membrandicke eine das Offnen und SchlieRen bewirkende Anspannung im Kanal-Molekiil
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aufbaut (Perozo et al, 2002). Die MscS und MscL funktionieren redundant und sind in
Prokaryoten zahlreich zu finden (Schumann et al, 2010). Bei Eukaryoten wurden Homologe zu
mechanosensitiven Kandlen in Pflanzen (10 MscS-Homologe in Arabidopsis thalina) und Pilzen
gefunden, wiahrend derartige Homologe in Sdugetieren fehlen (Haswell et al, 2011; Kloda &
Martinac, 2002; Pivetti et al, 2003). Kristallographische Studien zeigten, dass MscL und MscS in
einer tetrameren oder pentameren bzw. heptameren Form vorkommen koénnen (Chang et al,
1998; Liu et al, 2009; Wang et al, 2008) und zwei bzw. drei Transmembrandomé&nen aufweisen,
wobei die N-terminalen Transmembrandominen der Kandle sehr &hnliche Organisation
beweisen. (Levina et al, 1999; Moe et al, 1998). Die mechanosensitiven Kanéile in E. coli-
Spharoplasten vermitteln bei einem hypoosmotischen Stress eine Freisetzung der osmotischen
Metabolite, lonen (Berrier et al, 1992) und Stress-induzierten cytosolischen Proteine (Ajouz et
al, 1998; Berrier et al, 2000). Fiir Bacillus subtilis wurde gezeigt, dass MscL- und MscS-Homologe
fir das Uberleben bei osmotischen Stress essentiell sind (Hoffmann et al, 2008; Wahome &
Setlow, 2006; Wahome & Setlow, 2008). MscK (ein MscS-Homolog aus E. coli) hat eine
vergleichbare Leitfahigkeit wie MscS, tragt aber nicht wesentlich zur Osmoresistenz bei und ist
fiir eine Toleranz bei hohen Na*-Konzentrationen verantwortlich (Levina et al, 1999; Li et al,
2002). Bakterielle MSCs konnen zusitzlich Anderungen des Zellturgors wihrend der Zellteilung
und des Zellwachstums wahrnehmen und diesen kontrollieren (Kung et al, 2010). In Eukaryoten
sind MscS-dhnliche Kandle an der Osmoregulation beteiligt (Liedtke & Friedman, 2003; Palmer
et al, 2001) sowie an der Perzeption mechanischer Signale (O'Hagan et al, 2005; Sidi et al, 2003;
Tracey et al, 2003). Das Arabidopsis thaliana Genom kodiert fiir zehn MSL-Proteine (MscS-like)
mit unterschiedlichem Expressionsmuster und verschiedener Lokalisation (Pivetti et al, 2003).
MSL 1-3 befinden sich in Chloroplastenmembranen, MSL4-10 dagegen in Plasma- und
Vakuolenmembran (Haswell & Meyerowitz, 2006; Haswell et al, 2008). Die Expression der MSL-
Gene wird in allen pflanzlichen Geweben unter anderem durch Salz- und Trockenstress
beeinflusst, wobei bisher kein direkter Zusammenhang zwischen MSLs und Trockentoleranz von
Pflanzen gefunden wurde. Arabidopsis MSL2 und MSL3 werden sowohl fiir den Erhalt von Grofde
und Form sowie bei der Teilung der Chloroplasten benétigt. Dartliber hinaus setzt auch eine
normale Morphologie der Blatter funktionelle MSLs 2 und 3 voraus (Haswell & Meyerowitz,
2006; Wilson et al, 2011). MSC1 von Chlamydomonas und MSL2 bzw. MSL3 aus A. thaliana
spielen eine Rolle in einer Stress-induzierten Signaltransduktion zwischen Plastiden und

Zytoplasma (Nakayama et al, 2007).
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1.2.3. Histidinkinasen

Zwei-Komponenten-Systeme existieren sowohl in den Signaltransduktionswegen der
Prokaryoten als auch der Eukaryoten. In Bakterien sind sie fiir die Stresstoleranz
verantwortlich, wobei sie unter Stressbedingungen unter anderem die Zellteilung hemmen und
dadurch die Uberlebenschancen wesentlich erhéhen (Martinez-Wilson et al, 2008; Raghavan &
Groisman, 2010; Stock et al, 2000). Diese Systeme bestehen aus einer homodimeren, in der
Plasmamembran lokalisierten Histidinkinase (HK), die eine extrazellulire Sensor-Domaéne
besitzt, und einer regulatorischen Komponente (response regulator), wobei es sich meistens um
einen Transkriptionsfaktor handelt, die Antwort also durch Regulation der Expression ausgelost
wird (Gao & Stock, 2009; Stock et al, 2000). Die Anregung der Sensor-Domane fiihrt zur ATP-
abhangigen Phosphorylierung des Histidin-Restes der homodimeren, helicalen HK-Doméne. Die
N-terminale Domine der Histidinkinase tibertragt ein Signal auf die C-terminale, katalytische
Domane, die ATP bindet und Histidin phosphoryliert. Anschlief;end wird das Phosphat auf einen
Asparaginsdure-Rest der Akzeptor-Domédne der regulatorischen Komponente iibertragen,
welche dadurch aktiviert wird (Stock et al, 2000). Die Phosphorylierung induziert
Konformationsanderungen der regulatorischen Komponente und moduliert dadurch die
Affinitat der Effektor-Domdine, die jedoch in manchen regulatorischen Komponenten fehlt. In
solchen Fillen iibernimmt die Akzeptor-Domaéne die Effektor-Rolle (Casino et al, 2010). Die HK-
Domane, die katalytische C-terminale Domédne und Akzeptor-Doméne liegen in allen Zwei-
Komponenten-Systemen vor, wihrend Sensor- und Effektor-Domanen je nach Stimulus
unterschiedlich vorkommen. Die aktivierte regulatorische Komponente kann von ein paar
Sekunden bis mehrere Wochen angeregt bleiben und dabei die Expression von bis zu 30 % des
bakteriellen Genoms induzieren (Gomelsky et al, 2008). Durch Dephosphorylierung durch
bestimmte Phosphatasen wird die regulatorische Komponente wieder in den Ausgangszustand
versetzt. Es wurden sowohl Fille beschrieben, in denen eine Kinase viele verschiedene
Komponenten aktivieren kann als auch Fille, in denen Kinasen nur eine bestimmte
regulatorische Komponente der Zwei-Komponenten-Systeme aktivieren (Higgs et al, 2008; Jenal
& Galperin, 2009).

Unter Eukaryoten sind Zwei-Komponenten-Systeme in Bedecktsamern (Arabidopsis thalian,
Reis), Chlamydomonas, Kieselalgen (Thalassiosira) und Dictyostelium zu finden. In Pilzen sind
derartige Systeme an der Adaptation an osmotischen und oxidativen Stress, der Reaktion auf
Rotlicht oder der Kontrolle des Zellzyklus beteiligt (Nemecek et al, 2006; Rockwell et al, 2006;
Santos & Shiozaki, 2001). Eines der am besten beschriebenen Zwei-Komponenten-Systeme ist
der HOG (High Osmolarity Glycerol)-Signalweg in Saccharomyces cerevisiae (Brewster et al,

1993), der durch einen osmotischen Stress induziert wird (Abb. 1-8).
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Abbildung 1-8: Der HOG-Signalweg. Die hyperosmotische Anregung von Shol- bzw. Slnl-Signalweg fiihrt zur
Aktivierung von Pbs2 (MAPKK) und Hogl (MAPK). Der Sln1-Signalweg besteht aus einem Phosphorelay-System, das
die Aktivitat von MAPKKKs, Ssk2 und Ssk22 reguliert. Der Phosphotransfer in dem Sln1-Ypd1-Ssk1-Signalweg fiihr
zur negativen Regulation der Ssk1-Kinase in Abwesenheit von hyperosmotischem Stress (Miermont et al, 2011).

Die HOG1-Kinase wird in Anwesenheit von hyperosmotischem Stress durch Phosphorylierung
der konservierten Threonin- und Therosin-Reste aktiviert. Aktive HOG1 akkumuliert im Kern,
wo sie Expression der Stress-Gene reguliert. Zwei transmembrane Osmosensoren, Shol
(Hohmann, 2002; Saito & Tatebayashi, 2004) und SIn1 (Maeda et al, 1994; Posas et al, 1996)
wurden gefunden, die in der Lage sind HOG1-Kinase unabhéngig zu aktivieren. Das Sln1-Protein
ist ein Homolog von bakteriellen Zwei-Komponenten-Systemen und besitzt eine
zytoplasmatische HK-Domidne und eine Akzeptor-Domadne. In Abwesenheit von osmotischem
Stress autophosphoryliert die aktive HK-Domaéane des SInl-Proteins einen Histidin-Rest. Das
Phosphat wird anschlief3end auf einen Asparaginsdure-Rest der C-terminalen Akzeptor-Domaéne
libertragen. Uber einen phospho-relay Mechanismus erfolgt dann ein Phosphotransfer auf ein
Phosphotrager-Protein Ypd1, eventuell auch auf einen Asparaginsdure-Rest des Ssk1-Proteins
(Maeda et al, 1994; Posas et al, 1996). Die erste Reaktion der Hefe auf einen hyperosmotischen
Stress erfolgt liber eine Aktivierung von Membransensoren als Antwort auf den Wasserverlusst
der Zelle. SIn1 wechselt dabei in eine inaktive Konformation geandert (Hohmann, 2002; Reiser
et al, 2003), was zur Einstellung der SIn1-Ypd1-Sskl phospho-relay Reaktion fiihrt. Ssk1 wird
daraufhin sehr schnell dephosphoryliert und dadurch aktiviert. Aktives Sskl bindet und
aktiviert Ssk2- und Ssk22-Kinasen (MAPKKK), was zur Aktivierung der Pbs2-Kinase (MAPKK)
und anschliefiend der HOG1-Kinase fiihrt (MAPK). Der aktivierte HOG-Signalweg ist nach ein
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paar Minuten abgeschlossen (Hersen et al, 2008). Die dephosphorylierte Ssk1-Kinase wird
durch das Ubc7-abhingige Ubiquitin-Proteasom-System degradiert, was zum Ausschalten des
HOG-Signalwegs nach Osmoadaptation fiihrt (Sato et al, 2003).

Der Shol-Signalweg besteht aus den Mucin-dhnlichen Osmosensoren Msb2 und Hkrl, dem
Adapterprotein Shol, Cdc42, Ste20, Stel1 und Ste50, die fiir Signaltransduktion verantwortlich
sind (de Nadal et al, 2007). Msb2 und Hkrl sind in der Plasmamembran lokalisiert und
funktionieren redundant bei der Aktivierung des HOG-Signalwegs. Diese Proteine bestehen aus
einer Transmembrandomaéne und einer extrazelluldren Serin/Threonin-reichen Region, welche
glycosyliert wird und fiir die Osmoperzeption verantwortlich ist, wobei die Aktivierung von
Msb2 und Hkrl einen Kontakt mit den Transmembrandomanen des Sho1l-Proteins benétigt (de
Nadal et al, 2007). Das Sho1-Protein hat vier Transmembrandomanen, die nah am N-Terminus
liegen, und eine zytosolische SH3-Domane, die an ein in Pbs2 lokalisiertes, Prolin-reiches Motiv
bindet (Maeda et al, 1995), wobei die Pbs2-Aktivitit durch eine Stell-abhdngige
Phosphorylierung beeinfluft wird (Posas & Saito, 1997). Stell wird von Ste20 durch
Phosphorylierung aktiviert (Drogen et al, 2000). Aufierdem kann Pbs2 ebenfalls von mit der
Membran gebundenen Cdc42, Ste20 und Ste11 aktiviert werden (Reiser et al, 2000).

Die Zwei-Komponenten-Kinasen kommen nicht nur in Prokaryoten und Pilzen sondern auch in
Pflanzen vor. Auf Grund der Sequenzanalyse wurden in Arabidopsis thaliana mehrere
Histidinkinasen gefunden, die eine Rolle in der Cytokinin- bzw- Ethylen-Signaltransduktion
spielen. So wurden AHK2, AHK3 und CRE1/AHK4 Histidinkinasen als Cytokinin-Rezeptoren
identifiziert (Ferreira & Kieber, 2005; Heyl & Schmulling, 2003; Kakimoto, 2003). Diese
transmembranen Proteine enthalten eine extrazellulare CHASE (cyclase/HIS kinase-associated
sensisng extracellular)-Domane, die Cytokinine bindet und die HK-Aktivitdt positiv beeinfluf3t,
sowie zellulire Phosphotransfer- bzw. Phosphoakzeptordomédnen (Kakimoto, 2003). Sie
unterscheiden sich in der Anzahl der Transmembrandoménen. Am Cytokinin-Signalweg sind
weitere Komponenten beteiligt: AHPs (Arabidopsis HIS Phosphotransfer Proteins) und ARRs
(Arabidopsis Response Regulators) (Hutchison et al, 2006). Die Cytokinin-Bindung fiihrt zur
Aktivierung der Kinase und zum Transfer des Phosphats auf AHPs. Aktive AHPs werden in den
Kern importiert, wo sie an ARRs des Typs B das Phosphat abgeben. Die phosphorylierten Typ
B-ARRs induzieren dann die Expression der Cytokinin-abhidngigen Gene. Gleichzeitig werden
ARRs des Typs A aktiviert, die als negative Regulatoren der Cytokinin-Signaltransduktion
wirken (Ferreira & Kieber, 2005; Kakimoto, 2003).

Weitere in Arabidopsis vorkommende Histidinkinasen besitzen keine CHASE-Domane, was dafiir
spricht, dass sie nicht als Cytokinin-Rezeptoren funktionieren (Kakimoto, 2003). Zu dieser
Gruppe gehort die in der Plasmamembran lokalisierte ATHK1. Nach RNA-Analysen ist das
ATHK1-Transkript in Arabidopsis thaliana vor allem in Wurzeln vorhanden und wird durch

osmotischen Stress positiv reguliert (Urao et al, 1999). Wohlnach et al. zeigten, dass die ATHK1-
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Uberexpression eine hohe Trockentoleranz bewirk, sowie einen erhéhten ABA-Gehalt und die
verstiarkte Transkription von Genen der ABA-Biosynthese in Anwesenheit von osmotischem
Stress (Wohlbach et al, 2008). Die ahk1-Mutante einen ABA-insensitiven Phdnotyp aufweist
(Tran et al, 2007). Dies spricht zusammengenommen dafiir, dass ATHK1 eine wichtige Rolle bei
der Adaptation auf Wasserstress spielt. Es wurde gezeigt, dass eine AHKI-Uberexpression in S.
cerevisiae snl1 und shol Mutanten den Salz-hypersensitiven Phinotyp der Hefe komplementiert
und den HOG-Signalweg aktiviert (Urao et al, 1999) Allerdings gelingt dies auch bei Verwendung
von AHK2, AHK3 und CRE1 (Tran et al, 2007). Wahrend AHK1, wie erwahnt, als positiver
Regulator der Trockentoleranz in Arabidopsis thaliana funktioniert, regulieren AHK2, AHK3 und
CRE1 die Antwort auf einen osmotischen Stress negativ. Auf Grund dieser Befunde wurde
postuliert, dass die 4 AHK-Histidinkinasen von Arabidopsis thaliana als Osmosensoren

funktionieren konnten.

1.3.  Zielsetzung der Arbeit

Abscisinsdure reguliert die Anpassung, die Entwicklung und das Wachstum der Pflanzen in
Antwort auf abiotischen Stress. In den letzten zwei Dekaden wurden die Komponenten der
ABA-Signaltransduktion sehr intensiv untersucht, was 2009 zur Entdeckung der
ABA-Rezeptoren und in der Folge zu einem wesentlich verbesserten Verstindnis der
Anfangsschritte der ABA-Signalkaskade fiihrte. Es ist aber wenig liber die Komponenten
bekannt, die eine Stresswahrnehmung, die Umwandlung des externen Stresssignals in ein
zellinternes Signal und letzten Endes eine Aktivierung der ABA-Biosynthese vermitteln. In dieser
Arbeit sollte ein Arbeitsmodell entwickelt und ein auf diesem basierender Screen nach in der
Osmoperzeption gestdrten Mutanten etabliert und durchgefiihrt werden. Gesucht werden sollte
dabei nach Mutanten, die auf einen osmotischen Stress hypersensitiv hinsichtlich der
Aktivierung eines ABA-Reporters reagieren. Unter den aufgefundenen Mutanten sollten
diejenigen weiter bearbeitet werden, die auf eine externe ABA-Gabe wie der Wildtyp reagieren.
In derartigen Mutanten sollten nach dem Arbeitsmodell Stérungen in denjenigen Prozessen
vorliegen, die die Stressperzeption und nachgeschaltete Vorgiange bis zur Aktivierung der
ABA-Biosynthese umfassen. Anschlief3end sollte mit Hilfe positioneller Klonierung das jeweils
betroffene Gen identifiziert werden. Die gefundene(n) Mutante(n) sollte(n) dann hinsichtlich
ihrer Physiologie und ihrer ABA-Signaltransduktion charakterisiert werden.

Die vor kurzem entdeckten regulatorischen Komponenten (RCAR/PYR1/PYL-Proteine) des
Abscisinsdure-Rezeptors binden ABA und interagieren mit Proteinphosphatasen des Typs 2C,
die als negative Regulatoren der ABA-Signaltransduktion gelten. Dies fiihrt zur Inhibierung der

PP2Cs und zur Aktivierung der ABA-Antwort (Ma et al, 2009; Park et al, 2009). Auf der Basis
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dieser neuen Erkenntnisse sollten Literaturangaben zur ABA-dhnlichen Aktivitit von
ABA-Vorstufen, ABA-Metaboliten und S-bzw. R-ABA-Analogen im Rahmen dieser Arbeit
tiberpriift werden. Dazu sollte untersucht werden, inwieweit diese Verbindungen wie ABA im
Komplex mit diversen RCAR-Proteinen PP2Cs zu inhibieren vermégen. Zusatzlich sollte die in
vivo Aktivitit von diesen Substanzen mit Hilfe von in der ABA-Biosynthese und der

ABA-Signaltransduktion gestorten Mutanten getestet und verifiziert werden.
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2. Ergebnisse
2.1.  Osmotischer Stress

Osmotischer Stress 16st in der Pflanze Signaltransduktionswege und Toleranzmechanismen aus,
die nur teilweise aufgeklart und verstanden sind. Wasserdefizit 16st ein hydraulisches Signal im
Wurzelsystem ein, das in den Spross weitergeleitet wird und zur ABA-Biosynthese, die vor allem
im vaskuldren System und in den Schliefdzellen stattfindet, und zur ABA-Freisetzung fiihrt
(Christmann et al, 2007). ABA induziert dann den Stomataschluss und die ABA-abhingige
Genexpression, die zur Adaptation an die Stressbedingungen fiihren. Es ist nicht klar, wie die
Pflanzen Anderungen des Wasserpotentials wahrnehmen und, das Signal weiterleiten. Ein
Osmosensor, der in der Perzeption des Wasserdefizits als erste Komponente funktionieren
konnte, wurde bis jetzt noch nicht entdeckt.

Im Rahmen dieser Arbeit sollten in der Osmoregulation gestérte Mutanten gefunden und
charakterisiert werden, um so zur Identifikation eines vermeintlichen Osmorezeptors

beizutragen.

2.1.1. Etablierung und Durchfiihrung eines Screens

2.1.1.1.  Aktivierung des Reporters durch osmotischen Stress in der

Kontrolllinie pAtHB6::LUC

Zunachst wurde ein Screen etabliert und optimiert, in dem nach in der Osmoregulation
gestorten Mutanten gesucht werden sollte. Dazu wurde die Kontrolllinie pAtHB6::LUC im
Columbia-Okotyp verwendet. Das stabil in die Pflanze eingebrachte Konstrukt besteht aus der
Sequenz, die Luciferase des Glihwiirmchens kodiert, und einem das HB6-Gen kontrollierenden
Promotor, der ein ABRE-Element (ACGTG G/T C) besitzt. Bei Wassermangel wird das
Reportergen durch die Abscisinsdure aktiviert, was zur Induktion der Luciferase-Expression
fithrt (Christmann et al, 2005). Die Emission der Fluoreszenz wird mit Hilfe einer CCD-Kamera
gemessen und unter Verwendung der SimplePCI-Software (http://www.cimaging.net)
ausgewertet. Das Reportersystem ermdoglicht ein nichtinvasives in vivo imaging durchzufiihren,
um die ABA-Vorgange in der Pflanze zu beobachten.

Um einen Screen zu etablieren, wurden die speziell zu diesem Zweck entworfenen Platten
verwendet (Abb. 2-1, Entwurf von Herrn Josef Reischenbeck). Die Platte weist 289 Locher
(17x17) auf, die mit MS-Medium mit Agar aufgefiillt werden konnten. Die Arabidopsis-Samen

wurden so ausgebracht, dass sie sich einzeln in jedem Loch befanden. Die Platte wurde in eine
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grofde Petri-Schale mit fliissigem MS-Medium von demselben osmotischen Potential platziert
und 2 Tage in einem Kiihlraum inkubiert, um die Dormanz der Samen zu brechen. Anschlief3end
erfolgte eine Inkubation fiir 5 Tage bei 23°C und danach wurden die Keimlinge je nach Versuch

mit unterschiedlich konzentriertem Mannit-haltigem MS-Medium behandelt (Abb. 2-2).

Abbildung 2-1: Die im Screen verwendete Platte. Die Locher wurden steril mit MS-Medium mit Agar aufgefiillt.
Anschliefend wurden die Samen einzeln auf das Medium gelegt.

Abbildung 2-2: Darstellung der 5 Tage alten Keimlinge, die mit einem fliissigen Medium behandelt wurden.
Allerdings hatten nur die Wurzeln einen Kontakt mit dem Medium. Die Reporteraktivitit in Sprossen konnte mit Hilfe
einer CCD-Kamer erfasst werden.

Um die Aktivierungsmuster des Reporters in 5 Tage alten Keimlingen zu untersuchen, wurden
sie einem osmotischen Stress von -0,2 MPa bis 0,8 MPa fiir 18 Stunden ausgesetzt. Allerdings
hatten nur die Wurzeln Kontakt zum Stressmedium. Dies fiithrte zur Induktion der
ABA-Biosynthese im Spross und in Folge zur Expression des pAtHB6::LUC-Reporterkonstrukts.
Die ABA-induzierte Lichtemission konnte gemessen werden und wird graphisch in Abbildung
2-3 dargestellt. Es zeigte sich, dass die Aktivitdt des Reporters proportional zum angewandten

osmotischen Stress anstieg (Abb. 2-3). Fiir die osmotischen Potentiale von -0,2 MPa (Potential
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des Ausgansmediumus) und -0,3 MPa wurde eine geringe Aktivitit beobachtet, die
Lichtemission lag bei 67x103 RLU (relative light units) bzw. 89x103 RLU, wobei der Wert

fiir -0,2 MPa wie erwdhnt der Kontrolle entsprach.
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Abbildung 2-3: ABA-abhdngige Aktivierung des pAtHB6::LUC-Reporterkonstrukts, ausgelést durch osmotischen
Stress. Die Lumineszenz wurde nach 18 h Mannit-Stress bzw. unter Kontrollbedingungen (-0,2 MPa) gemessen.

Das osmotische Potential von -0,6 MPa induzierte eine sehr starke Lichtemission (850 x103 RLU)
und aktivierte den Reporter 13-fach im Vergleich zur Kontrolle. Es ist wichtig zu erwdhnen, dass
negative Potentiale von -0,7 MPa und -0,8 MPa keine bedeutenden Unterschiede in der
Induktion des Reporters (1,12-fach bzw. 1,2-fach) im Vergleich zu -0,6 MPa hervorriefen.

Da das osmotische Potential von -0,6 MPa eine ca. 10-fach starkere Induktion des Reporters
bewirkte als -0,3 MPa, wurde entschieden, die Verteilung des Signals innerhalb einer Population
der Kontrolllinie pAtHB6::LUC in Gegenwart von diesen 2 osmotischen Potentialen weiter zu
untersuchen. Die 5 Tage alten Keimlinge wurden wiederum 18 Stunden lang unter
Stressbedingungen inkubiert, anschlieffend wurde die Lichtemission gemessen. Das Signal des
Reporters verteilte sich liber einem Bereich von 100x103 bis 800x103 RLU mit einer Haufung
zwischen 100x103 und 160x103 (Abb. 2-4). Das osmotische Potential von 0,6 MPa fiihrte wieder
zu einer 10-fach stirkeren Induktion der ABA-Antwort in den Sprossen. Eine Haufung (20 %
der Keimlinge) trat im Bereich von 1150x103 RLU bis 2150x103 RLU auf. Das Experiment wurde
mehrmals wiederholt und brachte zu den in Abbildung 3 dargestellten Versuchen vergleichbare
Ergebnisse. Es zeigte sich, dass die Signale der mit den untersuchten osmotischen Potentialen
gestressten Keimlinge nur teilweise iiberlappten. Der Befund konnte damit als Grundlage fiir

den Screen dienen.
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Abbildung 2-4: Die Verteilung des Lumineszenz-Signals in HB6LUC-Wildtyp-Keimlingen. Die 5 Tage alten Keimlinge
wurden fiir 18 Stunden mit dem Stressmedium von -0,3 MPa bzw. -0,6 MPa behandelt.

2.1.1.2. Isolierung von Kandidaten und Bestdtigung des erwarteten

Phanotyps.

Der Pre-Screen mit pAtHB6::LUC Kontrolllinie brachte wertvolle Hinweise fiir einen Screen nach
in der Osmoregulation gestorten Mutanten. Es sollte darin nach Stress-hypersensitiven
Mutanten gesucht werden, die auf -0,3 MPa osmotisches Potential mindestens so stark
reagierten wie die Kontrolllinie auf ein Stressmedium mit einem osmotischen Potential
von -0,6 MPa. Verwendet wurde in diesem Screen die M2-Generation der mit
Ethylmethansulfonat (EMS) mutagenisierten  pAtHB6::LUC-Pflanzen (mutagenisiertes
Samenmaterial von Dr. A. Christmann bereitgestellt). EMS ruft zufdllige Mutationen in der DNA
zum Beispiel durch Alkylierung von Guanin hervor. Bei der DNA-Replikation wird dann statt
einem Cytosin ein Thymin eingebaut. Dadurch entstehen zahlreiche Punktmutationen von G/C
nach A/T. Der Screen wurde mit der Hilfe der in Kapitel 2.1.1.1. beschriebenen Platten
durchgefiihrt. Die 5 Tage alten Keimlinge wurden mit dem beschriebenen Stressmedium mit
einem osmotischen Potential von -0,3 MPa behandelt. Die Lumineszenz der Keimblatter wurde
nach 18 h Inkubation gemessen und quantifiziert. In Abbildung 5 werden Ergebnisse fiir
unabhdngige EMS-Samenpools dargestellt. Es zeigte sich, dass die meisten Keimlinge einer
dhnlichen Sensitivitdt auf das osmotische Potential von -0,3 MPa reagierten wie der Wildtyp
(Abb. 2-4). In diesen Samenpools wurden putative Mutanten gefunden, die eine Lichtemission
von 1750x103 RLU bzw. 1850x103 RLU zeigten und damit im Bereich der an mit -0,6MPa
gestressten Wildtyp-Keimlingen gemessenen Lumineszenz lagen (Abb. 2-5).

Im diesem Screen wurden insgesamt 92630 Samen der M2-Generation ausgebracht, wovon

81051(87 %) keimten. 46 (~0,06 %) putativen Mutanten wurden gefunden, die den
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erwiinschten Phénotyp zeigten und deutlich hypersensitiv auf den applizierten osmotischen

Stress reagierten. Die putativen Mutanten wurden in die Erde pikiert und amplifiziert.
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Abbildung 2-5: Screen auf in der Osmoperzeption gestérte Mutanten. Der dargestellte Versuch wurde bei einem
osmotischen Potential von -0,3 MPa durgefiihrt. Im Test zweier verschiedener EMS-Samenpools (rote und blaue
Linie) wurden zwei putativen Mutanten gefunden.

Es iiberlebten jedoch nur 25 Mutanten, deren M3-Generation anschlieffend phénotypisch
getestet wurde. Die Hypersensitivitit konnte nur fiir 5 von diesen Mutanten in den nachsten
Generationen bestétigt werden.

In den letzten 20 Jahren wurde die ABA-Signaltransduktion sehr intensiv untersucht, dabei
wurden ihre wichtigsten Komponenten entdeckt und charakterisiert. Allerdings identifizierte
man keine Elemente, die die Rolle eines Osmorezeptors spielen kénnten. Da im vorgestellten
damit gerechnet werden musste, bekannte, an der ABA-Signaltransduktion beteiligte Loci zu
finden, war es wichtig, die gefundenen Mutanten weiter zu charakterisieren. Dabei sollten
spezifisch  die = Mutanten  herausgefunden  werden, deren  Storung in der
Stress-Signaltransduktion upstream von der ABA-Biosynthese und ABA-Antwort liegt und die
ABA-Signalwege auf hypersensitive Weise aktiviert. Das Arbeitsmodell, auf dem die
Charakterisierung der Mutanten basiert, wird in der Abbildung 2-6 dargestellt. Bei Wasserdefizit
wird ein hydraulisches Signal in den Wurzeln induziert (Christmann et al, 2007). Dies sollte
durch einen wunbekannten Osmosensor wahrgenommen werden und weiter zur
ABA-Biosynthese fithren. Dabei wird das osmotische Signal zu einem chemischen Signal
umgewandelt, in diesem Fall wird die Abscisinsdaure gebildet, die anschlief}end die
ABA-Signaltransduktion aktiviert.

Die weitere Analyse der in der Osmoperzeption gestorten Mutanten erfolgte mit Hilfe der

exogenen Zugabe von Abscisinsdaure und der dadurch bewirkten Induktion des

38



Ergebnisse

pAtHB6::LUC-Reporters. Die exogene Abscisinsdure ermoglichte es zwischen upstream- und
downstream- Mutanten zu unterscheiden. Auf Grund des vorgestellten Arbeitsmodells wurde
angenommen, dass die upstream-Mutanten in Gegenwart von exogener ABA eine
Reporterinduktion in vergleichbarem Umfang wie die pAtHB6::LUC-Kontrolllinie zeigen sollten
(Abb.2-6). Hypersensitivitat sollte also nur in Gegenwart von Trockenstress oder osmotischen
Stress zu beobachten sein. In diesem Fall miisste die gesuchte Mutation direkt den
Osmorezeptor oder nah an dem Sensor liegende Komponenten betreffen, die upstream von der
ABA-Antwort liegen. Demzufolge wiirde es in downstream-Mutanten in Gegenwart von exogen
zugeflihrter ABA zu einer hypersensitiven Induktion des Reporters im Vergleich zum Wildtyp
kommen. Die identifizierten Mutanten zeigten alle eine sehr starke Hypersensitivitit in

Gegenwart von ABA und wurden daher als downstream-Mutanten klassifiziert.

osmotischer

exogene ABA
Stress

hydraulisches .’ Osmorezeptor -> cher:nisches -> ABA-Antwort
Signal Signal

upstream downstream

Abbildung 2-6: Darstellung des angewandten Arbeitsmodells. Die identifizierten Mutanten wurden als upstream-
oder downstream-Mutanten klassifiziert.

Parallel wurde ein Screen von Dr. Alexander Christmann und Johanna Berger durchgefiihrt, der
zur Identifizierung von neuen osmo-hypersensitiven Mutanten fiihrte. Die Mutanten wurden
phros (putatively hypersensitive to root-applied osmotic stress) genannt. Eine erste
Charakterisierung dieser Mutanten wurde von Frau Berger vorgenommen, sie wurde nun an
Linien der Folgegeneration iiberpriift. Dazu wurde wiederum die Induktion des Reporters in
Anwesenheit exogener Abscisinsdure untersucht (Abb. 2-7). Die stiarkste Induktion zeigte die
phros 7-Mutante, die einen ABA-hypersensitiven Phdnotyp in Gegenwart der verwendeten
ABA-Konzentrationen aufwies. Interessanterweise zeigte die phros 7 im Vergleich zur Kontrolle
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eine 23-fache Induktion des Reporters in Abwesenheit von ABA, was flir eine Konstitutive
Aktivierung der ABA-Antwort sprechen wiirde. Eine weitere Mutante, phros 3, zeigte bei einer
ABA-Konzentration von 3 pM eine 7-fach starkere Aktivierung des Reporters im Vergleich zum
Wildtyp und wies damit einen Kklar ABA-hypersensitiven Phanotyp auf. Bei einer
ABA-Konzentration von 10 pM war die Aktivitat der phros 3-Mutante dann nur noch 1,4-fach
hoher als die der Kontrolllinie. Die Mutanten hrw2, und phros 53Ig emittierten in Gegenwart von
unterschiedlichen ABA-Konzentrationen die Fluoreszenz mit der gleichen Stirke wie der
Wildtyp und wurden damit in die Gruppe der upstream-Mutanten eingeordnet. phros 26 zeigte
eine schwache ABA-Hypersensitivitit und der Reporter wurde in Gegenwart von 10 pM ABA

2,7-fach im Vergleich zum Wildtyp induziert.

140 4 m pAtHB6::LUC Wildtyp

120 4 ! phros 3
H phros 7

E hrw2
H phros 26
B phros 53lg

Induktionsfaktor
(o]
o

0 0,3 1 3 10
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Abbildung 2-7: Einfluf} von Abscisinsdure auf die ABA-abhdngige Genexpression in hrw2 und phros-Mutanten. Die
pAtHB6::LUC-Reporteraktivitdt wurde bei ABA-Konzentration von 0,3 uM bis 10 pM nach 24 h Induktion gemessen

2.1.1.3.  Histidinkinasen und MSL-Kandle in Arabidospsis thaliana als
mogliche Osmosensoren

Da es moglich schien, dass die in den Kapiteln 1.2.2 und 1.2.3 beschriebenen Histidinkinasen
und MSL-Kanéle eine wichtige Rolle bei osmotischem Stress als eventuelle Osmorezeptoren
spielen konnten, wurde getestet, ob das Verhalten von ahk- und msl Einfach- und
Mehrfachmutanten unter Einwirkung von osmotischem Stress oder von ABA zu dem oben
beschriebenen Arbeitsmodell passen.

Zunichst wurde die Stomataregulation der ahk-Mutanten (Columbia-Okotyp) in Anwesenheit
von Mannit untersucht. Die 3 Wochen alten Pflanzen wurden mit Mannit-Lésungen
verschiedener Konzentration gegossen. Dann wurden 24 Stunden inkubiert und anschlief3end

Epidermispraparate angefertigt. An den Epidermisprdaparaten =~ wurden die
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Stomataoffnungsweite nach 24 Stunden Inkubation gemessen. Die Spaltéffnungsweiten wurden

als Apertur (= Verhaltnis von Spaltbreite zu Spaltlange) gemessen (Abb. 2-8).

0,7 + H Wildtyp

0,6 = O ahk1
B ahk2
0,5 -
B ahk3

W crel

Stomataoéffnungsweite (Apertur)

0 -0,2 0,4 -0,6 -0,8
osmotisches Potential [MPa]

Abbildung 2-8: Stomatadffnungsweiten in Anwesenheit von verschiedenen Mannit-Konzentrationen von Columbia-
Wildtyp (schwarze Balken), ahk1 (weifde Balken), ahk2 (graue Balken), ahk3 (orange Balken) und crel (griine Balken).

Bei einem osmotischen Potential von -0,2 MPa zeigten die Mutanten eine leicht erhdhte
Sensitivitdt im Vergleich zur Kontrolle (Apertur 0,42 bzw. 0,5), allerdings lagen die Unterschiede
innerhalb der Standardabweichung und waren nicht signifikant. Bei einem osmotischen
Potential von -0,8 MPa waren die Stomata von den Mutanten und der Kontrolle mit Aperturen
von 0,039 bzw. 0,045 vollig geschlossen. Bei einem osmotischen Potential von -0,2 MPa
bis -0,8 MPa zeigte also keine der getesteten ahk-Mutanten (ahkl, ahk2, ahk3, crel) einen
Stomataphdnotyp. Da die 24-stlindige Inkubation keine deutlichen Unterschiede bei der
Stomataregulation zwischen dem Wildtyp und den ahk-Mutanten lieferte, wurde die Kinetik der
Stomatareaktion untersucht. Bei osmotischem Stress von -0,2 MPa zeigte sich, dass die
Kurzzeiteffekte (0 bis 120 min) auf die Offnung der Stomata sich nicht zwischen dem Wildtyp
und ahk-Mutanten unterschieden, wobei die Regulation der Stomataporen deutlich zu sehen war
(Abb. 2-9 A). Nach 30 Minuten Stress lag die Apertur bei 0,25, wahrend 2-stiindige Inkubation
zum kompletten Schliefden der Stomata fiihrte (Apertur ca. 0,03). Nach 24 Stunden Inkubation
wurde eine teilweise Wiederéffnung der Stomata in Anwesenheit von osmotischem Stress
beobachtet, so betrug die Stomatadffnungsweite ca. 0,4 (Kontrolle ca. 0,55). Anchliefiend wurde
die Kinetik der Stomataregulation bei osmotischem Stress von -0,4 MPa getestet (Abb. 2-9 B). Es
zeigte sich, wie erwartet, dass die Schlief3zellen schneller als bei osmotischem Stress
von -0,2 MPa den Turgor verloren und nach 30 Minuten Inkubation lag die Apertur bei 0,07.
Eine weitere Stressbehandlung fithrte zum voélligen Schlieffen von Stomataporen und die
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Apertur lag nach 120 min bei osmotischem Stress von -0,4 MPa bei 0,01. Nach 24 Stunden wurde
erneut eine Wieder6ffnug beobachtet, wobei die Apertur betrug nur ca. 50 % der Kontrolle und

lag bei 0,27.
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Abbildung 2-9: Die Kinetik der Stomataregulation vom Wildtyp und ahkl, ahk2, ahk3 und crel-Mutante bei
osmotischem Stress von -0,2 MPa (A) bzw -0,4 MPa (B).

Anschlieffend wurde die Stomatareaktion der ahk-Mutanten auf die Gegenwart von
Abscisinsdure untersucht. Die Epidermispraparate wurden dazu in einem MES-KOH-Puffer fiir 3

Stunden bei unterschiedlichen ABA-Konzentrationen inkubiert (siehe Material und Methoden)
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Die Stomatadffnungsweite lag in Anwesenheit von 10 pM ABA bei ca. 0,15 und unterschied sich
damit deutlich von der Apertur in Abwesenheit inkubierten Proben (Apertur ca. 0,5). Es zeigte
sich, dass ABA zum Stomataschluss fiihrte, jedoch die ahk1, ahk2, ahk3 und crel-Mutante weder

hypersensitiv noch insensitiv auf ABA reagierten (Abb. 2-10).

0,7 4 H Wildtyp
0,6 - O ahk1
0,5 - B ahk2

B ahk3

M crel

Stomataoéffnungsweite (Apertur)

0,3
0,2 4
0,1 4
0 -
0 0,3 1 3 10
ABA (uM)

Abbildung 2-10: Einfluss der Abscisinsdure auf Spaltdffnungsweiten von Columbia-Wildtyp (schwarze Balken), ahk1
(weifde Balken), ahk2 (graue Balken), ahk3 (orange Balken) und crel (griine Balken). Die Epidermispraparate wurden
fiir 3 Stunden in Abwesenheit von ABA bzw. in Gegenwart verschiedener ABA-Konzentrationen inkubiert.

Als Nachstes wurde die Stomatareaktion der msl-Mutanten getestet. In diesem Versuch wurden
die Mehrfachmutanten msl9-10-, msl4-5-6- und msl4-5-6-9-10- verwendet. Zunachst wurde der

Einfluss von Mannit in unterschiedlichen Konzentrationen untersucht.
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Abbildung 2-11: Mannit-abhédngige Regulation der Stomataaperturen in Columbia-Wildtyp (schwarze Balken), msl9-
10- (weifde Balken), msi4-5-6- (graue Balken) und msi4-5-6-9-10- (orange Balken).
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Bei einem osmotischen Potential von -0,2 MPa lag die Spalt6ffnungsweite fiir Wildtyp und
msl4-5-6-9-10--Mutante bei 0,48 bzw. 0,4, wahrend die Doppel- und Trippel-Mutante beinahe
keinen Effekt zeigten und deren Apertur bei 0,48 bzw. 0,44 lag. Generell zeigte bei einem
osmotischen Stress von -0,2 MPa bis -0,8 MPa nur die msl4-5-6-9-10--Mutante ein leicht
sensitiveres Verhalten als die Kontrolle (Abb. 2-11). In diesem Versuch zeigte sich somit die
tiberlappende Funktion der getesteten MSL-Kandle. Der stirkste Unterschied zwischen
Kontrolle und 5-fach Mutante war bei einem osmotischen Potential von -0,8 MPa zu sehen und
die Stomata6ffnungsweite lag hier bei 0,1 (Wildtyp) bzw 0,02 (5-fach Mutante). Es ist wichtig zu
erwdhnen, dass solch geringfiigige Unterschiede in Stomataexperimenten fiir eine nicht
signifikante Rolle der MSL-Kanaile als Osmosensoren sprechen. AnschliefRend wurde die Kinetik
der Stomataregulation von Mehrfachmutanten msl9-10-, msl4-5-6- und msl4-5-6-9-10-in Gegenwart
von osmotischem Potential untersucht. Nach einer 30-miniitigen Behandlung zeigten bei
osmotischem Stress von -0,2 MPa sowohl der Wildtyp als auch die getesteten msi-Mutanten eine
Reduktion der Spaltoffnungsweite, die ca. 0,27 betrug (Abb. 2-12 A). Allerdings zeigten sich
keine Unterschiede, die fiir eine Storung in der Osmostress-Perzeption von msl-Mutanten
spechen konnte. Eine weitere Inkubation induzierte das Schliefen und die Apertur von
Stomataporen lag nach 120 Minuten bei 0,03, wobei eine Wiederdffnung nach 24 Stunden Stress
zu sehen war, bei der die Apertur ca. 0,48 betrug. Osmotischer Stress von -0,4 MPa beeinflufdte
sie Schliefdzellen deutlich starker nach 30 Minuten induzierte fast ein komplettes Schlief3en von
Stomataporen (ca. 0,09). Die Apertur von wiedergeoffneten Spaltéffnungweiten lag nach 24

Stunden bei ca. 0,28 (Abb. 2-12 B).
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Abbildung 2-12: Die Kinetik der Stomataregulation vom Wildtyp und msl-Mehrfachmutanten bei osmotischem Stress
von -0,2 MPa (A) bzw -0,4 MPa (B).
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Als Letztes wurde die Reaktion der Stomata von msl-Mutanten auf ABA untersucht. Wieder
wurden die Epidermispédparate mit verschiedenen ABA-Konzentrationen behandelt und nach

24 h die Aperturen gemessen.
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Abbildung 2-13: ABA-abhdngige Regulation der Stomatadéffnungsweiten in Columbia-Wildtyp (schwarze Balken),
msl9-10- (weifse Balken), msi4-5-6- (graue Balken) und msl4-5-6-9-10- (orange Balken).

Es zeigte sich, dass die msl-Mutanten wie der Wildtyp ihre Stomata in Abhéngigkeit von der
Konzentration der angebotenen ABA-Losung schliefden. Allerdings wiesen sie keinen
ABA-Phénotyp auf. Es wurden keine Unterschiede wurden zwischen Wildtyp und Mutanten
beobachtet (Abb. 2-13). Bei einer ABA-Konzentration von 10 pM lag die Apertur von Wildtyp
und Mutanten einheitlich bei ca. 0,13. Da nach den in diesem Kapitel vorgestellten Analysen an
ahk- und msl-Mutanten sowohl die untersuchten Histidinkinasen als auch die bearbeiteten MSLs
nicht als Osmosensor wirken, erschien die Suche nach neuen in der Osmoperzeption gestorten
Mutanten als erfolgversprechender Weg zur Aufklarung der hydraulischen Signalkaskade in

Arabidopsis thaliana.
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2.1.2. Charakterisierung der hrw2 -Mutante
2.1.2.1. Reporterexpression in Keimlingen

Da der durchgefiihrte Screen und die vorlaufige Analyse bewiesen, dass die hrwZ2-Mutante den
gewlinschten Phanotyp besaf}, wurde sie als der beste Kandidat zur weiteren Charakterisierung
ausgewahlt. Zunachst wurde die Mutante 2-mal mit dem pAtHB6::LUC- Wildtyp zuriickgekreuzt
und die homozygoten Pflanzen selektiert. Anschliefend wurde der Phanotyp mit Hilfe der ABA-
abhingigen Reporterexpression in Sprossen der hrw2-Keimlinge bestitigt. Die 5 Tage alten
Keimlinge wurden bei einem osmotischen Potential von 0 MPa bis -0,8 MPa exponiert (Abb.
2-14), wobei 0 MPa das MS-Medium bedeutete und in diesem Versuch als Kontrolle diente. Alle
Werte wurden mit der Reporteraktivitit des pAtHB6::LUC-Wildtyps bei einem osmotischen
Potential von 0 MPa verglichen (Induktionsfaktor=1). Bei einem osmotischen Potential
von -0,2 MPa reagierte die Mutante deutlich hypersensitiv und zeigte 12-fach stirkere
Reporteraktivierung als der Wildtyp, wahrend bei -0,4 MPa die ABA-abhéngige Induktion des
Reporters 12,7-fach hoher war als im Wildtyp. Die starkste Lumineszenz zeigte die
hrw2-Mutante bei einem osmotischen Potential von -0,6 MPa, das den Reporter 17-fach
effektiver aktivierte als in der pAtHB6:LUC-Kontrolllinie. Uberraschenderweise wurde der
Reporter bei einem osmotischen Potential von -0,8 MPa schwacher aktiviert und zeigte eine nur
6-fach starkere Induktion im Vergleich zum Wildtyp. Diese Ergebnisse liefden sich mehrfach

reproduzieren.
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Abbildung 2-14: Darstellung der Lumineszenz im Spross der 18 h mit Mannit gestressten pAtHB6::LUC-Wildtyp bzw.
hrw2-Keimlinge.

Anschlieffend wurde die Reporteraktivierung der Sprosse der riickgekreuzten Linie in

Gegenwart von verschiedenen ABA-Konzentrationen untersucht. Nach einer 2-tdgigen Lagerung
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bei 4°C wurden die Samen fiir 5 Tage in einem fliissigen MS-Medium (siehe Material und
Methoden) mit Schiitteln bei 23 °C inkubiert. Die entsprechenden Mengen an ABA wurden
zugegeben und nach 24 Stunden der Inkubation wurde die Lumineszenz der Keimlinge

gemessen. Die ABA-abhingige Reporteraktivitat wird in Abbildung 2-15 dargestellt.
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Abbildung 2-15: Die LUC-Aktivitidt der mit ABA in fliissigem MS-Medium inkubierten Keimlinge. Die Lumineszenz
wurde nach 24 h Inkubation mit einer CCD-Kamera gemessen.

Die Reporteraktivitit des Wildtyps in Abwesenheit von der Abscisinsdure wurde auf eins gesetzt
und als Kontrolle bestimmt. Die Grundaktivitit der hrwZ2-Mutante lag bei 0,8-fach der
Kontrollaktivitit. Es zeigte sich, dass bei einer ABA-Konzentration von 0,3 pM die hrw2-Mutante
und der Wildtyp vergleichbare Reporteraktivitit erwiesen (Induktion 1,7-fach bzw. 1,9-fach).
Bei ABA-Konzentrationen von 1 pM und 3 pM zeigten sich geringe Schwankungen der
Reporteraktivitat, die innerhalb der Standardabweichung lagen. Bei einer ABA-Konzentration
von 10 pM wurden die grofditen Aktivitdtsunterschiede beobachtet, wobei die Mutante nur
1,5-fach den Wildtyp tbertraf. Die Reporterexpression der einem osmotischen Stress
beziehungsweise ABA exponierten Keimlinge bestdtigte den gewiinschten Phanotyp der

hrw2-Mutante.

2.1.2.2. Reporterexpression in Protoplasten

Die weitere Analyse der hrw2-Mutante erfolgte mit Hilfe des Protoplastensystems. In diesem
Versuch wurden die hrw2- und Wildtyp-Protoplasten mit pRD29B::LUC- und
358::GUS-Konstrukten transfiziert. pRD29B::LUC ist ein ABA-induzierbares Konstrukt, wahrend
358::GUS konstitutiv aktiv wirkt und als eine interne Kontrolle der Transfektionseffizienz
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verwendet wird. Anschlieffend erfolgte eine 18-stiindige Inkubation in Gegenwart von
verschiedenen ABA-Konzentrationen. Das Aktivierungsmuster des Reporters wird in der

Abbildung 2-16 dargestellt.
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Abbildung 2-16: Einfluf} von ABA auf die ABA-abhdngige Genexpression in Protoplasten. Die Wildtyp- und hrw2-
Protoplasten wurden mit pRD29B::LUC und 35S::GUS transfiziert. Die Induktion in Gegenwart von ABA wurde nach 18
h Inkubation gemessen. Jeder Datenpunkt reprasentiert 3 unabhéngige Experimente.

Die Reporteraktivitit in Wildtyp-Protoplasten wurde in Abwesenheit von der Abscisinsiure auf
eins gesetzt. Bereits bei einer ABA-Konzentration von 0,3 pM zeigten die hrw2-Protoplasten
leichte ABA-Hypersensitivitit der Genexpression im Vergleich zum Wildtyp (Induktion 5,7-fach
bzw. 3,6-fach). In Anwesenheit von 1 pyM ABA wurde die Reporterexpression der Mutante
1,3-fach starker induziert im Wildtyp, bei ABA-Konzentration von 3 pM, 10 uM und 30 pM ca.
1,5-fach starker. Der Protoplastenversuch zeigte eine nur geringe ABA-Hypersensitivitat der
Reporterexpression in der hrw2-Mutante, die durch die Abwesenheit der Zellwand verursacht

sein konnte.

2.1.2.3. Stomataoffnung

Anschlieféend wurde die physiologische Analyse durchgefiihrt, in der die ABA-Antwort von
ABA-regulierten physiologischen Prozessen in der Mutante untersucht wurde. Als Erstes wurde
die Regulation der Schlief3zellen in Anwesenheit von osmotischem Stress untersucht. Unter
Trockenstress besitzen die Pflanzen die Fahigkeit, die Stomata zu schliefien, um die
Wasserverluste zu minimieren. Die 3 Wochen alten Pflanzen wurden mit einem Stressmedium
von -0,1 MPa bis -0,3 MPa behandelt. Nach 24 Stunden der Inkubation wurden

Epidermispraparate  fotografiert und die  Spaltéffnungsweiten  gemessen. Die
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Spaltoffnungsweiten wurden als Apertur (das Verhdltnis von Spaltbreite zu Spaltldnge) in der

Abbildung 2-17 dargestellt.
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Abbildung 2-17:Einfluff von Mannit auf die Stomatadffnungsweite. Die 3 Wochen alten Planzen wurden mit
verschiedenen Mannit-Konzentrationen behandelt, die Apertur wurde nach 24-stiindiger Inkubation gemessen.

Es zeigte sich, dass die hrw2-Mutante keinen deutlich hypersensitiven Stomataphanotyp
aufwies. Die Mutante war zwar fahig, die Schliefszellen zu regulieren, unterschied sich aber
dabei nicht vom Wildtyp. Bei einem osmotischen Potential von -0,3 MPa waren die Spalten
sowohl des Wildtyps als auch der Mutante beinahe vollig geschlossen (Apertur 0,19 bzw. 0,15).

Danach wurde die Stomatareaktion in Gegenwart von Abscisinsdure untersucht. Die
Epidermispraparate wurden dazu in einem MES-KOH-Puffer fiir 3 Stunden in Anwesenheit von
ABA inkubiert (siehe Material und Methoden). Die Abscisinsaure induzierte in dieser Zeit, wie

erwartet, das Schliefien der Spalten (Abb. 2-18).
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Abbildung 2-18: Stomatadffnungsweiten von pAtHB6::LUC-Wildtyp (schwarze Balken) und hrw2 (weifie Balken)
Schlief3zellen in Anwesenheit von Abscisinsédure.

Bei ABA-Konzentrationen von 1 pM und 3 uM wurden die Spaltéffnungsweiten von der Mutante
und dem Wildtyp auf ca. 0,43 reduziert. Bei einer ABA-Konzentration von 10 pM schien hrw2
leicht ABA-sensitiver im Vergleich zur Kontrolle zu sein (0,27 bzw. 0,37). Das Regulationsmuster
der Schliefézellen in der hrw2-Mutante steht in Einklang mit dem in dieser Arbeit
vorgeschlagenen Arbeitsmodell (Abb. 2-6) und zeigte einen Wildtyp-dhnlichen Phanotyp der

Mutante.

2.1.2.4. Keimung

Als weiterer physiologischer Prozess wurde die Keimung der hrw2 in Gegenwart von
Abscisinsdure analysiert. Als Kontrolle wurden die Samen von pAtHB6::LUC- Wildtyp verwendet.
Die Samen wurden auf ABA-haltigen Platten ausgebracht, 2 Tage lang bei 4°C gelagert,
anschliefend fiir 3 Tage bei 23°C inkubiert und danach ausgewertet. hrw2 reagierte bei allen
getesteten ABA-Konzentrationen mit dem Wildtyp vergleichbar (Abb. 2-19). Die Inhibierung der
Keimung stieg proportional zu den angewandten ABA-Konzentrationen an. Die Keimungsrate
der hrwZ-Mutante liefd sich nicht deutlich von der Kontrolle unterscheiden und lag in

Anwesenheit von 10 uM ABA bei 17 % (hrw2) bzw. 15 % (Wildtyp) (Abb. 2-19).
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Abbildung 2-19: Keimung der Samen von pAtHB6::LUC-Wildtyp (schwarze Balken) und hrw2 (weifie Balken) (n >
100) in Anwesenheit von ABA. Die Samen wurden fiir 3 Tage bei 23°C inkubiert, anschliefen wurde der Versuch

ausgewertet.

Anschliefdend wurde die Keimung der hrw2-Mutante auf Mannit-haltigem Medium untersucht.
Es zeigte sich, dass die osmotischen Potentiale von -0,2 bis -0,6 MPa keinen Einfluss auf die

Keimung des Wildtyps und der Mutante hatten (Abb. 2-20).
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Abbildung 2-20: Keimung von pAtHB6::LUC-Wildtyp (schwarze Balken) und hrw2 (weifde Balken) Samen (n > 100) in
Anwesenheit von verschiedenen osmotischen Potentialen nach einer 3-tigigen Inkubation bei 23°C.

Bei einem osmotischen Potential von -0,8 MPa wurde dagegen eine starke Inhibierung

beobachtet und die Keimungsrate des Wildtyps und der Mutante lag bei 27 % bzw. 32 %.
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2.1.2.5. Wurzelwachstum

Aufler der Reporteraktivitit der Keimlinge fiihrte keiner der durchgefiihrten Versuche zur
Identifizierung eines osmohypersensitiven Phanotyps in hrw2. Als Nachstes wurde der Einfluf
von osmotischem Stress auf die Wurzellinge der hrw2-Mutante untersucht. Die 5 Tage alten
Keimlinge wurden auf ein Mannit-haltiges Medium umgesetzt und fiir 3 Tage inkubiert.

Anschliefsend wurde die Wurzelldnge gemessen und in der Abbildung 2-21 dargestellt.
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Abbildung 2-21: Wurzelwachstum von Keimlingen des Wildtyps (schwarze Balken) und von hrw2 (weif3e Balken)
Keimlingen (n > 100) in Anwesenheit von Mannit-Stress. Die 5 Tage alten Keimlinge wurden auf Medium mit
verschiedenen Mannit-mengen umgesetzt und nach 3-tagiger Inkubation gemessen

In diesem Experiment zeigte sich, dass ein osmotisches Potential von -0,2 MPa induzierend auf
das Wurzelwachstum wirkte und die Wurzelldngen des Wildtyps und der Mutante bei 135 %
bzw. 132 % lagen. Bei einem osmotischen Potential von -0,4 MPa war ein geringer Unterschied
in der Wurzellange (ca 12 %) zwischen dem Wildtyp und der hrwZ2 zu sehen (103 % bzw. 91 %),
wahrend bei osmotischen Potentialen von -0,6 MPa und -0,8 MPa kein hypersensitiver Phanotyp
der Mutante im Vergleich mit der Kontrolllinie beobachtet wurde und die Wurzelldangen bei
57% und 30 % lagen. AnschlieRend wurde das Wurzelwachstum in Anwesenheit von
Abscisinsdure getestet. Die ABA-Konzentration von 0,3 uM induzierte das Wurzelwachstum der
Kontrolle und die Wurzelldnge lag bei 123 %, wahrend das Wachstum der Mutante zu 91 %

inhibiert wurde (Abb. 2-22). Der Versuch wurde mehrmals wiederholt.
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Abbildung 2-22: Wurzelwachstum der Keimlinge von Wildtyp (schwarze Balken) und hrw2 (weifde Balken) (n > 100)
in Anwesenheit von Abscisinsaure.

Bei einer ABA-Konzentration von 1 pM wurde das Wurzelwachstum des Wildtyps und der
Mutante auf ca. 83 % reduziert, bei Konzentrationen von 3 uM und 10 puM wurden Wurzellangen

von ca. 64 % bzw. 48 % der Kontrolle erreicht.

2.1.3. Positionelle Klonierung von hrw2

2.1.3.1.  Physikalische und genetische Karte des Mutanten-Locus

Die hrw2-Mutante wurde aus einem EMS-Screen auf Grund ihrer Osmohypersensitivitat isoliert.
Zur positionellen Klonierung wurde hrw2, die im pAtHB6:LUC-Columbia-Okotyp
(Col, pAtHB6::LUC) generiert wurde, mit dem Landsberg erecta-Okotyp (Ler) gekreuzt. Dann
wurde die Co-Segregation von genetischen Markern und dem gegeniiber osmotischem Stress
hypersensitiven Phadnotyp in der Tochtergeneration untersucht. Die F;-Pflanzen, die einen
osmohypersensitiven Phdnotyp zeigten, wurden in Erde pikiert. AnschliefRend wurde die
Fs-Generation phanotypisch getestet und die genomische DNA isoliert. Fiir diese Kartierung
wurden insgesamt 97 F3-Linien, aus 97 individuellen F,-Pflanzen, selektiert und genotypisiert.
Der Genotyp der Marker wurde mit dem Phanotyp der isolierten Pflanzen verglichen. Da es sich
bei der hrw2Z-Mutante um eine rezessive Mutation handelt, mussten die Pflanzen mit dem
hypersensitiven Phanotyp fiir den hrw2-Locus homozygot sein. Da, wie erwdhnt, die hrw2 im
Columbia-Okotyp erzeugt und mit dem Ler-Okotyp gekreuzt wurde, mussten die F»-Pflanzen, die
den osmohypersensitiven Phanotyp zeigen, an der Stelle des hrwZ2-Locus homozygot fiir
Columbia sein und der Reporter musste mit der Mutation Co-Segregation zeigen. Je ndher ein
Marker an der Mutation lag, desto weniger traten an diesem Locus rekombinante Pflanzen

(Pflanzen, die trotz des hypersensitiven Phenotyps auch die Ler-Sequenz zeigten) auf. Durch die
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genomische Kartierung konnte die Mutation nah am Telomer des langen Armes von
Chromosom I auf ein ca. 240 kb grofdes Intervall zwischen den zwei Markern Chr1_0,52 Mb und

Chr1_0,76 Mb eingegrenzt werden (Abb. 2-23).

Rekombinanten -2 +1 +3 +5
Marker Chri_0,52 Mb Chri_0,76 Mb  Chrl_1,09 Mb Chri_1,25 Mb
Chromosom |

Abbildung 2-23: Kartierungsintervall der hrw2-Mutante. Dargestellt sind sowohl die in dieser kartierung genutzten
Marker als auch die Zahle der mit diesen Markern gefundenen Rekombinanten

2.1.3.2. ldentifizierung der Punktmutation via whole genome sequencing

strategy

Da mit der vorhandenen Mapping-Population eine weitere Feinkartierung des Mutanten-Locus
nicht moglich war, die Suche nach weiteren, dafiir geeigneten Rekombinanten aber sehr
zeitaufwendig  gewesen  wire, wurde das Intervall im Rahmen einer
Gesamtgenom-Sequenzierung sequenziert. Die Analyse wurde im Labor von Dr. Tim-Matthias
Strom am Helmholtz-Zentrum Miinchen durchgefiihrt. Dort wird routinemafdig mit dem
Illumina-sequencing-by-synthesis Approach gearbeitet. In dieser Sequenziertechnik werden
fragmentierte Stiicke der genomischen DNA zunichst mit Oligonucleotid-Adaptern versehen
und dann zusammen mit sogenannten Capture Oligos auf einer planaren, optischen Oberflache
(Flow Cell) immobilisiert. Die Capture Oligos sind komplementar zu den Adaptorsequenzen am
freien DNA-Fragmentende und hybridisieren damit zu Beginn eines jeden Zyklus der nun
durchgefiihrten Festphasen-PCR. Sie dienen in dieser PCR, die auch als Briicken-PCR bezeichnet
wird, als Primer. Die Festphasen-PCR wird nun so lange fortgesetzt, bis Cluster mit jeweils ca.
1000 Kopien eines DNA-Fragments entstanden sind. Die Sequenzierung der generierten Cluster
erfolgt durch die Replikation des komplementdren Strangs mit reversiblen
Farbstoff-Terminatoren. Dieses sind Desoxynukleotide, die ein Fluorophor und eine
Blockierungsgruppe tragen. An die 4 Nukleotide sind jeweils unterschiedliche Fluorophore
gebunden. Da die Blockierungsgruppe die DNA-Synthese abbricht, wird pro Zyklus nur eine Base
eingebaut und mittels Fluoreszenz-Mikroskopie fiir jeden Cluster abgelesen. Im Anschluss wird
das Fluorophor und die Blockierungsgruppe von dem Nukleotid abgespalten, was die nachste
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Base fiir den anschlieflenden Zyklus wieder zugdnglich macht. Die Genom-Analyse der
hrw2-Mutante zeigte 4 Punktmutationen im 240 kb grofien Zielintervall, sie werden in der
Tabelle 2-1 zusammengestellt. Da es nicht sicher war, um welche Mutation es sich in der hrw2
handelte, wurde auf Grund im Netz verfiigbarer Informationen entschieden, sich zunichst
besonders mit dem Gen At1g03060 zu beschaftigen. Saedler et al. (2009) zeigten, dass der Locus
das WD40/BEACH-Domanen-Protein SPIRRIG kodiert, das eine starke Homologie zu einer
Komponente (LvsA) der kontraktilen Vakuolen in Dictyostelium zeigt. Dieser Befund implizierte,

dass SPIRRIG eine wichtige Rolle in Osmoregulation der Pflanzen spielen konnte.

Tabelle 2-1: Die im kartierten 240 kb-grof3en Intervall bei der Genomaequenzierung gefundenen Mutationen und ihr
Einfluf auf die Aminosduresequenz der betroffenen Gene.

Position Gen Mutation Aminosdureaustausch
Chr1:614182 C>T
Chr1:675373 At1g02970 C>T 944 Ser315Leu
Chr1:713556 At1g03060 C>T 10221 Trp3407STOP
Chr1:743687 At1g03090.1 cC>T 2111 Ser704Leu
At1g03090.2 C>T 2171 Ser724Leu

In hrw2 wurde die Mutation eines Cytosins zu einem Thymin des antisense-Stranges identifiziert,
dadurch wurde in der Aminosauresequenz Trp34%7 zu einem Stopcodon. Die Mutation befindet

sich in der Position 10221 im letzten Exon (Abb. 2-24).

hrw2
START

Abbildung 2-24: Die Struktur des Genes At1g03060. Die Exons wurden als Balken und die Introns als Strang dargestellt. Die hrw2-
Mutation befindet sich im letzten Exon an der Position 10221 (weifdes Dreieck).

Die Mutation laf3t sich in verschiedenen Kreuzungslinien schnell und einfach mit Hilfe eines
CAPS-Markers nachweisen (Abb. 2-25A). Durch den Basenpaaraustausch von G zu A zwischen
dem Wildtyp und der Mutante des sense-Stranges entstand eine Bglll Schnittstelle (AGATCT) in
der hrw2 Sequenz, wahrend es im Wildtyp keine entsprechende Schnittstelle (AGGTCT) gibt
(Abb. 2-25A). Die Mutation enthaltende Fragmente mit der Grofle von 817 bp wurden
amplifiziert, mit Bglll verdaut und auf einem 2 % Agarosegel aufgetrennt. Das hrw2
PCR-Produkt liefs sich schneiden, dabei waren auf dem Gel 2 Banden mit der Gréfie von 220 bp

und 597 bp deutlich zu sehen (Abb. 2-25B).
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A Bglil-Verdau

WT .. TCATCATATGGGATCTCAGTTCATTG... 817 bp

hrw2 .. TCATCATATGAGATCTCAGTTCATTG... 597 bp + 220 bp

100 bp —>

Wildtyp  hrw2

Abbildung 2-25: A, ein Basenpaaraustauch zwischen dem Wildtyp und der Mutante generiert eine BgliI-Schnittstelle
in der hrw2 Sequenz (fett hervorgehoben). Uber die mutierte Position hinweg wird mittels PCR ein 817 bp langes
Fragment amplifiziert. B, die mit Bglll verdauten Wildtyp- und hrw2-PCR-Produkte auf einem 2 % Agarosegel
getrennt.

2.1.4. Phanotypischer Vergleich zwischen spirrig- und hrw2-Mutante

Da Saedler et al. (2009) zeigten, dass zwei rezessive Allele des SPIRRIG-Locus spi-11 (frithes
Stopcodon) und spi-12 (spates Stopcodon) zu einem Phdnotyp mit kiirzeren und diinneren
Trichomen fithren (Abb. 2-26C, 2-26D), wurde die hrwZ-Mutante auf diesem Phanotyp hin
untersucht. Es zeigte sich, dass auch hrwZ morphologisch verdanderte Trichome besitzt (Abb.
2-26E), was als ein spi-dhnlicher Phanotyp bezeichnet werden kann. Anschliefdend wurde hrw2
mit spi-11 und spi-12 (Ler Okotyp) gekreuzt und die Fi-Generation analysiert. Die Fi-Pflanzen
zeigten den Trichom-Phanotyp (Abb. 2-26F, 2-26G) womit hrw2 allelisch zu spi-11 und spi-12 ist.
Die spi-Mutanten wurden anschliefSend mit pAtHB6::LUC-Wildtyp Columbia gekreuzt und die
jeweilige Fi getestet. Die spi-11 und spi-12 Mutationen wurden durch jeweils ein Wildtyp-Allel
komplementiert (Abb. 2-26H, 2-26I).
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Abbildung 2-26: Vergleich des Trichom-Phénotyps zwischen Columbia-Wildtyp (pAtHB6::LUC) (A), Ler-Wildtyp (B),
spi-11 (C) spi-12 (D), hrw2 (E), F1 spi-11 x hrw2 (F), F1 spi-12 x hrw2 (G), F1 pAtHB6::LUC x spi-11 (H) und F:
pAtHB6::LUC x spi-11 (I).
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2.2.  Biochemische Vorstufen und Katabolite der Abscisinsdure
2.2.1. Physiologische Aktivitat von ABA-Vorstufen und Kataboliten
2.2.1.1.  Regulation von Keimung, Wurzelwachstum und Spaltéffnungen

Zunichst wurden die Effekte von biochemischen Vorstufen (Xanthoxin, ABA-Aldehyd,
ABA-Alkohol) und Metaboliten der ABA (7‘-OH ABA, PA, neoPA, ABA Glucose-Ester) auf
Keimung, Wurzelwachstum und Stomataregulation in Arabidopsis thaliana untersucht. Anstelle
der chemisch instabilen 8 und 9‘ hydroxylierten Katabolite wurden die stabilen 8‘- und

9'-OH-Tetralone verwendet (Abb. 2-27).

Tetralon-ABA 8-OH-Tetralon-ABA R = OH, R> = H
9'-0H-Tetralon-ABA R" = H, R* = OH

Abbildung 2-27: Die Struktur von synthetischen ABA Tetralonen. 8‘- und 9‘-OH-Tetralone sind stabile Formen von 8'-
und 9°-OH ABA-Kataboliten

Die Keimungsversuche wurden mit Samen von Landsberg erecta und abil-1 durchgefiihrt. Die
abil-1 Mutante (abscisic acid insensitive 1-1) tragt eine dominante Mutation und zeigt
ABA-Insensitivitat in Keimungsversuchen (Wu et al, 2003). Diese Punktmutation verhindert so
die Bindung der PP2C ABI1 an das RCAR-Protein und verhindert die Bildung des aktiven
Rezeptorkomplexes (Ma et al, 2009; Park et al, 2009). In den Keimungsversuchen wiesen die
ABA-Vorstufen eine gleichwertige Aktivitidt zur Abscisinsdure auf und inhibierten die Keimung
der Wildtyp-Samen bei einer Konzentration von 3 pM fast zu 100 % (Abb. 2-28). Die Katabolite
7‘-OH ABA, PA und neo PA waren in diesem Versuch nicht aktiv. ABA Glucose-Ester (ABA GE)
zeigte 85 % Inhibierung. 8‘-OH/9'-OH Tetralone hemmten die Keimung signifikant, waren aber
nicht so aktiv wie ABA und reduzierten die Keimung auf 34 % bzw. 20 %. Die abi1-1 Mutante
reagierte insensitiv auf ABA, Vorstufen und Katabolite. Die ABA-Vorstufen zeigten
liberraschenderweise starkere Aktivitat als Abscisinsaure. Xanthoxin reduzierte die Keimung auf
11,5 %, ABA-Aldehyd auf 18 %, ABA-Alkohol auf 23,3 %, Abscisinsdure dagegen nur auf 63 %
(Abb. 2-28).
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Anschlieffend wurde die Regulation der Schlief3zellen analysiert. Dazu wurden
Epidermispraparate der 3 Wochen alten Ler und abil-1 Pflanzen verwendet (siehe 4.1.7). Nach
der Zugabe von ABA, ABA-Vorstufen und ABA-Metaboliten wurden die Spaltéffnungsweiten
gemessen. Sowohl ABA als auch ABA-Vorstufen regulierten die Offnung der Ler SchlieRzellen
und zeigten keinen oder nur einen minimalen Einflufd auf die Schlief3zellen der abil-1 Mutante
(Abb. 29). Aufier 8‘- und 9‘-OH Derivaten, die einen deutlichen Spaltenschlufs mit 0,61 bzw. 0,43

induzierten, zeigte keiner der ABA-Katabolite eine Fahigkeit die Schlief3zellen zu regulieren.
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Abbildung 2-28: Keimung von Ler (schwarze Balken) und abil-1 (weifle Balken) Samen (n > 100) in Anwesenheit
von ABA, ABA-Vorstufen, ABA- Kataboliten und ABA-GE bei einer Konzentration von 3 pM. 9‘-OH Tetralon ABA und 7*-
OH ABA waren razemisch.
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Abbildung 2-29: Stomata6ffnung von Ler (schwarze Balken) und abi1-1 (weife Balken) SchliefRzellen in Anwesenheit
von 3 M ABA, ABA-Vorstufen und Kataboliten. 9‘-OH Tetralon ABA und 7'-OH ABA waren razemisch.
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Abbildung 2-30: Wurzelwachstum von Ler (schwarze Balken) und abi1-1 (weifde Balken) Keimlingen (n > 100) in
Anwesenheit von 3 uM ABA, ABA-Vorstufen und Kataboliten. Die 5-Tage alten Keimlinge wurden auf Medium mit
ABA-Derivaten umgesetzt und nach der 3-tagigen Inkubation gemessen. 9‘-OH Tetralon ABA und 7‘-OH ABA waren
razemisch.

Die getesteten Substanzen zeigten einen zu der Regulation der Schliefdzellen dhnlichen Einfluf3
auf das Wurzelwachstum der 5 Tage alten Keimlinge (Abb. 2-30). Die ABA-Vorstufen inhibierten

das Wurzelwachstum vergleichbar zur Abscisinsaure auf 35-40 %. ABA-Katabolite waren
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dagegen kaum aktiv und nur 9‘-OH-Tetralon-ABA und ABA-GE inhibierten das Wachstum auf
58 % bzw. 73 %. Die abil-1 Mutante erwies sich als deutlich insensitiv gegen alle untersuchten
Chemikalien. Die maximalle Hemmung betrug in diesem Fall 13 % in Anwesenheit von neoPA.
ABA-Katabolite zeigten ein tbereinstimmendes Aktivititsmuster in allen drei Experimenten.
9‘-OH-Tetralon-ABA und ABA-GE inhibierten die Keimung mit 80 % bzw. 85 % und hatten keine
Auswirkung auf Wurzelwachstum und Regulation der Schlief3zellen bei einer Konzentration von
3 uM.

Die beobachtete Bioaktivitat der ABA-Vorstufen warf die Frage auf, ob diese Substanzen direkt
als Effektoren der ABA-Signaltransduktion wirken kénnen, oder ob sie in vivo zuerst zur ABA
konvertiert werden miissen. Um diese Frage zu beantworten, wurde ein Keimungsversuch mit
den Samen der in der ABA-Biosynthese gestorten Mutanten abaZ2-1 und aba3-1 durchgefiihrt.
Die aba2z-1 Mutante hat einen Defekt in einer kurzkettigen Alkohol-Dehydrogenase, dadurch
kann Xanthoxin nicht zu ABA-Aldehyd konvertiert werden (Nambara & Marion-Poll, 2005). Fiir
die Funktionalitat der ABA-Aldehyd-Oxidase (AAO3) ist die durch ABA3 sulfurylierte Form eines
Molybdan-Cofaktors erforderlich (Xiong et al, 2001). Die aba3-1 Mutante ist nicht in der Lage
diesen Cofaktor zu bilden und dadurch auch nicht in der Lage ABA-Aldehyd zur Abscisinsdure
umzuwandeln. Der Effekt von Xanthoxin auf aba2-1 Samen war deutlich geringer als auf
Wildtyp-Samen, die Keimungsrate lag bei 73 % (abaZ2-1) statt bei 0 % (Wildtyp, Abb. 2-31). Die
Restaktivitdt von Xanthoxin kann entweder durch die Durchlassigkeit der abaZ2-1 Mutation
(Léon-Kloosterziel et al, 1996) oder die Existenz eines noch unbekannten, weiteren Xanthoxin-
Metabolismuswegs erklart werden. ABA-Aldehyd und ABA-Alkohol inhibierten die Keimung von
aba2-1 mit 96 % beziehungsweise 98 %.

1001 Bl Col Wildtyp

B aba2-1 ] T
[] aba3-1

o]
o
Il

Keimung (%)
8 8

N
o
1

0 | L B | mim

Kontrolle S-ABA Xanthoxin ABA Aldehyd ABA Alkohol

Abbildung 2-31: Keimung von Columbia Wildtyp, aba2-1 und aba3-1 Samen (n > 100) auf 0,5 MS-Platten mit 3 uM
(5)-ABA und ABA-Vorstufen.
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Die Keimung von aba3-1 wurde durch Xanthoxin nicht inhibiert. Sie lag bei 93 % und war
vergleichbar mit der Wirkung auf die Kontrolle (95 %). ABA-Aldehyd und ABA-Alkohol zeigten
keinen Einfluss auf das aba3-1 Verhalten. Die physiologische Analyse bewies, dass die ABA-
Vorstufen zur aktiven Abscisinsdure konvertiert werden miissen, um die Samenkeimung
hemmen zu kénnen.

Die weitere Untersuchung der Aktivitat von ABA-Vorstufen und Kataboliten in vivo erfolgte mit
der Hilfe der pyrl/pyll/pyl2/pyl4 (rcarll/12/14/10) Quadrupel-Mutante. Park et. al (2009)
zeigten starke Insensitivitit der Mutante im Keimungsversuch nach siebentdgiger Inkubation bei
einer ABA-Konzentration von 0,9 pM. Nishimura et. al (2010) untersuchten die Regulation der
Schliefdzellen der pyrl/pyll/pyl2/pyl4 Quadrupel-Mutante in Anwesenheit von ABA und wiesen
ihren insensitiven Phanotyp nach.

Um die Wirkung von Vorstufen und Kataboliten zu untersuchen, wurden die Samen auf
MS-Platten mit ABA, Xanthoxin, ABA-Aldehyd, ABA-Alkohol und Tetralon-ABA in einer
Konzentration von 3 uM ausgebracht. Die Samen wurden 2 Tage bei 4°C gelagert, anschliefdend
3 Tage bei 23°C inkubiert und ihr Keimverhalten ausgewertet. Die Keimungsrate der
pyrl/pyll/pyl2/pyl4 Quadrupel-Mutante liefd sich nicht deutlich von der Kontrolle
unterscheiden und lag in Anwesenheit von ABA bei 18 % bzw. 12 % (Abb. 2-32).
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Abbildung 2-32: Keimung von Columbia Wiltyp und pyr1/pyll/pyl2/pyl4 Quadrupel-Mutante in Anwesenheit von
ABA, Teralon ABA und ABA-Priakursoren.

Von den ABA-Vorstufen zeigte Xanthoxin den stiarksten Effekt und war mit 99 % Inhibierung
aktiver als die Abscisinsdure. ABA-Aldehyd und ABA-Alkohol inhibierten die Keimung zu 88 %
bzw. 79 %. Da Tetralon-ABA in anderen physiologischen Versuchen aktiv war, wurde es neben
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ABA als Positivkontrolle verwendet. Die Substanz wirkte auf die Keimung inhibierend und
hemmte sie zu 93 %. Diese Ergebnisse liefien sich mehrfach reproduzieren, waren jedoch
widerspriichlich zu Daten von Park et al (2009). Man konnte dies damit erkldren, dass die
Aktivitat 10 RCAR-Proteine in der pyrl/pyll/pyl2/pyl4 Quadrupel-Mutante trotz des Verlustes
von RCAR11/12/14/10 ausreicht, um die ABA-Signaltransduktion zu aktivieren.

2.2.1.2.  Aktivitdt im transienten System

Der Befund indizierte, dass die ABA-Vorstufen in vivo zur aktiven Abscisinsdure konvertiert
werden. Um dies Ergebnis zu weiter abzusichern, wurde das Vermédgen von ABA, ABA-Aldehyd
und ABA-Alkohol zur Induktion der Expression eines ABA-Reportergenes in Arabidopsis-
Protoplasten untersucht. Das Reportergen besteht aus dem RD29B Promotor, der die Expression
der Glihwiirmchen-Luciferase reguliert (Moes et al, 2008). Die Protoplasten aus den
Mesophyllzellen sind in der Lage die letzten Schritte der ABA-Biosynthese durchzufiihren,
deshalb wurden die Protoplasten aus dem Wildtyp, der abaZ2-1 und der aba3-1 Mutante mit dem
Reporterkonstrukt transfiziert und den ABA-Derivaten exponiert. Die ABA-Vorstufen waren
sehr aktiv beim Induzieren der ABA-Antwort in den Wildtyprotoplasten und ldsten eine viel
starkere Expression des Reporters als die Abscisinsdure aus (Abb. 2-33A). ABA-Aldehyd und
ABA-Alkohol induzierten die Expression der Luciferase nicht in der aba3-1 Mutante, in der
aba2-1 Mutante (Abb. 2-33B) und zeigten einen vergleichbaren Effekt wie im Keimunsgversuch
(Abb. 2-31).Nur die Abscisinsdure zeigte in der aba3-1 Mutante dhnliche Aktivitit wie im
Wildtyp (Abb. 2-33C). Die Protoplastenversuche bestdtigen, dass die ABA-Vorstufen nur auf
Grund der Konvertierung zur aktiven Abscisinsaure physiologisch wirksam sind.

ABA-Aldehyd und ABA-Alkohol zeigten im Vergleich zu ABA eine verstarkte Induktion der
Luciferase im Wildtyp und in der aba2-1 Mutante (Abb. 2-33A, 2-33B). Aufgrund dieses
tiberraschenden Befundeswurde die Kinetik der Reportergeninduktion durch ABA-Alkohol und
ABA verglichen. Der Zeitablauf der Geninduktion fiir ABA und ABA-Alkohol demonstrierte, dass
ABA-Alkohol zu allen Zeitpunkten die Abscisinsdaure an Wirksamkeit tbertrifft, wobei die
sichtbaren Unterschiede erst nach 9 Stunden auftraten (Abb. 2-34). ABA-Alkohol wiest im
Vergleich zur Abscisinsdure eine geringere Polaritdt auf und kann so und die Zellmembran
leichter passieren. Vermutlich war dadurch die ABA-Konzentration in allen mit ABA-Alkohol

behandelten Proben hoher als in der Anwesenheit von ABA
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Abbildung 2-33: A-C, Aktivierung von ABA-abhéngiger Genexpression. ABA, ABA-Alkohol und ABA-Aldehyd wurden
in mit pRD29B::LUC Reporterkonstrukt transfizierten Wildtyp-, aba2-1- und aba3-1- Protoplasten untersucht. Jeder
Datenpunk entspricht dem Mittelwert von 3 unabhéngigen Transfektionen.
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Abbildung 2-34: Zeitablauf der pRD29B::LUC Induktion in Wildtyp-Protoplasten in Abwesenheit bzw. Gegenwart von
ABA und ABA-Alkohol bei einer Konzentration von 3 pM.

Anschliefend wurde die Aktivitit von 7-OH-ABA, PA, neoPA, ABA-GE, 8-OH und 9‘-OH Tetralon
ABA in Arabidopsis-Protoplasten mit Hilfe des pRD29B::LUC-Reporterkonstrukts untersucht.
ABA-GE zeigte dabei nur eine schwache Aktivitit und induzierte den Reporter nur 1,2 fach bei
einer Konzentration von 1pM (Abb. 2-35). 9°-OH-Tetralon-ABA induzierte die
ABA-Signaltransduktion in Protoplasten 2-fach, wobei die Aktivitat stark reduziert im Vergleich
zu den Positivkontrollen (ABA und Tetralon-ABA) war. 8-OH-Tetralon-ABA und die anderen

ABA-Katabolite waren in diesem Versuch nicht aktiv.
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Abbildung 2-35: Regulation des pRD29B::LUC Reporters bei einer Konzentration von 1 uM von ABA-Kataboliten,
Tetralone ABA und 8°/9-OH-Tetralon-ABA. Jeder Datenpunkt entspricht dem Mittelwert von 3 unabhingigen
Transfektionen. Die Kontrolle zeigt die Aktivitdt des Reporters in Abwesenheit von ABA und ABA-Kataboliten.

2.2.2. Invitro Regulation des ABA-Rezeptorkomlexes

Die Aktivitit von ABA-Vorstufen und ABA-Kataboliten wird entweder durch die eigene
ABA-ahnliche Funktionalitit der Substanzen verursacht oder - im Falle der ABA-Vorstufen -
nach biochemischer Konversion durch eine Konzentrationserhohung der aktiven ABA . Die
Analyse der in der ABA-Biosynthese gestorten Mutanten bestatigt, dass die ABA-Vorstufen erst
nach Umwandlung zu ABA werden. Eine physiologische Rolle von ABA-Derivaten in der
ABA-Signaltransduktion kann durch Applikationsexperimente an intakten Pflanzen jedoch nicht
sicher ausgeschlossen werden, weil ihre intrazellulire Verfligbarkeit durch Aufnahme,
Transport und Metabolismus kontrolliert wird. Aus diesem Grund wurden die oben

beschriebenen durch in vitro Untersuchungen erganzt.

2.2.2.1. Regulation von verschiedenen ABA-Rezeptoren

Untersucht wurde die Funktion von ABA-Metaboliten und ABA-Derivaten in der Regulation des
RCAR1/3/11/PP2C-Komplexes in vitro. RCAR1 ist sehr spezifisch fiir (S)-ABA und reagiert
darauf mehr als 100 mal empfindlicher als auf (R)-ABA (Ma et al, 2009). Die hochste ABA-
Affinitat innerhalb der ganzen RCAR-Familie weist dagegen RCAR3 im Komplex mit ABI1 und
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ABI2 auf (Szostkiewicz et al, 2010). RCAR11 bindet ABA weniger spezifisch und akzeptiert auch
andere Liganden wie Pyrabactin (Park et al, 2009; Peterson et al, 2010).

Zuniachst wurde der Einfluss von ABA, ABA-Aldehyd, ABA-Alkohol und Xanthoxin auf die
Aktivitat von ABI2 im Komplex mit RCAR1 getestet (Abb. 2-36).
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Abbildung 2-36: Regulation der ABI2-Aktivitit durch (S)-ABA, Xanthoxin, ABA-Aldehyd und ABA-Alkohol im
Komplex mit RCAR1 (schwarze Balken), RCAR3 (graue Balken) und RCAR11 (weif3e Balken) bei einer Konzentration
von 10 pM.

Die Abscisinsdure hemmte die Aktivitdt von ABI2 restlos bei einer Konzentration von 10 pM.
Dies wies auf die Bildung eines trimeren funktionellen Komplexes hin, der aus dem Liganden
ABA, einem der drei getesteten RCAR-Protein und ABI2 bestand. ABA-Aldehyd und ABA-Alkohol
inhibierten die PP2C in Anwesenheit von RCAR1 nur zu 10 % und 18 %. Dagegen zeigte die
Analyse der ABI2-Aktivitdt im Komplex mit RCAR3 und RCAR11 43 % Hemmung in Anwesenheit
von ABA-Alkohol. ABA-Aldehyd inhibierte die Komplexe ABI2Z/RCAR1 und ABI2/RCAR11 zu
16 % bzw. 13 %, wobei keine bedeutende Aktivitit (Grenzwert 6 %) fiir RCAR3 beobachtet
wurde. Xanthoxin zeigte keine Inhibierung der PP2C-Aktivitdt im Komplex mit RCAR1, und nur
eine geringere Inhibierung im Komplex mit RCAR3 und RCAR11 (8 % bzw. 6 %).

Anschlieffend wurde der Einfluf3 der ABA-Katabolite 7‘-OH-ABA, PA, neoPA, ABA-GE und
stabilen 8°/9-OH-Tetralonen auf die Regulation der PP2C untersucht (Abb. 2-37). 7*-OH-ABA, PA
und ABA-GE zeigten eine moderate Aktivitdt und regulierten die Phosphatase unterschiedlich im
Komplex mit verschiedenen RCAR-Proteinen bei einer Konzentration von 10 pM. 7‘-OH-ABA
inhibierte ABI2 im Komplex mit RCAR1 nur zu 18 %, im Komplex mit RCAR3 und RCAR11
dagegen zu 33 % bzw. 36 %. Phaseinsdure (PA) hemmte die PP2C mit RCAR1 zu 18 %, mit
RCAR3 und RCAR11 dagegen zu 30 % beziehungsweise 55 %. neoPA war nicht fahig die PP2C
in vitro zu regulieren und ihre diesbeziigliche Aktivitit lag unter dem Grenzwert (6 %). ABA-GE

besafd eine moderate Aktivitat als Bestandteil eines trimeren Komplexes und inhibierte ABI2 in
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Gegenwart von RCAR1 zu 10 %. Im Komplex mit RCAR3 und RCAR11 zeigte sich die hemmende
Wirkung deutlich starker und lag bei 40 % bzw. 41 %.
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Abbildung 2-37: PP2C-Inhibierung in Anwesenheit von RCAR1 (schwarze Balken), RCAR3 (graue Balken) und
RCAR11 (weifde Balken) im Komplex mit (5)-ABA, ABA-Kataboliten und ABA-Tetralonen bei einer Konzentration von
10 pM.

Die Abscisinsdure wurde als Positivkontrolle verwendet und regulierte in einer Konzentration
von 1 pM ABI2 fast zu 100 % in Anwesenheit von allen getesteten RCAR-Proteinen (Abb. 2-38).
Aufler ABA-GE, der einen geringen hemmenden Einfluf auf die ABI2-Aktivitit zeigte
(9 %-16 %), war keiner der untersuchten ABA-Katabolite in vitro signifikant aktiv (bei einer
Konzentration von 1 uM).

Die stabilen 8‘- und 9‘-OH-Tetralone der ABA hatten bereits im Keimungsversuch eine hohe
Aktivitat gezeigt (Abb. 2-28), wobei Tetralon-ABA die Keimung vergleichbar stark hemmte wie
ABA. 9‘-OH-Tetralone-ABA induzierte auch die ABA-Signaltransduktion in
Arabidopsis-Protoplasten, war in diesem Fall aber nicht so effektiv wie Abscisinsaure.
8-OH-Tetralon-ABA hatte dagegen keinen Einfluf} auf die Induktion des Reportergens zeigte.
In vitro wirkte Tetralon-ABA wiederum genauso stark wie ABA und inhibierte ABI2 im Komplex
mit RCAR-Proteinen zu ca. 98 % bei einer Konzentration von 10 pM. 8‘- und 9‘-OH-Tetralone
blockierten die PP2C zu 58 % bzw 67 % (Abb. 2-37). Bei der Konzentration von 1 pM zeigte sich,
dass 8‘-OH Tetralon die Phosphatase im Komplex mit RCAR1 am starksten (25 %) hemmte,
wahrend die Inhibierung fiir RCAR3 und RCAR11 bei 6 % lag. 9°-OH-Tetralon demonstrierte
einen effektiveren Einflufd und hemmte die PP2C zu ca. 25 % im trimeren Komplex mit RCAR1

bzw. RCAR3, und zu 55 % im komplex mit RCAR11.
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Abbildung 2-38: PP2C-Inhibierung in Anwesenheit von RCAR1 (schwarze Balken), RCAR3 (graue Balken) und
RCAR11 (weifde Balken) im Komplex mit (5)-ABA, ABA-Kataboliten und ABA-Tetralonen bei einer Konzentration von
1 uM.

Um diese Ergebnisse zu bestatigen, wurde die mittlere inhibitorische Konzentration (ICso) der
getesteten Komponenten durch Titration des RCAR1-ABI2 Komplexes mit verschiedenen
Liganden abgeschitzt (Abb. 2-39). Die Abscisinsdure fiihrte zu 50 % Inhibierung bei einer
Konzentration von 90 nM, wahrend Tetralon-ABA aktiver war und ABI2 bereits bei einer
Konzentration von 55 nM zu 50 % inhibierte. 8'- und 9‘-OH-Tetralone waren 40-fach weniger
wirksam als ABA und ihre ICso Werte lagen bei 4 uM bzw 3,5 pM. Die Regulation des
ABA-Rezeptors in Anwesenheit von ABA-Tetralonen spiegelte deren physiologische Aktivitatim

Keimungsversuch (Abb. 2-28).
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Abbildung 2-39: Ligand-abhdngige Inhibierung von PP2C in Anwesenheit von RCAR1. Die mittlere inhibitorische
Konzentration (ICso) lag fiir (S)-ABA (schwarze Vierecke) bei 90 nM, (S)-Tetralon-ABA (weif3e Kreise) bei 55 nM, 8'-
OH-Tetralon-ABA (weifde Dreiecke) bei 4 uM, 9-OH-Tetralon-ABA (schwarze Dreiecke) bei 3,5 pM.
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Es war gezeigt (Abb. 2-37), dass RCAR11 in Gegenwart von 10 uM ABA, Tetralon-ABA oder
9‘-OH-Tetralon-ABA die ABI2 komplett inhibiert. Das Verhalten von 8‘-OH-Tetralone
unterschied sich hiervon deutlich: 8-OH-Tetralon hemmte bei einer Konzentration von 10 puM.
Um die beobachteten Unterschiede genauer zu charakterisieren, wurde die mittlere

inhibitorische Konzentration (ICso) von den genannten Liganden bestimmt (Abb.2-40).

100 4 RCAR11

80 4

60

40 A

ABI2-Inhibierung (%)

20 4

o <
0 0,1 1 10 100
Ligand (uM)

Abbildung 2-40: Liganden-abhingige Inhibierung der PP2C ABI2 in Anwesenheit von RCAR11. Die mittlere
inhibitorische Konzentration (IC 50) lag fir (S)-ABA (schwarze Vierecke) bei 120 nM, fiir (S)-Tetralon-ABA (weifse
Kreise) bei 95 nM, fiir 8‘-OH-Tetralon-ABA (weif3e Dreiecke) bei 8 puM, und fiir 9‘-OH-Tetralon-ABA (schwarze
Dreiecke) bei 0.9 uM.

Abscisinsdure und ABA-Tetralon leisteten die effektivste Regulation und zeigten mit ICso Werten
von 120 nM bzw. 95 nM eine hohere Affinitit fiir den RCAR11-ABI2-Komplex (Abb. 2-40) als fiir
den RCAR1-ABI2-Komplex (Abb. 2-39). 8-OH-Tetralon inhibierte ABI2 zu 50 % bei einer
Konzentration von 8 uM und war so 2-fach weniger aktiv als in Gegenwart des RCAR1-
ABI2-Komplexes, wobei die maximale Inhibierung nur 80 % bei der hochsten getesteten
Konzentration von 30 pM erreichte. 9-OH-Tetralon-ABA ergab einen ICso Wert von 0,88 uM und
war damit im Komplex mit RCAR11 4-fach effektiver als mit RCAR1. 9-OH-Tetralon war in
diesen Experimenten razemisch, die Halfte der Probe bestand also aus dem biologisch weniger

aktiven (R)-Enantiomeren.
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2.3.  Synthetische ABA-Derivate
2.3.1. Invivo und in vitro-Aktivitit von ABA-Analogen
2.3.1.1.  Regulation von Keimung, Wurzelwachstum und Spaltéffnungen

In den vorangehenden Kapiteln hatte sich gezeigt, dass das ABA-Analog Tetralon-ABA in
verschiedenen Tests eine der ABA vergleichbare Aktivitat aufweist. Es war friither bereits gezeigt
worden, dass die strukturellen Analogen der Abscisinsdure die Fahigkeit besitzen, Keimung und
Wachstum zu inhibieren, und ABA-abhédngige Genexpression zu induzieren (Abb. 2-28, 2-30,
2-35) (Nyangulu et al, 2006). (+)-Tetralon-ABA (PBI 413) inhibierte die Keimung der
Arabidopsis-Samen stirker als ABA, wobei das (-)-Enantiomer (PBI 414) weniger effektiv war
(Nyangulu et al, 2006). Das (-)-2,3-dihydroacetylen-ABA-Alkohol-Analog (PBI 51) konnte
dagegen die Keimung von Arabidopsis nicht beinflussen, wirkte in diesem Test also weder wie
ein ABA-Agonist noch antagonistisch zu ABA (Nishimura et al, 2004a). Interessanterweise hatte
PBI 51 in einem Stomatatest an Vicia faba (Huang et al, 2007b) antagonistisch zu ABA gewirkt.
PBI 51 sollte daher zusammen mit weiteren Strukturanalogen der ABA auf seine Aktivitat in in
vitro-Testsystemen untersucht werden. Parallel dazu sollte die physiologische Aktivitidt von
verschiedenen ABA-Analogen liberpriift werden. Ihre Strukturformeln werden in der Abbildung

2-41 dargestellt.
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Abbildung 2-41: Die chemische Struktur von (+)-ABA, (-)-ABA und ABA-Analogen.
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Zundchst wurde der Einfluf} von ABA-Analogen auf die Keimung von Arabidopsis thaliana
Landsberg erecta bei einer Konzentration von 3 pM getestet (Abb. 2-42).
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Abbildung 2-42: Keimung von Landsberg erecta Samen (n>100) auf 0,5 MS-Platten in Anwesenheit von (+)- ABA, (-)-
ABA und ABA-Analogen bei einer Konzentration von 3 uM.

Die (+)-Abscisinsdure reduzierte dabei die Keimung nach 3 Tagen auf 2 %, in Anwesenheit von
(-)-ABA lag die Keimungsrate bei 66 %. (+)-Methylether (PBI 352) inhibierte die Keimung nur zu
25 %, wahrend (-)-Methylether (PBI 354) keinen Einfluf} zeigte, was bedeutet, dass sich die
Abwesenheit der Hydroxylgruppe nachteilig auf die Aktivitit der ABA-Derivate auswirkt.
(+)-Tetralon-ABA (PBI 413) inhibierte die Keimung zu 100 %, (-)-Tetralon-ABA (PBI 414) zeigte
70 % Inhibierung. (+)-8‘-Ethin-ABA (PBI 425) und (+)-9‘-Propargyl-ABA (PBI 514) reduzierten
die Keimung zu 0 % bzw. 1,5 %, wahrend (-)-9‘-Propagyl-ABA (PBI 515) liberraschenderweise
89 % Inhibierung zeigte. In Anwesenheit des 8‘-Cyclopropyl-(+)-Enantiomeren (PBI 694) lag die
Keimungsrate bei 6 %. (-)-Tetralon-ABA (PBI 414) und (-)-8‘-Ethin-ABA (PBI 426) reduzierten
die Keimung zu 30 % bzw. 71 %. PBI 51, 8'-Cyclopropyl(-)-Enantiomer (PBI 695), PBI 783 und
PBI 801 waren nicht aktiv.

Anschliefdend wurden die Effekte von ABA-Analogen auf das Wurzelwachstum der 5 Tage alten
Ler Keimlingen untersucht. Bei einer Konzentration von 3 pM reduzierte die Abscisinsdure das
Wurzelwachstum auf 19 %, wahrend (-)-ABA schwache Aktivitat zeigte und das Wachstum zu
29 % hemmte (Abb. 2-43). Die (+)-Enantiomere PBI 413, PBI 425, PBI 514 und PBI 694
demonstrierten das gleiche Muster wie im Keimungsversuch und zeigten von allen getesteten
Analogen die hochste Aktivitat, obwohl keine der Substanzen die Abscisinsiure iibertraf.
PBI 413 und PBI 425 reduzierten die Wurzellainge auf 19 % bzw. 29 %, PBI 514 und PBI 694

zeigten sich weniger wirksam und verringerten die Wurzellangen auf 48 % bzw. 56 %.
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Abbildung 2-43: Wurzelwachstum von Ler Keimlingen (n > 100) in Anwesenheit von 3 uM (+)-ABA, (-)-ABA und
ABA-Analogen. Die 5-Tage alten Keimlinge wurden auf Medium mit ABA bzw. ABA-Derivaten umgesetzt und nach 3
Tagen der Inkubation gemessen.

Die (-)-Enantiomere PBI 414, PBI 426, PBI 695 waren in diesem Versuch nicht aktiv, PBI 515
zeigte 25 % Inhibierung des Wurzelwachstums. PBI 352 und PBI 354 hatten wiederum keinen
EinfluR auf die Wurzellinge, was erneut darauf hinweist, dass die Hydroxylgruppe eine
entscheidende Rolle in der Funktionalitdt der ABA-Analoge spielt. In Anwesenheit von PBI 51,
PBI 783 und PBI 801 wurde keine Hemmung des Wurzelwachstums beobachtet.

Als dritter physiologischer Test wurde die Regulation der Schlief3zellen analysiert (Abb. 2-44).
Die Epidermispraparate wurden fiir 2 Stunden ohne bzw. mit ABA oder ABA-Analogen inkubiert
und anschlieféend wurden die Spalt6ffnungsweiten gemessen und als Verhaltnis von Breite zu
Lange (Apertur) dargestellt, das fiir die Kontrolle 0,63 betrug. (+)-Methylether (PBI 352), der im
Wurzelwachstum und Keimungsversuch nicht aktiv war, zeigte iiberraschenderweise die
hochste Aktivitdt und induzierte das Schlief3en der Spaltéffnungen (Apertur 0,21), ABA fiihrte zu
einer Apertur von 0,28 brachte. (-)-Methylether (PBI 354) und (-)-9‘-Propagyl-ABA (PBI 515)
waren im Vergleich zu der Kontrolle (0,63) wenig effektiv und fiihrten zu einer Apertur von 0,49
bzw. 0,52. PBI 695 und PBI 783 zeigten ein dhnliches Muster und reduzierten die Offnung der
Stomata auf 0,5 beziehungsweise 0,49. PBI 413 und PBI 694 waren miteinander vergleichbar
aktiv und reduzierten die Apertur auf 0,29 bzw. 0,30. PBI 425 und PBI 514 erwies sich als
weniger wirksam, induzierte jedoch ein Schliefden der Stomata auf eine Apertur von 0,34 bzw.
0,35. Das (-)-2,3-Dihydroacetylen-ABA-Alkohol-Analoge (PBI 51), (-)-Tetralon-ABA (PBI 414),
(-)-8-Ethin-ABA (PBI 426) und PBI 801 zeigten keinen regulatorischen Einflufy auf die

Spaltéffnungsweiten.
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Abbildung 2-44: Stomatadffnung als Verhéltnis von Porenweite zu Porenlédnge von Ler Schliefizellen in Anwesenheit
von 3 pM (+)-ABA, (-)-ABA und ABA-Analogen.

2.3.1.2. Aktivitit von ABA-Analogen in Arabidopsis thaliana

Protoplasten

In den verschiedenen physiologischen Testsystemen hatten sich bestimmte ABA-Analogen als
besonders aktiv erwiesen (PBI 413, PBI 425, PBI 514, PBI 694). Diese Analogen wurden nun
hinsichtlich ihrer Aktivitit bei der Induktion des ABA-Reporterkonstrukts pRD29B::LUC in
Arabidopsis thaliana Protoplasten untersucht (Abb.2-45). (+)-Tetralon ABA (PBI 413) induzierte
die Expression des Reporters 34-fach bei der Konzentration von 3 uM und zeigte damit h6here
Aktivitat als Abscisinsdaure (24-fach). (+)-8‘-Ethin-ABA (PBI 425) zeigte sich mit 23-facher
Induktion genauso wirksam wie ABA, wdahrend (+)-9-Propagyl-ABA (PBI 514) und
(+)-8‘-Cyclopropyl-ABA (PBI 694) eine geringe Aktivitdt aufwiesen und den Reporter 4,4-fach

bzw. 7,6-fach im Vergleich zu der Kontrolle aktivierten.
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Abbildung 2-45: Regulation des pRD29B::LUC-Reporters bei einer Konzentration von 3 uM (+)-ABA, PBI 413, PBI
425, PBI 514 und PBI 694. Jeder Datenpunkt entspricht dem Mittelwert von 3 unabhéngigen Transfektionen. Die
Kontrolle zeigt die Aktivitdt des Reporters in Abwesenheit von Effektoren.

2.3.2. Invitro Aktivitit von ABA-Derivaten
2.3.2.1. Regulation der ABA-Rezeptoren

Um die Effekte von ABA-Analogen in vitro zu vergleichen, wurde die ABI2-Inhibierung in

Anwesenheit von RCAR1 gemessen (Abb. 2-46).
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Abbildung 2-46: In vitro Aktivitidt von ABI2 im Komplex mit RCAR1 und Liganden: (+)-ABA, (-)-ABA, trans-ABA und
ABA-Analogen bei einer Konzentration von 10 pM.

Abscisinsdure hemmte die Aktivitit der Phosphatase restlos bei einer Konzentration von 10 pM,
wahrend die Aktivitdt in Anwesenheit von (-)-ABA nur auf 70 % fiel. trans-ABA zeigte 19 %

ABI2-Inhibierung. Dies zeigt die Enantioselektivitit des ABA-Rezeptors fiir (+)-ABA und
75



Ergebnisse

entspricht den fritheren Ergebnissen (Ma et al, 2009; Szostkiewicz et al, 2010). Die
(-)-Enantiomere PBI 414 und PBI 426 reduzierten die ABI2-Aktivitit zu 30 % bei einer
Konzentration von 10 pM, wohingegen PBI 515 und PBI 695 weniger aktiv im Komplex mit
RCAR1 und ABI2 wirkten und die verbleibende PP2C-Aktivitit 65 % bzw. 42 % betrug. Die
in vitro Wirkung der (+)-Enantiomere spiegelt ihre biologische Aktivitdt in den durchgefiihrten
physiologischen Versuchen wider, wihrend (-)-Enantiomere eine stark reduzierte Fahigkeit
haben, einen funktionellen Rezeptor mir RCAR-Protein und PP2C zu bilden. Die (+)-Enantiomere
PBI 413, PBI 425, PBI 514 und PBI 694 inhibierten das Enzym in Gegenwart von RCAR1 zu mehr
als 90 %.

Anschlieféend wurde die mittlere inhibitorische Konzentration dieser 4 Substanzen bestimmt
und mit der entsprechenden Konzentration fiir ABA verglichen (Abb. 2-47). Die Abscisinsdure
erzielte 50 % Inhibierung bei einer Konzentration von 95 nM, wobei PBI 413 und PBI 425
aktiver waren und ABI2 auf 50 % bei der Konzentration von 70 nM bzw. 75 nM hemmten.

PBI 694 und PBI 514 zeigten sich mit den [C5o Werten von 360 nM bzw 1,3 pM weniger wirksam.
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Abbildung 2-47: Liganden-abhdngige Inhibierung von ABI2 in Anwesenheit von RCAR1. Die mittlere inhibitorische
Konzentration (IC 50) lag fiir (S)-ABA (schwarze Vierecke) bei 95nM, (S)-Tetralon-ABA (PBI 413) (weif3e Kreise) bei

70 nM, (+)-8‘-Ethin-ABA (PBI 425) (weif3e Vierecke) bei 75 nM, 8‘-Cyclopropyl-(+)-ABA (PBI 694) (schwarze Kreise)
bei 360 nM, (+)-9'-Propagyl-ABA (PBI 514) (schwarze Dreiecke) bei 1,3 pM.

(+)-PBI 352 brachte 40 % ABI2-Restaktivitdt, wobei (-)-Enantiomer PBI 354 keinen Einfluf} auf
die Regulation des Rezeptors hatte.

Um weitere Erkenntnisse zur Funktion der PP2C-Phosphatasen in ABA-Signaltransduktion zu
erhalten, wurden die Fahigkeit von ABA-Analogen hinsichtlich ihres Einflusses auf die Aktivitat
von zwei zusdtzlichen Phosphatasen ABI1 und PP2CA im Komplex mit RCAR1 untersucht
(Abb. 2-48).
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Abbildung 2-48: Inhibierung von ABI1 (schwarze Balken), ABI2 (graue Balken) und PP2CA (weife Balken) in
Anwesenheit von RCAR1, (§)-ABA, (-)-ABA, trans-ABA und ABA-Analogen bei einer Konzentration von 10 pM.

ABI1 und ABI2 wurden im Komplex mit RCAR1 von ABA und (+)-Analogen dhnlich beeinflusst,
wahrend (-)-ABA die Phosphatasen unterschiedlich regulierte. Die RCAR1/(-)-ABA-Kombination
reduzierte die ABI1-Aktivitdt iiberraschenderweise auf bis zu 25 %, wahrend die
ABI2-Restaktivitat in dieser Kombination noch 67 % betrug. Die aktivsten (-)-Enantiomere
PBI 414 und PBI 426 reduzierten die Aktivitat von ABI1 und ABI2 auf 27 % bzw. 29 %. PBI 515
und PBI 695 waren etwas weniger aktiv und fiihrten zu Restaktivititen zwischen 40 % und
60 %.

PP2CA (AHG3) wurde von ABA/RCAR1 bei einer Konzentration von 10 pM zu 44 % inhibiert
(Abb. 2-48). Es ist wichtig zu erwahnen, dass sich die Restaktivitat von 44 % auch durch héhere
Konzentrationen von ABA (30 pM) nicht weiter runterregulieren liefs. (-)-ABA brachte 75 %,
wahrend trans-ABA nicht aktiv war. PBI 51, PBI 354, PBI 783 und PBI 801 zeigten im Komplex
mit RCAR1 keinen Effekt auf die PP2CA-Aktivitat. (-)-8-Ethin-ABA (PBI 426) und
8‘-Cyclopropyl-(-)-ABA (PBI 695) reduzierten die Aktivitit auf 90 %. PBI 352 und PBI 694
vermittelten eine schwache PP2CA-Hemmung im Komplex mit RCAR1 und inhibierten die
Phosphatase zu 30 % bzw. 35 %. Keines der (+)-Analogen libertraf die Abscisinsdure an
Wirkung, (+)-Tetralon-ABA war allerdings so aktiv wie ABA.

Anschlieflend wurde die ABI2-Regulation im Komplex mit RCAR3/11 und ABA-Analogen bei
einer Konzentration von 10 uM untersucht (Abb. 2-49). RCAR1 wurde zur Kontrolle nochmals
mitgefiihrt, die Abweichungen zu den in Abb. 2-48 dargestellten Werten waren dabei gering.
(+)-ABA fiihrte zu einer kompletten Inhibierung der Phosphatase in Anwesenheit von RCAR1
und RCAR11, im Komplex mit RCAR3 wurde eine Restaktivitit von 4 % beobachtet. Der
R-ABA/RCAR1-Komplex hemmte die PP2C zu 33 %, wahrend R-ABA/RCAR3 und

R-ABA/RCAR11 viel effektiver wirkten und ABI2 zu 86 % bzw. 88 % inhibierten. PBI 413,
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PBI 425, PBI 514 und PBI 694 zeigten eine sehr starke Inhibierung im Komplex mit RCAR1/3/11
und fiihrten Restaktivititen von 0 % bis 13 %. (-)-Tetralon-ABA (PBI 414) war in diesem Fall
weniger aktiv und zu 70 % Hemmung fiir alle in diesem Versuch untersuchten RCAR-Proteine.
Die (-)-Enantiomere PBI 426, PBI 515 und PBI 695 zeigten deutliche Unterschiede in der
Regulation in Anwesenheit verschiedener RCAR-Proteine. (-)-8‘-Ethin-ABA (PBI 426) reduzierte
im Komplex mit RCAR1/3 die PP2C-Aktivitit zu 30 %, wahrend fiir die Kombination
PBI 426/ABI2/RCAR11 nur 22 % Regulation beobachtet wurde. (-)-9‘-Propagyl-ABA (PBI 515)
zeigte im Komplex mit RCAR1/3 zeigte 39 % bzw. 53 % Hemmung der Phosphatase. In
Anwesenheit von RCAR11 betrug die Hemmung 84 % PP2C-Regulation und war damit
vergleichbar stark wie durch PBI 514 erzielte Inhibierung (88 %). 8‘-Cyclopropyl-(-)-ABA
(PBI 695) war in Anwesenheit von verschiedenen RCAR-Proteinen ebenfalls unterschiedlich
aktiv. Im Komplex mit RCAR3 und RCAR11 wurde nur 25 % bzw. 21 % Inhibierung gemessen,
wahrend sie im Komplex mit RCAR1 40 % betrug. (+)-Methylether (PBI 352) reduzierte die
ABI2-Aktivitit in Gegenwart von RCAR1 auf 38 %, und auf 24 % bzw. 53 % in Anwesenheit von
RCAR3 oder RCAR11. (-)-Methylether (PBI354), PBI 51, PBI 783 und PBI 801 konnten die

Phosphatase nicht beeinflussen.
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Abbildung 2-49: Inhibierung von ABI2 in Anwesenheit von RCAR1 (schwarze Balken), RCAR3 (graue Balken) oder
RCAR11 (weif3e Balken) und (S)-ABA, (-)-ABA, trans-ABA bzw. ABA-Analogen bei einer Konzentration von 10 uM.
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2.4.  Aktivitat von Fusicoccin bei der Regulation des ABA-Rezeptors

Fusicoccin ist ein Phytotoxin, das durch den Deuteromyceten Fusicoccum amygdali synthetisiert
wird. Fusicoccin bindet mit der Hilfe des 14-3-3-Proteins an die Plasmamembran-H+*-ATPase der
Schliefézellen. Die dauerhafte Aktivierung der H+*-ATPase ruft zu Stoérungen des
elektrochemischen Gradienten hervor. Es erhoht die Aufnahme von K+-Ionen und induziert das
irreversible Offnen der Schlief3zellen.

In dieser Arbeit wurde die Fahigkeit von Fusicoccin zur Regulation des ABA-Rezeptors
untersucht. Zunachst wurde der direkte Einflufl von Fusicoccin auf die ABI2-Aktivitdt getestet
(Abb. 2-50). Als Positivkontrolle diente die Aktivitdt der Phosphatase ABI2 in Abwesenheit von
Liganden und RCAR-Proteinen, sie wurde als 100 % Aktivitdt festgesetzt. Die Anwesenheit von
RCAR11 alleine hatte keinen Effekt auf die ABI2-Aktivitat. Die Abscisinsdure reduzierte in einer
Konzentration von 0,3 pM die Aktivitit der PP2C in Gegenwart von RCAR11 auf 40 %. Um die
Frage zu beantworten, ob Fusicoccin eventuell ABA-antagonistische Wirkungen besitzt, wurde
die ABI2-Regulation in Anwesenheit von Fusicoccin (10 uM), RCAR11 mit und ohne ABA
(0,3 uM) gemessen. Fusicoccin zeigte dabei keinen Einfluf auf die Phosphatase-Aktivitiat und ist
damit weder Teil eines aktiven RCAR11-ABI2-Komplexes noch interferiert es mit der Bindung

von ABA an den RCAR11-ABI2-Holorezeptor.

120 -

L1,

Abbildung 2-50: Einflufd von Fusicoccin (10 uM) auf die Regulation des ABI2/RCAR11-Rezeptors in Anwesenheit und
Abwesenheit von ABA bei der Konzentration von 0,3 pM.
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3. Diskussion

Trocken-, Salzstress und Pathogene beeinflufien betrachtlich die Biomasse und Produktivitat der
Pflanzen mit entsprechend negativen 6konomischen Auswirkungen (Marris, 2008). Das
Phytohormon Abscisinsdure gilt als ein Regulator der abiotischen Stresstoleranz, der die
Anpassung der Pflanzen an eine limitierte Wasserverfiigbarkeit reguliert (Cutler et al, 2010).
Trockenstress fiihrt zu einer Erhohung des ABA-Gehalts durch eine Aktivierung der
ABA-Biosynthese, sowie durch eine Freisetzung der Abscisinsdure aus ihrer Speicherform
ABA-GE durch B-Glucosidasen, wie AtBG1 (Christmann et al, 2005; Nambara & Marion-Poll,
2005). Christmann et al. (2007) zeigten, dass ein Wasserdefizit (in diesem Fall als hydraulisches
Signal definiert) im Spross in ein chemisches Signal umgewandelt wird. Dieses chemische Signal
ist ABA. Die ABA-Biosynthese findet grundsatzlich im Leitgewebe statt, anschliefend gelangt
ABA unter Beteiligung von ATP-abhidngigen Transportern, wie AtABCG25 (ABA-Exporter)
(Kuromori et al, 2010) und AtABCG40 (ABA-Importer) (Kang et al, 2010), in andere Zellen. Die
freigesetzte ABA reguliert die Genexpression und induziert das Schlieféen der Spaltéffnungen,
was zu einem reduzierten Wasserverbrauch fiihrt. Wahrend die Perzeption der ABA und der
zentrale Ablauf des ABA-Signalwegs in den letzten drei Jahren beinahe komplett aufgeklart
wurden (Ma et al, 2009; Park et al, 2009), bleibt die Frage nach der Existenz und Natur eines
Osmorezeptors sowie nach der sich anschliefdenden Signalkaskade offen. Es wurde postuliert,
dass Histidinkinasen oder mechanosensitive Kandle die Rolle eines Osmosensors spielen

konnten (Haswell et al, 2011; Tran et al, 2007; Urao et al, 1999).

3.1. AHKs und MSLs als Kandidaten fiir Osmosensoren

Histidinkinasen (HK) gehoren zu zweiteiligen Signalsystemen, die in Prokaryoten und
Eukaryoten zu finden sind. Diese Proteine sind u.a. fiir die Vermittlung einer Stresstoleranz
verantwortlich und regulieren durch eine Phosphorylierungskaskade die Stressadaptation. In
Hefen wurden die Kinasen SInl und Shol als Komponenten des HOG-Signalwegs
(High-Osmolarity Glycerol) identifiziert. Osmotischer Stress fiihrt zur Deaktivierung der Sln1
bzw. Shol Autophosphorylierung, was in der Folge die MAPK Hog1 aktiviert und es den Hefen
ermoglicht, sich durch die Induktion der Glycerin-Biosynthese an den osmotischen Stress
anzupassen (Reiser et al, 2003) (siehe Abb. 1-8, Kapitel 1.2.3). Das Arabidopsis thaliana-Genom
kodiert fir 11 Histidinkinasen. Zu diesen gehoren die Cytokinin-Rezeptoren AHK2, AHKS3,
CRE1/AHK4 sowie AHK1/ATHK1, eine Kinase, die keine fiir Cytokinin-Bindung verantwortliche
CHASE-Domaéne (Cyclases/Histidine kinases Associated Sensory Extracellular) besitzt und nicht

als Cytokinin-Rezeptor funktioniert (Urao et al, 2001). Es wurde gezeigt, dass diese vier HKs
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durch osmotischen Stress induziert werden (Tran et al, 2007). AHK1 komplementiert den
letalen Phanotyp der sin1shol-Doppelmutante in Hefe (Urao et al, 1999). Dies spricht dafiir, dass
die AHK1 Anderungen der osmotischen Verhiltnisse in Hefe erkennt und
downstream-Komponenten des HOG-Signalwegs aktiviert.

Auch die mit AHK2, AHK3 und CRE1 transformierte sinl1shol-Doppelmutante zeigte einen
Wildtyp-Phéanotyp, wobei Cytokinin fiir die Aktivierung der CRE1-Kinase erforderlich war. AHK1
wurde in Arabidopsis thaliana als positiver Regulator der ABA-Signaltransduktion postuliert.
Tran etal. (2007) verglichen in einem Austrocknungsversuch verschiedene ahk-Mutanten.
Wihrend die untersuchte ahkl-Mutante Trockenstress-intolerant und ABA-insensitiv war,
zeigten ahk2, ahk3 und crel einen zu ahkl entgegengesetzten Phanotyp und reagierten
Trockenstress-tolerant bzw. hypersensitiv auf ABA. Auf Grund der in Hefen durchgefiihrten
Komplementationsexperimenten kommen die AHK-Kinasen mit Wirkung auf die
Stress-Adaptation als Osmosensoren in Frage. Ihre Rolle ist jedoch bei osmotischem Stress nach
Tran et al. (2007) in Arabidopsis thaliana jeweils unterschiedlich und im Detail noch nicht

verstanden.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte versucht werden, Elemente der Signalkaskade zu identifizieren,
die an der Umwandlung des hydraulischen Signals in ein ABA-Signal beteiligt sind. Am Anfang
dieser Signal-Kaskade muss (vgl. Kapitel 2.1.1.2) ein Osmosensor oder mehrere Osmosensoren
stehen. Daher wurden die ahk-Mutanten ndher charakterisiert. Die Untersuchung des
Stomataschlusses in Gegenwart von osmotischem Stress zeigte jedoch keinen Unterschied
zwischen den getesteten Mutanten und dem Wildtyp (Abb. 2-8). Dies stimmte nicht mit dem von
Tran et al. (2007) postulierten Trockenstress-toleranten Phanotyp iiberein, der wahrscheinlich
eher als Langzeiteffekt bei Trockenstress zu sehen ist. Auch die ABA-Empfindlichkeit der
Stomata unterschied sich nicht bei Mutanten und Wildtyp (Abb. 2-10). Die in dieser Arbeit
durchgefiihrte Untersuchung der Dynamik der Stomataantwort zeigte keine Hinweise darauf,
dass die verschiedenen ahk-Mutanten eine gestorte Osmostress-Perzeption mit der Auswirkung
auf die Stomata besitzen (Abb. 2-9). Es ist aber auch denkbar, dass ein Funktionsverlust zu einer
Anderung des Osmosensors bzw. Ansprechverhaltens fiihrt, die keine Wirkung auf die
Stomataregulation hat. Zudem koénnten die homolgen AHKs den Funktionsausfall eines Elements
kompensieren. In die ahk-Mutanten konnte das pAtHB6::LUC-Reportersystem gebracht werden,
um die Auswirkung des osmotischen Stresses auf die ABA-Aktivitit der untersuchten Linien zu
visualisieren und nédher zu untersuchen (Christmann et al, 2007). Der Hypothese zufolge wire
bei einem osmotischen Stress eine hyper- bzw. hyposensitive Aktivierung des Reporters in
Mutanten zu erwarten, wahrend eine Behandlung mit ABA Kkeine Unterschiede in der

Genexpression zwischen untersuchten Mutanten und Wildtyp bringen sollte. Das zugrunde
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liegende Arbeitsmodell wird in der Abbildung 3-1 dargestellt und im Kapitel 2.1.1.2 detailliert

beschrieben.

osmotischer Stress

physikalisches — — ABA — ABA-
Signal Antwort

Abbildung 3-1: Das in dieser Arbeit angewandte Arbeitsmodell. Ein durch Stresseinwirkung generiertes
physikalisches Signal wird durch einen unbekannten Sensor wahrgenommen und fiihrt zur Aktivierung der ABA-
Biosynthese. Anschlieflend aktiviert Abscisinsdure die ABA-Antwort.

Mechanosensitive  Kandle sind sowohl prokaryotische als auch eukaryotische,
membranintegrierte Proteine, die durch physikalische Anregungen (wie osmotischer Stress)
hervorgerufene Anderungen der Membranspannung fithlen und bei Uberschreitung bestimmter
Schwellenweite ein Signal generieren, das wiederum eine Signalkaskade auslésen kann,
wodurch letzten Endes die Stresstoleranz positiv beeinflusst wird (Anishkin & Kung, 2005;
Sukharev & Corey, 2004). In E. coli-Bakterien gibt es mechanosensitive Kandle wie MscL
(Mechanosensitive channel of Large conductance) und MscS (Mechanosensitive channel of Small
conductance), die zuerst in Escherichia coli-Spharoplasten gefunden wurden (Cui et al, 1995;
Martinac et al, 1987; Sukharev et al, 1993), wobei die pflanzliche MSLs zu bakteriellen MscS
homolog sind. Die mechanosensitiven Kanile reagieren auf eine Anderung der
Membranspannung durch Offnen oder SchlieRen einer zentralen Pore. Das Offnen eines
MscL-Kanals erfolgt liber eine Expansion des Transmembranzylinders durch das Kippen der
Transmembranhelices mit gleichzeitiger Bewegung auf eine irisihnliche Weise (Abb. 3-2). Das
N-terminale Segment S1 formt ein kurzes Biindel, das wie ein zusatzlicher Verschluf
funktioniert. In einem Ubergangsstadium wird der Transmembranzylinder ausgedehnt,
wahrend der aus S1-Segmenten bestehende Verschlufd noch geschlossen bleibt (Abb. 3-2B). In
diesem Stadium verbleibt der MscL-Kanal nicht leitfahig. Eine weitere Expansion trennt die
kurzen S1-M1 Verbindungen, was zur Separation von N-terminalen Biindeln und zum Offnen des

Kanals fiihrt (Abb. 3-2C).
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Abbildung 3-2: Das Modell eines MscL-Kanals in seiner geschlossenen (A), geschlossen-ausgedehnten (B), und
offenen (C) Konformation (Sukharev et al, 2001).

Arabidopsis thaliana besitzt 10 MscS-homologe Kandle, MSL1-10. MSL 1-3 lokalisieren in
Plastiden, wahrend MSL4-10 in der Plasmamembran und in der Membran der Vakuole zu finden
sind (Haswell & Meyerowitz, 2006; Haswell et al, 2008). Die MSL-Expression wird von
biotischen und abiotischen Faktoren reguliert, was fiir eine Rolle in der Stresstoleranz sprechen
kann. Um die Frage zu beantworten, ob diese Kanadle als Osmosensoren funktionieren, wurde in
dieser Arbeit die Stomataregulation der msi9-10-, msl 456 und msl4-5-6:9-10- Mutanten in
Anwesenheit von osmotischem Stress bzw. ABA charakterisiert. Nur die msi4-5-6-9-10--fiinffach
Mutante zeigte eine sehr schwach veranderte Sensitivitit der Stomataregulation bei einem
osmotischen Potential von -0,8 MPa (Abb. 2-11). Die Kinetik-Untersuchungen der
Stomataregulation von msl-Mehrfachmutanten zeigten allerdings einen Wildtyp-ahnlichen
Phinotyp in Anwesenheit von osmotischem Stress (Abb. 2-12). Deshalb konnte postuliert
werden, dass die MSL-Kandle wahrscheinlich keine Funktion in der Osmostress-Perzeption
besitzen. Die mit Abscisinsdure behandelten Mutanten wiesen eine Wildtyp-dhnliche
Stomataantwort auf und unterschieden sich nicht signifikant von der Kontrolle. Es ist nicht
auszuschliefRen, dass diese Kandle dennoch in der Trockentoleranz involviert sind. Die
vergleichsweise grofée Anzahl an Genen fiir mechanosensitive Kandle in Arabidopsis thaliana
pricht fiir eine funktionelle Redundanz. So kénnten die in der Plasmamembran lokalisierten
MSL7 und MSL8, die bislang nicht analysiert wurden, als potentielle Regulatoren der

Osmoperzeption in Pflanzen in Frage kommen und sollten daher ndher untersucht werden.
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3.2.  HRW2ist ein WD40/BEACH-Domanen-Protein

Die hrw2-Mutante wurde in einem Screen nach in der Osmoregulation gestorten Mutanten
gefunden. Auf osmotischen  Stress reagiert die Mutante hinsichtlich der
ABA-Reporteraktivierung hypersensitiv, wihrend die Geninduktion in Anwesenheit von
Abscisinsdure ein Wiltdyp-dhnliches Muster zeigt. Auf Grund des im Kapitel 2.1.1.2
beschriebenen Arbeitsmodells wurde hrw2 als frithe Stress-Signaltransduktions-Mutante
klassifiziert. Auch Protoplasten der Mutante zeigten bei Verwendung des pRDZ29B:LUC
ABA-Reporters eine Wildtyp-dhnliche ABA-Sensitivitit. Die Reaktion verschiedener
physiologischer Prozesse auf ABA, wie Keimung, Wurzelwachstum und Stomataregulation, war
in der Mutante unveriandert. Uberraschenderweise zeigten diese physiologischen Prozesse in
der Mutante auch bei Applikation von osmotischem Stress dasselbe Verhalten wie der Wildtyp.
Auch eine detaillierte Analyse der Kinetik der Stomataaregulation von Mannit-gestresster
hrw2-Mutante mit Hilfe der IR-Thermographie ergab keine Unterschiede zum Wildtyp
(Masterarbeit, Ulrich Hohmann, Abb. 3-3).
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Abbildung 3-3: IR-Thermografie: pATHB6::LUC vs. hrw2 -Pflanzen in Erde (Daten von U. Hohmann). Dazu wurden ca.
7 Tage alte Keimlinge von pAtHB6::LUC-Kontrolllinie und hrw2-Mutante in 3 Schalen pikiert. Die Messung der
Blatttemperatur wurde 4- 10 Tage nach dem Piekieren begonnen. Eine Schale wurde unter starke Stessbedingungen
gesetzt, die zweite normal gewassert und die dritte nicht gegossen. Der Stress wurde den Pflanzen durch eine -1,2
MPa Mannitl6sung apliziert. Alle Messungen wurden in der Klimakammer (16h, 21,6°C tagsiiber) durchgefiihrt.
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Die positionelle Klonierung und Gesamtgenom-Sequenzierung fiihrten zur Identifizierung einer
Punktmutation in Form eines Guanin zu Adenin Austausches, wie sie fiir EMS-Mutagenesen
typisch ist, in der Position 10221 des At1g03060-Gens, die das Codon fiir Trp3407 in ein
Stopcodon umwandelt. Das Gen At1g03060 wurde von Saedler et al. (Saedler et al, 2009) in
einer fritheren Arbeit bereits charakterisiert und SPIRRIG genannt. HRW2- bzw. der
SPIRRIG-Lokus kodiert fiir ein grofles WD40/BEACH-Domanen-Protein mit 3601
Aminosaureresten, das mit menschlichen LYST (lysosomal trafficking regulator) und FAN (factor
associated with neutral sphingomyelinase activation) Proteinen, LvsA (large volume sphere A) aus
Dictyostelium und BCHS (autophagy-associated protein BLUE CHEESE) aus Drosophila verwandt
ist und eine sehr komplexe, primdre Struktur zeigt (Abb. 3-4). Das HRW2-Protein besitzt eine
PH-Doméane (pleckstrin  homology  domain), die durch eine Interaktion mit
Phosphatidylinositolen (Phosphatidylinositol-4,5-biphosphat und
Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat) bei der Bindung von Proteinen an biologische
Membranen eine Rolle spielt, eine BEACH-Domaéane (Beige and Chédiak-Higashi domain), die
wahrscheinlich fiir die Interaktion mit anderen Proteinen verantwortlich ist, und vier
C-terminale WD40-Domanen (Saedler et al, 2009), wobei die hrwZ2-Punktmutation sich in der

letzten WD40-Domaine befindet.

I I HRW2 (3601 aa)
I [ LYST (3801 aa)
| I LvsA (3619 aa)
[ I FAN (920 aa)
I [ BCHS (3489 aa)

Abbildung 3-4: Vergleich der Domaénenstruktur von WD40-BEACH-Doménen-Proteinen aus verschiedenen
Organismen. Markiert wurden PH-Domane (blau), BEACH-Domane (orange) und WD40-Domaéne (Griin).

WD40-Domanen gelten als Mittelpunkt des zelluldren Netzwerks, sie gehdren zu den haufigsten
Interaktionsdomdnen in eukaryotischen Genomen und vermitteln Interaktionen mit Proteinen,
Peptiden oder Nukleinsduren. WD40-Domanen wurden erstmalig in -Transducin des Rindes
gefunden (Fong et al, 1986) und zeigten repetitive Sequenzmotive aus 44-60 Aminosduren. Die
Kristallstruktur von B-Transducin zeigte, dass diese Motive einen 3-Propeller mit 7 Blattern
formen, wobei jedes Blatt vier antiparallele -Faltblatter besitzt (Wall et al, 1995). Proteine mit
WD40-Domanen sind grundséatzlich in Eukaryoten zu finden, wo sie in der Signaltransduktion,

der Mitose, der Apoptose, der Regulation der Transkription und beim Aufbau des Zytoskeletts
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eine wichtige Rolle spielen (Smith, 2008). Eine enzymatische Aktivitit der WD40-Domane
wurde bisher nicht bewiesen, jedoch besitzen Proteine mit WD40-Doméanen oft andere
Domdnen mit Kkatalytischen Aktivititen. WD40-Domadnen funktionieren als grofe
Interaktionsplattformen und kénnen gleichzeitig mit vielen Proteinen interagieren (Stirnimann
et al, 2010). Die Funktion der WD40-Domane in WD40/BEACH-Domaéanen-Proteinen blieb bisher
bis auf eine Ausnahme unbekannt. So interagieren die WD40-Doméanen des FAN-Proteins mit
der N-Sphingomyelinase-Aktivierungsdomédne des TNF-R55-Rezeptors (Adam-Klages et al,
1996). Durch diese Interaktion wird die in der Plasmamembran lokalisierte N-Sphingomyelinase
aktiviert, was zur Bildung von Ceramid fiihrt, welches wiederum als Signal wirkt und
Folgereaktionen auslost. Die Rolle dieser Doméane im HRW2-Protein und auch die Funktion des
HRW?2-Proteins sind in Pflanzen unbekannt. Dass die Punktmutation in der letzten der
WD40-Domédnen von HRW2 den gegeniiber osmotischem Stress hypersensitiven Phanotyp
verursacht, spricht dafiir, dass diese Doméne entscheidend fiir die Funktionalitit des ganzen
Proteins sein muss.

Saedler et al. analysierten 2 von 4 identifizierten spi-Allelen, spi-11 und spi-12, und zeigten, dass
diese Mutanten sehr diinne und verbogene Trichom-Verzweigungen besitzen. Zusatzlich wurden
bei spirrig sowohl getrennte, gekrduselte Epidermiszellen des Hypokotyls und des Blattstiels als
auch fragmentierte Vakuolen in ca. 50 % von Wurzelhaaren beobachtet, die jedoch bei der hrw2-
Mutante nicht zu sehen waren. Ein zu HRW2 homologes Protein aus Dictyostelium, LvsA, ist an
Zellteilung und Funktionalitat von kontraktilen Vakuolen beteiligt, die eine entscheidende Rolle
bei der Osmoregulation spielen (Du et al, 2008; Wu et al, 2004). Es kdénnte sein, dass die
Mutation in hrwZ2 eine Interaktion mit der Vakuole zerstort, die fiir einen richtigen Aufbau des
Zellturgors verantwortlich ist, was in Folge zur Mif3bildung von Trichomen fiihrt. Es kann
spekuliert werden, dass es sich bei HRWZ2/SPIRRIG um einen Osmosensor handelt. Aber passt
der Mutantenphdnotyp wirklich zu diesem Arbeitsmodell? Man wiirde erwarten, dass ein
Osmosensor als positiver oder negativer Regulator der downstream-Kaskade wirkt. Im Fall eines
Ausfalls der Funktion wire dann eine Insensitivitit bzw. Hypersensitivitit gegeniiber
osmotischem Stress zu erwarten. Beobachtet wurde aber, wie erwdhnt, ein hypersensitiver
Phinotyp der hrw2-Mutante, was fiir einen negativen Effekt oder fiir eine Gain-of-function-
Mutation sprechen wiirde. Die Analyse der heterozygoten Pflanzen zeigte, dass es sich bei hrw2
um eine rezessive Mutation handelt. Es ist bekannt, dass Signal-Rezeptoren auch als negative
Regulatoren funktionieren. Es wurde namlich gezeigt, dass die Ethylen-Rezeptoren ETR1, ETRZ,
ERS1, ERS2 und EIN4 die Ethylen-Signalkaskade negativ kontrollieren. Diese Proteine zeigen
strukturelle Ahnlichkeit zu bakteriellen Zwei-Komponenten-Systemen und besitzen eine His-
bzw. Ser/Thr-Kinase-Aktivitdt. Durch eine Phosphorylierung in Abwesenheit von Ethylen
induzieren sie die MAPKKK CTR1 (Constitutive Triple Response 1) und hemmen damit den

Signalweg. Die Bindung des Liganden deaktiviert den Rezeptor, was zur Inhibierung der
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CTR1-Kinase und zur Aktivierung der Ethylen-Antwort fiihrt (Chen et al, 2005; Kim et al, 2011).
Ein dhnlicher Mechanismus wurde fiir den bereits in dieser Arbeit erwdhnten HOG-Signalweg in
Hefe beschrieben, wo die SInl-Kinase als ein negativer Regulator der Signalkaskade in
Abwesenheit von hyperosmotischem Stress gilt. In Gegenwart von hyperosmotischem Stress
fiihren die Anderungen der Membranspannung zur Inhibierung der Kinase-Aktivitit von
SIn1-Protein, was anschliefdend die Schutzmechanismen aktiviert. Es ist wichtig zu erwahnen,
dass die Sequenzanalyse des HRWZ2-Proteins keine Hinweise auf die Existenz einer
Kinase-Domane ergab. Es lief3e sich postulieren, dass HRW2 mit Osmosensoren oder/und mit
mechanosensitiven Kanilen interagiert und als Inhibitor der Signaltransduktion inaktiviert wird
(Abb. 3-5). HRW2 konnte wie eine Komponente des Bacillus subtilis Stressosom Komplexes
funktionieren. Das Stressosom ist ein ca. 1,8 MDa grofder Protein-Komplex, der aus RsbS, RsbR
und 4 paralogen RsbR (Delumeau et al, 2006; Gaidenko et al, 2006) besteht, deren C-terminale
Domadnen konserviert vorkommen und als Integratoren von Signalen wirken, wahrend
N-terminale Doménen grofde Unterschiede der Aminosiduresequenz zeigen und eine Rolle als
Sensor spielen. Die Stressosome konvertieren ein aus der Umwelt kommendes Signal in ein
intrazelluldres Signal, das meistens durch eine transkriptionelle Modulation die Antwort
reguliert. Um diese Hypothese zu iiberpriifen, kann mit Hilfe des Hefe-Zwei-Hybrid-Systems
(Yeast Two Hybrid) nach potentiellen HRW2-Interaktionspartnern gesucht werden. In einem
Kandidaten-Screen konnten Enzyme der ABA-Biosynthese getestet werden, denn falls HRW2 in
der Trockentoleranz involviert ist und als ein negativer Regulator funktioniert, sollte die
ABA-Biosynthese durch das HRW2-Protein direkt oder indirekt deaktiviert werden. Parallel
sollte mit Hilfe der RT-PCR (Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion) die Expression
von an der ABA-Biosynthese beteiligten Genen getestet werden. Bei Giiltigkeit der
JInteraktionshypothese“ wire in volliger Abwesenheit des HRW2-Proteins und in Gegenwart
von osmotischem Stress eine erhohte Expression von diesen Genen im Vergleich zur Kontrolle
zu erwarten. Es ist allerdings vorstellbar, dass HRW2 nicht direkt mit Komponenten der
ABA-Biosynthese interagiert. So gibt es Hinweise auf eine indirekte Verkniipfung zwischen
ABA-Biosynthese und HRW2 in Form einer Riickkopplung. In einer massenspektrometrischen
Analyse mit Hilfe von der N!4/N15 metabolischen Markierung wurde gezeigt, dass drei
Serin-Reste (Ser1%1, Ser193, Ser19¢6) des HRW2/SPIRRIG-Proteins in Anwesenheit von
Abscisinsdure phosphoryliert werden konnen (Kline et al, 2010). In einem noch zu priifenden
Modell kénnte man sich eine ABA-abhangige Kinase vorstellen, die nach der HRW2-abhéngigen
Aktivierung der ABA-Biosynthese die Aktivitit von SPIRRIG durch eine Phosphorylierung
verdndert. Kandidaten fiir eine solche Kinase waren zunachst die bereits erwdhnten SnRKs wie

OST1. Ein Model der HRW2-Funktion wird in Abbildung 3-5 dargestellt.
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Osmotischer Stress

\ Osmosensor
Osmosensor MSL7 ?
MSLS8

/
(Riickkopplung)

ABA-Biosynthese / Antwort

ABA-Antwort

Plasmamembran

Signalkette

HRW2

Kinase

Abbildung 3-5:Modell zur Funktion von HRW2 in der Osmoperzeption. Ein osmotischer Stress wird durch einen
unbekannten Sensor bzw. MSLs oder durch HRW2 selbst wahrgenommen, was zur Deaktivierung von HRW2 fiihrt. Da
HRW2 im Modell als negativer Regulator wirkt, wird dadurch die ABA-Biosynthese und anschlieffend die ABA-
Signalkaskade aktiviert. Dies beeinfluf3t auf eine positive Weise eine ABA-abhéngige Kinase, die HRW2 phosphoryliert
und dadurch reguliert.

Es ist jedoch nicht auszuschlief3en, dass der in der hrw2-Mutante beobachtete Phanotyp durch
einen Zellwandeffekt verursacht wurde. Es wurde namlich gezeigt, dass ein zu
HRW2-homologes menschliches WD40-BEACH-Domanen-Protein, LYST, ein lysosomaler
Regulator des Vesikeltransporters ist (Tchernev et al, 2002). LYST scheint als ein Adapter-
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Protein von an der Fusion der intrazelluliren Membranen beteiligten Proteinen zu
funktionieren, wahrend Bchs (blue cheese), ein WD40-BEACH-Domanen-Protein aus Drosophila
melanogaster, eine Rabl1-antagonistische Wirkung in den Synapsen sitzt. Rab11 ist eine
GTPase, die im Vesikeltransport eine Rolle spielt. Sie reguliert die Formation, die Beweglichkeit,
das Andocken und die Fusion der Vesikel (Khodosh et al, 2006).

Neben den WD40-Interaktionsdominen kommen im SPIRRIG-Protein auch BEACH-Domaéanen
vor, die upstream von den C-terminalen WD40-Domanen liegen. Kristallstudien zeigten, dass die
BEACH-Domane von Neurobeachin in eine besondere, fir andere Proteine unbekannte Struktur
faltet (Jogl et al, 2002) Diese Domaine besitzt mehrere Segmente (e-1 bis &-7), die weder
B-Strange noch Random Coil-Strukturen zeigen und sich im hydrophobischen Domanenkern
befinden, wo sie durch danebenliegende a-Helices (a-A bis a-K) stabilisiert werden (Abb. 3-6A).
Es wurden weder katalytische noch bindende Taschen in der BEACH-Domaéne identifiziert. Die
Funktion der BEACH-Domaéne ist unbekannt. Im Innenbereich der BEACH-Domane aus
verschieden Arten sind viele konservierte Aminosiurereste zu finden, die z.B. bis zu 50 %
Homologie zwischen LsvA und menschlichen CHS (beige/Chediak-Higashi
syndrome proteins)-Proteinen zeigen (De Lozanne, 2003). In der Kristallstruktur der BEACH-
Domane zeigte sich die Anwesenheit einer prominenten £4-e5 Schleife, die wahrscheinlich eine
Rolle bei der Interaktion mit anderen Proteinen spielt (Abb. 3-6A). In Abbildung 3-6B wird der
mit Multalin (http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/) durchgefitihrte Homologievergleich der
Aminosauresequenz von BEACH-Domanen zwischen HRW2-, LvsA- und LYST-Proteinen. Der
Sequenzvergleich von PH-Doméanen, WD40-Domanen als auch von dem N-terminalen Bereich

erwies keine Homologie zwischen den verglichenen Proteinen.
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Abbildung 3-6: A, Struktur der BEACH-Doméane von Neurobeachin (Jogl et al, 2002). e-Segmente wurden blau, a-
Helices gelb und Schleifen lila markiert. B, Homologievergleich der BEACH-Doméanen von WD40-BEACH-Doménen-
Proteinen aus verschiedenen Organismen. Die konservierten Aminosdurereste sind rot angezeichnet.

Es wurde gezeigt, dass Neurobeachin und AKAP-550 aus Drosophila melanogaster mit
Proteinkinase A (PKA) interagieren (Han et al, 1997; Wang et al, 2000). PKA besteht aus drei
katalytischen und vier regulatorischen Untereinheiten. Diese Kinase wird durch cAMP in
Antwort auf extrazelluldre Signale reguliert und wirkt auf intrazelluldre Ereignisse (Muniz et al,
1997). Bruzzone et al. zeigten, dass die ABA-Bindung an die Membran der menschlichen
Granulozyten zur Erhohung des zelluliren cAMPs fiihrt und dadurch zur Aktivierung der

Proteinkinase A (Bruzzone et al, 2007). Ein dhnlicher Mechanismus koénnte in Pflanzen ablaufen:
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ein osmotischer Stress wiirde HRW2 anregen, das anschlief3end die ABA-Biosynthese aktivieren
wiirde. ABA wiirde zur Aktivierung der Proteinkinase fithren, die anschliefend HRW2
phosphorylieren und es damit deaktivieren wiirde. An dieser Stelle sind das nur Spekulationen,
die ohne Zweifel weitere Untersuchungen benotigen.

PH-Domane (pleckstrin homology domain) besteht aus ca. 100-120 Aminosdureresten und
vermittelt die  Membranassoziation von  Proteinen durch eine Bindung an
Phosphatidylinositolphosphate, wobei die Ligandenspezifitit von PH-Domanen variabel
vorkommt. Die PH-Domanen-Proteine sind nicht nur am Membrantransport und
Lipidmetabolismus beteiligt sondern regulieren auch das Zellwachstum durch eine Organisation
des Zytoskeletts (Ferguson et al, 1995; Lemmon & Ferguson, 2000). Die Anwesenheit der
PH-Domane in HRW2-Protein kann ein Hinweis auf eine Membranlokalisation des Proteins sein.
LvsA, ein WD40-BEACH-Protein aus Disctyostelium, wurde in einem Screen auf in der Zellteilung
gestorten Mutanten gefunden (Kwak et al, 1999). Die IvsA-Zellen sind fahig eine Teilungsfurche
und einen kontraktilen Ring zu formen. Die Ingression der Teilungsfurche wird allerdings nicht
abgeschlossen, was zum Anschwellen der Furche und zum Ausbeulen der Zelle fiihrt. (Kwak et
al, 1999). So entstehen Zellen, die die Zellteilung nicht durchfiihren kénnen und viele Kerne
besitzen. Zusatzlich ist LvsA wichtig fiir die Funktionalitit der kontraktilen Vakuolen (CV), die
z.B. in Chlamydomonas, Dictyostelium und Paramecium gefunden werden. Diese Organellen
kontrollieren die Osmoregulation und regeln den intrazelluliren Wasserstatus durch
Ansammeln und Austreiben des Wasseriiberschusses aus der Zelle. Dies erhéht die
Uberlebenschancen bei einem hypoosmotischen Stress. In Abwesenheit von kontraktilen
Vakuolen, die aus Rohrchen und Bldaschen bestehen, kann die Zelle das Wasser nicht austreiben,
was zum Anschwellen und zur Lyse fiihrt (Du et al, 2008). Rohrférmige Strukturen
funktionieren als Wasser-akkumulierende Kanaile, wiahrend Bldschen mit der Plasmamembran
fusionieren und dadurch das Wasser austreiben (Heuser et al, 1993). Wenn Zellen sich in einem
isotonischen Medium befinden, bleibt das CV-System inaktiv. Die Verbindung des LvsA-Proteins
mit den kontraktilen Vakuolen von Dictyostelium ist transient und findet nur wihrend der
Entleerung der Vakuole statt. Eine expandierende Vakuole ist also frei von LvsA. Wenn die
Vakuole den maximalen Durchmesser erreicht, wird sie von LsvA umhiillt. Nach dem Austreiben
des Vakuoleninhalts verschwindet die Assoziation zwischen LvsA und kontraktiler Vakuole. Es
wurde gezeigt, dass nur das komplette LvsA-Protein seine volle Funktionalitdt behalt (Wu et al,
2004).

Obwohl das Zusammenspiel zwischen LvsA-Protein und kontraktilen Vakuolen in Dictyostelium
gut beschrieben wurde, gibt es keinen Hinweis auf die Existenz eines solchen Kompartiments in
Pflanzen. Die Lokalisation des SPIRRIG/HRW2-Proteins in Pflanzenzellen ist bislang unklar. Es
wurde aber gezeigt, dass die spirrig-Mutante fragmentierte Vakuolen in Wurzelhaaren aufweist

(Saedler et al, 2009). Dieser nur schwach und uneinheitlich ausgepragte Phanotyp deutet auf
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eine Verknlipfung zwischen vakuoldrem System und dem SPIRRIG/HRW?2-Protein hin. Es ist
denkbar, dass HRW2 sich an Tonoplasten der pflanzlichen Zentralvakuole befindet, die an der
Regulation des Turgors beteiligt ist, und diese stabilisiert. Um diese Hypothese nachweisen zu
konnen, miissen Lokalisationsstudien z.B mit Hilfe des eGFP-Proteins durchgefiihrt werden.
Dabei sollten sowohl das intakte Protein als auch verkiirzte Varianten untersucht werden. Es ist
vorstellbar, dass die Abwesenheit der WD40-Dominen bzw. BEACH-Doméane zur
Infunktionalitdt bzw. Dislokalisation des HRW2/SPIRRIG-Proteins fithren wiirde. Wu et al.
zeigten namlich, dass eine N-terminale Deletion die Akkumulation des LvsA-Proteins an der
Membran der kontraktilen Vakuole verhindert (Wu et al, 2004).

In Dictyostelium akkumuliert das LvsA-Protein erst in Anwesenheit der kontraktilen Vakuolen,
die durch einen hypoosmotischen und nicht hyperosmotischen Stress aktiviert werden. Bisher
gibt es keine Hinweise darauf, dass es unter hypoosmotischen Bedingungen zu einer Aktivierung
der ABA-Signaltransduktion in Pflanzen kommt. Um dies zu iiberpriifen, konnte die Expression
von ABI5-Transkriptionsfaktor in Arabidopsis-Zellkulturen untersucht werden. Diese Zellen sind
an konstante Bedingungen angepasst und schockartiger Austausch des Mediums gegen reines
Wasser konnte fiir sie eventuell eine Stress-Situation darstellen. Die erhohte ABI5-Expression
wiirde in einem solchen Experiment im Vergleich zur Kontrolle dafiir sprechen, dass nicht nur
hyperosmotischer Stress, sondern auch allgemeine Anderungen der osmotischen Verhiltnisse
eine Induktion der ABA-Signaltransduktion auslésen kénnen.

Die phinotypische Analyse der hrw2-Mutante zeigte einen Trichom-Phdnotyp (Abb. 2-26E). Dies
stimmt mit Daten von Saedler et al. (Saedler et al, 2009) liberein, die zeigten, dass Trichome von
spi-11 und spi-12 diinnere und oft verbogene Trichom-Verzweigungen besitzen (Abb. 2-26C,
2-26D). Neben SPIRRIG/HRWZ sind 7 weitere sogenannte DIS-Genen (DISTORTED genes)
(Hulskamp et al, 1994), die strukturell nicht ndher mit SPIRRIG verwandt sind, fiir die richtige
Entwicklung der Arabidopsis thaliana-Trichome verantwortlich ist. Die Entwicklung eines
Trichoms beginnt mit einer Expansion der Trichom-Zelle aus der Epidermis, anschlief3end
erfolgt eine Initiation von Trichom-Verzweigungen und die Ausbreitung der Zelle (Hulskamp,
2000; Hulskamp et al, 1994). Die Expansion und das Formen der Trichom-Zelle werden durch
die Vakuole beeinflufst, die fiir den Aufbau eines hydrostatischen Drucks in der Zelle
verantwortlich ist. Durch diesen Druck auf die Zellwand wird die Trichom-Zelle turgeszent.
Gleichzeitig findet eine Endoreplikation statt, bei der die DNA durch Replikation ohne Zellteilung
vervielfacht wird. Die Trichom-Zellen des Wildtyps erreichen DNA-Gehalte von 32C. Die dis-
Mutanten konnen sich im DNA-Gehalt unterscheiden, was wiederum die Zahl der
Trichom-Verzweigungen reguliert. Da diese Mutanten eine abnormale Organisation des Aktins
aufweisen und vier von diesen Genen die Komponenten des ARP2/3-Komplexes (Actin Related
Protein 2/3) kodieren (El-Din El-Assal et al, 2004; Le et al, 2003; Li et al, 2003; Mathur et al,

2003a; Mathur et al, 2003b; Saedler et al, 2004), wurde postuliert, dass die DIS-Gene die
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Expansion der Zelle {iber einen Einfluf} auf das Aktin-Zytoskelett regulieren (Mathur et al, 1999).
Der ARP2/3-Komplex befordert die Aktin-Bildung durch eine Polymerisation des F-Aktins zu
neuen Filamente und assoziiert mit den vorhandenen Aktin-Strangen (Svitkina & Borisy, 1999).
spi-Mutanten zeigten allerdings als einzige Mutanten aus der dis-Gruppe keine Anderungen der
Aktin-Organisation (Schwab et al, 2003). Es ist wichtig zu erwdhnen, dass mit Ausnahme der
teilweise fragmentierten Vakuolen bei spi-Mutanten keine Defekte der intrazellularen
Organisation des Cytoskeletts bei dis-Mutanten identifiziert wurden (Schwab et al, 2003).

Die spi-11 bzw. spi-12 und die hrw2-Mutante wurden miteinander gekreuzt und es zeigte sich in
der F1 Generation, dass sie auf Grund des Trichom-Phénotyps allelisch sind (Abb. 2-26F, 2-26G).
Da es sich in spi und hrw2 um dasselbe Gen handelt, ist es zu erwarten, dass die Fi-Generation
ebenfalls einen Mannit-hypersensitiven Phdnotyp aufweist. Es ist aber nicht klar, wie die
Punkmutation in HRWZ einerseits zum hypersensitiven Phdnotyp und anderseits zur
Mifdgestaltung der Trichome fiihrt. Dies konnte auf eine Funktion des HRW2-Proteins in der
Regulation des Turgordrucks hinweisen. Der durch die Vakuole aufgebaute Turgor ist besonders
fiir die Entwicklung und die Stabilisierung der Trichom-Zelle wichtig. Das Wachstum der Zelle
erfolgt grofitenteils iiber Wasserzunahme, wobei die VergrofRerung der Zelle als Resultat der
Volumenzunahme von der Vakuole auftritt. Die Entwicklung einer Trichom-Zelle involviert auch
die Mikrotubuli, die die Initiation und die Formation von Trichom-Verzweigungen kontrollieren.
Es ware denkbar, dass das native Protein die Struktur des Zytoskeletts durch Interaktion mit
Aktin stabilisiert. Dagegen spricht das Fehlen einer Anderung des Zytoskeletts, wobei dieses
Szenario eine Lokalisation von HRW2 in der Plasmamembran bzw. im Tonoplasten nicht
ausschliefien wiirde. In diesem Fall wiare HRW2 /SPIRRIG ein Regulator bzw. eine Komponente
eines regulatorischen Komplexes, der an der Stabilisierung des Zytoskeletts beteiligt ware. Eine
Beeintrachtigung dieser Funktion kénnte dementsprechend zu Stérungen der Turgorregulation
in Gegenwart von osmotischem Stress fiihren. Dies konnte einen sekundaren Effekt hervorrufen
und zur ABA-Signaltransduktion fithren. Um die Hypothese zu kldren, dass die Punktmutation
eine in der Osmoregulation beteiligte Komponente traf und spezifisch in der hrw2-Mutante den
osmotisch hypersensitiven Phdnotyp auslost, sollten die dis-Mutanten ebenfalls auf die
osmotische Reaktion hinuntersucht werden. Die DIS-Gene kodieren fiir nicht miteinander
verwandte Proteine, die den Trichom-Phdnotyp auslosen und zur Miflorganisation des
Zytoskeletts fiihren. In diese Mutanten sollte der pAtHB6::LUC Reporter eingebracht und seine
Aktivierung in Anwesenheit von osmotischem Stress getestet werden. Wenn keine Induktion des
Reporters zu sehen wire, wiirde es bedeuten, dass die Punktmutation in hrw2 spezifisch den
hypersensitiven Phanotyp verursacht. Dies wiirde dafiir sprechen, dass das HRW2-Protein eine
entscheidende Funktion in der Osmoregulation spielt. Die Hypersensitivitit von allen getesteten

dis-Mutanten wirde jedoch heifden, dass die Induktion der ABA-Signaltransduktion eher als

93



Diskussion

nicht ein hrw2-spezifischer Effekt betrachtet werden sollte und grundsatzlich durch Stérungen

des Zytoskeletts verursacht ware.

Da die hrw2-Mutante in Anwesenheit von osmotischem Stress eine hypersensitive Aktivierung
des pAtHB6::LUC Reporters und keine verdnnderte Stomararegulation zeigt, sollte die
spezifische Interaktion zwischen HRW2 und AtHB6 mit Hilfe von Y2H untersucht werden. Es
wurde gezeigt, dass AtHB6 als ein negativer Regulator der ABA-Signaltransduktion wirkt
(Himmelbach et al, 2002). Auflerdem wurde nachgewiesen, dass der Transkriptionsfaktor an
seinen eigenen Promotor bindet und damit autoaktivierend wirkt. Diese Bindung an den eigenen
Promotor wird in vitro durch eine Phosphorylierung negativ beeinfluf3t. Es ware denkbar, dass
es in der hrwZ-Mutante in Anwesenheit von osmotischem Stress nicht zur Aktivierung der
entsprechenden Kinase kommen wiirde, die den AtHB6-Trankriptionsfaktor normalerweise
durch Phosphorylierung deaktivieren wiirde. Der aktive AtHB6 wiirde in Folge verstirk seine
eigene Expression und gleichzeitig den pAtHB6::LUC-Reporter aktivieren. Die Folge ware zum
einen, wie beobachtet, eine verstirkte Reporterantwort, zum anderen sollte AtHB6 vermehrt als
negativer Regulator der ABA-abhidngigen Antworten wirken, was z.B. in der Regulation der
Schlief3zellen zu sehen sein miisste. Gegen dieses Szenario spricht allerding, dass dieser
Phinotyp in der hrwZ-Mutante nicht beobachtet wurde. Die Hinweise auf eine Interaktion
zwischen HRW2 und AtHB6 konnten zunédchst durch eine Kreuzung von hrwZ2 mit einer anderen
ABA-Reporterlinie wie pRD29B::GUS iiberpriift werden. Wenn HRW2 /SPIRRIG spezifisch den
Promotor pAtHB6 aktivieren wiirde, ware die hypersensitive Aktivierung des pRD29B::GUS
Reporters in hrw2 gegeniiber dem osmotischen Stress nicht zu erwarten.

Im Genom von Arabidopsis thaliana existiert ein zu HRWZ2/SPIRRIG homologes Gen (At4g02660)
auf dem Chromosom IV. Das At4g02660-Gen zeigt 85 % und 78 % Ubereinstimmung der DNA-
bzw. Aminosiduresequenz zu HRWZ2 (Abb. 3-7) und kodiert ebenfalls fiir ein WD40/BEACH-

Domadanen-Protein mit unbekannter Funktion (van Nocker & Ludwig, 2003).
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Abbildung 3-7: Vergleich der Aminosduresequenzen von HRW2 und einem hoch homologen Protein aus Arabidopsis
thaliana. Die Zahlen geben prozentuale Ubereinstimmung an. Markiert wurden WD40-Doménen (griin), BEACH-
Domane (orange) und PH-Domane (blau).
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Die mit Arabidopsis eFP Browser (http://bar.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb.cgi) (Winter et al,

2007) durchgefiihrte Expressionsanalyse zeigte, dass HRWZ in allen Organen der Pflanze
mittelmafdig und am starksten in reifen Pollenkérnern exprimiert wird, wahrend At4g02660 nur
in Pollensdcken in Bliiten-Entwicklungsstadium 12 und in reifen Pollenkérnern zu finden ist
(Abb. 3-8). At4g02660-Knockout-Pflanzen zeigen allerdings einen Trichom-Phanotyp (eigene
Beobachtung) und so ist anzunehmen, dass die beiden Proteine &dhnlich bzw. redundant
funktionieren. Um dies zu beweisen, wurde die At4g02660-Knockout-Linie mit hrw2 gekreuzt,
um die homozygoten Nachkommen in Gegenwart von osmotischem Stress zu testen. Wenn diese
Gene redundant wirken wiirden, ist es zu erwarten, dass die Doppelmutante einen bei
osmotischem Stress verstarkten Phanotyp im Vergleich zu hrw2 zeigt. Es ist denkbar, dass das
redundante Gen die Ausbildung eines klaren Phdnotyps wie Stomataregulation etc. in hrw2
verhindert. In diesem Fall wire in der Doppelmutante ein ausgepragter Stomata-Phéinotyp zu

erwarten.
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Abbildung 3-8: Expression von HRW2 und homologem Gen At4g02660. Die Analyse wurde mit dem eFP Browser
(http://bar.utoronto.ca/efp_arabidopsis/cgi-bin/efpWeb.cgi) durchgefithrt und es wurden Werte der ATH1-
Microarray-Expression gezeigt. Die Signalintensitdt wird mit Hilfe der links unten angegebenen Farbskala dargestellt,

wobei der Wert fiir die Hintergrundexpression bei 20 liegt.
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3.3.  Aktivitat der ABA-Vorstufen und ABA-Katabolite

ABA-Vorstufen und ABA-Katabolite weisen in verschiedenen Arten eine biologische,
ABA-dhnliche Aktivitit auf, wobei bisher unklar war, ob diese Substanzen direkt die
ABA-Signaltransduktion auslosen. Es wurde gezeigt, dass Xanthoxin, ABA-Alkohol und
ABA-Aldehyd das Schliefien der Stomata induzierten (Yamomoto & Oritani, 1996; Uehara et al,
1975), wahrend ABA-Alkohol und ABA-Aldehyd eine moderate Aktivitat bei der Induktion der
Kaltetoleranz in Bromus inermis Zellkulturen zeigten (Robertson et al, 1994). Einerseits
iduzierte ABA-Alkohol die Expression von Oleosin starker als ABA und ABA-Aldehyd (Yamomoto
& Oritani, 1996), anderseits wies ABA-Aldehyd eine ABA-vergleichbare Aktivitit in
Keimunsgversuch von Weizensamen auf, wihrend ABA-Alkohol deutlich ineffektiver war
(Hays et al, 1996). Interessanterweise zeigte sich, dass auch einige ABA-Katabolite eine
physiologische Aktivitit besitzen. PA beweist in der Gerste nicht nur eine Hemmung der
Aktivitat von a-Amylase und der Keimung von Embryos, sondern induziert auch die Expression
von ABA-abhdngigen Genen, die fiir Gerste-Agglutinin kodieren (Dashek et al, 1979; Hill et al,
1992, 1995; Todoroki et al, 1995). Mit der Entdeckung des ABA-Rezeptors erdffnen sich nun
vollig neue Moglichkeiten, die Wirkung dieser Verbindungen ndher zu untersuchen. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde sowohl die in vivo-Wirksamkeit dieser Verbindungen in Form ihres
Einflufdes auf Keimung, Wurzelwachstum, Stomataregulation und ABA-abhdngige Genexpression
in Protoplasten untersucht als auch ihre in vitro Interaktion mit dem ABA-Rezeptor in Form
eines regulatorischen Einfluf3es auf die PP2C-Aktivitit im Komplex mit RCAR-Proteinen
charakterisiert.
Die ABA-Vorstufen Xanthoxin, ABA-Aldehyd, ABA-Alkohol waren in Keimung, Wurzelwachstum
und Regulation der Schlief3zellen sehr aktiv, wahrend ABA-GE nur in Keimungsversuch eine
ABA-ahnliche Aktivitdt zeigte. Die biologische Aktivitit der ABA-Vorstufen kann so erklart
werden, dass sie zu aktiver Abscisinsaure in planta konvertiert werden. Dies wurde mit Hilfe der
in der ABA-Biosynthese gestorten Mutanten aba2-1 und aba3-1 nachgewiesen. Da die
aba3-1-Mutante durch Abwesenheit einer funktionellen ABA-Aldehyd-Oxigenase nicht fahig ist,
ABA-Aldehyd zu ABA zu konvertieren (Xiong et al, 2001), sollten die ABA-Vorstufen in dieser
Mutante keinen Einfluss auf die Keimung der Samen aufweisen. Dies war tatsdchlich der Fall. Die
zweite verwendete Mutante, abaZ2-1, hat einen Defekt in einer Alkohol-Dehydrogenase und kann
dadurch Xanthoxin nicht zu ABA-Aldehyd konvertieren (Gonzalez-Guzman et al, 2002). Es zeigte
sich, dass die Keimung in Gegenwart von Xanthoxin nur zu 27 % gehemmt wurde, wahrend
ABA-Aldehyd und ABA-Alkohol in dieser Mutante stark keimmungshemmend wirkten. Die
restliche Aktivitit von Xanthoxin kénnte mit einer Durchléssigkeit des Mutantenphdnotyps
(Léon-Kloosterziel et al, 1996) bzw. der Existenz eines alternativen Xanthoxin-Metabolismus
erklart werden. Die Aktivitdit von ABA-Alkohol und ABA-Aldehyd wurde anschlieflend in
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Protoplasten von Wildtyp, abaZ2-1 und aba3-1 getestet und mit der Aktivitdt von ABA verglichen.
Wie erwartet, induzierten alle Verbindungen die Expression des Reporters im Wildtyp und
aba2-1, wahrend in aba3-1 nur Abscisinsdure eine Aktivitit aufwies. Es ist notwendig zu
erwahnen, dass ABA-Alkohol die pRD29B::LUC-Expression deutlich starker als ABA in Wildtyp
und abaZ-1 induzierte. Dies konnte mit der weniger polaren Natur des ABA-Alkohols im
Vergleich zu ABA zusammenhdngen, was eine schnellere Diffusion durch die Plasmamembran
ermoglichen konnte, wobei ABC-Transporter daran ebenfalls beteiligt sein konnten (Kang et al,
2010; Kuromori & Shinozaki, 2010). Es ist denkbar, dass die anschliefiende enzymatische
Konvertierung des ABA-Alkohols zu ABA eine dauerhafte Quelle der aktiven Abscisinsdure
liefern konnte, die effektiver als exogene ABA wirkt. Da das ABA2-Enzym im Leitgewebe (dies
fehlt in der Protoplastenpraparation) der Pflanze exprimiert wird (Endo et al, 2008), war die
Induktion des Reporters in Anwesenheit von Xanthoxin nicht zu sehen (diese Ergebnisse
wurden in Abbildung 2-31 nicht gezeigt). Die Aktivitdt von Xanthoxin konnte jedoch untersucht
werden, wenn gleichzeitig ABA2 in Protoplasten iiberexprimiert wiirde.

Die ABA-Katabolite 7-OH-ABA, PA und neoPA waren in physiologischen Experimenten nicht
aktiv. In vitro inhibierten 7-OH-ABA und PA ABI2 zu 30 % und 50 % bei einer Konzentration
von 10 pM und in Anwesenheit von RCAR1 bzw. RCAR11. Bei einer Konzentration von 1 uM
wurde kein Effekt von diesen Liganden auf die PP2C-Aktivitit beobachtet, was fiir eine schwache
Affinitdt dieser Verbindungen zu RCAR-Proteinen im Vergleich zu ABA spricht.
Uberraschenderweise wurde gezeigt, dass PA die Keimung von Gerstenembryos in einem zu
ABA vergleichbaren Muster inhibiert (Hill et al, 1992), wahrend in Arabidopsis thaliana der
Effekt unbedeutend bleibt (diese Arbeit) (Kepka et al, 2011). Es konnte sein, dass PA
ABA-Rezeptoren mit bestimmten Struktureigenschaften beeinflusst und solche Rezeptoren
beispielweise in der Gerste vorkommen, wie es fiir Pyrabactin gezeigt wurde (Peterson et al,
2010). Diese Verbindung besitzt sowohl eine ABA-antagonistische als ABA-agonistische Aktivitat
und regulierte die PP2C-Aktivitdt im Komplex mit RCAR11/PYR1, wahrend im Komplex mit
RCAR14/PYL2 nicht Fahig ist, die Phosphatase zu inhibieren.

Obwohl ABA-GE gering und dhnlich wie 7‘-OH-ABA bzw. PA ABA-Rezeptoren reguliert (bis 40 %
mit Komplex mit RCAR3 bzw.RCAR11), inhibiert er sehr stark die Keimung, was auf eine
Spaltung dieser Verbindung in vivo unter Freisetzung von ABA zurtlickgehen konnte. Es wurde
gezeigt, dass bei einem osmotischen Stress aus ABA-GE durch die -Glucosidase BG1 aktive
Abscisinsdure freigesetzt wird, die dann einen Stomataschlufd bewirken kann (Lee et al, 2006).
Da in Arabidopsis thaliana allerdings zahlreiche Glucosidasen zu finden sind, die redundant
funktionieren konnen, wurde in dieser Arbeit die bg1-Mutante nicht untersucht.

Der Abbau der ABA im pflanzlichen Gewebe beginnt mit einer Hydroxylierung, die an
verschiedenen Positionen erfolgen kann. Es wurde gezeigt, dass die hydroxylierten

ABA-Katabolite eine der ABA dhnliche Aktivitdt haben (Zhou et al, 2004). Allerdings besitzen sie
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eine Tendenz, spontan zu PA (8-OH-ABA) bzw. neoPA (9-OH-ABA) zu konvertieren (Hill et al,
1995)(siehe Abbildung 1-3, Kapitel 1.1.1), 9*-OH-ABA wirkt inhibierend auf die Keimung der
Arabidopsis thaliana Samen, wahrend neoPA nicht aktiv ist. 8'-OH-ABA zeigte eine geringe
Aktivitat (Zhou et al, 2004). Um hydroxylierte ABA-Katabolite zu charakterisieren, wurden in
dieser Arbeit ihre synthetischen, stabilen Tetralon-Derivate verwendet, die nicht zu PA bzw.
neoPA konvertieren. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Tetralon-ABA, sowie 8‘- bzw
9‘-OH-Tetralon-ABA in der Lage sind, den RCAR1-ABI2-Rezeptorkomplex zu regulieren, wobei
Tetralon-ABA sowohl in vivo als auch in vitro eine ABA-dhnliche Aktivitat aufwies. Es wurde
weiter gezeigt, dass 9‘-OH-Tetralon-ABA und 8‘-OH-Tetralon-ABA unterschiedlich mit
RCAR1 (PYL9)/ABI2 bzw. RCAR11 (PYR1)/ABI2 Rezeptorkomplexen interagierten. Beide
Verbindungen zeigten moderate Aktivitdt im Komplex mit RCAR1/PYL9, wahrend die Liganden
in Anwesenheit von RCAR11/PYR1 starke Differenzen in ihrer Affinitit erwiesen.
9-OH-Tetralon-ABA war im Komplex mit RCAR11/PYR1ldoppelt so aktiv wie 8'-OH-
Tetralon-ABA und 4-fach aktiver im Komplex mit RCAR11/PYR1 als mit RCAR1/PYL9. Eine
dhnliche Ligandenselektivitit wurde fiir (R)-ABA nachgewiesen, wobei diese Verbindung im
Komplex mit RCAR3/PYL8 ABI1 bzw. ABIZ2 inhibierte, wahrend sie im Komplex mit
RCAR1/PYL9 nur eine geringe Aktivitit zeigte (Szostkiewicz et al, 2010). Der ABA-Agonist,
Pyrabactin, reguliert ebenfalls die ABI1-Phosphatase im Komplex mit RCAR11/PYR1, wahrend
es als RCAR14(PYL2)/Pyrabactin-Komplex, die PP2C-Aktivitit nicht zu hemmen vermag
(Peterson et al, 2010). Melcher et al. zeigten, dass ein A93F Aminosdureaustausch in der
Bindungstasche des PYL2/RCAR14-Proteins zur Erhohung der Pyrabactin-Aktivitit fiihrt
(Melcher et al, 2010). Dies zeigt, dass Strukturdnderungen der Bindungstasche die
Ligandenaffinitit bzw. die Interaktion mit PP2Cs sehr stark beeinflussen kann.

Die ABA-Vorstufen, ABA-Alkohol und ABA-Aldehyd, zeigen eine zu Abscisinsdure sehr dhnliche
Struktur und unterscheiden sich nur durch die Oxidation des C-Atoms 1. Da diese Vorstufen im
Komplex mit RCAR1/PYL9 nicht so aktiv wie ABA wirken, scheint diese Modifikation die
Rezeptoraffinitit entscheidend ZUu beeinflufien. Rontgenstrukturanalysen an
Rezeptorkomplexen ergaben, dass das C1 der Abscisinsdure mit dem Rezeptor durch mehrere
Wasserstoffbriickenbindungen interagiert (Melcher et al, 2009; Miyazono et al, 2009; Nishimura
et al, 2009; Santiago et al, 2009a; Yin et al, 2009). In dem anhand der Strukturanalyse
entwickelten Modell interagieren die Carboxy- und die Hydroxygruppe der ABA mit Lysin (Lys)-
und Glutaminsauren (Glu)-Resten in der Bindungstasche des RCAR-Proteins und stabilisieren
dadurch die Bindung des Liganden (Abb. 3-9A). Die Kristallstrukturen des RCAR11
(PYR1)/Pyrabactin bzw. RCAR12 (PYL1)/Pyrabactin (Abb. 3-9B) zeigen, dass Pyrabactin den
gleichen Bindungsmechanismus nutzt: die Sulfonamidgruppe- und die Pyridingruppe dieser
synthetischen Verbindung wurden ebenfalls von den konservierten Lys und Glu Resten des

RCAR-Proteins gebunden(Abb. 3-9B) (Hao et al, 2010; Melcher et al, 2010; Peterson et al, 2010;
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Yuan et al, 2010). Die Daten indizieren, dass die Abwesenheit des Carboxygruppen-Sauerstoffs
in ABA-Alkohol und ABA-Aldehyd die Bindung an die RCAR/PYR1/PYL-Proteine und damit die
PP2C-Inhibierung negativ beeinflussen. Die in dieser Arbeit vorgestellten Daten implizieren,
dass Hydroxylierungen der 8‘ bzw. 9° Position der Abscisinsdure die Affinitdt des Liganden an
RCAR/PYR1/PYL-Proteine verringern. Der Tetralonring beeinflusst die Bindung an einen
Rezeptor nicht nachteilig. Interessanterweise besitzt er eine gewisse strukturelle Ahnlichkeit
mit dem Bromnaphthalinring des Pyrabactins der nach Kristallanalysen durch RCAR11/PYR1
und RCAR12/PYL1 gut gebunden wurde. Das Modell zur Bindung von Tetralon-ABA wird in
Abbildung 3-9C dargestellt.
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Abbildung 3-9: Schematische Darstellung der Interaktionen zwischen Aminosdureresten der Bindungstasche des
RCAR12/PYL1-Proteins und ABA (A) (Miyazono et al, 2009) und Pyrabactin (B) (Melcher et al, 2010). Die
hypothetische Bindung von Tetralon-ABA an RCAR12 wurde auf Grund der Kristallstrukturen des RCAR12
(PYL1)/Pyrabactin- und RCAR12 (PYL1)/ABA-Komplexes erstellt (C) (modifiziert nach Miyazono et al, 2009; Melcher
etal, 2010). Wasserstoffbriickenbindungen wurden mit blauen Pfeilen markiert
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3.4. Aktivitat der ABA-Analogen

Die ABA-Analogen sind synthetische chemische Verbindungen, deren Struktur auf ABA basiert,
und wurden bei Untersuchungen der ABA-abhdngigen Genexpression verwendet. Es wurde
gezeigt, dass z.B. (+)-8‘-Ethin-ABA (PBI 425) nicht umkehrbar die 8'-ABA-Hydroxylase inhibiert
(Cutler et al, 2000; Rose et al, 1997) und eine starkere Aktivitat als ABA besitzt (Sharma et al,
2000; Zaharia et al, 2005; Kepka et al, 2011). Aufserdem zeigte sich in einer Expressionsanalyse,
dass PBI 425 bei der Identifizierung von neuen Genen verwendet werden konnte, die in
Gegenwart von ABA (Abb. 3-10A) entweder transient oder sehr schwach exprimiert werden
(Huang et al, 2007a). (-)-2,3-Dihydroacetylen-ABA-Alkohol (PBI 51) bewies eine blockierende
Wirkung auf die ABA-induzierte Stomataregulation und bindete bioABA an
Schliefszellenprotoplasten (Yamazaki et al, 2003). Die Anwendung von PBI 51 fiihrte zur
Identifizierung von neuen in der ABA-Signaltransduktion gestérten ahg-Mutanten
(ABA-hypersensitive germination). Im Rahmen dieser Dissertation wurde die Aktivitit von
synthetischen (S) bzw. (R)-ABA-Analogen in vivo und in vitro untersucht. Es konnte gezeigt
werden, dass die (S)-Formen stets aktiver sind, wihrend die (R)-Analogen keine oder geringe
ABA-agonistische Aktivitaten in Komplexen mit RCAR/PYR1/PYL-Proteinen aufweisen. Diese
Unterschiede reflektieren die stereospezifische Einpassung des Liganden in den
Bindungstaschen der RCAR-Proteine. Auf Grund der Proteinsequenz werden die RCAR-Proteine
in 3 Gruppen geteilt, wobei RCAR1-4 (PYL9, PYL7, PYL8, PYL10) zu der Gruppe I gehoren,
RCAR5-10 (PYL11, PYL12, PYL13, PYL5, PYL6, PYL4) zu der Gruppe Il und RCAR11-14 (PYR1,
PYL1, PYL3, PYL2) zu der Gruppe III (Ma et al, 2009). In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass diese
evolutiondre Klassifizierung noch mit Unterschieden hinsichtlich der Aktivitit der
(R)-ABA-Analogen korreliert. Die ABA-analogen Verbindungen im Komplex mit Rezeptoren aus
Gruppe I RCAR1/PYL9 und RCAR3/PYL8 zeigten fast das gleiche Aktivitatsmuster, wahrend sie
im Komplex mit RCAR11/PYR1 aus der Gruppe III eine geringere Affinitit aufweisen (Abb.2-49).
Die RCAR-Proteine der Gruppe III (RCAR11-14) konnen Homodimere bilden, was einen
negativen Einfluss auf die Ligandenbindung durch Blockierung der Bindungstasche haben kann
(Dupeux et al, 2011). So besitzt beispielweise RCAR11/PYR1 einen Histidin-Rest in der Position
60, der fiir die Dimerisierung verantwortlich ist. In den konstitutiv aktiven RCAR-Proteinen
(RCAR1-9) befindet sich in der Position 60 ein Prolin-Rest, der die Homodimerisierung
verhindert. Die Hydroxygruppe in der Position C1 scheint wichtig aber nicht notwendig fiir eine
ABA-ahnliche Aktivitat des Liganden zu sein. Dafiir spricht, dass (+)-Methylether-ABA (PBI 352)
im Komplex mit RCAR1/PYL9, RCAR3/PYL8 und RCAR11/PYR1 die Phosphataseaktivitit
reguliert. Die Struktur der Bindungstasche des RCAR11/PYR1-Proteins zeigt, dass der Ligand in
ihrem Inneren vollig abgeschlossen wird und ihre Interaktionsfliche zur chemischen Struktur
des Liganden passt. Der Cyclohexenring und der Isoprenteil der ABA werden durch die
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hydrophobische Interaktionen mit unpolaren Aminosdureresten des Proteins stabilisiert,
wahrend Keto-Gruppe, Hydroxygruppe und Carboxydruppe des Liganden durch die
Wasserstoffbriickenbbindungen mit polaren Aminosiureresten der Bindungstasche gebunden
werden. So interagiert die Carboxygruppe mit Seitenketten des Glu 94, Glu 141, Ser 122, Tyr120
und mit der Aminogruppe von Lys 59(Melcher et al, 2009; Miyazono et al, 2009; Nishimura et al,
2009; Santiago et al, 2009a). Die Bindungstasche kann sich wahrscheinlich trotz der
zusatzlichen Methylgruppe an die Struktur des Liganden anpassen, wobei eine Komplexbildung
mit der Phosphatase moglich bleibt, obwohl in diesem Fall die Hemmung der Phosphatase nicht
so stark ausfallt wie in Anwesenheit von Abscisinsdure. Diese Methylgruppe scheint aber eine
schadliche Wirkung fiir die Aktivitit des Liganden zu haben. Es konnte sein, dass sie die
Wasserstoffbriickenbindung mit Glu 121 =zerstort, die fiir Stabilisierung des Liganden
verantwortlich ist (Abb. 3-10). Auf Keimung und Wurzelwachstum zeigte PBI 352 keine
Wirkung, wahrend die Stomataregulation zu ca 60 % inhibiert wurde. Dies kénnte die moderate
Aktivitat von PBI 352 als Folge der nicht optimalen Bindung an RCAR/PYR1/PYL-Proteine
reflektieren. Der (-)-Methylether-ABA (PBI 354) zeigte keine PP2C-inhibitorische Aktivitat. Da
eine physiologische Aktivitat von diesen zwei Enantiomeren gezeigt worden war, kdnnte es sein,
dass diese zwei Enantiomere noch an andere als die getesteten RCAR/PYR1/PYL-Proteine
binden. Allerdings wurde gezeigt, dass PBI 354 durch eine Demethylierung in vivo zu (R)-ABA
konvertiert wird, die eine physiologische Aktivitit aufweist (Walker-Simmons et al, 1994).
Entsprechend konnte auch PBI 352 demethyliert und dadurch invivo zu ABA konvertiert
werden. In diesem Fall sollte PBI 352 eine ABA-dhnliche Aktivitdt in allen physiologischen

Versuchen aufweisen, was aber in dieser Arbeit nicht gezeigt werden konnte.
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Abbildung 3-10: Modell zur Bindung von (+).Methylether-ABA (PBI 352) an RCAR12/PYL1 auf Basis der
Kristallstudien zur Bindung von ABA an RCAR12/PYL1 (modifiziert nach Miyazono et al, 2009).
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Die synthetischen (S)-ABA-Analogen Tetralon-ABA (PBI 413), (+)-8-Ethin-ABA (PBI 425),
8‘-Cyclopropyl-(+)-ABA (PBI 694) und (+)-9‘-Propagyl-ABA (PBI 514) wiesen eine sehr starke
PP2C-Inhibierungsaktivitdt im Komplex mit den getesteten RCAR-Proteinen auf. Diese Liganden
hemmten ABI2 fast zu 100 % in einer Konzentration von 10 pM und waren damit genauso aktiv
wie Abscisinsdure. Diese Liganden induzierten auch die ABA-abhdngige Genexpression in
Protoplasten, in d&hnlicher Intensitit wie ABA. Dies demonstriert, dass weder die
vorgenommenen Modifikationen in der Position 8° und 9° noch die Anwesenheit des
Tetralon-Rings einen negativen Einfluss auf die ABA-Wirksamkeit der Liganden haben. In den
Untersuchungen zeigte sich, dass alle (5)-ABA-Analogen mit der Ausnahme von PBI 352 eine
gewisse bis ausgeprigte ABA-dhnliche Wirkung auf Keimung, Wurzelwachstum und
Stomataregulation besitzen, wahrend die (R)-Formen eher variable Aktivititen zeigen. Die
(R)-Enantiomere hatten dabei keinen starken Einfluss auf die Regulation der Schlief3zellen und
das Wurzelwachstum

Interessanterweise regulierte (-)-Tetralon-ABA (PBI 414) die ABI2-Aktivitdit im Komplex mit
RCAR11/PYR1. Da diese Verbindung sehr stark inhibierend im Keimungsversuch wirkte, ist zu
vermuten, dass RCAR11/PYR1 eine entscheidende Rolle in diesem Prozess spielt, was
libereinstimmend mit Daten von Park et al. (2009) ist, wo gezeigt wurde, dass PYR1 eine
ABA-insensitive Keimung der pyrl/pyll/pyl4 (rcarll/rcar12/rcar10) Tripel-Mutante und der
pyrl/pyll/pyl2/pyl4 (rcar11/12/14/10) Quadrupel-Mutante komplementiert. Ein &dhnliches
Muster lieferte (-)-9‘-Propagyl-ABA (PBI 515), wobei diese Substanz ABI2 im Komplex mit
RCAR11/PYR1 zu 90 % und die Keimung zu 85 % inhibierte. Allerdings zeigte PBI 515 nur ca. 50
% ABI2-Inhibierung im Komplex mit RCAR1/PYL9 und RCAR3/PYLS8, was fiir eine redundante
Funktion dieser Proteine bei der Keimung oder eine unspezifische Bindung dieses Liganden
sprechen wiirde.

Fiir (-)-2,3-Dihydroacetylen-ABA-Alkohol wurde sowohl eine ABA-antagonistische als auch eine
ABA-ahnliche Aktivitit beschrieben. So blockiert diese Verbindung die ABA-abhingige
Expression des Napin- und Oleosin-Gens in Brassica napus, und wirkt der Abscisinsaure bei der
Regulation der Schliefdzellen in Vicia faba entgegen (Huang et al, 2007a; Wilen et al, 1993).
Gleichzeitig wurde eine inhibierende Wirkung von PBI 51 auf die Keimung von Arabidopsis
thaliana Samen beobachtet (Nishimura et al, 2004b). In dieser Arbeit konnte jedoch weder in
vivo noch in vitro eine ABA-dhnliche oder ABA-antagonistische Aktivitit von PBI 51
nachgewiesen werden.

Die in dieser Arbeit prasentierten Daten heben eine wichtige Rolle der ABA-analogen
Verbindungen bei der Analyse der funktionellen Redundanz der RCAR-Proteine hervor. Die
ABA-Analogen konnten zusatzlich zur Analyse von ABA-Transportern und weiteren

Komponenten der ABA-Signaltransduktion, wie GTGs und CHLH, verwendet werden.
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4. Material und Methoden
4.1.Physiologische Methoden
4.1.1. Pflanzenmaterial und Anzucht

In dieser Arbeit wurden die zwei verschiedenen Arabidopsis thaliana Okotypen Columbia (Col)
und Landsberg erecta (Ler), sowie einige in diesen Okotypen generierte Mutanten eingesetzt. Die
Anzucht in Erde erfolgte in Phytokammern (Conviron, Kanada) unter Langtagbedienungen
(16 h Licht - 100 pE x m-2 x s-1, 22°C, 65% Luftfeuchtigkeit; 8h Dunkelheit bei 17°C, 75%
Luftfeuchtigkeit) in einer Perlit-Einheitserde-Mischung (Typ 7). Die Generationszeit lag bei 6 bis
8 Wochen.

4.1.2. Sterilisation der Arabidopsis-Samen

Flir die sterile Anzucht wurden die Arabidopsis-Samen zundchst 20 min in einer Losung aus 80%
(v/v) Ethanol und 0,1% (v/v) Triton X-100 bei Raumtemperatur geschiittelt. Anschliefend
erfolgte eine zweiminiitige Sterilisation in 3% (v/v) Natriumhypochlorit (NaOCl)-Losung. Nach
5-maligem Waschen mit je 1 ml sterilem Wasser wurden die Samen unter der Sterilbank auf
MS Medium (Murashige & Skoog, 1962) ausgebracht, 2 Tage bei 4°C gelagert, um die eventuell
noch vorhandene Dormanz zu brechen, und anschliefend im Zellkulturraum unter Dauerlicht

(60 HE x m-2 x s-1, 23°C) 4 bis 5 Tage kultiviert.

MS-Medium (Murashige and Skoog 1962) MS-Medium (0,5x Saccharose)
2,5 ml/1 400x Mikrosalz-Losung 2,5 ml/1 400x Mikrosalz-Losung
100 ml/I 10x Makrosalz-Lésung 100 ml/l 10x Makrosalz-Lésung
10 g/I Saccharose 5 g/l Saccharose

1 g/1 MES 1 g/l MES

mit 5 M KOH auf pH 5,8 eingestellt mit 5 M KOH auf pH 5,8 eingestellt
9 g/1 Agar 9 g/l Agar

autoklavieren autoklavieren
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400x Mikrosalze

0,01 g/1 CoCl, x 6 H,0
0,01 g/1 CuSO4x 5 H,0
11,2 g/1 FeSO4x 7 H,0

10x Makrosalze

3,3 g/l CaCl, x 2 H,0
1,7 g/1 KH,PO,
19,0 g/1 KNOs

1,2 g/1 H3BO3 3,7 g/1MgS04x 7 H,0

0,3 g/IKI 4,0 g/1 MnSO4 x 4 H20

14,6 g/1 Na,EDTA 16,5 g/1 NH4NOs

0,1 g/1 Na;MoO4 x 2 H20

0,8 g/1ZnS04 x 4 H20 Autoklaviert
Lagerung bei RT

Lagerung bei -20°C

Bei den Versuchen mit osmotischem Stress wurden entsprechende Mengen an Mannit zur
Herstellung des Stress-MS-Mediums vor dem Autoklavieren zugegeben. Die Zugabe von
Abscisinsdure (0,3-30 uM) und ABA-Derivaten erfolgte nach dem Autoklavieren und Abkiihlen
des Mediums auf ca. 60°C. Die Platten wurden dunkel bei 4°C vor der Verwendung gelagert.
ABA-Stocklosung: 5 mM 2-cis-4-trans-(+)Abscisinsdure (Lomon Bio Technology, China,
http://www.lomonbio.com) in 10 mM MES in Wasser (pH 7,0)

4.1.3. Osmotischer Stress an Keimlingen

Die oben beschriebenen Stress-MS-Platten wurden anschliefRend zur Durchfithrung von
Wasserstress-Versuchen verwendet. Die steril angezogenen Arabidopsis-Keimlinge wurden mit
feiner Federstahlpinzette umgesetzt. Mit Parafilm wurde sichergestellt, dass sich nur die
Wurzeln im Kontakt mit dem Stress-Medium befanden. AnschliefRend wurden die Keimlinge auf

senkrecht stehenden Platten fiir die jeweils angegebene Dauer im Zellkulturraum inkubiert.

4.1.4. Bestimmung der Luciferase-Aktivitat in Keimlingen

Infolge der Stressbehandlung wurde das Reportersystem (Christmann et al, 2005) durch
Abscisinsdure bzw. osmotischen Stress aktiviert. Die Keimlinge wurden mit dem Substrat D-
Luciferin bespritht und die Lichtemission des Reporters mit einem CCD-Kamerasystem
(Hamamatsu 1394 ORCAII-ERG; http://jp.hamamatsu.com) detektiert. Dabei wurden jeweils
16 Pixel zu einem Pixel zusammengefasst. Zuerst wurden die Keimlinge 5 min belichtet, in
welchen Restsignale der Chlorophyllfluoreszenz detektiert wurden. Anschliefdend erfolgte eine
zehnminiitige Messung der Aktivitait des Reporters. Die Aufnahmen wurden mit den
Programmen SimplePCI (Version 5.0.0.1503, Compix Inc., Imaging Systems, USA) und Microsoft

Excel ausgewertet.
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4.1.5. Keimungsversuche

Die Untersuchung der Keimung von Arabidopsis-Samen erfolgte auf MS-Platten mit
verschiedenen Konzentrationen von ABA, ABA-Vorstufen, ABA-Analogen und ABA-Metaboliten
bzw. Mannit. Gleich alte Samen wurden sterilisiert, einzeln auf MS-Platten ausgebracht, und 48 h
bei 4°C gelagert, um die Keimung anzuregen. Anschliefend wurden die Platten in den
Zellkulturraum horizontal gestellt und unter Dauerlicht (60 pE x m-2 x s-1, 23°C) inkubiert. Die
Keimung wurde nach 3 Tagen ausgewertet. Dabei wurde der Durchbruch der Radicula durch die

Samenschale als erfolgte Keimung gewertet.

4.1.6. Wurzelwachstumsversuche

Das Wurzelwachstum der Arabidopsis-Keimlinge wurde auf 0,5x MS-Medium mit ABA,
ABA-Vorstufen, ABA-Analogen und ABA-Metaboliten, bzw. Mannit untersucht. Die 5 Tage alten
Keimlinge wurden mit einer Federstahlpinzette umgesetzt und weitere 3 Tage vertikal im

Zellkulturraum inkubiert. Die Position der Wurzelspitze wurde auf der Platte markiert.

4.1.7. Spaltoffnungsversuche

Blatter von Arabidopsis thaliana wurden auf ein mit Medical Adhesive (Hollister Incorporated,
Illinois, USA) bespriihtes Deckglas aufgeklebt, die Proben wurden in eine mit Inkubationspuffer
(10 mM MES-KOH, pH 6,15, 50 mM KCI) gefiillte Petrischale transferiert und dann wurde das
Gewebe mit einem Skalpell so abgekratzt, dass nur die Epidermis auf dem Deckglas blieb.
Anschliefdend wurden die Praparate separat in 3 ml Inkubationspuffer (10 mM MES-KOH, pH
6,15, und 50 mM KCl) bei Raumtemperatur fliir 2 h in Anwesenheit von weifdem Licht
(150 pmol*m-2*s-1) vorinkubiert, um die Stomata6ffnung zu induzieren. Das Licht wurde durch
ein Wasserbad filtriert, um eine Erwidrmung der Proben zu verhindern. Die untersuchten
Verbindungen wurden direkt in den Inkubationspuffer zugegeben und anschliefiend erfolgte
eine weitere Inkubation fiir 2 h unter dieselben Bedingungen. Die Schlief3zellen wurden mit
einer mit dem Mikroskop (HBO 50 Axioskop, Carl Zeiss) verbundenen Kamera (Nikon Coolpix
4500) fotografiert. Lange und Breite von Stomataporen wurden mit dem Programm Image]
(http://rsbweb.nih.gov/ij/) gemessen und als Apertur (Verhaltnis: Breite zu Lange) graphisch
dargestellt.
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4.1.8. Bestimmung der Spaltéffnungsweite

Die Apertur der Schliefdzellen wurde auf der Grundlage der mikroskopischen Aufnahmen der

Epidermis ermittelt. Dazu wurde das Verhiltnis Breite zu Linge der Offnung bestimmt.

4.1.9. Isolierung der Arabidopsis-Protoplasten

Die Praparation der Arabidopsis-Protoplasten erfolgte nach modifizierten Protokollen (Abel &
Theologis, 1998; Sheen, 2001). Zur Protoplastierung wurden 3 bis 4 Wochen alte Arabidopsis
thaliana-Pflanzen verwendet. Von diesen Pflanzen wurden ca. 30-50 Blatter
(2-3 mg Frischgewicht) abgeschnitten und in eine Petrischale mit 15 ml Enzymlésung tiberfiihrt.
Der Verdau des Pflanzenmaterials erfolgte bei RT fiir 4-5 h auf einem Kippenschiittler. Die
Protoplastensuspension wurde anschlieféend zur Abtrennung unverdauten Materials durch ein
Nylonnetz filtriert. Dann wurde die Suspension mit 8 ml der WIMK- Loésung (siehe unten)
gewaschen, und anschlieRend bei 60 x g 2 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde sehr
vorsichtig abgenommen, das Protoplasten-Pellet mit 4 ml WIMK resuspendiert, und
anschlieflend erneut zentrifugiert. Das Pellet wurde dann in MaMg-Losung (siehe unten)
resuspendiert. Die Zellen wurden zur Kontrolle ihrer Vitalitit mit Fluoresceindiacetat (FDA)
angefarbt. 1 pl FDA-Losung wurde zu 100 pl einer Protoplastensuspension gegeben. Mit Hilfe
eines Hematocytometers wurde die Anzahl fluoreszierender Protoplasten pro Volumeneinheit
mit einem Zeiss Axioskop HBO 50 und einem FITC-Filtersatz (480 nm Anregungs-, 505 nm
Sperr- und 535 nm Emissionsfilter) ermittelt. 1 Protoplast/Quadrat entsprach als Richtwert
4x106 Protoplasten/ml. Die Protoplastenkonzentration in der Suspension wurde mit
MaMg-Losung auf 0,5-1x106 eingestellt. Die Protoplastensuspension wurde anschliefdend 30 min

bei 4°C aufbewahrt, um hohere Transformationsraten zu erhalten.

Enzyml6sung

1 % Cellulase Onozuka R-10 (w/v; #216001, Yakult, Tokyo, Japan)
0,25 % Macerozym R-10 (w/v; #202039, Yakult, Tokyo, Japan)
400 mM Mannit

8 mM CaCl;

1 % BSA (w/v)

5 mM MES-KOH (pH=5,6)

Die Herstellung der Enzymlésung erfolgte nach Standardprotokollen (Sambrook & Russell,

2001). Zunachst wurde eine Stammlosung mit 2 % Cellulase, 0,5 % Macerozym und 10 mM
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MES-KOH (pH=5,6) hergestellt. Die Losung wurde zweimal 40 min gegen 10 mM MES-KOH
(pH=5,6) dialysiert und mit 0,5 mM PMSF behandelt. Die fiir Dialyse bendtigten Schldauche
wurden nach Standardprotokoll (Sambrook & Russell, 2001) vorbereitet und bei 4°C gelagert.
Anschliefdend wurden Mannit und CaCl; zugesetzt und die Losung 30 min bei 55°C inkubiert.
Nach dem Zusatz von BSA wurde pH-Wert auf 5,6 eingestellt und die fertige Losung durch
0,22 pm sterilfiltriert, aliquotiert und bei -20°C gelagert.

WIMK MaMg

0,5 M Mannit 400 mM Mannit

5 mM MES-Tris (pH=5,8-6,0) 15 mM MgCl;

autoklavieren 5 mM MES-KOH (pH=5,6-5,8)
autoklavieren

FDA-Lo6sung 1mg/ml in Aceton

4.1.10. Transfektion der Protoplasten

Um die DNA-Aufnahme zu erreichen, wurde Polyethylenglycol (PEG-4000) verwendet. In einem
2 ml Reaktionsgefafd wurden 15 pl der zu transfizierenden DNA (4 ug des Repoterkonstrukts
pRD29B::LUC und 3 pg 35S::GUS) mit dem gleichen Volumen an sterilem 0,8 M Mannit vorgelegt.
Zu dieser Losung wurden 100 pl der Protoplastensuspension gegeben und vorsichtig gemischt.
Zum Pipettieren der Protoplasten wurden die Pipettenspitzen um ca. 5 mm gekiirzt, um eine
weitere Spitzenoffnung zu erhalten und so die beim Pipettiervorgang auftretenden Scherkrafte
zu minimieren. Nach dem Zusatz eines gleichen Volumens warmer (37°C) PEG-Losung (130 pl)
und zweimaligem Mischen wurden 750 pl WIMK-Losung zugegeben und die Mischung bei
500 rpm 2 min lang bei Raumtemperatur zetrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt und das
Pellet mit 350 pl der WIMK-Ldsung gewaschen. Nach nochmaliger Zentrifugation wurde das
Pellet in 100 pul WIMK-L6sung aufgenommen. Je nach Versuch wurden ABA, Puffer, und
ABA-Derivate zugegeben und die Proben iiber Nacht (16-18 h) bei 23°C und Schiitteln mit
50 rpm inkubiert.

PEG-Lésung ABA-Stocklésung

200 mM CacCl; 5 mM 2-cis-4-trans(+)ABA

40 % PEG-4000 (Lomon Bio Technology, China)
0,5 % MES-KOH (pH=5,8) in 10 mM MES (pH=70-7,5)
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sterilfiltriert Verdiinnung mit WIMK
4.1.11. Messung der (3-D-Glucuronidase-Aktivitat in Protoplasten

Zur Bestimmung der 3-D-Glucuronidase-Aktivitdit wurden 50 pl der Protoplastenlésung mit 100
ul 1,5x MUG-Losung (4 mM in CCLR) versetzt. Die Aktivitit wurde durch fluorimetrische
Bestimmung des bei der Reaktion freigesetzten Methylumbelliferons erfasst (Jefferson et al,
1987). Die Fluoreszenz wurde bei 30°C in einer Kinetik tiber 8 min (Filter: Anregung 360 nm,
Emission 465 nm) als mRFU/s, relative fluorescence units vermessen (HT-Soft 7000

Plus Bioassay Reader, Perkin Elmer).

CCLR-Extraktionspuffer 20x-MUG-Losung

25 mM Tris-Phosphatpuffer 4 mM 4-Methylumbelliferyl-f-D-Glucuronid
2mM DTT in CCLR gelost

2 mM DCTA

10 % Glycerin (v/v)
1 % Triton X-100 (v/v)

4.1.12. Messung der Luciferase-Aktivitat in Protoplasten

Die Bestimmung der Luciferaseaktivitit wurde nach der Methode von Luehrsen et al. (Luehrsen
et al, 1992) durchgefiihrt. Die Anwesenheit von Coenzym A im Puffer hilft, die Lichtemission
liber einen langeren Zeitraum stabil zu halten. Fiir die Luciferase-Aktivitit wurde die zuvor fiir
die Messung der Glucuronidase- Aktivitdt verwendete Suspension im flash’n glow Luminometer
analysiert. 150 pl der Protoplastensuspension wurden in Plastikrohrchen pipettiert, worauf als
erstes die Hintergrundlumineszenz iiber 10 s gemessen wurde. Anschlieffend wurden 100 pl

LAR-Substrat (siehe unten) zugegeben und das iiber 20 s emittierte Licht gemessen (RLU).

LAR

20 mM Tricine-NaOH (pH=7,8)
1,1 mM (MgCO03)+Mg(OH); x 5H-0
2,7 mM MgS0,

0,1 mM Na;EDTA

33,3 mM DTT

0,27 mM Coenzym A

0,53 mM ATP

0,47 mM D-Luciferin
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4.2.

4.2.1. Escherichia coli-Stamme und ihre Kultivierung

Molekularbiologische Methoden

Stamm Genotyp Resistenz # Quelle

DH5«a F-  @80lacZAM15 A(lacZYA-argF)U169 | - 62 Invitrogen
deoR recAl endAl hsdR17(rk-, mk+) (Karlsruhe)
phoA
supE44 thi-1 gyrA96 relA1 A-

XL1-Blue recAl endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 | Tetracyclin 120 | Stratagene
relA1 lac [F" proAB laclqZAM15 Tn10 (Heidelberg)
(Tetr)]

M15 pREP4 abgeleitet aus K12-Stamm, NalS strS rifS Kanamycin 3343 | Qiagen
thi- lac- ara- gal+ mtl- (Hilden)

F- recA+ uvr+ lon+ [pREP4 KanR],

Die Anzucht von E. coli erfolgte in LB-Fliissigmedium (siehe unten) im Schiittler bei 200 rpm

oder auf LB-Agarplatten jeweils bei 37°C. Die Selektion auf Transformanden erfolgte durch

Zugabe der entsprechenden Antibiotika zum Nahrmedium.

Antibiotikum Konzentration [mg/1] | Stammlésung [mg/ml]
Ampicillin 50-100 200, in sterilem H,0
Kanamycin 25-50 100, in sterilem H,0
Tetracyclin 25 50, in sterilem H;0
Rifampicin 25 25,in 100 % Ethanol

LB-Medium (Luria-Bertani)

5 g/1 Hefeextrakt

10 g/1 Pepton

10 g/1 NaCl

15 g/1 Agar (fiir Festmedium)
pH=7,0 (NaOH), autoklavieren

Nach Abkiihlen des Mediums auf ca. 60°C wurden die Antibiotika zugegeben.
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4.2.2. Herstellung kompetenter Zellen

Chemisch kompetente Zellen (E. coli)

Eine 250 ml-Kultur von Escherichia coli-Zellen wurde in Medium A bei 18°C bis zu einer ODggo
von ca. 0,6 kultiviert. Nach Abkiihlen der Kultur auf Eis (10 min) wurden die Zellen 15 min bei
4000 rpm und 4°C abzentrifugiert und in 80 ml eiskaltem TB-Medium resuspendiert. Nach einer
zweiten Abkiihlphase auf Eis wurden die Zellen erneut unter den gleichen Bedingungen
abzentrifugiert und in 10 ml eiskaltem TB-Medium resuspendiert. Zur Zellsuspension wurden
700 pl DMSO zugegeben. Nach einer Inkubation von 10 min auf Eis wurden 200ul-Aliquots in
fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.

Medium A TB-Medium

20 g/1 Pepton 10 mM PIPES (pH=6,4)
5 g/1 Hefeextrakt 55 mM MnCl,

10 mM NacCl 15 mM CaCl;

2,5 mM KCl 250 mM KCl

10 mM MgCl;

10 mM MgSO.

Elektro-kompetente Zellen (E. coli bzw. A. tumefaciens)

Eine 500 ml-UN-Kultur wurde bei einer ODgoo von 0,5-1 zuerst auf Eis abgekiihlt, dann 10 min
bei 5000 rpm und 4°C abzentrifugiert. Anschlief}end wurden die Zellen mit 500 ml eiskaltem
mQ-Wasser gewaschen und erneut 10 min bei 5000 rpm zentrifugiert. Nach Wiederholung
dieses Wasch- und Zentrifugationsschrittes wurde das Pellet in 20 ml 10 % (v/v) Glycerin
resuspendiert und erneut bei 5000 rpm 10 min zentrifugiert. Zum Schluss wurden die Zellen in
3 ml Glycerin aufgenommen und als Aliquots von 250 pl nach Schockgefrieren in fliissigem

Stickstoff bei -80°C gelagert.

4.2.3. Transformation kompetenter Mikroorganismen mit Plasmid-DNA

Hitzeschock-Transformation von chemisch kompetenten E. coli-Zellen

Vor der Transformation wurden die Zellen auf Eis aufgetaut, zu 10 pl des jeweiligen
Transformationansatzes (Ligationsansatz oder Plasmid-DNA in sterilem mQ-Wasser) pipettiert
(je 90 pl Zellsuspension) und 30 min auf Eis inkubiert. Der Hitzeshock erfolgte fiir 30 s bei 42°C
im Wasserbad, danach wurde jeder Ansatz 10 min auf Eis inkubiert und mit 400 pl LB-Medium
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gemischt. Nach einer Inkubation von 1,5 h unter Schiitteln bei 37°C wurden die transformierten

Zellen auf MS-Platten mit entsprechenden Antibiotika-Konzentrationen ausplattiert.

Transformation von Mikroorganismen iiber Elektroporation

Vor der Elektroporation wurden 200 ng DNA in 4 ul Wasser in der Elektroporationskiivette
vorgelegt und auf Eis gekiihlt. Dazu wurden 40 pl einer Suspension der elektrokompetenten
Zellen gegeben und der ganze Ansatz gemischt. Bei einem Abstand der Kiivettenelektroden von
0,2 cm wurden folgende Elektroporationsparameter eingestellt: V=2000 V, C=25 pFD, R=700 (),
t=17,5 ms. Nach dem Impuls wurde 1 ml LB-Medium zugegeben und gemischt. Die Zellen
wurden 1 h bei 37°C (E. coli) bzw. 2 h bei 28°C (A. tumefaciens) geschiittelt, auf LB-Platten mit
entsprechenden Antibiotika ausplattiert und bei 37°C (E. coli) bzw. 30°C (A. tumefaciens) iiber
Nacht inkubiert.

4.2.4. Methoden der DNA-Isolation

Plasmid-Minipriparation aus E. coli

Fiir die Isolierung der Plasmid-DNA iiber alkalische Lyse wurden 5 ml der UN-Kultur von einer
Einzelkolonie 5 min bei 4000 x g zentrifugiert. Das Pellet wurde in 250 pl GTE-Puffer (Losung 1)
resuspendiert. Nach Zusatz von 250 ul Lysepuffer (Losung 2) wurden die Bakterien 5 min bei RT
lysiert. Durch Zugabe von 250 pl 3 M Natriumacetat (Losung 3), pH=4,8 wurden genomische
DNA und Proteine ausgefillt. Nach Zentrifugation fiir 15 min bei 16000 x g wurde der Uberstand
mit 900 pl eiskaltem Ethanol (100 %) versetzt. Die Fallung der Plasmid-DNA erfolgte fiir 20 min
bei -20°C. Anschlieffend wurde 15 min lang bei 16000 x g und 4°C zentrifugiert, das Pellet mit
500 ul 70 % (v/v) Ethanol gewaschen, nochmal 5 min bei RT zentrifugiert und getrocknet. Das
Pellet wurde in 40 pl sterilem mQ-Wasser oder 0,1x TE-Puffer mit 25 pg/ml RNase geldst. Die

DNA-Konzentration wurde tiber ein Agarosegel bestimmt.

GTE-Puffer (Losung 1) Lyse-Puffer (L6sung 2)
50 mM Glucose 0,2 M NaOH
10 mM EDTA (pH=8,0) 1 9% SDS

25 mM Tris-HCl (pH=8,0)
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Losung 3 0,1x TE-Puffer
3 M Kaliumacetat (pH=4,8-5,2) 1mM Tris-HCI (pH=8,0)
0,1 mM EDTA

Plasmid-Midipriaparation aus E. coli

Grofdere Mengen der DNA fiir Klonierung, Transfektion, Transformation und Sequenzierung
wurden aus 100 ml einer UN-Kultur von Zellen mit dem JetStar©-MIDI Kit (GENOMED, Lohne)
nach Angaben des Herstellers isoliert. Die DNA-Konzentration wurde iiber ein Agarosegel

bestimmt.

Isolation genomischer DNA aus Arabidopsis thaliana

Genomische DNA wurde liber die CTAB-Methode isoliert (Rogers & Bendich, 1994). Zunichst
wurden Arabidopsis-Blatter bzw. Keimlinge in fliissigem Stickstoff gemorsert. Anschlief3end
wurden 300 pl CTAB-Puffer zugegeben und fiir 10-60 min bei 65 °C inkubiert. Nach Inkubation
und Abkiihlen wurden 300 pl Chloroform dazugegeben, die Proben mit Hilfe eines Vortex-
Labormischers intensiv gemischt und 10 min bei 16000 x g zentrifugiert, um organische und
wassrige Phase voneinander zu trennen. Die obere wadssrige Phase wurde in ein neues
Reaktionsgefaf3 iiberfiihrt und die genomische DNA wurde mit 300 pl Isopropanol ausgefallt.
Anschliefend erfolgte eeine 10-miniitige Zentrifugation bei 4°C, der Uberstand wurde
abgenommen und das Pellet mit 500 pl 70 % Ethanol gewaschen. Nach nochmaliger
Zentrifugation fiir 10 min bei 4°C wurde das Pellet getrocknet, mit 50 pl sterilem mQ-Wasser
oder 0,1x TE-Puffer mit RNase versetzt, 15 min bei 37°C sowie 15 min bei 65°C inkubiert. Die auf

diese Weiseisolierte DNA wurde als template zur PCR eingesetzt.

4.2.5. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Amplifizierung von DNA-Fragmenten zum Klonieren wurde mit einer proof reading
Polymerase (Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase, NEB) durchgefiihrt. Zur Genotypisierung
der Pflanzen wurde GoTaq®-Polymerase (Promega) verweendet. Ein typischer PCR-Ansatz

bestand aus folgenden Komponenten.
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Komponente Endkonzetration Volumen [pl]
DNA-template 1-20 ng 2
Puffer (mit 25 mM MgCl,) 1x (2,5 mM MgCl) 4
5x Phusion HF Puffer flir Phusion-Polymerase

5x GoTaq®Green oder GoTag®White fir

GoTaq®-Polymerase

dNTP-Mix (10 mM) 1 mM 2
Primer forward (100 uM) 0,5 uM 0,1
Primer reverse (100 pM) 0,5 uM 0,1
Polymerase (5 U/ul) 05U 0,1
mQ-Wasser auffillen auf 20 ul

Die PCR wurde unter folgenden Bedingungen im TGradient-Cycler (Biometra) durchgefiihrt.

Dauer Temperatur Vorgang Anzahl der Zyklen
2 min 95°C Initialdenaturierung | 1

1 min 95 °C Denaturierung

1,5 min® 50-65°C™ Primer-Annealing 28-35"*

2 min™ 72°C Elongation

7 min 72°C finale Elongation 1

* Die Annealingtemperatur fiir einen Primer lasst sich aufgrund seines GC-Gehaltes (Anteil der organischen Basen
Guanin und Cytosin in Prozent) und seiner Lange in Basenpaaren (PL) naherungsweise durch folgende Formel
berechnen: Tm = 64,3°C + 0,41 x GC% - 650/Lange des Primers

**  Primer-abhangige Variation

*** Elongationszeit ist von der Lange des Amplifikats abhingig: ca. 1 min/kb

*¥#% 28 Zyklen zur Klonierung, 35 Zyklen zur Genotypisierung

4.2.6. Agarose-Elektrophorese

Die Analyse von isolierter Plasmid-DNA, PCR- oder Restriktionsprodukten erfolgte mit Hilfe der
Agarose-Elektrophorese verwendet. Die Auftrennung der DNA-Fragmente nach ihrer
Molekiilgrofde wurde bei einer Agarose-Konzentration von 0,8-2,0 (v/v) in 1x TAE als
Elektrophorese-Puffer durchgefiihrt. Fiir die Visualisierung der DNA unter UV-Licht wurde den
Gelen 0,1 pg/ml Ethidiumbromid (EtBr) zugesetzt. Als Grofienstandards diente entweder mit
Hindlll verdaute A-DNA oder kommerzielle DNA-Marker (siehe unten). Vor dem Probenauftrag
wurden die DNA-Probem mit 6x Gelladepuffer (Endkonzentration 1x) versetzt. Die
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entsprechende Menge Agarose wurde in 1x TAE-Puffer aufgekocht. Nach Abkiihlen auf ca. 60°C

wurde Ethidiumbromid-Losung (5 pl pro 100 ml) zugesetzt und das Gel gegossen.

50x TAE-Puffer Gelladepuffer 6x

2 M TrisBase 0,09 % Bromphenolblau (w/v)
5,71 % (v/v) Essigsaure 0,09 % Xylene Cyanol FF (w/v)
50 mM EDTA (pH=8,0) 60 mM EDTA

EtBr-Losung

10 g/1 Ethidiumbromid in mQ-Wasser

4.2.7. Groflenstandards

A-HindlII-Marker MBI Fermentas
1 kb DNA-Ladder MBI Fermentas
100 bp DNA-Ladder MBI Fermentas
100 bp DNA-Ladder PLUS MBI Fermentas

4.2.8. DNA-Aufreinigung

Nach der Agarose-Gelelektrophorese wurden die entsprechenden DNA-Fragmente unter
langwelligem UV-Licht (A=316 nm) mit Hilfe eines Skalpells aus dem Gel geschnitten und
anschliefdend aus der Gelmatrix mit dem Peqlab Gel Extraktions Kit (Peqlab®) nach Angaben des

Herstellers isoliert.

4.2.9. DNA-Verdau durch Restriktionsendonukleasen

Fir das Schneiden von DNA wurden Restriktionsendonukleasen von New England Biolabs
(NEB) und MBI Fermentas verwendet. Zum Verdau von Vektoren zur Klonierung wurden
0,1-0,5 ug DNA eingesetzt, zur Uberpriifung von einligierten Fragmenten 0,5-1,0 ug. Bei dem
Verdau von PCR-Amplifikaten wurde der gesamte, vorher iiber Gelextraktion gereinigte
PCR-Ansatzt verwendet. Jeder Verdauansatz enthielt neben dem entsprechenden Puffer 2 U
Restriktionsenzym pro pg der Plasmid-DNA. Die Grofde und Konzentration der Fragmente wurde

liber Agarosegele gepriift.
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4.2.10. Dephosphorylierung geschnittener DNA

Die verdauten linearisierten DNA-Fragmente wurden dephosphoryliert, um die Religation
einzuschranken. Ein typischer Ansatz enthielt 1-2 pg linearisierte DNA, 1-2 U Alkalische
Phosphatase (AP, alkaline phosphatase, NEB) und 1x Puffer in einem Endvolumen von 15 pl. Die
Dephosphorylierung erfolgte fiir bis zu 30 min bei 37°C, anschliefend wurde die Phosphatase

durch eine 20-miniitige Hitzebehandlung bei 65°C inaktiviert.

4.2.11. Ligation von DNA-Fragmenten

Fiir die Ligation von DNA-Fragmenten mit linearisiertem Vector wurde ein molares Verhaltnis
von Vektor zu Insert von 1:3 bis 1:5 eingesetzt. Die Ligation erfolgte in einem Ansatz mit
T4-DNA-Ligase (MBI Fermentas) in dem vom Hersteller bereitgestellten Puffer in einem
Endvolumen von 10 pl. Der Ligationsansatz wurde 1 h bei 22°C inkubiert und anschlief3end in

chemisch kompetente E. coli-Zellen transformiert.

4.2.12. DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung von der positiv gepriifter Plasmid-DNA aus Transformanden erfolgte bei
GATC Biotech, Konstanz (30-100 ng/pl, Primerkonzentration 10 uM). Die Auswertung erfolgte
tiber das Alignment-Tool der VectorNTI-Software (VectorNTI Advance™9.1.0, Invitrogen).

4.3. Proteinbiochemische Methoden
4.3.1. Proteinexpression

Die Proteinexpression erfolgte in einer mit 10 ml UN-Kultur angeimpften 400 ml-Hauptkultur.
Das LB-Medium wurde mit entsprechenden Antibiotika versetzt. Die Hauptkultur wurde bei
200rpm und 37°C geschiittelt und nach Erreichen einer OD von 0,5-0,6 mit IPTG
(Isopropyl-B-D-Thiogalaktosid) in einer Endkonzentration von 0,5 mM induziert. Je nach Protein
wurde 2 h oder 4 h bei 37°C expimiert. Anschlief}end wurden die Hauptkulturen auf 4°C
abgekiihlt, um den Metabolismus der Bakterien zu reduzieren, und bei 4000 rpm 20 min lang

zentrifugiert. Die pelletierten Zellen wurden frisch zur Lyse eingesetzt.
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IPTG-Stammlésung

1 MIPTG in mQ-Wasser
sterilfiltriert
Lagerung bei -20°C

4.3.2. Aufreinigung und Dialyse
Zell-Lyse

Nach Zentrifugieren wurden die Zellen mit 1 ml/g Zellfrischgewicht Lysepuffer auf Eis
resuspendiert und Lysozym bis zu einer Endkonzentration von 1 mg/ml zugesetzt. Nach einer
dreiffigmintitigen Lyse wurden die Zellen per Ultraschall 6 x 10 s (5 Zyklen) weiter
aufgeschlossen und 30 min bei 30000 x g und 4°C zentrifugiert. Der klare Uberstand wurde

weiter zur Aufreinigung verwendet.

Aufreinigung tiber Ni-TED

Die rekombinanten 6x Histidin-markierten Proteine wurden iiber Protino® Ni-TED 2000 S&ulen
der Firma Macherey-Nagel aufgereinigt. Der Prozess basiert auf dem Prinzip der immobilisierten
Metallionen-Affinitdtschromatographie (IMAC). Die Histidine der His-Markierung interagieren
mit liber den Metall-Chelat-Bildner TED (Triscarboxymethylethylendiamin) immobilisierten
Ni2*-Ionen. Die Sdule wurde zunachst mit 4 ml Equilibrierungspuffer behandelt und dann mit
Lysat beladen. Anschlieffend wurde die Siule mit 8 ml Waschpuffer gewaschen und das

gereinigte Protein mit 4 x 1 ml Elutionspuffer eluiert.

Dialyse

Die Dialyse der gereinigten Proteine erfolgte in Dialysekammern mit Membranen von 14 kDa
cut-off (VISKING® dialysis tubing 36/32, Durchmesser 27 mm, Serva) unter Riithren der Losung

bei 4°C UN, der Puffer wurde zweimal gewechselt.
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Lyse-Equilibrierungspuffer

50 mM NaH,PO,
300 mM NacCl

5 mM Imidazol
pH=8,0 (NaOH)

Elutionspuffer
50 mM NaH;PO.
300 mM NacCl

250 mM Imidazol
pH=8,0 (NaOH)

Lysozym-Stammlésung

10 mg/ml in mQ-Wasser

Waschpuffer

50 mM NaH,PO,
300 mM NaCl
pH=8,0 (NaOH)

Dialysepuffer

100 mM Tris/HCI
100 mM NaCl
2mMDTT
pH=7,9 (NaOH)

4.3.3. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS)

Die Proteine wurden aufgrund ihres Molekulargewichts elektrophoretisch nach der Methode

von Laemmli (1970) aufgetrennt. Die Gelelektrophorese wurde in Elektrophorese-Kammern

(Mini-Protean II, Bio-Rad) mit einem 15%-igen Trenngel und einem 4%-igen Sammelgel

durchgefiihrt. Zu den Proben wurde zunachst Laemmli-Ladepuffer gegeben und die Mischung

fiir 5 min bei 95°C gekocht. Anschlieféend wurden die Proben auf das Gel aufgetragen. Der

Gellauf erfolgte im Sammelgel bei 80 V und im Trenngel bei 200 V und 60 mA.

15% Trenngel 4% Sammelgel
Acrylamidlésung 5,0 ml 390 pl
mQ-Wasser 2,3 ml 2,3 ml
Trenngelpuffer 2,5 ml -

Sammelgelpuffer - 255 ul
10% SDS 100 pl 30 ul
TEMED 5ul 3ul

APS 50 ul 15 pl

Gesamtvolumen 10 ml 3 ml
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Acrylamidlésung Trenngelpuffer

30 % (w/v) Acrylamid / 08 % (w/v) 2M Tris/HCI (pH=8,8)
Bisacrylamid

Sammelgelpuffer TEMED

1,5 M Tris/HCI (pH=6,8) unverdiinntes Tetramethylethylendiamin
APS Elektrodenlaufpuffer

10 % Ammoniumperoxodisulfat (w/v) 25 mM Tris

192 mM Glycin
0,1 % SDS (w/v)

5x Laemmli-Probenpuffer

0,3 M Tris/HCI (pH=6,8)

10 % SDS (w/v)

30 % Glycerol (v/v)

0,1 % Bromphenolblau (w/v)
100 mM DTT

4.3.4. Coomassie-Farbung

Nach der Elektrophorese wurden die Gele in die Farbelésung gegeben und 1 min bei 400 W in
der Mikrowelle gekocht. Anschliefen wurden die Gele 30 min unter Schiitteln inkubiert. Danach
wurde die Farbelosung entfernt, die Entfarbeldsung und ein Papiertuch zugegeben und die Gele
1 min bei 400 W in der Mikrowelle behandelt. Anschlieféend wurden die Gele 10-30 Minuten
geschiittelt. Das Papiertuch sorgte eine Aufnahme des Farbstoffs. Die entfirbten Gele mit

sichtbaren Banden der Proteine konnten in mQ-Wasser gelagert werden.

Farbelosung Entfarbelosung
25 % Isopropanol (v/v) 10 % Essigsaure (v/v)

10% Essigsaure (v/v)
0,05 % Coomassie Brilliant Blue R250 (w/v)

120



Material und Methoden

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurden definierte BSA-Konzentrationen als

Standard auf dem Gel verwendet (Ramagli, 1985).

4.3.5. Phosphatase-Aktivitatsassay

Die Aktivitit und Regulation der PP2Cs wurden durch die Messung von freigesetztem
fluorescierendem 4-Methylumbelliferon bestimmt. Das Substrat 4-Methylumbelliferylphosphat
(MUP) wird durch Phosphatasen dephosphoryliert, so dass die Menge des freigesetzten
Produkts in einem Mikroplattenleser (Synergy 2, Biotek) gemessen werden kann.
4-Methylumbelliferon wird durch Licht der Wellenldnge 360 nm angeregt und das emittierte
Licht wird bei einer Wellenldnge von 460 nm gemessen. Die Intensitit des Signals ist
proportional zur Stoffmenge des entstehenden Fluorophors. Die Reaktion wird 10 min lang
gemessen und die Intensitit in RFU (Relative Fluorescence Units) angegeben. Die RFU werden
dann automatisch gegen die Zeit aufgetragen. Die Steigung dieser Geraden entspricht der
Phosphataseaktivitdt und wird in mRFU/min angegeben.

Zunachst wurde ein Prainkubationsansatz angesetzt. Phosphatase bzw. Phosphatase und ihre
Interaktionspartner wurden 20 min lang bei 35°C mit 0,3 mM Mn2* und Puffer inkubiert. 5 min
vor Zugabe wurde das 2x Substrat mit 0,3 mM Mn2+ gemischt und bei 35°C inkubiert.
Prainkubation und 2x Substrat wurden dann in eine 96er Mikrotiterplatte pipettiert

(45 pl + 45 pl) und im auf 30°C vorgeheizten Plattenleser gemessen.

Stammlésungen

1M Ml’lClz X 4 HzO
1 M Tris/HCl pH=7,9

5 M NaCl
0,1 M MUP
1MDTT
8x Puffer Prainkubation (100pl)
1 ml Tris/HCI 12,5 pl 8x Puffer
0,2 ml NaCl 1,5 pl MnCl; (20 mM frisch hergestellt)
50 ul DTT mQ-Wasser auf 100 pl
RCARs
Phosphatase (500 ng)
Liganden
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2x Substrat

0,1 M Tris/HCI pH=7,9
0,1 M NaCl

0,3 mM MnCl;

5 mM MUP

4.3.6. Groflenstandards

PageRuler™ Prestained Protein Ladder (MBI Fermentas)
PageRuler™ Prestained Protein Ladder Plus (MBI Fermentas)

4.4. Chemikalien und Garete
4.4.1. Gerate
Gerit Modell Hersteller
CCD-Kamera ORCAII ERG Hamamatsu Photonics
Feinwaage Handy Sartorius Analytic
Gelelektrophorese-Netzteil |EPS 200/301/EV231 Pharmacia Biotech
Inkubator Thermoshake Gerhardt
Kippschiittler RotoShake Genie Scientific Industries
Kamera Coolpix 4500 Nikon
Luminometer flash’n glow Berthold
Magnetriihrer Stuart-VWR Bibby
Mikroplattenleser Synergy 2 Biotek
HAT-Soft 7000 Plus Bioassay | Perkin Elmer
Reader
Mikroskope Stemi SV6 Zeiss
Stemi SV11 Zeiss
HBO 50 Axioskop Zeiss
Mikrowelle MC-9287UR LG
PCR-Cycler T-Gradient Biometra
pH-Meter pH 526 WTW
Photometer Ultrospec 2000  UV/Visible | Pharmacia Biotech
Spectrometer
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SDS-Gelelektrophorese- Mini Protean 3 System Bio-Rad
Apparatur
Sterilbank Laminar Flow Workstation Microflow
Thermomixer Thermomixer comfort Eppendorf AG
Ultraschall Sonopuls HD2070 Bandelin
UV-Fotosystem P19D Mitsubishi
UV-Gerat Reprostar 3 Camag
Vakuumpumpe Membran-VP Vacuubrand
Vakuumzentrifuge Vacuum Concentrator Bachofer
Vortexer MS1 IKA
Waage BP 3100S Sartorius
Zentrifugen Avanti J-25 Beckman Coulter
Typ 5424 Eppendorf AG
Typ 5415C Eppendorf AG
Typ 5415D Eppendorf AG
Typ 5415R (Kiihlzentrifuge) Eppendorf AG
Universal 16 Hettich

4.4.2. Chemikalien/Reagenzien

Alle verwendeten Chemikalien und Losungsmittel wurden - soweit nicht anders angegeben -
von den Firmen Roth (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe), Fluka / Sigma Aldrich Chemie
GmbH (Minchen), MBI Fermentas (St. Leon-Roth) oder New England Biolabs (Frankfurt)

bezogen.

Die mit HPLC gereinigten ABA-Vorstufen, ABA-Metabolite und ABA-Analogen wurden von Prof.

Suzanne Abrams (National Research Council of Canada) zur Verfiigung gestellt. Die

Stammlésungen wurden

in DMSO hergestellt mit Konzentrationen von 50 mM fir

ABA-Vorstufen und ABA-Analoge bzw. 5 mM fiir ABA-Metabolite. Je nach Bedarf wurden die

Stammldsungen mit den in den jeweiligen Versuchen verwendeten Puffern verdiinnt.
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4.4.3. Enzyme, Plasmide, Vektoren

Alle verwendeten und neu klonierten Plasmide sowie die entsprechenden transformierten
E. coli-Stamme sind im Anhang dieser Arbeit mit numerischer Zuordnung in der
Stammsammlung zu finden.

Alle verwendeten Oligonukleotide stammten von den Firmen Eurofins MWG Operon, Ebersberg
und Sigam-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen. Die in lyophilisierter Form gelieferten
Oligonukleotide wurden in mQ-Wasser aufgenommen und 5 min lang bei 65°C erhitzt. Die
Lagerung erfolgte bei -20°C.

Die Restriktionsenzyme stammten von MBI Fermentas und New England Biolabs® GmbH,

Frankfurt.

4.5. Insilico Analyse

Ermittlung von DNA-Sequenzen:

www.arabidopsis.org

Vorhersage eines Restriktionsverdaus:

http://tools.neb.com/NEBcutter2/

Homologievergleich und Uberpriifen von Nukleotid- und Aminosiuresequenzen
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/

Ubersetzung einer Nukleotidsequenz in eine Aminosiuresequenz:

www.expasy.ch/tools/dna.html

Statistische Tests:

http://elegans.som.vcu.edu/~leon/stats/utest.html

Genexpressionsanalyse:

http://bar.utoronto.ca/efp_arabidopsis/cgi-bin/efpWeb.cgi
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5. Anhang

5.1.

Oligonukleotide

Tabelle der in der Kartierung verwendeter Primer

Name Sequenz Verwendung | Primer #
phros19 CAPS fwd 5’-GGG GAT TCC CAG ACA GGA GC-3’ | CAPS-Marker 1086
phros19 CAPS rev 5’-CTC AAG CCA GTC GGA AGATGT | CAPS-Marker 1087

TGA GC-3’

Chr1_0,44 Mb-fwd 5-CTC TCT CAT GTA TTT GAA GTG Mapping nicht in der
GGA TG-3' Primerlist

Chr1_0,44 Mb-rev 5-AGT ATC ACA ACT ATG GGT CTG Mapping nichtin der
ACT GG-3’ Primerlist

Chr1_0,52Mb (Mbol) 5’-CGG GCA AGC AAA AAG CAT GTG Mapping nicht in der
fwd ACACTT TC-3' Primerlist

Chr1_0,52Mb (Mbol) 5’-CTA TAA AGT TAC GAG CTT TCT Mapping nicht in der
rev TCT TCA GG-3’ Primerlist

Chr1_585761_BsrDI 5’-AGG GAA GCC GCA GCC TGC ATT Mapping nicht in der
fwd TGA ACA GG-3’ Primerlist

Chr1_585761_BsrDI 5’-GCT GGA ATC AGA ACT GAG GGC Mapping nicht in der
rev GAT GGA TG-3’ Primerlist

Chr1_0.61 Mb (Alw26I) | 5’-GCG AGC TCT GGA ACG AGA GTG Mapping nicht in der
fwd AAT CTT GG-3’ Primerlist

Chr1_0.61 Mb (Alw26I) 5’-GCG GGA AGG GCA AAGTTT Mapping nicht in der
rev GGC TCG ATC CC-3’ Primerlist

Chr1_0.61 Mb (HinfT) 5“GTT GGC TTC CTG ATG ATG AAA Mapping nicht in der
fwd CCA TCC-3' Primerlist

Chr1_0.61 Mb (HinfI) 5-CTA GAG GAT TTG ATT TCT GAT Mapping nicht in der
rev ATT GC-3' Primerlist

Chr1_0,76 Mb-fwd 5“TGG CAG GTG CGA AGA ACC ACT Mapping nicht in der
AAA CCC-3' Primerlist

Chr1_0,76 Mb-rev 5-CAT AGA ATT TAA TGA AAC CAA Mapping nicht in der
CCC AAG-3° Primerlist

Chr1_834960_MIuCI 5-GTG CGA GTA TAC TTT GGG ATT Mapping nicht in der
fwd GAA TGG-3’ Primerlist

Chr1_834960_MIuCI 5’-GCT AGA GAG CAT CAT CAG Mapping nicht in der
rev TTT CTA TAA GAG-3’ Primerlist

Chr1_0,844 Mb 5-GTC CTC GTG TTA CCATTT TCA Mapping nicht in der
(Tsp5091I) fwd TCT ACG-3' Primerlist

Chr1_0,844 Mb 5-TCC AAA TCA GTC AAC CGA ACG Mapping nicht in der
(Tsp509I1) rev TGG AC-3' Primerlist

Chr1_1,09 Mb (Alul) 5-GAT GTT TCA TTT GCA GGC TTG Mapping nicht in der
fwd AAG-3° Primerlist

Chr1_1,09 Mb (Alul) 5-GGT AAC ACA AAA GAC CAT ATG Mapping nicht in der
rev TTT CAG-3 Primerlist

Chr1_1,25 Mb-fwd 5-GAA GAC AAA GCT CTG CAG TAA Mapping nicht in der
TGT AG-3' Primerlist

Chr1_1,25 Mb-rev 5’-CAC ATT CTA AGC CTT GTA GAG Mapping nicht in der
ATG AAG-3’ Primerlist

Chr1_2.0 Mb-fwd 5’-CAG GAT TAC TTA GAA TTA ACG Mapping nicht in der
CGC A-3’ Primerlist
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Chr1_2.0 Mb-rev 5-GTG CAATCT TTG AAACTT Mapping nichtin der
GAG G-3’ Primerlist

Chr1_3,24 Mb-fwd 5-AAC GTT TGT TCA ATA CCT TGG Mapping nicht in der
TTT G-3’ Primerlist

Chr1_3,24 Mb-rev 5’-GCT GCT ACT AAT TTT AAA CAA Mapping nicht in der

TTA CAG-3’ Primerlist

Chr1_7,3 Mb fwd 5’-AAT GTT TGT CAA CAT CCG GAG Mapping nicht in der

AC-3’ Primerlist

Chr1_7,3 Mb rev 5-CCATCT TGT GTG TTT TGT CGA Mapping nicht in der

ATC-3’ Primerlist

Chr.1-10.1Mb-fwd 5-CTG CAA AGA ATG GAA GGG CCG-3° Mapping nicht in der

Primerlist

Chr.I-10.1Mb-rev 5“CTG TCC ACT GCC CAG TCT AGG-3’ Mapping nicht in der

Primerlist

cer 941 fwd 5“GAC TCG ACG CAT CAA CAATG-3* Mapping nicht in der
Primerlist

cer 941 fwd 5-CCA TAA GAG GAA CCG GGA TT-3¢ Mapping nicht in der
Primerlist

Chr1_16,37 Mb-fwd 5‘-CCA GCT TAT TGT GTT CCC ACC-3" Mapping nicht in der
Primerlist

Chr1_16,37 Mb-rev 5’-CAA GCT AAG TCA GTT AAC ACT Mapping nichtin der
CC-3 Primerlist

f13011-fwd 5“AGT GAT TGG ATG GTC GGT Mapping nicht in der
ATG-3' Primerlist

f13011-rev 5“TGG TTT TGG TGA GTT CTG CT-3* Mapping nichtin der
Primerlist

cer 506-fwd 5-CTC ATC GCG GTT TAG CAA AT-3* Mapping nicht in der
Primerlist

cer 506-rev 5“TGG GCA CAG TCG TTG AAA TA-3* Mapping nicht in der
Primerlist

cer630_AC-fwd 5“GAG ATG GTA TGT TTG TCG CCT Mapping nicht in der
CTG GGT C-3¢ Primerlist

cer630_AC-rev 5“ACT GGC TAT CGC GTT GTCTTT Mapping nicht in der
GAT CG-3* Primerlist

cer116AC-fwd 5-TCA CCCATT GCACCGTTT ATT Mapping nicht in der
TCG G-3’ Primerlist

cerl16AC-rev 5-GAA TCA GAT ACT GTC GCC ATC Mapping nicht in der
AAG G-3’ Primerlist

cer 358-fwd 5“AACTGG TTG GTT TAA GAA Mapping nicht in der
TAA-3' Primerlist

cer 358-rev 5-AAC CAA CGATCCCCT TTT GA-3° Mapping nicht in der
Primerlist

nga 168-fwd 5“TCG TCT ACT GCA CTG CCG-3* Mapping nicht in der
Primerlist

nga 168-fwd 5-GAG GAC ATG TAT AGG AGC Mapping nicht in der
CTCG-3° Primerlist

nga 172-fwd 5-CAT CCG AAT GCC ATT GTT C-3’ Mapping nicht in der
Primerlist

nga 172-rev 5“AGC TGC TTC CTT ATA GCG TCC-3* Mapping nicht in der
Primerlist

nga 162-fwd 5-CAT GCA ATT TGC ATC TGA GG-3' Mapping nicht in der
Primerlist

nga 162-rev 5“CTC TGT CAC TCT TTT CCT Mapping nicht in der
CTG G-3’ Primerlist

Chr3_rpl_ciwl11-fwd 5-CCG TGG AAG GAG AAA CAT CTT Mapping nicht in der
TCT AGG-3' Primerlist

Chr3_rpl_ciwl1-rev 5-CAG ATG TGA CCT TTT AGA ACT Mapping nicht in der
TTG CAG-3' Primerlist

cer 928-fwd 5-TCA CGT GAT AGG AAG CAA GTT Mapping nichtin der
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CTT-3 Primerlist

cer 928-rev 5“AGT TTG CTG CAG GAG GGA AAC Mapping nicht in der
CTC-3* Primerlist

nga 6-fwd 5“TGG ATT TCT TCC TCT CTT CAC-3" Mapping nicht in der
Primerlist

nga 6-rev 5-ATG GAG AAG CTT ACA CTG ATC-3 Mapping nichtin der
Primerlist

cer 765-fwd 5“GGA TGC TTT GTG AAA GTC TCT Mapping nicht in der
CAT GCC-3' Primerlist

cer 765-rev 5“CTCGTCGTT CTT TTC GGC TTT Mapping nicht in der
CTCC-3 Primerlist

nga 8-fwd 5-TGG CTT TCG TTT ATA AAC Mapping nicht in der
ATCC-3’ Primerlist

nga 8-rev 5“GAG GGC AAA TCT TTATTT CGG-3 Mapping nicht in der
Primerlist

cer 787-fwd 5“AGG ATC CAA CGG TCG ATT CTC Mapping nicht in der
GCT AG-3° Primerlist

cer 787-rev 5-GTG GGT TCT TCC CAA GAT TCC Mapping nicht in der
CCTC-3 Primerlist

cer 534-fwd 5-GCC CAG AGG AAG AAG AGC AAA Mapping nicht in der
CTA GC-3' Primerlist

cer 534-rev 5“TGG GAA TTC ATG AGA GAA TAT Mapping nicht in der
GTG GGA C-3’ Primerlist

nga 1107-fwd 5-GCG AAA AAA CAA AAA AAT Mapping nicht in der
CCA-3' Primerlist

nga 1107-rev 5“CGA CGA ATC GAC AGA ATT AGG-3* Mapping nichtin der
Primerlist

cer 348-fwd 5-GGA AAA CAA TGA AAT TGA AAG Mapping nicht in der
AAA CGA GAG-3° Primerlist

cer 348-rev 5-AAA CAT GAA GAG AAT CTT TGG Mapping nicht in der
AGC GAAG-3’ Primerlist

nga 151-fwd 5-CAG TCT AAA AGC GAG AGT ATG Mapping nicht in der
ATG-3' Primerlist

nga 151-rev 5“GTT TTG GGA AGT TTT GCT GG-3* Mapping nicht in der
Primerlist

nga 139-fwd 5“GGT TTC GTT TCA CTA TCC AGG-3* Mapping nicht in der
Primerlist

nga 139-rev 5-AGA GCT ACC AGA TCC GAT GG-3° Mapping nicht in der
Primerlist

nga 76-fwd 5-AGG CAT GGG AGA CAT TT ACG-3' Mapping nicht in der
Primerlist

nga 76-rev 5-GGA GAA AAT GTC ACT CTC Mapping nicht in der
CACC-3 Primerlist

operon 2244-fwd 5“CTT TGG CGA TCT TTC CTC CC-3* Mapping nicht in der
Primerlist

operon 2244-rev 5-CCG GTT GAG CAT CAA AGT CC-3¢ Mapping nicht in der
Primerlist
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5.2.  Konstr

ukte

Tabelle der zur Proteinexpression verwendeten Konstrukte

# Stamm Konstrukt Konzlel::t(l;‘;ltion Bedingungen
1136 | XL1-blue pQE-30 ABR7 (RCAR3) 0,5 mM 4h, 37°C
1168 | XL1-blue pQE-30 ABR9 (RCAR1) 0,5 mM 4h, 37°C
2703 | Rosetta pLysS |pQE-70 RCAR11 0,5 mM 4h, 37°C
2023 |M15[pREP4] |pQE-70 ABI2 0,5 mM 2h, 37°C
2158 |M15 [pREP4] |pQE-70 ABI1 0,5mM 2h, 37°C
2729 |RosettapLysS |pET-21a(+) PP2CA 0,5mM 2h, 37°C

Tabelle der zurProtoplastentransfektion verwendeten Konstrukte

# Plasmid Stamm Resistenz
883 pSK 35S::GUS DH5a Amp
3041 | pSKpRD29B:LUC DH5a Amp
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