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1. Einleitung 1

1. Einleitung

Als sessile Organismen sind Pflanzen nicht in der Lage vor verdnderten Umwelteinfliissen zu
flichen. Sie miissen sich durch Modifikationen ihrer Stoffwechselaktivititen und durch
Feinabstimmungen ihrer Wachstumsreaktionen und Aktivierung von Abwehrmechanismen
moglichst schnell auf neue Umweltreize einstellen, um auch bei ungiinstigen Bedingungen
an ithrem Standort tiberleben zu konnen. Daher mussten sie Mechanismen entwickeln, um
Stressfaktoren friihzeitig zu erkennen und moglichst schnell ihre Physiologie, Wachstum und
Entwicklung auf diese neuen Bedingungen anzupassen. Die Anpassung bendtigt eine
schnelle und dynamische Regulation von enzymatischen Aktivititen und die Modifizierung
der Gen-Expression. Phosphorylierung und Dephosphorylierung von Proteinen ist eine der
hiufigsten posttranslationalen Modifikationen in allen Organismen und wird fiir die
intrazelluldre Steuerung und Regulierung von Proteinaktivititen genutzt. Diese
Proteinphopshorylierungen werden von Kinasen ausgefiihrt, die zumeist in Signalkaskaden
angeordnet sind. Nach Schitzungen werden etwa 30 % aller Proteine in einer eukaryotischen
Zelle phosphoryliert. Im Pflanzengenom kodieren ca. 5 % der Gene fiir Kinasen (Arabidopsis
Genome Initiative, 2000). Von diesen pflanzlichen Kinasen sind ungefdhr 10 % an Mitogen-

aktivierten Proteinkinase Kaskaden beteiligt.

1.1 Mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAPK)

MAPK Kaskaden sind Proteinkomplexe, die eine wichtige Rolle bei der Signaliibertragung
und Signalmodulation spielen. Sie ermoglichen es, extrazellulire Reize (Signale) in
intrazelluldre Antworten zu iibersetzen. Eine MAPK Kaskade besteht in der Regel aus drei
Komponenten, der MAPK-Kinase-Kinase (MAP3K), der MAPK-Kinase (MAP2K) und der
MAPK (Abb. 1.1). Da alle drei Komponenten Proteinkinasen sind, besteht die Weiterleitung
des Signals in einer geregelten Abfolge von Proteinphosphorylierungen. Dabei steht die
MAP3K am Anfang der Kaskade und sie aktiviert eine MAP2K durch Phosphorylierung des
S/T-X3-sS/T Motiv, welche dann eine MAPK an Threonine und Tyrosin im T-X-Y Motiv
phosphoryliert. Die MAPK am Ende der Kaskade vermittelt das Ausgangssignal, indem sie
ihrerseits die verschiedensten Zielsubstrate phosphorylieren kann (Abb. 1.1). Eine MAPK-
Kaskade ist oftmals in Form von strukturellen Modulen organisiert, die mit Hilfe von so

genannten Gertist (,,Scaffold*) Proteinen zusammengehalten werden. In Pflanzen ist jedoch
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bisher nur eine MAP3K bekannt, der eine Funktion als ,,scaffold” Protein zugeschrieben

werden konnte (Nakagami et al. 2004).

Abbildung 1.1: Aufbau eines typischen MAPK

extrazellular . .
- Moduls in A. thaliana

Ein Rezeptor erhélt ein extrazelluldres Signal und
ibertragt dieses zu einer MAPKKK, welches zu
deren Phophorylierung und Aktivierung fiihrt.
Eine folgende Phosphorylierungskaskade iiber
MAPKK und MAPK endet in der
Phosphorylierung spezifischer Zielproteine. In
A.thaliana konnten bisher 80 MAPKKK Gene, 20
MAPKK Gene und 20 MAPK Gene identifiziert

inaktive werden. PM= Plasmamembran; S=Serin; T=
MATE Threonin; Y= Tyrosin; P= Phosphat

zytoskelstiale Trangkriptions- Protain
Profeing faktoran Kimagen

Tierische MAPK werden in mindestens drei Hauptgruppen eingeteilt, ndmlich den
extrazellulédr-Signal regulierten Kinasen (ERK), den p38 MAP Kinasen und den c-Jun N-
terminal Kinasen (JNK) (Junttila et al. 2008). Phylogenetisch werden alle pflanzlichen
MAPK der tierischen pERK Gruppe zugeordnet (MAPK Group 2002, Hamel et al. 2006).
Bezeichnend fiir Pflanzen ist die besonders hohe Anzahl von Genen, die fiir die
verschiedenen MAPK-Kaskade Komponenten kodieren. Allein im Genom der Modellpflanze
Arabidopsis thaliana konnten mindestens 20 potentielle MAPK identifiziert werden (MAPK
Group, 2002), wohingegen in Sdugern nur 13 MAPK und in Hefe bisher nur 6 MAPK Gene
dieser Familie zugeordnet werden konnten (Hirt 2000). Man vermutet, dass der Grund hierfiir
in der Tatsache liegt, dass Pflanzen mit ihrer sessilen Lebensweise Signale aus der Umwelt
nicht durch neuromuskuldr gesteuertes Verhalten beantworten konnen. Zu den Zielsubstraten
der MAPK gehoren u.a. nukledre Transkriptionsfaktoren, zytoskelettale Proteine oder andere
Proteinkinasen. Jedoch sind immer noch viele Zielsubstrate unbekannt, da die
Substratspezifitit eines MAPK Moduls von seiner Zusammensetzung aus den
Einzelkomponenten inklusive der Scaffold-Proteine abhingt, und sich dadurch viele
Kombinationsmoglichkeiten ergeben. Alleine fiir zwei MAPK aus Arabidopis thaliana

(MPK3 und MPK6) konnten bisher mehr als 87 potentielle Substrate identifiziert werden
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(Feilner et al. 2005). Neue Microarray-Analysen identifizierten sogar iiber 570 mogliche
Substrate fiir 10 der bekannten 20 MAPK (Popescu et al. 2009). Dabei wird bei diesen
Studien auch immer wieder auf eine iiberlappende Teilmenge von Substraten hingewiesen,
die von mehreren Kinasen phosphoryliert werden konnen (Feilner et al. 2005; Popescu et al.
2009). Neben der Aktivierung des Moduls durch duBlere Reize, wird die Aktivitit des
gesamten Moduls durch Scaffold Proteine und Phosphatasen in ihrer Fahigkeit Signale weiter
zu geben gesteuert und reguliert. So konnen die Module durch Scaffold Proteine an
subzelluldren Doménen/Membranen gebunden werden, und durch Umsteuerung zu anderen
Membrankompartimenten wechseln. Die mit den MAPK Modulen assoziierten Phosphatasen

dienen zur Deaktivierung der MAPK und konnen somit die Signalweitergabe beenden.

1.2 MAPK in A. thaliana

In hoheren Pflanzen zdhlen MAPK zu einer der am besten charakterisierten Familie von
Signalproteinen (Hirt 2000). Besonders hervorzuheben sind drei MAPK, MPK3, MPK4 und
MPKG6, sie zdhlen zu den am meist untersuchten MAPK in Arabidopsis thaliana. Jedes dieser
Proteine scheint an mehreren stressinduzierten Signalwegen beteiligt zu sein (Abb. 1.2), und
gleichzeitig kommt es zu einer signifikanten funktionellen Redundanz zwischen diesen drei

MAPK

Aktivierung durch

MPK3 H,0, O, ABA, Ethylen, Osmotischer Stress, PAMPs
MPK4  H,0,. O, Osmotischer Stress, Kilte, Salz, PAMPs,

MPK6& H,O,, O;, Ethylen, Osmotischer Stress, Jasmonatsiure, PAMPs

Abbildung 1.2: Aktivierung von MPK3, MPK4 und MPK6 durch abiotische und biotische Stimuli
Mehrere MAPK konnen durch dieselben Stresse aktiviert werden. (PAMP-pathogen-associated-molecular
pattern) Modifiziert nach Colcombet und Hirt, 2008

Biochemische und genetische Analysen wurden bisher fiir jede dieser MAPK angefertigt und
diese machen klar, dass die Signalweitergabe von MPK3, MPK4 und MPK6 hoch komplex
ist (Mishra et al. 2006). Die biochemischen Studien verweisen darauf, dass unterschiedliche
Stressbehandlungen zur Aktivierung von verschiedenen Kombinationen der drei MAPK
Isoformen fithren. Werden beispielsweise Pflanzen dem Sauerstoffradkalbildner, H,O,

ausgesetzt oder empfangen ein PAMP (Pathogen-associated molecular Pattern), dann
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reagieren sie darauf durch schnelle Aktivierung der MPK3-, MPK4- und MPK6-
Kinaseaktivitéit (Ichimura et al. 2006, Nakagami et al. 2006, Suarez-Rodriguez et al. 2007).
Die Aktivierung von MPK4 durch diese Signale ist abhéngig von der ,,upstream Kinase*
(MAPKKK) MEKK1, wihrenddessen die Aktivierung von MPK3 und MPK6 nur im PAMP
induzierten Signalweg auch liber MEKK1 Aktivierung erfolgt, derweil der H,O, -induzierte
Signalweg unabhdngig von MEKKI1 erfolgt (Ichimura et al. 2006, Nakagami et al 2006,
Suarez Rodriguez et al. 2007). Diese Ergebnisse zeigen, dass bestimmte Stimuli zwar zur
Aktivierung aller drei MAPK fithren konnen, dies aber {iiber mindestens zwei

unterschiedliche Wege erfolgen kann (Abb. 1.3).

Abiotischer Stress Biotischer Stress
H,0, PAMP
7N 4 A
MAFP3IK ANP1 MEEK]1 MEEEKIL? MEEK]1
MAPE MEEJIMEES 77 MEE4MEES MEELMEERK?

! ! ! |
MAPKE MPEYIMPEG6 MPE4 MPEAMPES MPE4

! ! ! J

Genregulation Pathogenabwehr

Abbildung 1.3: Darstellung von MAPK Modulen in A.thaliana

Induzierter Stress durch H,O, fiihrt zur Aktivierung von zwei getrennten Signalwegen
und endet in der Aktivierung unterschiedlicher MAPK. Biotischer Stress durch
PAMP aktiviert dieselben MAP3K, diese dann aber unterschiedliche MAP2K und
MAPK phopshorylieren. Modifiziert nach Colcombet und Hirt, 2008

Genetische Studien an Mutanten und RNAi Linien vervollstindigen die vielschichtige
Beteiligung der MAPK an entwicklungsabhéngigen und pathogenabwehrenden Prozessen
auf. So werden die mpk4 null Mutanten phéinotypisch durch einen Zwergenphénotyp,
gekennzeichnet, bedingt durch die konstitutive Aktivierung des SAR Signalweges
(Systemische erlangte Resistenz) (Petersen et al. 2000, Brodersen et al. 2006). In den
Mutanten konnte ein erhohter Salicylsdurespiegel festgestellt werden, dies fiihrt zur
konstituiven Expression von PR-(pathogen related) Genen, die normalerweise in der
Pathogenabwehr erst durch Salicylsdure induziert werden. Somit gilt MPK4 als ein negativer
Regulator der Salicylsdure-vermittelten Pathogenabwehr. Von Salicylsdure unabhéngig kann

Pathogenabwehr in Pflanzen durch Jasmonsdure und Ethylen ausgeldst werden (Pieterse und
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van Loon, 1999). Dabei zeigt sich, dass MPK4 fiir die Expression von Jasmonsédure
induzierten Abwehrgenen erforderlich ist, und deshalb gilt diese MAP-Kinase als wichtiger
Regulator fiir die pflanzliche Pathogenabwehr (Petersen et al. 2000, Brodersen et al. 2006).
Im Gegensatz dazu, sind abiotische Stressantworten, hervorgerufen durch erhdhte Salinitdt
oder erhohte Temperatur, in der Mutante nicht beeintridchtig. Einzelmutanten von MPK3 und
MPKG6 weisen keinen offensichtlichen Phinotypen auf, was auf eine funktionale Redundanz
zwischen diesen beiden MAPK hinweist. Der Versuch der Herstellung von Doppelmutante
scheiterte daran, dass sie sich als letal erwiesen (Wang et al. 2007). Durch den Einsatz von
Dexamethason-induzierte Promotoren konnten jedoch Doppelmutanten hergestellt werden,
die zu spdteren Entwicklungszeitpunkten phinotypische Auffilligkeiten aufwiesen. Dabei
zeigte sich, dass MPK3 und MPK6 an der Regulierung des Stomatamusters beteiligt sind
(Wang et al. 2007). Der Verlust von MPK3/MPK6 Aktivitit fiihrt zur Bildung von Stomata-
Klustern, wihrenddessen die Uberaktivitit der beiden MAPK zum ginzlichen Verlust von
Stomata fiihrt. Interessanterweise weisen MKK4/5 RNAi Linien den gleiche Stomata
Phinotyp auf und lassen vermuten, dass sie als MAP2K ,upstream* von MPK3/MPK6
funktionieren. Als beteiligte MAP3K in dieser Kaskade konnte Yoda identifiziert werden
(Bergmann et al. 2004). Zusétzlich zur Stomataentwicklung im jungen Blatt ist MPK6 in die
Bildung von Infloreszenz, Antheren und Embryoentwicklung involviert (Bush und Krysan,
2007). MPK3, MPK4 und MPK6 konnen also nicht nur abiotischen und biotischen
Stressantworten zugeordnet werden, sondern sind auch essentiell an der Signalgebung im
Rahmen von Entwicklungsprozessen beteiligt. Zur Zeit stellt sich jedoch die Frage, warum
fiir MPK3, MPK4, MPK6 eine Beteiligung an so vielen Prozessen der Signalverarbeitung
nachweisbar ist und welche Funktionen dann die 17 weiteren MAPK, die im Genom von
Arabidopsis vorhanden sind, innehaben. Viele der Studien, die auf in vitro Kinase Versuchen
beruhen, miissen nicht bedingt die in vivo Bedingungen und Abldufe wiedergeben. Daher
sollten viele der Ergebnisse kritisch betrachtet werden, um zu einem differenzierten Bild der

Signalgebung in Pflanzen zu gelangen.

1.3 Kontrolle der Zellform und Zellteilung durch Mikrotubuli

In Pflanzen wurden Mikrotubuli (MT) zum ersten Mal 1963 im kortikalen Zytoplasma durch
Ledbetter und Porter beschrieben. Mittlerweile weill man, dass sie fiir viele zelluldre Prozesse

wiéhrend des Zellwachstums und der Entwicklung unabdingbar sind (Lloyd, 1994; Cyr, 1994;
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Cyr und Palevitz, 1995; Nick, 2007). MT sind hoch dynamische Polymere, aufgebaut aus a-
und B-Tubulin-Heterodimeren, welche einem stidndigen Wechsel zwischen Polymerisation und
Depolymerisation unterliegen. Dieses wird als dynamische Instabilitdt beschrieben, ein
Prozess, der sich in vitro simulieren 148t (Amos und Schlieper, 2005; Ehrhardt und Shaw,
2006; Sedbrook und Kaloriti, 2008). Manche MT entspringen von weit auseinander liegenden
MT-Bildungsstellen (MTOCs) (Chan et al. 2003), die aus einem Ring von y Tubulin und einem
o/B-Tubulin Polymerisationskeim bestehen und aus denen der Mikrotubulus polymerisiert
(Binarova et al. 2006; Pastuglia et al. 2006). Das Ausschalten der beiden y Tubulin Gene in
Arabidopsis fithrt zu einer Verminderung der kortikalen MT und zu starken anisotropen
Wachstumsdefekten, die sich in radialer Expansion der Zellen manifestierten (Binarova et al.
2006; Pastuglia et al. 2006). Wéhrend der Interphase liegen MT im kortikalen Bereich meist
quer zur Wachstumsrichtung vor, nach Abschluss der Zellstreckung richten sie sich
longitudinal aus oder bilden ein ungeordnetes Netzwerk (Cyr 1994, Williamson et al. 1996;).
Pharmakologische und genetische Studien belegen, dass die kortikalen MT eine zentrale Rolle
spielen beim anisotropen Wachstum von pflanzlichen Zellen. Die Verwendung von
Mikrotubuli depolymersierenden bzw. Polymer-stabilisierenden Drogen fiihrt zur Verdnderung
der Zellform, beispielsweise zu stark angeschwollenen Zellen oder mehrfach verzweigten
Wurzelhaaren (Anthony and Hussey, 1999; Bibikova et al. 1999; Furutani et al. 2000;
Hashimoto, 2002). In Zellen, die in die Mitose und nachfolgende Zytokinese eingehen,
iibernehmen MT eine wichtige Rolle bei der Festlegung der Zellteilungsebene, sowie der
rdumlichen Separierung der Chromosomen und anschlieBenden Zellplattenbildung. Dafiir
besitzen Pflanzen zwei besondere MT-Strukturen, die bei Pilzen und Tieren nicht zu finden
sind. Dazu zdhlt das Prid-Prophase-Band (PPB), welches die Zellteilungsebene festlegt und der
zytokinetische Phragmoplast, der die Zellplatte herstellt und so die Zytokinese ermdglicht. In
sich teilenden Zellen beginnt die Mitose mit der Bildung des PPB, einem dichten kortikalen
Ring aus MT, der sich um den meist mittig liegenden Zellkern ausbildet (Guning und Wick,
1985) (Abb. 1.4). Das PPB scheint verantwortlich zu sein fiir die Festlegung der
Zellteilungsachse und die spitere Ausrichtung der Zellplatte, wird jedoch in der beginnenden
Mitose bereits wieder abgebaut (Jiirgens et al. 2005). Die MT bilden dann die mitotische
Spindel, welche fiir die Separation der Chromatiden verantwortlich ist (Abb. 1.4). Nachfolgend
entsteht der Phragmoplast aus den Resten der Kernspindel, der fiir die Koordinierung der
Zellwandbildung zwischen den Tochter-Zellkernen verantwortlich ist (Jiirgens et al. 2005).
Dieser formt sich am Ende der Telophase aus zwei Stapeln anti-paralleler MT. Die Mittelzone

wird als freier Raum gekennzeichnet, in denen sich jedoch die plus Enden der
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gegeniiberliegenden MT Stapel iiberlappen. Der Phragmoplast wéchst von der Mitte ausgehend
zu den seitlichen Zellwénden und steuert somit die gerichtete Fusionierung der Zellplatte mit
den Mutterzellwdnden (Abb. 1.4). Die Tochterwand-Bildung erfolgt mit Hilfe von Vesikeln,
die Polysaccharid-Material zur Mittelebene liefern. Dabei handelt es sich moglicherweise um
sekretorische post-Golgi-Vesikel, oder um rezyklierende endozytotische Vesikeln, die zum
Aufbau der Zellplatte beitragen (Dhonukshe et al. 2006, Dhonukshe et al. 2007). Die Vesikel
fusionieren zu einer callosehaltigen Zellplatte, die die Grundlage der spéteren Zellwand bildet.
Die zielgerichtete Vesikelbewegung, die nétig ist, um die Zellplatte aufzubauen, wird durch
den Phragmoplasten ermoglicht. Die Position der neuen Zellwand korrespondiert mit der
Position des PPBs zu Beginn der Mitose (Jiirgens et al. 2005). Welche Proteine an der
Festlegung der Zellteilungsebene beteiligt sind, ist noch nicht vollig bekannt. Bisher konnte in
Arabidopsis fiir die sogenannte TAN-Protein im Zusammenspiel mit Kinesin-Isoformen (POK)
eine Beteiligung an der Positionierung der Zellplatte nachgewiesen werden (Miiller et al.
2009). Nach erfolgreicher Expansion des Phragmoplasten und nachfolgender Fusion der
Zellplatte mit der parentalen Plasmamembran verschwinden die Phragmoplasten-MT und es
bildet sich wieder das fiir Interphasezellen typische, kortikale MT-Netzwerk aus. Eine wichtige
Rolle im Rahmen der Zellteilung wird auch dem Aktinzytoskelett zugeschrieben. Dies ldsst
sich z.B. durch Inhibitor Behandlungen zeigen, die zu morphologisch verdnderten Zellen
fithren. Dabei kommt es jedoch nicht zu einem Stop der Zellplattenexpansion, sondern zu einer
Entartung oder sogar zum Abbruch der Zytokinese, weil die sich wellenférmig verdndernde
Zellplatte den Anschlufl an die parentale Plasmamebran nicht findet (Baluska et al. 2001;
Cleary, 2001, Hoshino et al. 2003; Sano et al. 2005). Aktinfilamente kénnen im PPB und am
Phragmoplasten lokalisiert werden und es wird angenommen, dass sie dort an der Formation
und Organisation dieser Strukturen beteiligt sind. Nach dem Abbau des PPBs erscheint eine
“Aktin depleted zone* (ADZ), die durch fehlende Aktinmarkierung auffillt, genau in dem

zuvor eingenommenen Bereich vom PPB (Miiller et al. 2009).
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Abbildung 1.4: Modell der MT Organisation wihrend Mitose und Zytokinese in Pflanzenzellen

In der Interphase liegen MT tranversal zur Wachstumsrichtung im Kortex der Zelle vor. Wihrend der Pri-
Prophase bildet sich im Kortex das PPB aus gebiindelten MT ringformig um den Nukleus. Die
Chromatidentrennung erfolgt in der Metaphase durch die mitotische Spindel. Wahrend der Anaphase werden
die Chromatiden zu den entgegengesetzten Zellpolen gezogen (nicht dargestellt). Der Phragmoplast entsteht
im Anschlufl an die Telophase aus zwei gegeniiberliegenden Stapeln dicht gepackter MT und bildet in der
freien Mittelzone die junge Zellplatte aus, die dann spéter die Primidrwand bildet und fiir die korrekte
Trennung der neu gebildeten Tochterzellen verantwortlich ist. Nach erfolgter Zytokinese l6st sich der

Phragmoplast auf und das kortikale MT-Netzwerk der Interphasenzellen entsteht wieder.

1.4 Mikrotubuli assozierendes Protein (MAP) 65

Im Kontext des Zellwachstums und der Zellentwicklung ist das dynamische Verhalten von
MT von besonderer Bedeutung. Dafiir muss es Mechanismen geben, die die MT-
Organisation und ihre Dynamik iiber Raum und Zeit kontrollieren. Diese Funktionen werden

ermoglicht durch MT-assozierte Proteine (MAP) und weiteren regulatorischen Proteine, die
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zum einen die Affinitdt von MAPs zur MT-Oberfliche modulieren, zum anderen durch
Austausch von Tubulin Untereinheiten in die dynamische Organisation von MT-
Populationen eingreifen (Sedbrook, 2004; Sedbrook und Kaloriti, 2008). Eine der am besten
charakterisierten MAP-Familien in Pflanzen ist die MAP65-Familie. Das Mikrotubuli-
assozierte Protein MAP65 konnte erstmals 1993 biochemisch aus Tabakgewebekulturen
isoliert und analysiert werden (Chang-Lie und Sonobe, 1993). Der Name basiert auf dem
geschitzten Molekulargewicht nach den ersten Analysen dieser Proteinfamilie aus Nicotiana
tabacum (Chang-Lie und Sonobe, 1993) und Daucus carota Zellkulturen (Chan et al. 1999).
Die weiteren Charakterisierungen, die anhand der cDNA und Proteinstruktur erfolgten
(Smertenko et al. 2000, 2004; Hussey et al. 2002), identifizierten es als ein funktionales
Mitglied einer divergenten Proteinfamilie, zu der Aselp aus Saccharomyces cerevisiae
(Pellman et al. 1995) und PRC1 aus Homo sapiens gehdren (Jiang et al. 1998). Im tierischen
und auch pilzlichen Genom findet man nur ein bis zwei Homologe der MAP65 Familie,
dabei konnten bisher 9 Gene im Arabidopsis Genom identifiziert und zur Familie der MAP65
Proteine zugeordnet werden (Hussey et al. 2002). Thre vorhergesagte molekulare Masse
variiert zwischen 54-80 kDa. Die Sequenzidhnlichkeit innerhalb ihrer Aminoséurestruktur
betriagt zwischen 25-78 %, und diese Diversitdt spiegelt sich in unterschiedlichen Aktivitdten
und biochemischen Eigenschaften wider. Jedoch werden allen Isoformen in Pflanzen MT-
blindelnde und MT-polymerisierende Eigenschaften zugesprochen. MAP65 aus Daucus
carota und MAPG65-1 aus A. thaliana biindeln MT mit 25 nm Abstand (Chan et al. 1999;
Smertenko et al. 2004). Der strukturelle Aufbau, der am besten untersuchten Isoform in
Arabidopsis, MAP65-1, zeigt, dass zwei MT-bindende Doménen in der C-terminalen Hilfte
des Proteins vorkommen (Smertenko et al. 2004). Die Sequenz der einen Doméne ist hoch
konserviert bei allen Mitgliedern der Aselp/PRC1/MAP65 Familie (Schuyler et al. 2003),
wiahrenddessen die zweite Doméne am Ende des C-Terminus nicht konserviert ist. Diese
Region ist gekennzeichnet durch ein ,coiled coil“-Motiv und einigen
Phophorylierungsstellen ~ fiir ~ unterschiedliche = Kinasen. = Der  Nachweis  der
Phosphorylierbarkeit konnte fiir Mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAPK) und Cyclin-
abhingige Kinasen (CDK) erbracht werden (Sasabe et al. 2006; Smertenko et al. 2006).
Durch die Phophorylierung dieser Doméne bei MAP65-1 kommt es zur Schwichung der
Bindung zu MT (Smertenko et al. 2004) (Abb. 1.5). Jedoch kdnnen beide Domédnen im C-
Terminus unabhéngig voneinander an MT binden. Um MT erfolgreich zu biindeln, wird aber
eine Dimerisierung erforderlich, die durch Doménen in der N-terminalen Hilfte des Proteins

erfolgen (Smertenko et al. 2004).
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Abbildung 1.5: Schema der
zwischen AtMAP65-1 und der Mikrotubulus-
Oberfliche. In dem Modell sind zwei MT-

Interaktion

Interaktionsdoménen fiir die Bindung nétig, aber
nur die C-terminale Domine (blau) wird durch
die Phosphorylierung so verdndert, dass die
Bindung an die MT-Oberflache geschwicht wird
(rot). (nach Smertenko et al. 2006)

Immunmarkierungen mit spezifischen Antikdrpern gegen die verschiedenen MAP65

Isoformen von A. thaliana, sowie in vivo Lokalisierungen mit GFP Fusionsproteinen

verweisen auf die unterschiedlichen Bindungsorte von MAP65 Proteinen an mikrotubuldren

Strukturen innerhalb der Zellen und wihrend des Zellzyklus (Van Damme et al. 2004,
Smertenko et al. 2008, Li et al. 2009) (Tabelle 1).

Tabelle 1: Intrazellulire Lokalisierung von MAP6S Isoformen aus A. thaliana in pflanzlichen Zellen

(zusammengestellt aus Van Damme et al. 2004, Smertenko et al. 2008, Li et al. 2009)

MAPG65 Interphase Mitose Zytokinese
Isoform
AtMAP65-1 kortikale MT PPB und Spindel Mittelzone des Phragmo-
plasten
AtMAP65-2 kortikale MT PPB und Spindel Phragmoplast
AtMAP65-3 kortikale und | PPB Mittelzone des Phragmo-
endoplasmatische plasten und reifende
MT Zellplatte
AtMAP65-4 endoplasmatische Spindelpole wéhrend
MT der Metaphase
AtMAP65-5 kortikale MT frither Phragmoplast und
neu synthetisierte Zellplatte
AtMAP65-6 Mitochondrien
AtMAPG65-7 nicht bekannt nicht bekannt nicht bekannt
AtMAP65-8 kortikale MT Spindelpole wihrend | dulere Bereiche des
der Metaphase Phragmoplasten
AtMAP65-9 nicht bekannt nicht bekannt nicht bekannt
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Die unterschiedlichen Lokalisierungen lassen auf spezifische Funktionen dieser Isoformen
wihrend des Zellwachstums und Zellteilung schlieen, jedoch konnte dies bisher noch nicht
fiir alle Isoformen aufgeklédrt werden. Phénotypische Verdnderungen in der pleiade-Mutante
von A. thaliana, die das MAP65-3 Gen betreffen, belegen einen direkten, funktionalen
Zusammenhang zwischen dieser MAP65-Isoform und der Zytokinese (Miiller et al. 2002,
2004). Offensichtlich fiihrt das Fehlen dieser MAP65-3 Isoform zu abnormalen
Phragmoplasten gefolgt von fehlerhafter Zytokinese, was eine Hiufung von multinukledren
Zellen nach sich zieht und schlieBlich zu einer abnormalen Wurzelentwicklung fiihrt (Miiller

et al. 2004, Smertenko et al. 2004).

1.5 MAPK und Zytoskelett

Bisher liegen nur wenige Informationen iiber die mogliche Beteiligung von MAPK an der
Zytoskelett Organisation in Pflanzen vor. Allerdings ist in Tabak eine vollstindige MAPK
Kaskade beschrieben worden, die an der zytoskelettalen Organisation beteiligt ist. Dieser
Signalweg ist elementar fiir die Zytokinese in Tabak (Ishikawa et al. 2002, Nishihama et al.
2002, Tanaka et al. 2004). Er startet mit NPK1 (MAP3K) (Nishihama et al. 2001;
Nishiahama und Machida, 2000, 2001; Soyano et al. 2002; Takahashi et al. 2004), diese
aktiviert NQK1 (MAP2K), welche ihrerseits fiir die Phosphorylierung von NRK1 (MAPK)
verantwortlich ist (Takahashi et al. 2004). Diese Kasakade wird auch als NACK-PQR
Signalweg beschrieben, wobei NACK fiir die zwei beteiligten Kinesine NACKI1 und
NACK?2 steht. Die Einzelkomponenten des Signalweges konnten jeweils am Phragmoplasten
lokalisiert werden. Die Expression einer Kinase-negativen Variante von NPKI1 fiihrt zur
Bildung von multinukledren Zellen und fehlerhafter Zytokinese (Soyano et al. 2002). Bisher
wurde gezeigt, dass neben den NACK-Kinesinen zwei mogliche Zielproteine der MAPK-
Kaskade, ndmlich die Tabak MAP65-1 a und 1b Isoformen, an den MT dynamischen
Prozessen wihrend der Phragmoplastenexpansion beteiligt sind. Mittlerweile konnten die zu
diesem Signalweg homologen MAPK-Elemente auch in Arabidopsis identifiziert und
zugeordnet werden (Abb. 1.6). ANP (Arabidopsis-related NPK1 Protein) entspricht NPK1
(Krysan et al. 2002), AtMKKS6 ist das Ortholog zu NQK1 (Soyano et al. 2003, Menges et al.
2008), und AtMPKI13 stellt vergleichbar zu NRKI1 das Schlufiglied der Kaskade dar
(Melikant et al. 2004).
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Des Weiteren konnte fiir einige andere MAPK immerhin der Hinweis auf ihre Lokalisierung
an MT-Strukturen erbracht werden, deshalb erscheint ihre Beteiligung an der Regulierung
von MT durchaus moglich. In meristematischen Zellen der Wurzel von Medicago sativa
konnte SIMK (salt-induced MAPK) im PPB und im Phragmoplasten nachgewiesen werden,
beides Zellstrukturen mit hoher MT-Dichte (Baluka et al. 2000; Samaj et al., 2004a). Eine
weiteren MAPK aus Medicago sativa, MMK3, befindet sich im jungen Phragmoplasten an
den MT, relokalisiert aber in der Phase der Phragmoplastenexpansion zur Zellplatte in der
Mittelzone (Bogre et al. 1999). Die Ko-Lokalisierung von SIMK mit mitotischen MT konnte
durch die Stabilisierung der Mikrotubuli mittels Taxol noch verstirkt werden (Baluska et al.
2000; Samaj et al. 2004a). Andererseits konnte durch die Zerstorung von MT nach
Kalteeinwirkung oder nach Behandlung mit dem Inhibitor Oryzalin, die Aktivierung von
weiteren Stress-aktivierten MAPK (SAMK und HAMK) gezeigt werden (Sangwan et al.
2002). Daraus ldsst sich fiir beide MAPK eine Rolle bei der Regulierung der MT-Dynamik in
Medicago sativa ableiten. Fiir 4. thaliana liegen bisher noch keine Daten zur Lokalisierung
von MAPK an mitotischen oder kortikalen MT vor. Jedoch wurde in einer kiirzlich
erschienen Arbeit eine MAPK vorgestellt, die zusammen mit einer Phosphatase an der
Regulierung der kortikalen MT in A. thaliana beteiligt ist (Walia et al. 2009). Das
Ausschalten dieser MAPK, MPK18, fiihrt zu einer Stabilisierung der kortikalen MT und geht
einher mit einer erhdhten Resistenz der Keimlinge gegen MT-zerstorende Inhibitoren wie
z.B. Oryzalin (Walia et al. 2009). Die Autoren konnten jedoch keine direkte Lokalisierung an
MT feststellen, vielmehr zeigte ein GFP-Fusionsprotein dieser MAPK eine rein
zytoplasmatische Expression. Pharmakologische Studien weisen zudem auch auf eine
Beteiligung von MAPK an der dynamischen Organisation des Aktinfilament-Netzwerkes

hin, moglicherweise durch eine direkte Regulierung von Aktin-bindenden Proteinen. In
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Tabak konnte der Nachweis fiir eine solche mdgliche Interaktion durch zwei MAPK erbracht
werden: Die Autoren zeigten, dass Profilin 2, ein Aktin-bindendes Protein, durch SIPK und
p45™"™ in vitro phosphoryliert werden kann (Limmongkon et al. 2004). Durch Zerstérung des
Aktin-Zytoskelettes, verursacht durch Latrunculin B, wurden die Mediacago MAPK-
Homologe, SIMK und SAMK, aktiviert (Sangwan et al. 2002, Samaj et al. 2002).
Interessanterweise flihrt die Anwendung von Jasplakinolide, einem Aktin-stabilisiernden
Hemmstoff, nur zur Aktivierung von SIMK (Samaj et al. 2002) und nicht von SAMK
(Sangwan et al. 2002). Weitere Studien an SIMK in Medicago Wurzelhaaren haben gezeigt,
dass die korrekte Lokalisierung der MAPK und ihre Aktivierung abhingig sind vom intakten
Zustand des Aktin-Zytoskeletts (Samaj et al. 2002).

1.6 MAP3K Mutante: anp2xanp3

Die ANP Gene (Arabidopsis-related NPK1 Proteins) wurden urspriinglich aufgrund ihrer
Homolgie zu den Tabak NPK Genen isoliert (Banno et al. 1993, Nishihama et al. 1997,
Nakashima et al. 1998). Nishihama et al. konnten 2001 zeigen, dass das NPK1 Gen an der
Zytokinese in Tabak beteiligt ist. Kovtun et al. (2000) wies zudem die Beteiligung von ANP1
an der Signalgebung bei oxidativem Stress und an Auxin Signalwegen nach, und zwar unter
Aktivierung von MPK3 und MPK6. Allerdings wiesen die Einzelmutanten von ANP1, ANP2
und ANP3 keinen erkennbaren Phédnotyp auf, was auf funktionale Redundanz zwischen den
homologen Mitgliedern schlieBen 146t. Durch Kreuzungsansitze sollten Doppel und
Tripelmutanten erzeugt werden, jedoch konnte funktional nur mit Doppelmutanten gearbeitet
werden, da Tripelmutanten nicht generierbar waren (Krysan et al. 2002). Als Doppelmutante
mit dem auffilligsten Phénotyp erwies sich amp2xanp3, die sich nicht nur durch eine
Reduktion ihrer Gesamtgrofle und damit auch des Hypokotyls auszeichnet, sondern auch
durch irreguldr geformte epidermale Zellen im Hypokotyl. Des Weiteren weist sie
zytokinetische Defekte wie unvollstindige Querwédnde und mehrkernige Zellen in den
untersuchten Wurzel- und Hypokotylzellen auf (Abb. 1.7). Dieser Phinotyp ldsst auf eine
mogliche Storung im MT-Netzwerk schlieBen und macht die Mutante zu einem wichtigen
Untersuchungsobjekt, um einen moglichen Zusammenhang zwischen MAPK Signalgebung
und MT zu finden. Zusétzlich erbrachten Mikroarraydaten die Erkenntnis, dass in der
Doppelmutante, anp2xanp3, Pathogen- und Stress-verwandte Gene hochreguliert sind

(Krysan et al. 2002). Anplxanp2? Doppelmutanten erscheinen normal wéahrend ihrer
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Entwicklung und bildet keinen offensichtlichen Phénotypen aus. Anplxanp3

Doppelmutanten schlieBlich zeigen nur Defekte in ihren Bliitenorganen.

1

!

I

(" !

iy

\ \]

\ 1]
13| &

.:.I II|'.

| Y
e
il - Lt }‘| S
. » 1 ( | ¢ \| @
Yo . R g

Abbildung 1.7: Publizierter Phiinotyp der anp2xanp3 Doppelmutante von Krysan et al. (2002)

A: Reduzierte Grofe der anp2xanp3 Doppelmutante im Vergleich zu WT und Einzelmutanten

B: Zelluldre Defekte der Epidermis im Hypokotyl (untere Reihe zeigt Doppelmutanten)

C: Zellteilungsdefekte in der Doppelmutante: longitudinale Schnitte des Hypokotyls von WT und anpxanp3,
Pfeile verweisen auf Zellwandreste.

1.7 Zielsetzung

In dieser Arbeit sollen drei MAPK aus A. thaliana ndher charakterisiert werden. Wie bereits
bekannt ist, sind MPK3, MPK4 und MPK6 an vielen abiotischen und biotischen, sowie
entwicklungsspezifischen Signalwegen beteiligt. Durch Promotor GUS Konstrukte soll die
gewebespezifische Expression dieser MAPK in der Wurzel ndher analysiert werden. Die
Applikation von abiotischen Stressbedingungen soll Aufschluss iiber verdnderte
Expressionsmuster in der Promotoraktivitit der MAPK geben, sowie mogliche
transkriptionelle Regulierungen aufzeigen. Durch Ko-Lokalisation soll die Assoziierung
zwischen Zytoskelettelementen und MAPK in WT Pflanzen und MAPK Mutanten untersucht
werden, um einen moglichen Zusammenhang zwischen MAPK Signalgebung und dem
Zytoskelett in 4. thaliana zu finden. Morphologische und zellbiologische Analysen werden
an der mpk4 Mutante durchgefiihrt, da sie die einzig bekannte Einzelmutante einer MAPK in
Pflanzen ist, die einen starken Phédnotyp und Wachstumsdefekte aufweist. Als weitere
Mutante wird die anp2xanp3 Doppelmutante néher untersucht, da sie, wie oben beschrieben,
morphologische Abnormalititen im Hypokotyl, radiale Expansion der Epidermiszellen und
zytokinetische Defekte zeigt, die auf mogliche Beeintriachtigung im MT-Netzwerk hindeuten.

Die intrazelluldre Lokalisierung der MAPK in Arabidopsis soll sowohl durch
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Immunmarkierung am fixierten Objekt nachgewiesen werden, als auch in vivo durch GFP-

Fusionsproteine nach transienter und stabiler Transformation.
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2. Material und Methoden

2.1 Pflanzen Material und Phiinotyp Analyse

Columbia 0 (Col 0) und Wassilevskaya (Ws) Okotypen von Arabidopsis thaliana L. Heynh
wurden verwendet. Homozygote Doppelmutanten der MAPKKK Gene ANP2 und ANP3
(anp2xanp3) wurden verwendet in Ws-Hintergrund (Krysan et al. 2002). Homozygote
Mutanten des MPK4 Gens (mpk4) im Col 0 Hintergrund (SALK T-DNA Insertionslinie:
SALK 056245) wurden aus Samen von mit sich selbst gekreuzten heterozygoten Pflanzen
selektiert. Die Selektion der homozygoten Pflanzen erfolgte aufgrund ihres Phénotypes und
vermittelter Kanamycin Resistenz (Nakagami et al. 2006). Mutanten- und Wildtyp-Samen
wurden auf 0,4 % Phytagel in /2 MS Medium, ohne Vitamine, pH 5,8 fiir 5-14 Tage
herangezogen. Zuvor erfolgte eine Sterilisation der Samenoberfliche mit 3 2% Na-
Hypochlorid in 0,1 % v/v Triton X100 Losung fiir 15 min und anschlieend eine griindliche
Reinigung der Samen mit sterilem, destilliertem Wasser. Die Pflanzen wurden bei 22 °C und
einer Lichtperiode von 16 h/8 h (Licht/Dunkel) in einer Klimakammer herangezogen.
Keimlinge von anp2xanp3 und mpk4 Mutanten, sowie der entsprechenden WT, wurden
mithilfe eines Leica MZ FLIII Stereo Mikroskops, gekoppelt mit einer KY-F70B CCD-
Kamera (JVC), aufgenommen. Die Bildanalysen erfolgten mit der Diskus Software (Carl
Hilgers, Konigswinter, Germany). Keimlinge wurden nach Anomalien in Wurzel und
Hypokotyl abgesucht. Die morphologischen Unterschiede bei Wurzelepidermiszellen und
Wurzelhaaren wurden dokumentiert. Wurzelldnge- und Wurzelbreite-Messungen erfolgten

ebenfalls mit der Diskus Software.

2.2 Herstellung der GFP Fusionskonstrukte und der transgenen Pflanzen

Die kodierende Sequenz von MPK3 (At3g45640), MPK4 (At4g01370) und MPKG6
(At2g43790) wurde aus cDNA von Arabdidopsis thaliana Okotyp Columbia 0 mit iProof
Polymerase (BioRad) amplifiziert. Die verwendeten Primer und PCR Programme sind im
Anhang 7.1 aufgefiihrt. Durch eingefiigte Restriktionsschnittstellen fiir BamHI und Spel
konnte die kodierende Sequenz in den Vektor pCAT-GFPmi (Voigt et al. 2005) ligiert
werden. Die Ligation erfolgte im Leserasters der GFP Sequenz, so dass daraus die Konstrukte
358::GFP-MPK3, 35S::GFP-MPK4 und 35S::GFP-MPKG6 resultierten. Fir MPK3 und
MPK4 wurden zusitzlich C-terminale Fusionskonstrukte erstellt. Dabei erfolgte die Ligation

der kodierenden Sequenz in den Vektor pCatGFP iiber eine Ncol Schnittstelle. Zur



2. Material und Methoden 17

Generierung stabiler 4. thaliana Linien musste die Expressionskassette in den bindren Vektor
pCB302 (Xiang et al.,, 1999). ligiert werden. Dafiir wurde die Expressionskassette von
358::GFP-MPK3 , 35S::GFP-MPK4 und 35S::MPK3-GFP, 35S::MPK4-GFP mit Sse83871
ausgeschnitten und in die Pstl Schnittstelle des Vektors eingebracht. Die Ligation der
Expressionskassette von 35S::GFP:MPKG6 erfolgte iiber die HindIIl Schnittstelle in den
Vektor. Die Konstrukte wurden dann per Elektroporation (Cangelosi et al. 1991) in den A.
tumefaciens Stamm GV3101 transformiert. Transgene Pflanzen wurden durch die ,, floral dip*
Methode (Clough und Bent, 1998) erzeugt und positive Transformanten konnten durch
vermittelte BASTA-Resistenz selektiert werden.

2.3 Transiente Expression

2.3.1 Partikelbeschuf}

Es wurden Goldpartikel mit einem Durchmesser von 1 pm verwendet. Die Goldsuspension
wurde bei Raumtemperatur mindestens 5 min bei stérkster Stufe auf dem Vortex geschiittelt.
Dann wurden 12,5 pl Goldsuspension mit 1 pl DNA (1 pg/ul, bei Ko-Lokalisierungen
wurden beide DNAs zusammen gegeben), 12,5 ul CaCl, (2,5 M) und 5 pl Spermidin (0,1 M)
unter stindigem Schiitteln auf dem Vortex miteinander vermischt. Nach 3 min wurden die
Goldpartikel, in der Pico-Zentrifuge durch kurzes Beschleunigen auf 3000 rpm,
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Goldpartikel im Sediment in 125 pl
Ethanol (EtOH) aufgenommen. Die Goldsuspension wurde wie zuvor abzentrifugiert und das
Sediment in 37,5 pl 100 % EtOH resuspendiert. Pro Ansatz konnten drei Schiisse mit je 10 pl
Goldsupension durchgefiihrt werden. Die Macrocarrier wurden vor Benutzung mit 100 %
EtOH desinfiziert. Auf die trockenen Macrocarrier konnte 10 pl Goldsuspension pipettiert
werden. Nach Verdunsten des Alkohols wurde der Macrocarrier in die Halterung gedriickt.
Die Stopping screens wurden ebenfalls mit EtOH desinfiziert und nur ausgetauscht, wenn
unterschiedliche Plasmide verwendet wurden. Die Probenkammer wurde auf 25 mm Hg
Luftdruck evakuiert, die verwendeten ,,rupture discs zerplatzen bei einem Druck von 1350
psi. Der Abstand zwischen ,,stopping screens® und Probe betrug 6 cm. Es wurde auf die
innere Epidermis von Allium cepa Zwiebelschuppen geschossen. Die Proben wurden nach
dem Beschuf3 fiir 16-24 h im Dunkeln bei RT gelagert. AnschlieBend wurde von der
Epidermis der Schuppeninnenseite ein Explantat angefertigt und am Konfokalen Laser-

Scanning Mikroskop (Olympus FV 1000; Olympus, Hamburg) untersucht. Die verwendeten
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Plasmide GFP-MAP65-1 (Andrei Smertenko) und DsRedMBD (Boris Voigt) wurden zur
Verfiigung gestellt.

2.3.2 Agrobakterieninfiltration

Nicotiana benthamiana wurde unter den in 2.1 beschriebenen Bedingungen in einer
Klimakammer fiir 6-8 Wochen angezogen. Mit einer Kolonie des Agrobacterium tumefaciens
Stamm GV3101, welcher die entsprechenden GFP-Konstrukte unter der Kontrolle des
CaMV35S-Promoter (35S) enthielt, wurden 3 ml YEB-Medium mit Rifampicin und
Kanamycin angeimpft und tiber Nacht bei 28 °C und 180 rpm geschiittelt. Ein Aliquot von
500 pl Kultur wurde entnommen, pelletiert, in 2 ml Infiltrationsmedium (200 mM
Zitronensduremonohydrat, 2 % (w/v) Saccharose, 200 uM Acetosyringon, pH 5,2) (Wydro et
al. 2006) resuspendiert und die ODgg auf 0,1 eingestellt. Nach 1-2 h Inkubation bei RT wurde
die Bakteriensuspension mit einer 1 ml Einmalspritze ohne Nadel aufgenommen und nach
Aufsetzen der Spritzenoffnung auf die Blattunterseite unter leichtem Druck in junge, voll
expandierte Blétter von 6-8 Wochen alten N. benthamiana Pflanzen infiltriert. Die so
behandelten Blétter verblieben wihrenddessen an den Versuchpflanzen. Nach der Behandlung
wurden die Pflanzen fiir 24-48 h in die Klimakammer gestellt. Transfizierte N. benthamiana
Blatter wurden mit dem Konfokalen Laser-Scanning Mikroskop (Olympus FV 1000;
Olympus, Hamburg) untersucht. Die GFP Fluoreszenz wurde mit einem Argon Laser
angeregt und nach Durchlaufen eines 500-530 nm Bandpass Filters detektiert. Die mCherry
Fluoreszenz wurde mit der 543 nm Laserlinie angeregt und zwischen 560 und 620nm
detektiert. Es wurden Serien von konfokalen optischen Schnitten mit 0,65 pm Abstand
angefertigt und mit der Bearbeitungssoftware des Olympus FV100 (Olympus) dargestellt und

projiziert.
2.4 Herstellung der Promotor GUS Konstrukte

Die 1,5-2 kBp grofle, putative Promotor Sequenz ,upstream® vom ATG-Startcodon der
entprechenden MAPK Gene At3g45640 (AtMPK3), At4g01370 (AtMPK4), At2g43790
(AtMPKO6), wurden aus genomischer DNA von Arabidopsis thaliana Col 0 amplifiziert. Die
passenden Primer und die fiir die Amplifikation verwendeten PCR Programme sind im
Anhang 7.1 zusammengefasst. Durch eingefiigte Restriktionsschnittstellen von BamHI und
Smal erfolgte die Insertion der amplifizierten Sequenz in den AGUS Vektor (Topping et al.

1994). Positive Klone wurden sequenziert, und anschlieBend wurde die DNA fiir die
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Transformation von Agrobacterium tumefaciens GV3101 verwendet. Transgene Pflanzen mit
stabil integrierten Fremdgenen wurden durch die ,.floral dip*“ Methode (Clough und Bent,
1998) generiert. Die positiven Transformanten konnten durch Kanamycin-Resistenz selektiert

werden.

2.5 GUS Firbung

Transgene Pflanzen der T1 und T2 Generation wurden auf /2 MS Agarose Platten ergénzt mit
25 pg/ml Kanamycin selektioniert und fiir die GUS Féarbung verwendet. Die Fiarbung erfolgte
nach der Methode von De Block und Debrouwer (1992) mit 1 mM 5-Bromo-4-Chloro-3-
Indolyl-D-Glucuronid (X-Gluc) in GUS Puffer (100 mM Natrium Phosphat, pH 7.0, 10 mM
EDTA, 0.5 mM Kalium-Ferrocyanid, 0.5 mM Kalium-Ferricyanid, 0.1 %v/v Triton X100) bei
37 °C fiir 2-18 h. Um die Penetration der Férbelosung in tiefere Gewebeschichten zu
verbessern, wurde zu Beginn eine 1 h Vakuuminkubation durchgefiihrt. Nach erfolgreicher
Féarbung wurden die Keimlinge in eine 1:1 Losung Ethanol/ Essigséure iiberfiihrt. Dies diente
zum Abstoppen der Fiarbereaktion und zur Entfernung des Chlorophylls aus dem Blattgewebe.
Die Pflanzen wurden mit dem Stereo Mikroskop (Leica MZ FLIII) untersucht und
dokumentiert (s. 2.1)

2.6 Antikorper und Reagenzien

Alle verwendeten Chemikalien wurden von Sigma, Roth und Serva bezogen, Ausnahmen
werden  gekennzeichnet. Die verwendeten  Antikorper fiir Westernblots und

Immunfluoreszenzmarkierungen sind in der folgenden Tabelle aufgelistet.

Primér-Antikorper | Verdiinnung | Sekundir-Antikorper Verdiinnung
Anti-tubulin 1:300-1:500 | Anti rat IgG, AlexaFluor488- 1:500 (WM)
(YOL1/34) (WM) Conjugate (Molecular Probes)

(SeroTec) (JacksonlmmunoResearch)

Anti-Actin (Sigma) 1:100 (WM) | Anti mouse IgG, AlexaFluor488- | 1:500 (WM)
Conjugate (Molecular Probes)
AlexaFluor564-Conjugate.
(JacksonlmmunoResearch)

Anti-MPK3 (Sigma) | 1:350 (WM) | Anti rabbit IgG, AlexaFluor546- | 1:500 (WM)
Conjugate (Molecular Probes)

Anti-MPK4 (Sigma) | 1:350 (WM) | Anti rabbit IgG, AlexaFluor546- | 1:500 (WM)
Conjugate (Molecular Probes)

Anti-MPK6 (Sigma) | 1: 350 (WM) | Anti rabbit IgG , AlexaFluor546- | 1:500 (WM)
Conjugate (Molecular Probes

Anti-Map65-1 1:100 (WM) | Anti rabbit IgG, Alexa Fluor546- | 1:500 (WM)
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(A.Smertenko) Conjugate (Molecular Probes)
Anti-GFP (Roche) 1: 300 (IB) Anti mouse IgG, AP-Conjugate | 1:500 (WM)
(Molecular Probes)
Fluorochrome Verdiinnung | Farbung von Inkubationszeit
AM-Dye (1 mM) 1:2000 Plasmamebran, Endosomen und | 30 min-60 min
(Biotium) Endomembranen, geeignet fiir
fixiertes Pflanzenmaterial
FM-Dye (5 mg/ml) 1:2000 Plasmamembran, Endosomen 30 min- 60 min
(=SynaptoRed v. und Endomembranen, geeignet
Sigma) fiir lebendes Pflanzenmaterial
DAPI(10 mM) 1: 1000 Nukleus, Chromosomen 10 min-15 min

2.7 “Whole-mount” Immunmarkierung

Eine technische Verbesserung zu den publizierten ,,whole-mount* Protokollen (Collings und
Wasteneys, 2005, Sauer et al. 2006), die in der Arbeitsgruppe etabliert wurde und mafigeblich
fiir die gute Anwendbarkeit und kaum vorhandene Schédigung der Wurzeln verantwortlich
ist, ist der Einsatz von Farbenetzen. In den publizierten Protokollen finden die Firbe- und
Waschschritte meist auf Objekttragern statt. Dieses ist zum einen schwer zu handhaben, da
Keimlinge leicht durch die applizierten Losungen vom Objekttriger schwimmen und zum
anderen kann das Absaugen und erneute Applizieren von Losungen die diinne Wurzel
mechanisch schidigen. Um diese Nachteile zu vermeiden, wurden kleine Plastikrohren aus
1,5 ml Reaktionsgefdlen hergestellt, die an einer Seite mit 0,2mm Nylon-Gaze verklebt
wurden. Der Durchmesser dieser Gefdf3e ist so bestimmt, dass sie in die Vertiefungen von 24
Loch (24-well) Mikrotiterplatten passen. Losungen konnen nun in die Vertiefungen der
Mikrotiterplatten vorgegeben werden und die Netzchen werden einfach von Vertiefung zu
Vertiefung tiberfiihrt (Abb. 2.1). Dabei werden die Keimlinge wéahrend der Immunmarkierung
keinem mechanischen Stress ausgesetzt. Es konnen 10-15 Keimlinge gleichzeitig in einem

Netzchen inkubiert werden und dies mit einem Minimumvolumen des Antikérpers von 500pul.
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Abbildung 2.1: Darstellung der
Gefdl mit 0,2 mm ”whole_mount“
Gaze abgedichtet Immunmarkierung
In speziell angefertigten
. i o Farbenetzchen  konnen  10-15
Maximum 1300 pl .. . e .
- - ! Keimlinge gleichzeitig inkubiert
Lisung (Fixierung, . .. .
= = werden. Die Ldsungen werden in

Waschpuffer) ! en v
c% &3 — 24-well Mikrotiterplatten

e e N e e e | e vorgegeben..
e

24 well Platte

Minimum 300 pl
Lasung (AK,
Enzyme, Farbstoffe)

3-7d alte Keimlinge

5-7 Tage alte Keimlinge wurden in vacuo mit 1,5 % v/v Paraformaldehyd und 0,5 % v/v
Glutaraldehyd in /2 MTSB Puffer (50 mM K-PIPES, 5 mM MgSO4x7H,0, 5 mM EGTA, pH
6.8). fiir 1 h fixiert. Anschlieend erfolgten Waschschritte mit /2 MTSB, sowie PBS fiir je 10
min. Die freien Aldehygruppen wurden durch mehrmaliges Waschen mit 0,1 % w/v NaBHj3 in
PBS reduziert. Um die Zellwand fiir AntikOrper passierbar zu machen, wurde sie mit einem
Cocktail aus 2% w/v Driselase (Sigma), 2% w/v Cellulase Onozuka R1 (Calbiochem) und 1%
w/v Pectoylase (Seishin Pharmaceuticals) in PBS fiir 30min bei 37°C anverdaut. Nach
erneuten Waschschritten mit PBS/Glycin (0,75 % w/v Glycin) wurde die Zellmembran mit
10% v/v DMSO und 2% v/v Nonidet P40 in PBS fiir 1 h permeabilisiert. Die Proben wurden
im AnschluBl insgesamt vier Mal fiir je 10 min in PBS gewaschen. Die Reduzierung von
unspezifischen Bindungen erfolgte mit 2 % w/v BSA in PBS fiir 1 h und danach folgte die
Inkubation mit dem Primérantikorper, ebenfalls in 2 % w/v BSA/PBS, iiber Nacht bei 4 °C.
Nach sechsmaligen Waschen mit PBS wurde der Fluorochrom-markierte Sekundarantikrper
in 2 % w/v BSA/ PBS verdiinnt und auf die Keimlinge gegeben. Nach 1% h bei 37 °C und
weiteren 12 h bei Raumtemperatur wurde der Sekundérantikorper durch mehrmaliges
Waschen mit PBS entfernt. Wahlweise erfolgte eine DNA-Markierung mit 10 uM DAPI in
PBS fiir 15 min. Die Keimlinge konnten nun in einem Tropfen ,,Mounting* Medium (0,1 %
w/v Para-Phenylendiamin in 90 % v/v Glycerin in PBS) auf Objekttrager fixiert und
untersucht werden. Fiir spdtere mikroskopische Analysen konnten diese Préparate bis zu 3
Monate bei -20 °C gelagert werden. Doppelmarkierungen mit zwei Primérantikorpern
erfolgten simultan, wenn es die Sekundirantikoper ermdoglichten (keine Kreuzreaktion bei
rabbitlgG/ratlgG oder rabbitlgG/ mouselgG). Bei Doppelmarkierungen mit Primédrantikorpern
aus Ratte und Maus erfolgten die Inkubationen fiir jedes Antikdrperpaar sequentiell. Als
Sekundérantikdrper eigneten sich anti-ratlgG-Alexa488 und anti-mouselgG-Alexa546 von

»Jackson Immuno Research® am besten, weil sie die geringste Kreuzreaktivitit aufwiesen
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(Smertenko et al. 2008). Die Proben wurden am Konfokalen Laser Scanning Mikroksop
FV1000 (Olympus, Hamburg) untersucht und dokumentiert. Alexa488 Fluoreszenz wurde
aufgenommen durch Anregung mit der 488 nm Linie des Argon Lasers und einem 500-535
nm Band Pass Emissionsfilter. Alexa546 Fluoreszenz wurde angeregt mit der 543 nm
Laserlinie und detektiert zwischen 560-660 nm. DAPI-Fluoreszenz wurde mit 405 nm
angeregt und bei 450-470 nm detektiert. Die Aufnahme der einzelnen Kanéle erfolgte immer
im sequentiellen Modus, so dass die Detektion von falsch positiven Signalen ausgeschlossen
werden konnte. Es wurden Serien von konfokalen optischen Schnitten mit 0,65 um Abstand
angefertigt und mit der Bearbeitungssoftware des Olympus FV100 (Olympus) dargestellt und
projiziert. Weitere Bildanalysen und -bearbeitungen erfolgten zusdtzlich mit der Software

Adobe Photoshop 6.0.

2.8 in vivo Mikroskopie von Mikrotubuli

Um in vivo die Mikrotubuli Organisation zu beobachten, wurden anp2xanp3-Pflanzen und
heterozygote mpk4 Pflanzen, sowie WT-Pflanzen im entsprechenden Ws und Col 0
Hintergrund mit einem 35S::GFP:MBD Konstrukt durch die ,,floral dip*“ Methode (Clough
und Bent, 1998) stabil transformiert. Bei dem 35S::GFP:MBD Konstrukt handelt es sich um
die MT-bindende Doméne des MT-assozierenden Proteins MAP4, welches gesteuert unter
einem 35SCaMV Promotor an GFP gebunden ist (Marc et al. 1998). Fluoreszierende Pflanzen
der T1- und T2-Generation wurden unter dem Auflichtfluoreszenzbinokular (Leica MZ FLIII)
selektioniert und auf Objekttrager gebracht. Die Objekttriger wurden zu einfachen
Inkubationskammern umfunktioniert, in dem das Deckglas, durch eine Schicht Parafilm
erhoht, auf dem Objekttriger zu liegen kam und somit die Keimlinge nicht zerdriickte. Die
Mikroskopie wurde am Kofokalen Laser Scanning Mikrokop FV1000 (Olympus, Hamburg)
durchgefiihrt. GFP wurde mit der 488 nm Laserlinie des Argon Lasers angeregt und zwischen
500-530 nm detektiert. Die Bildanalysen und -bearbeitungen erfolgten mit den Programmen

Olympus FV10-ASW 1.7 und Adobe Photoshop 6.0

2.9 RNA Extraktion und RT-PCR

Gesamt RNA wurde von Arabidopsis Keimlingen (WT und Mutanten) mit dem ,,Plant RNA
Extraction Kit*“ (Analytik Jena) nach Anleitung des Herstellers isoliert. Die Menge der
isolierten RNA wurde photometrisch bei 260 nm bestimmt. Die Reinheit der RNA wurde
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gleichzeitig durch die Messung des Quotienten von 280 nm/260 nm bestimmt. In die RT-PCR
wurde die gleiche Menge von 100 ng RNA pro Probe eingesetzt. Fiir die Durchfithrung der
RT-PCR wurde das SuperScriptIll One-Step RT-PCR System mit Platinum Taq Polymerase
(Invitrogen) verwendet. Die verwendeten Primer und PCR-Programme sind im Anhang 7.1
gelistet. Nach Auftrennung der PCR-Proben auf 1 % Agarosegelen mit Ethidiumbromid (10
ng/ml) wurde die Lage der Banden dokumentiert. Die Bandenstirken wurden durch
Berechnung der Graustufenwerte mit Hilfe des ImageJ Programms bestimmt. Die berechneten
Graustufenwerte fiir Actin2, welches als Kontroll-Gen diente, wurden auf 100 % gesetzt und
die Graustufenwerte der MAPK dazu ins Verhiltnis gesetzt. Der Berechnung liegen Werte
aus drei unabhdngigen Experimenten mit unterschiedlich durchgefiihrter Zyklenzahl

zugrunde.

2.10 Proteinisolation und Immunoblot

Infiltriertes Blattmaterial wurde unter Zugabe von fliissigem Stickstoff gemorsert. Danach
wurden ca. 100 mg Material mit 1x Laemmli-Probenpuffer versetzt (1 ul Puffer/mg Probe)
und unter Schiitteln auf dem Vortex geldst. Anschlieend erfolgte eine Inkubation bei 96 °C
fiir 5 min, kurze Abkiihlung durch Eintauchen in fliissigem Stickstoff und erneutes Erhitzen
bei 96 °C. Der Vorgang wurde insgesamt dreimal wiederholt. Die Probe wurde nun fiir 10
min bei 13000 rpm zentrifugiert und der Uberstand bis zum Beladen des SDS-Gels auf Eis
gestellt oder bei -20 °C gelagert. SDS Polyacrylamidgele wurden nach den Herstellerangaben
von BioRad durchgefiihrt. Es wurde ein 12%iges Trenngel verwendet, das mit einem 4%igen
Sammelgel iiberschichtet war. Bei 100 V wurden die Proteine fiir 1,5 h-2 h im Gel
aufgetrennt und anschlieend auf eine PVDV Membran geblottet (ii. Nacht bei 25 V). Die
Blockierung der Membran wurde in TBS-T Puffer (TBS+0,1 % (v/v)TritonX100) mit 4 %
(w/v)BSA/ 4 % (w/v) Milchpulver (Milchpulver: Neuform) fiir 1 h bei RT durchgefiihrt. Der
Primérantikdrper wurde in TBS-T Puffer +1 %BSA angesetzt, die Inkubation erfolgte fiir 1,5
h bei RT. Nach drei Wachschritten fiir je 10 min mit TBS-T Puffer, wurde der
Sekundirantikorper ebenfalls in TBS-T Puffer + 1 % (w/v) BSA appliziert. Nach Entfernen
des Antikopers durch erneutes Waschen mit TBS-T Puffer, konnte der Farbnachweis mittels
NBT/BCIP (Sigma) erfolgen. Nach Bildung des gefdarbten Prizipitates auf der Membran

wurde die Reaktion mit 1 % Essigsdure gestoppt.



3. Ergebnisse 24

3. Ergebnisse

In der folgenden Arbeit wird Arabidopsis thaliana als experimentelles Modellsystem
verwendet. Diese unscheinbare Pflanze aus der Familie der Brassicaceae zéhlt zu einem der
am besten untersuchten Modelle in der Pflanzenbiologie. Zu den Vorteilen zdhlen das
komplett sequenzierte Genom, die Verfligbarkeit von Mutantenlinien, die problemlose
Einsetzbarkeit von Methoden zur transienten und stabilen Transformation, die Verfligbarkeit
spezifischer Antikorper darunter auch solche gegen MAPK und zytoskelettale Proteine und
die Moglichkeit durch etablierte Immunmarkierungsprotokolle detaillierte zellbiologische
Untersuchungen durchfiihren zu kdnnen. Insbesondere die Wurzel eignet sich sehr gut fiir
zellbiologische Untersuchungen, da sie aufgrund ihrer geringen Grof8e und Dicke als Ganzes
unter dem Mikroskop analysiert werden kann. Deshalb koénnen auch die zentral gelegenen
Gewebe in vivo aber auch an fixiertem Material in ihrer Gesamtheit betrachtet werden. Durch
die Verwendung von speziellen Mikroskopierkammern lassen sich zudem leicht Farbstoffe
und chemische Losungen applizieren ohne die Wurzeln zu schiadigen. Da die Wurzel als
Organ nicht nur zur Aufnahme von Wasser und Néhrstoffen dient, sondern auch in vielféltiger
Weise mit Faktoren im Erdreich in Berlihrung kommt, zB. chemische Reize bis hin zu
toxischen Substanzen, Umweltreize bis hin zu Stressbedingungen, mikrobielle Interaktion bis
hin zu Pathogenbefall, nicht zuletzt mechanische Reize, besitzt die Wurzel sensible
sensorische Systeme und Signaliibertragungsmechanismen, in die unter anderem auch die
MAP-Kinasen integriert sind. Deshalb ist fiir die vorliegende Arbeit die Wurzel ein besonders

wichtiges Untersuchungsobjekt.

3.1 Expressionsanalysen von MAPK in pflanzlichen Organen und Geweben

3.1.1 Organspezifische Expressionsanalyse von MAPK

Zur Uberpriifung der RNA Expression der drei ausgewihlten MAPK, nimlich MPK3, MPK4
und MPK6, wurde eine organspezifische RT-PCR durchgefiihrt. Dafiir wurden Wurzeln,
Blitter, Stingel und Bliiten von auf Erde angezogenen, 35 Tage alten Arabidopsis-Pflanzen
geerntet und die Gesamt-RNA extrahiert. Die RT-PCR zeigte, dass alle untersuchten MAPK
in den verschiedenen Pflanzenorganen exprimiert werden (Abb. 3.1). Wobei MPK3 von den
drei untersuchten MAPK am schwichsten in der Bliite exprimiert wird, sowie MPK4 das

stirkste Vorkommen in Stangel und im Wurzelgewebe zeigt. MPK6 liegt recht gleichméaBig
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verteilt in Bliiten, Blittern und Stidngeln vor, wird jedoch deutlich schwécher in der Wurzel

exprimiert.
Bliite Blatt Stangel Wurzel
G e  —— MPK3
W S A S IPKd
— —— MMPKG
U Tt T S A CTIN2

Abbildung 3.1: Organspezifische
Expressionsanalyse von MAPK
RT-PCR von MPK3, MPK4, MPK6
in unterschiedlichen
Pflanzenorganen von A. thaliana (30
Zyklen). Alle MAPK werden in den
untersuchten Organen exprimiert,
jedoch in unterschiedlicher
Expressionsstirke. Actin2 wurde als
Kontroll-Gen verwendet.

3.1.2 Gewebsspezifische Expressionsanalyse von MAPK anhand stabiler

Promotor-GUS Linien

Um Informationen tiber die gewebespezifische Expression von MPK3, MPK4 und MPK6 zu

erhalten, wurde die 1,5-2 kBp lange 5'-Region vor dem prognostizierten Startcodon aus

genomischer DNA amplifiziert und vor das GUS-Reportergen kloniert (Abb. 3.2). Mittels

Agrobakterium tumefacies-vermittelter Transfektion wurden stabile A. thaliana Linien

generiert, die fiir die Analyse der Promotoraktivitdt herangezogen wurden. Fiir die

Untersuchung der stabilen PromGUS Linien wurden Keimlinge auf Kanamycin-haltigen 2

MS Platten selektioniert und nur kanamycinresistente Keimlinge wurden fiir die

histochemische GUS Farbung und nachfolgende Analysen verwendet.

A BamHI ;Smal

b[omotorﬂ 5-2 kBp) ]

B
— Promotor (1,5-2 kBp) E

Abbildung 3.2: Klonierungsschema
vom Promyspk::GUS Vektor

(A) (B) Die putative Promotorsequenz
der entsprechenden MAPKs wurde
durch eingefiigte Schnittstellen in den
AGUS Circe Vektor kloniert
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3.1.2.1 Analyse der Promypg;::GUS Linie

Die Aktivitdit des Promotors von MPK3 lédsst sich deutlich in der Wurzel und den
Kotyledonen der untersuchten Keimlinge nachweisen (Abb. 3.3). Betrachtet man die Wurzel
und die Wurzelspitze im Detail, so erkennt man eine Firbung im Bereich des
Apikalmeristems (Abb.3 A), nicht jedoch in der angrenzenden Kalyptra (Abb. 3.3 A, D). Die
weiter basalwirts anschlieenden Bereiche bleiben frei von jeglicher Farbung (Abb. 3.3 D).
Erst die Seitenwurzelprimordien in den hoher basalwirts gelegenen Bereichen zeigen wieder
eine Markierung durch das GUS-Reaktionsprodukt (Abb. 3.3 E). In diesen Bereichen findet
sich auch eine erhohte GUS Aktivitdt im angrenzenden, vaskuldren Gewebe (Abb. 3.3 E, F,
G). Des Weiteren treten im Meristem von élteren Sekundidrwurzeln einzelne Zellen deutlich
markiert hervor (Abb. 3.3 F), in jiingeren Sekundirwurzeln ist jedoch der gesamte
meristematische Bereich durch eine erhohte Promotoraktivitit gekennzeichnet (Abb. 3.3 G).
In den oberirdischen Organen treten auch eindeutig spezifisch markierte Bereiche hervor,
dazu gehoren eine Zone im basalen Bereich des Hypokotyls sowie die Leitbiindel und die
Mesophyllzellen der Kotyledonen (Abb. 3.3 A). In der Blattepidermis treten die Stomata
deutlich abgegrenzt hervor, mit starker Markierung der beiden Schliezellen (Abb. 3.3 B). Im

Apikalmeristem des Sprosses lésst sich ebenfalls eine Promotoraktivitit von MPK3 erkennen.

AKktivitit von Promyppk;::GUS
Arabidopsis Keimlingen

Kalyptra und Transitionszone

einer auswachsenden Seitenwurzel,

Zentralzylinders.

Abbildung 3.3: Gewebe- und zellspezifische

(A) Ubersicht eines 7 Tage alten Keimlings,
starke Promotoraktivitit in den Kotyledonen
und Leitbiindeln (Pfeil), Hypokotyl mit starker
Markierung im basalen Teil (Pfeil) (B) Detail
von Stomata in Kotyledonen mit erhdhter GUS
Aktivitit (C) Detail des Apikalmeristems mit
Farbung (Pfeil) (D) Detail der Wurzelspitze,
Markierung der meristematischen Zone,

Markierung (E) Promotoraktivitdt im Bereich
der auswachsenden Seitenwurzeln
(Pfeilspitzen), dazwischen liegendes
Wurzelgewebe zeigt keine Aktivitdt (F) Detail

einzelne Zellen weisen Promotoraktivitit auf
(Pfeile), starke Férbung im angrenzenden
Gewebe des Zentralzylinders (G) Detail eines
Seitenwurzelprimordiums, Promotoraktivitét
ist im meristematischen Bereich sichtbar
(Pfeil), sowie im angrenzenden Gewebe des
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Um die Auswirkung von abiotischen Stressen auf die Promotoraktivitit der GUS Linien zu
untersuchen, wurden 6-7 Tage alte Keimlinge unterschiedlichen, stressinduzierenden
Losungen ausgesetzt. Dadurch wurden hyperosmotische (Saccharose 150 mM, 350 mM),
hypoosmotische (Aqua dest.) und oxidative (H;0, 15 mM) Stressformen erzeugt. Die
Keimlinge wurden fiir 15 min bzw. 30 min diesen Stressbedingungen ausgesetzt und
anschlieBend gefirbt. Bei oxidativem Stref, der durch 30miniitige Inkubation in einer 15 mM
H,0, Losung induziert wurde, erhoht sich die Promotoraktivitét in der Wurzelspitze deutlich.
Die Farbung tritt nun in der gesamten Spitze auf und geht von dort in die Bereiche des jungen
Zentralzylinders tiber (Abb. 3.4 A). Die oberirdischen Organe lassen jedoch keine auffilligen
Unterschiede bei oxidativem Stress erkennen (Abb. 3.4 B). Die weiteren Stress-Behandlungen

fiihren zu keiner auffilligen Anderung in der Promotoraktivitit der untersuchten Keimlinge

(Daten nicht gezeigt).
4 Abbildung 3.4: GUS Aktivitit von
A f A B Promypks::GUS nach oxidativem
¢ \ Stref}

f Inkubation eines 7 Tage alten

Keimlings fiir 30 min mit 15 mM
H,0, (A) Zunahme der
Promotoraktivitit in der Wurzelspitze
und im Zentralzylinders der Wurzel
(B) Kotyledonen weisen keine
veranderte Markierung nach
oxidativem Stref auf.

&

3.1.2.2 Analyse der Promypg,::GUS Linie

In den oberirdischen Bereichen der untersuchten Linien weisen die Kotyledonen eine
Markierung der Leitbiindel und der Mesophyllzellen auf (Abb. 3.5 A). Besonders deutlich
treten in der Epidermis gefarbte Stomata hervor (Abb. 3.5 A). Dieses Muster findet sich
ebenso deutlich in der Epidermis des Hypokotyls wieder (Abb. 3.5 C). Die Epidermiszellen
des Hypokotyls einschlielich der Trichome sind frei von einer GUS Féarbung (Abb. 3.5 B,C).
Die Promotoraktivitidt in der Wurzel beschrankt sich bei der untersuchten Promyprs::GUS
Linie auf das Wurzelmeristem und einen Bereich in der frithen Wurzelhaarzone (Abb. 3.5 D).
Letztere zeigt eine Markierung der Epidermiszellen, sowie eine klare GUS Féarbung in den

ausgewachsenen Wurzelhaaren. (Abb. 3.5 E). Ferner sind in den Trichoblasten, die frithen
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Ausbuchtungen der auswachsenden Wurzelhaare, deutlich blau gefiarbt (Abb. 3.5 F). Die
meristematische Region der Hauptwurzel zeigt eine charakteristische Fiarbung (Abb. 3.5 H),
dabei findet sich eine Markierung in den lateralen Gewebeschichten, der zentrale Bereich
dazwischen bleibt ungefiarbt (Abb. 3.5 H). Ebenso weisen die Seitenwurzelprimordien und die
auswachsenden Seitenwurzeln eine Promotoraktivitit auf (Abb. 3.5 I, J). In den
Seitenwurzelprimordien ist die Aktivitit auf das Meristem begrenzt (Abb. 3.5 1), wo
hingegen in auswachsenden Seitenwurzeln der meristematische Bereich ausgespart ist und die

Aktivitit sich auf den angrenzenden Zentralzylinder erstreckt (Abb. 3. 5 J).

Abbildung 3.5: Gewebe- und zellspezifische Aktivitit von Promypk4::GUS in Arabidopsis Keimlingen
(A) Kotyledonen Promotoraktivitdt im Bereich der Leitbiindel, schwache Markierung des Mesophylls,
deutliche Farbung der Stomata (Box) (B) keine Férbung der Trichome. (C) im Hypokotyl prominente
Markierung der Stomata, Epidermiszellen frei von Markierung. (D) Ubersichtsaufnahme der Wurzel;
Markierung des Meristemsund des Zentralzylinders im Bereich der Wurzelhaarzone. (E) Farbung der
epidermalen Zellen und der Wurzelhaare (Pfeile). (F) Detail von Wurzelhaaransatz und wachsendem
Wurzelhaar (Pfeile) mit deutlicher Farbung. (H) Wurzelmeristem; Promotoraktivitdt in den lateralen
Bereichen der Spitze, mittlerer Bereich bleibtausgespart. (I) Markierung der Seitenwurzelprimordien und (J)
Seitenwurzeln

Werden die Promyppks::GUS Keimlinge oxidativem (H,O,, Abb. 3.6 A-D), hypoosmotischem
(Aqua dest., Abb. 3.6 E-G), oder hyperosmotischem (Saccharose, Abb. 3.6 H-K) Stress
ausgesetzt, so kommt es zu einer Erh6hung der Promotoraktivitit in der gesamten Wurzel
(Abb. 3.6). Erst nach ldngerer Dauer von oxidativem und hyperosmotsichem Stress (30 min)
wird auch der Promotor in anderen Organen wie Hypokotyl und Kotyledonen aktiviert (Abb.
3.6 A-D, H-K). Bei hyposmotischem Stress zeigt sich keine Auswirkung auf die Aktivitit in
den Kotyledonen, die Firbung bleibt klar abgegrenzt im Ubergang vom Hypokotyl zur
Wurzel (Abb. 3.6 E-G)
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Abbildung 3.6: GUS Aktivitit von
Promyppi,::GUS nach abiotischem
Stref}

7 Tage alte Keimlinge nach
unterschiedlichen Behandlungen zur
Induzierung von abiotischem Stress.
(A-D) oxidativer Stref fithrt zur
Aktivierung des Promotors in der

L \ 4 gesamten Wurzel, nach 30 min

H O H;0; 15mM 30 min | Fiarbung der Kotyledonen (C) und des
E F B G Hypokotyls (D).

1 (E-G) hypoosmotischer Stress

induziert den Promotor in der Wurzel,
(F) auch nach 30 min keine
Markierung des Hypokotyls. (G) klare
Abgrenzung der Firbung in Ubergang
von Wurzel zu Hypokoytl (Pfeil).
(H-K) hyperosmotischer Stref3
aktiviert konzentrationsabhingig die
Promotor-aktivitit im Hypokotyl und
Koytledonen. (H-I) Bei niedriger
Saccharose-konzentration bleibt die
Féarbung auf Wurzel begrenzt. (J-K)
Die  Erh6éhung der  Saccharose
Konzentration steigert die
Promotoraktivitidt in Kotyledonen (J)
und Hypokotyl (K, Pfeile)

;ﬁ. dest 15 min A. dest 30 min

| Sucrose 350mMI30min..28

3.1.2.3 Analyse der Promypke::GUS Linie

In der Ubersicht von Promypke::GUS Keimlingen ist eine Aktivitit im Bereich der
Wurzelspitze und in der Ubergangszone zwischen Wurzel und Hypokoytl zu erkennen (Abb.
3.7 A). Im Detail ldsst sich die Fiarbung im Apikalbereich der Wurzel auf zwei
unterschiedliche Regionen begrenzen. Zum einen findet sich eine Aktivitdit im
meristematischen Bereich und in der Wurzelhaube (Abb. 3.7 B), zum anderen wird eine
weitere Region markiert, die der Transitionszone zugeordnet werden kann (Abb. 3.7 B). In
den Bereichen der auswachsenden Sekunddrwurzeln werden die Primordien der
Seitenwurzeln durch eine starke GUS Férbung sichtbar, in den gerade auswachsenden
Seitenwurzeln wird die gesamte Spitze inklusive Meristem deutlich markiert (Abb. 3.7 C).
Die oberirdischen Organe sind nur schwach gefarbt. Hervorzuheben ist eine deutliche
Firbung in der Ubergangszone von Wurzel zu Hypokotyl (Abb. 3.7 D). In den
Epidermiszellen und Mesophyllzellen der Kotyledonen ist keine Aktivitdt nachweisbar,
jedoch treten vereinzelt, stark markierte Stomata in den Kotyldeonen hervor (Abb. 3.7 E). In

Primérbléttern ist diese Stomatamarkierung nicht mehr vorhanden, hier scheint der Promotor
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nur auf das Sprossmeristem-Primordium und einige Blatt-Primordien begrenzt zu sein (Abb.

3.7F).

Abbildung 3.7 : Gewebe- und zellspezifische Aktivitit von Promypke::GUS in Arabidopsis Keimlingen

(A) Ubersichtsaufnahme eines 7 Tage alten Keimlings, Markierung des Wurzelmeristems, Firbung der
Ubergangzone von Wurzel zu Hypokotyl, Kotyledonen ohne Markierung. (B) Detail des Apikalbereiches:
Promotoraktivitdt in Kalyptra und angrenzenden Zellen des Meristems (Pfeil 1), sowie der Transitionszone
(Pfeil 2) (C) Seitenwurzeln weisen eine GUS Firbung auf (Pfeile). (D) Ubergang Wurzel zu Hypokoytl mit
Promotoraktivitit. (E) Detail von Stomata in Kotyledonen, keine Férbung der Epidermiszellen. (F)
Primérblatter ohne Markierung, Blatt-bzw Sprossprimordium gefarbt (Box).

Nach oxidativem StreB durch Inkubation in einer 15 mM H,O, Losung, wird die Aktivitét des
MPK6-Promotors in der Wurzelspitze unterdriickt. Die zuvor deutlich markierten zwei
Bereiche in der Wurzelspitze, sind als solches nicht mehr zu erkennen. Der Bereich der
Transitionszone weist keinerlei Markierung mehr auf. Ebenso zeigt sich auch der Bereich der
meristematischen Zone deutlich schwicher markiert als in Kontrollpflanzen (Abb. 3.8 A).
Werden die Pflanzen jedoch einem hyperosmotischen Stre3 ausgesetzt, in diesem Fall
hervorgerufen durch Inkubation in 150 mM bzw. 350 mM Saccharose-Losung fiir 15-30 min,
steigt die Promotoraktivitit in der Wurzel an und zwar abhédngig von der Konzentration und
Inkubationszeit der verwendeten Saccharoselosung (Abb. 3.8 B-D). Nach 15miniitiger
Inkubation in 150 mM Saccharoselosung weist weder die Wurzelspitze noch das basalwirts
folgende Gewebe der Wurzel eine signifikante Anderung der Markierung in Vergleich zu
Kontrollpflanzen auf (Abb. 3.8 B,B"). Verlidngert sich jedoch die Inkubationszeit auf 30 min,
erfolgt eine Erhhung der Promotoraktivitét in der Wurzelspitze, dort vor allen im Bereich der
Transitions- und Elongationszone (Abb. 3.8 C). Ebenso tritt nun zum ersten Mal eine
Markierung des Zentralzylinders auf (Abb. 3.8 C"). Erhoht sich der osmotische Stref3 durch

Inkubation mit 350 mM Saccharoseldsung fiir 30 min, so kommt es zu einer durchgédngigen
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Markierung in der Wurzelspitze, die vorher klar getrennten zwei Bereiche treten noch stirker
markiert hervor, jedoch ist nun eindeutig das Gewebe dazwischen ebenfalls gefdrbt (Abb. 3.8
D). Des Weiteren ldsst sich eine Erhohung der GUS Aktivitit in der gesamten Wurzel
inklusive der Wurzelepidermis feststellen (Abb. 3.8 D").In den oberirdischen Organen kommt
es im untersuchten Zeitraum zu keinen Verdnderungen der Promotoraktivitidt, weder nach

Zugabe von Peroxid noch von Saccharose.

Sucrose 3 M 30. )

Abbildung 8 : Aktivitit von Promypke::GUS Linien nach abiotischem Stref3

Wurzelspitzen und Wurzelepidermis nach unterschiedlichen Behandlungen zur Induzierung von abiotischem
Stress. (A) Oxidativer Stre filhrt zu einer Unterdriickung der Promotoraktivitit, der Bereich der
Transitionszone weist keine Farbung mehr auf, die meristematische Zone ist nur schwach markiert. (B)-(D)
hyperosmotischer Stre3 durch Sacharoselosung. (B-B") Markierung der Wurzelspitze und der Transitionszone,
Epidermis zeigt keine Markierung. (C-C”) Nach 30 min Inkubation mit 150 mM Saccharoseldsung zeigt
Wurzelspitze verstirkte Promotoraktivitdt, sowie eine Markierung im Zentralzylinder. (D-D”) 350 mM
Sacharoselosung fiir 30 min fithrt zu einer stark erhéhten Aktivitit des Promotors in der Wurzelspitze, auch die
zuvor ausgesparte Region ist nun relativ stark gefarbt. Eine deutliche Farbung der Epidermiszellen ist erkennbar.

3.1.3 RT-PCR Analyse von MAPK nach abiotischem Stref}

Zur Uberpriifung der Promotoraktivititsdaten in den vorangegangen Abschnitten wurden WT
Keimlinge (Col 0) ebenfalls abiotischem Stress ausgesetzt. Dafiir wurden 14 Tage alte
Keimlinge, die auf 2 MS Agarplatten angezogen wurden, fiir 30 min mit Leitungswasser,
Aqua dest., H,O; (15 mM) und Saccharose (350 mM) inkubiert. Als Kontrollpflanzen dienten
géinzlich unbehandelte Pflanzen. AnschlieBend wurde die RNA aus den Wurzeln isoliert und
in eine RT-PCR eingesetzt. Es wurde das Transkript von MPK3, MPK4 und MPK6
amplifiziert, als Kontrollgen diente Actin2 (Abb. 3.9 A). Zur genaueren Darstellung wurde die
Bandenstirke mittels einer Grauwertmessung analysiert und Mittelwerte aus unabhidngigen

PCRs und unterschiedlicher Zyklenanzahl berechnet. Die ermittelten Werte wurden zu den
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Werten von Actin2 als Kontrollgen (100 %) ins Verhiltnis gesetzt und graphisch dargestellt
(Abb. 3.9 B). Die RT-PCR Analysen weisen deutliche transkriptionelle Unterschiede
zwischen den drei MAPK nach 30min abiotischem Stress auf. Bereits die Applikation von
Wasser fiihrt zu einem Anstieg des Transkripts in allen drei MAPK. Die jeweils hochste
Expression konnte nach 30miniitigem Saccharosestress detektiert werden. Fiir MPK3 konnte
fiir alle Stressbedingungen ein deutlicher tanskriptioneller Anstieg nachgewiesen werden. Bei

MPK4 und MPKG6 fiel der Anstieg geringer aus.

A Sachh. | B Expressionsanalyse von MAPK nach abiotischem
Kontrolle Wasser A.dest H0: 350 mM o 160 - Stress
MPK3 — — G G | Y
120
= 100 mko
T a0 O Wasser
MPK4 e GNP S & - = 1 S
: an | gH202
MPKG S et G S | - W Sacc250mM
E
Actin? T P W S S MPK3 MPKA MPKSE

Abbildung 3.9: Expressionsanalyse von MAPK nach abiotischem Stress

(A) exemplarische Darstellung einer RT-PCR mit 26 Zyklen. Amplifiziert wurden MPK3, MPK4, MPK6 aus
Wurzel RNA. Actin2 diente als Kontrolle. (B) graphische Darstellung von Bandenstérken, ermittelt durch
Grauwertanalysen. Mittelwerte aus drei unabhéngigen PCRs mit unterschiedlicher Zyklenzahl werden zu Aktin
ins Verhiltnis gesetzt. Die Werte von Aktin wurden auf 100% gesetzt (nicht dargestellt)

3.2 Morphologische Analyse von anp2xanp3 und mpk4

In dieser Arbeit soll die Beteiligung von MAPK nicht nur an Stressreaktionen sondern auch
an der Ausprigung der Wurzelmorphologie und speziell der Wurzelhaarentwicklung
untersucht werden. Es wurden zwei bereits publizierte Mutanten untersucht. Zum einen
anp2xanp3, die durch den Knock-Out zweier MAPKKK Gene, ANP2 und ANP3,
gekennzeichnet ist (Krysan et al. 2002). Diese Doppelmutante weist zytokinetische Effekte
und einen Zwergwuchs auf (s. Einleitung 1.6). Und zum anderen wurde mit der mpk4
Mutante gearbeitet, bei der es sich um eine T-DNA Insertionslinie handelt. Diese Mutante
zeigt ein extrem reduziertes Wachstum (Abb. 3.10 A) (Nakagami et al. 2006) und erhohte
Pathogenresistenz, verbunden mit einer erhohten Salicylsdure-Konzentration und konstitutiver
Expression von Pathogen-verwandten (PR) Genen (Petersen et al. 2000; Brodersen et al.
2006). Bisher wurden an dieser Mutante keine morphologischen oder detaillierte

zytologischen Analysen durchgefiihrt. Da es sich um eine homozygot infertile Mutante
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handelt, wurde mit heterozygoten Samenlinien gearbeitet. Dabei konnten ca. 25% der
Keimlinge durch den publizierten Phéinotyp identifiziert werden und nur diese Keimlinge
wurden flir die folgenden Experimente verwendet. Der Phénotyp konnte 4 Tage nach
Keimung eindeutig zugeordnet werden. Eine RT-PCR mit der RNA dieser mpk4 Mutanten
bewies, dass es sich hierbei um homozygote Knock-Out Mutanten handelte, da kein MPK4
Gen Transkript nachweisbar war. (Abb. 3.10 B)

Abbildung 3.10: mpk4 Zwergenphinotyp und
RT-PCR Analyse

(A) 21 Tage alte Pflanzen auf Erde,
Wachstumsvergleich von Col 0 Kontrollpflanzen
mit mpk4 Mutante. Die Mutante ist durch einen
extremen Zwergenphénotyp geprigt. (B) RT-PCR
zeigt die fehlende Expression des MPK4 Gens in
homozygoten  Pflanzen. Actin2 wurde als
Kontrollgen verwendet.

MPE4 ACTINZ
Col0 e

mipkd-i- —

Da beide Mutanten in zwei unterschiedlichen 4. thaliana Okotypen generiert wurden, wurde
fiir alle folgenden Experimente die entsprechenden Wildtyppflanzen den Mutanten gegeniiber
gestellt, also fiir die anp2xanp3 Mutante der Wassilijewska (Ws) Okotyp und fiir die mpk4
Mutante der Columbia 0 (Col 0) Okotyp.

3.2.1. Analyse des Wurzelwachstums und des Wurzelhaar Phinotyps von
anp2xanp3 und mpk4 Mutanten

Fiir die detaillierten Untersuchungen der Wurzeln beider Mutanten wurden die Pflanzen auf
vertikal stehenden 2 MS Platten angezogen. Das Wachstum erfolgte unter gleich bleibenden
klimatischen Verhéltnissen. Kontrollpflanzen und Mutanten wurden immer gleich behandelt
und wenn moglich auf derselben Platte angezogen, um mogliche artifizielle Wachstums-
verdnderungen auszuschlieBen. Die Wurzelldingen von Kontrollpflanzen und Mutanten
wurden iiber mehrere Tage tiglich gemessen und der Mittelwert der erzielten Wurzellingen
wurde graphisch dargestellt (Abb. 11). Hierbei wird deutlich, dass beide Mutanten durch ein
reduziertes Wurzelwachstum im Vergleich zu den untersuchten Kontrollpflanzen auffallen.
anp2xanp3 Mutanten erreichen nach 6 Tagen ca. 75% der Wurzellinge der entsprechenden

Kontrollpflanzen. mpk4 Mutanten haben eine noch viel kiirzere Wurzel, sie erreicht nach 6
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Tagen nur 5 der Linge der Kontrollpflanze und zeichnen sich auch durch eine sehr viel

geringere Zuwachsrate aus (Abb. 3.11).
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Abbildung  3.11:  Graphische
Darstellung des Wurzelwachstums
von anp2xanp3 und mpk4

Dargestellt ist die Wurzellinge in
um als Mittelwert von 30 Pflanzen.
Bei anmp2xanp3  erfolgten die
Messungen 3 Tage bis 6 Tage nach
Keimung. Die Mutante zeigt ab
Tag5 ein bis zu '3 reduziertes
Langenwachstum im Vergleich zum
WT. mpk4 kann erst 4d nach
Keimung gemessen werden, da
vorher der Phinotyp nicht erkennbar
ist. Das Wachstum ist deutlich
verlangsamt im Vergleich zum WT
und erreicht hochstens 1/3  der
Wurzelldnge des WTs nach 6 Tagen.

Detaillierte Analysen der Wurzel und der Wurzelhaare zeigen eine deutlich auftretende

Verdnderung in der Morphologie der Wurzelhaare und der Wurzelepidermiszellen. Die

Wurzelhaare sind stark verzweigt und durch aberrante Formen gekennzeichnet, wie z.B. eine

verdickte Basis und fingerformige Auswiichse. Die sonst glatte Oberflaichenkontur der

Wurzel (Abb. 3.12), ist in den Mutanten durch stark aufgewolbte Epidermiszellen gestort

(Abb. 3.12). Auch die normalerweise klare Anordnung der lénglich verlaufenden Zellreihen

ist in den Mutanten als solches kaum erkennbar. Die Zellreihen verlaufen in den Mutanten

deutlich ungeordnet und unsymmetrisch.
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anp2xanp3

Abbildung 3.12: Wurzel und Wurzelhaar Phéinotyp von anp2xanp3 und mpk4

(A)-(J) Wurzelspitze und Wurzelhaarzone von WT und Mutanten Wurzeln. (A, C, F, H) Die
WTs zeigen eine glatte Oberfldche der Wurzelspitze und Wurzelepidermis, sowie regelméfig
angeordnete Wurzelhaare. (B, G) Beide Mutanten weisen verdickte und unregelmiBige
Waurzelspitzen auf im Vergleich zum WT (A, F). (D, I) Mutanten zeigen irreguldr verlaufende
Epidermiszellen und verzweigte Wurzelhaare (Pfeile) (Detail: Box). (E, J) Radiales Anschwellen
von Wurzelepidermiszellen in beiden Mutanten (Pfeile).

Zeitraffer-Aufnahmen der Wurzelhaarzone zeigen das Entstehen der verzweigten
Wurzelhaare in den Mutanten. Verfolgt man das Wachstum der Wurzelhaare in der
anp2xanp3 Mutante liber einen Zeitraum von 90 min, so konnen mehrere charakteristische
Merkmale des Wurzelhaarphdnotyps dokumentiert werden. Es zeigen sich zum einen stark
expandierte epidermale Zellen, die jedoch noch befahigt sind, Wurzelhaare auszubilden (Abb.
3.13). Des Weiteren wird deutlich, dass es bei der Ausbildung der verzweigten Wurzelhaare
erst zum Stillstand des Wachstums der primiren Spitze kommt, dann bildet sich im basalen
Bereich des Wurzelhaars eine zweite Spitze, die dann auswéchst (Abb. 3.13). Das polare

Spitzenwachstum als solches scheint somit nicht gestért zu sein. Es kommt nur zu einem
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bestimmten Zeitpunkt zu einer Verschiebung des Spitzenwachstums an eine neue Stelle.
Nicht nur verzweigte Wurzelhaare bilden sich, sondern auch ektopisch auswachsende

Wurzelhaare werden im Zeitraffer deutlich (Abb. 3.13 C, D).

Abbildung 3.13: Zeitliche Bildfolge aus der Wurzelhaarzone der anp2xanp3 Mutante
Darstellung des Wurzelhaarwachstums in 30 min Abstinden. Kreis: stark expandierte epidermale
Zelle mit auswachsendem Wurzelhaar (Pfeilspitze). Schwarzer Pfeil: markiert auswachsende
zweite Wurzelhaarspitze, das Spitzenwachstum der neu auswachsenden Spitze ist nicht gestort,
jedoch stoppt das Wachstum der ersten Wurzelhaarspitze (schwarze Pfeilspitze). Weiller
Blockpfeil: markiert ektopisch auswachsendenes Wurzelhaar

Die Anzahl der verzweigten Wurzelhaare in beiden Mutanten ist im Vergleich zu den
Kontrollpflanzen stark erhoht (Abb. 3.14). Bei anp2xanp3 Mutanten kénnen bis zu 50%
abnormale Wurzelhaare gezéhlt werden, in der mpk4 Mutante erhoht sich die Anzahl der
verzweigten und abnormalen Wurzelhaare auf 70%. Als abnormale Wurzelhaare werden

solche mit verdickter Basis definiert.
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Wurzelhaar Morphologievon MAPZKMAPK Mutanten Abbildung 3.14: Graphische Darstellung
des Wurzelhaar Phéinotyps von anp2xanp3
und mpk4

—— — Dargestellt in % ist die Anzahl der
— verzweigten oder abnormal geformten
— Wurzelhaare in Mutanten im Vergleich zum
— - entsprechenden WT. mpk4 zeigt iiber 70 %
— o und anp2xanp3 ca. 50 % verzweigte und
abnormale Wurzelhaare, die entsprechenden
] Kontrollen nur 9 % bzw. 11 %.
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Durch das radiale Anschwellen der Wurzelepidermiszellen in beiden Mutanten sind die
Wurzeln auch in ihrem Durchmesser beeinflusst. anpZxanp3 Mutanten zeigen einen
durchschnittlichen 44%igen Zuwachs in der gemessenen Wurzeldicke im Vergleich zu
Kontrollpflanzen, bei den mpk4 Mutanten betrug die Wurzeldicke sogar durchschnittlich 76
% mehr als in Kontrollpflanzen (Abb. 3.15).

Wirzeldicks von MAPSKIMAPK Mutanten Abbildung 3.15: Graphische

Darstellung der Wurzeldicke von
anp2xanp3 und mpk4
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moee weisen eine Zunahme der Wurzeldicke
auf im Vergleich zum WT. Am stéirksten
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3.3 Zytologische Analysen von anp2xanp3 und mpk4

3.3.1 Immunmarkierung von MT in anp2xanp3 und mpk4

anp2xanp3 und mpk4 Keimlinge sind wie in Abschnitt 2.1 beschrieben durch auffillige
morphologische Zellverinderungen gekennzeichnet. Das radiale Anschwellen der
epidermalen Zellen, sowie der auftretende Wurzelhaarphdnotyp mit verzweigten
Wurzelhaaren lassen auf eine mdgliche Verdnderung im MT-Zytoskelett in diesen Zellen

schlieBen, da MT in pflanzlichen Zellen wichtig sind fiir die Determinierung und fiir die
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spatere Aufrechterhaltung der Zellform. Um mogliche Verdnderungen sichtbar zu machen
wurden in beiden Mutanten die MT immunzytochemisch markiert. Dafiir wurde die

3

sogenannte “whole-mount labeling“-Methode verwendet, dabei konnen die Keimlinge als
Ganzes strukturell intakt gefarbt und mikroskopiert werden (siche Math.-Meth. 2.7). Die
Immunmarkierung ist im Apikalbereich der Wurzel am stirksten und noch bis in die frithe
Elongationszone gut zu beobachten. In den weiter basalwérts liegenden, ausdifferenzierten
Zellen ldsst sich aufgrund der groBBen ausgebildeten Zellsaftvakuolen meist keine hinreichend
gute Fixierung und Markierung erreichen. In Kontrollpflanzen bilden MT im Bereich der
Wurzelspitze ein feines und meist ungerichtetes angeordnetes Netzwerk aus (Abb. 3.16 A, C).
Die meristematischen Zellen liegen in geordneten Zellreihen iibereinander. In der
meristematischen Region befinden sich zytokinetisch aktive Zellen, in denen Spindeln und
Phragmoplasten klar markiert werden (Abb. 3.16 A, C). Bei den Mutanten ist eine Storung im
kortikalen MT Netzwerk deutlich erkennbar Dies duB8ert sich vor allen Dingen in einer starken
Biindelung der MT im Kortex der Zellen (Abb. 3.16. B, D). Eine Biindelung erfolgt vor allen
in solchen Zellen, die durch radiale Schwellung und irreguldre Zellformen auffallen. Durch
die irreguldren Zellformen verliert die Wurzelspitze ihre typische gleichmifBige Kontur.
Geordnete Zellreihen sind kaum vorhanden. Des Weiteren werden atypische mitotische

Strukturen sichtbar (Abb. 15).

Abbildung 3.16: Imnmunmarkierung von MT in anp2xanp3 und mpk4

KLSM Aufnahmen von Wurzelspitzen. (A, C) Die Rhizodermis des WTs besteht aus gleichmiBigen
Zellreihen mit feinem MT Netzwerk im kortikalen Bereich. Mitosestadien wie Spindeln sind in einzelnen
Zellen zu erkennen (A, C, Stern). (B, D) Beide Mutanten zeigen ausgeprigte MT Biindel im kortikalen
Bereich (Pfeile), sowie ungeordnete und stark radial expandierte Zellen. Akkumulation von Spindeln in einer
Zelle (B. Stern). Maf3stab: 20um
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3.3.2 MT in transgenen GFP-MBD-anp2xanp3 und GFP-MBD-mpk4 Linien

Um die in Abschnitt 3.1 beschriebenen MT-Stérungen mit einer weiteren unabhédngigen
Methode zu bestétigen und MT auch in anderen Geweben als der Wurzelspitze in vivo zu
visualisieren, wurden transgene Linien generiert, bei denen die Mutanten mit einer GFP-
fusionierten Mikrotubli-bindenden Domine (MBD) aus dem tierischen MAP4-Gen
transfiziert wurden. Obwohl hier eine Doméine aus einem tierischen Mikrotubuli-assoziierten
Protein (MAP4) zum Einsatz kommt, ist dieses Konstrukt auch in Pflanzen fiir die
Visualisierung der MT geeignet (Marc et al. 1998). Transgene Linien konnte fiir die
anp2xanp3-Mutante und fiir die mpk4 Mutante etabliert werden und somit konnten nun in
vivo MT dokumentiert und analysiert werden. Parallel zur Herstellung der GFP-MBD
Mutanten Linien, wurden auch Ws und Col 0 als WT Kontrollen mit demselben GFP-MBD
Konstrukt transfiziert. Bei diesen Kontrollpflanzen verlaufen MT in noch wachsenden
Wurzelepidermiszellen parallel angeordnet und leicht quergestellt zur Wachstumsrichtung.
(Abb. 3.17 C, I)). In ausgewachsenen epidermalen Zellen, sowie in Trichoblasten und
Wurzelhaaren bilden MT ein ungerichtet organisiertes Netzwerk aus (Abb. 3.17 A, G). In den
untersuchten Epidermiszellen der Mutanten verlaufen die MT ungeordnet und weisen eine
starke Biindelung bzw. Verdichtung in der Zellperipherie auf (Abb. 3.17 D-F, H, J).
Zusétzlich weicht auch hier die Zellform der Epidermiszellen maf3geblich von denen des WTs
ab. Die Zellen der Mutante sind ungleichméBig angeschwollen (Abb. 3.17 F, H) und enthalten
Reste von abortiven Querwinden, die ins Zellinnere hereinragen (Abb. 3.17 D-E). Die
detaillierten Aufnahmen von MT in Wurzelhaaren weisen auch hier mafigeblich auf Defekte
in der MT Anordnung hin. In den fiir die Mutante typischen verzweigten Wurzelhaaren,
bilden MT starke Biindel aus, die sich vom basalen Teil bis in die Wurzelhaarspitzen ziehen

(Abb. 3.17 B).
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Wurzelhaar Wurzelepidermis

Abbildung 3.17: in vivo Lokalisierung von MT in anp2xanp3 und mpk4 Wurzeln

KLSM Aufnahmen von MT in Ws und anp2xanp3 sowie Col 0 und mpk4 visualisiert durch 35S::GFP-MBD.
(A) Wurzelhaar von Ws Keimling; feines, ungeordnetes MT Netzwerk. (B) Wurzelhaar von anpZxanp3
Keimling; mehrfach verzweigtes Haar mit dicken kortikalen MT Biindeln. (C) Wurzelepidermis von Ws
Keimlingen; parallel quer zur Wachstumsrichtung verlaufende MT im Kortex, gleichmiBige Zellform der
epidermalen Zellen. (D-F) Wurzelepidermis von anp2xanp3 Keimling. (D) ungeordnetes MT Netzwerk mit
Akkumulation von MT im kortikalen Bereich (Pfeile), (E, Pfeile) sowie in der Mittelebene der Zelle (F)
Ausbildung von Biindeln im Kortex, (F, Pfeile) sowie untypische Ausbuchtungen der epidermalen Zellen (G)
Wurzelepidemiszellen von Col 0 Keimlingen, feines kortikales MT Netzwerk mit gleichméBiger Form der
epidermalen Zellen (H) Wurzelepidermis von mpk4 Keimlingen, MT durchziehen ungeordnet den Kortex,
Ausbildung unregelméBiger Zellformen (I) Col 0: Detail einer wachsenden Epidermiszellen mit parallel,
transversalen kortikalen MT (I) mpk4: Detail einer jungen Epidermiszelle mit ungeordnet verlaufenden MT,
Bildung von MT Biindeln und atypischen wellenformigen MT (Pfeile) MaBstab: 20pum (A, B),10pum (C-J).
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Betrachtet man das Hypokotyl der anp2xanp3 und mpk4 Keimlinge im Vergleich zu WT-
Keimlingen fallen extrem unregelmiBige Zellformen mit radial angeschwollenen epidermalen
Zellen auf (Abb. 18 A, B, I, J). In WT-Pflanzen zeichnen sich Hypokotylzellen durch eine
einheitliche wabenformige Zellstruktur aus (Abb. 3.18 A, G), in denen feine MT transversal
zur Wachstumsrichtung verlaufen (Abb. 3.18 C). Die gleichmifBlige Form des Hypokotyls ist
in den Zellen der anp2xanp3 und der mpk4 Mutante stark gestort und gekennzeichnet durch
geschwollene epidermale Zellen (Abb. 3.18 B, J). In diesen Zellen verlaufen die MT nicht nur
stark gebiindelt, sondern zeigen irreguldre, wellenformige und schlaufenéhnliche Formationen
(Abb. 3. 18 C, H). Schaut man sich die Epidermiszellen der Kotyledonen an, so wird auch
dort ein dhnliches Bild sichtbar. In Epidermiszellen der WT- Pflanzen findet man ein feines
ungeordnetes MT Netzwerk, welches sich klar von den radial und eng parallel verlaufenden
MT in den SchlieBzellen der Stomata unterscheidet (Abb. 3.18 E, K). Hierbei zeigt sich auch
deutlich, wie die rdumliche Anordnung der MT zur Aufrechterhaltung unterschiedlicher
Zellformen beitrdagt. In den Mutanten findet wieder eine starke Umorientierung des MT-
Netzwerkes statt. In Epidermiszellen werden starke MT Biindel sichtbar. Die Zellformen und
Zellgroflen der Epidermiszellen und Schlie3zellen sind klar beeintrachtigt (Abb. 3.18 F, L).
Zusitzlich findet sich bei der mpk4 Muatnte in einigen Fillen eine atypische Klusterbildung
von Stomatazellen (Abb. 3. 18 L), die nicht der normalen ,,one cell spacing” Regel von
Stomata zu Epidermiszellen folgt. In WT-Pflanzen befindet sich zwischen zwei

ausdifferenzierten Stomata mindestens eine Epidermiszelle (Abb. 3. 18 E).
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Hypokotyl Kotyledonen

Abbildung 3.18: in vivo Lokalisierung von MT in oberirdischen Organen der anp2xanp3 und mpk4 Mutante
KLSM Aufnahmen von MT in WT und anp2xanp3 visualisiert durch das 35S::GFPMBD Konstrukt.

(A) Ubersicht iiber das Hypokotyl von WT Keimling (B) Ubersicht iiber das Hypokotyl eines anp2xanp3
Keimlings; mit deutlich geschwollenen und unregelmifBig geformten epidermalen Zellen. (C) Detailaufnahme des
Hypokotyls von WT Keimlingen; gleichmifige, wabenformige Zellen mit transversal ausgerichteten MT. (D)
Detailaufnahmen des Hypokotyls von anp2xanp3 Keimlingen; keine wabenformige Zellstruktur mehr erkennbar,
dafiir starke Biindelung der MT im kortikalen Bereich (Pfeile), mit irregulédren wellen-und schlaufenférmigen MT.
(E) Detailaufnahme der Kotyledonen von WT Keimling, Epidermiszellen sind durch ungeordnetes MT Metzwerk
gekennzeichnet, Stomata weisen parallel verlaufende MT auf (F) Detailaufnahmen der Kotyledonen von
anp2xanp3 Keimling, extreme Biindelung von MT im kortikalen Bereich der Epidermiszellen, Stomata in ihrer
Zellform stark vergroBert.

MaBstab: 50pum (A,B) 20um (C-F). (G,I) Projektion aus 52 optischen Schnitten in 0.65pm Abstand. z = 33.8um
(H,J) Projektion aus 96 optischen Schnitten in 0.65um Abstand. z = 62um
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3.3.3 in vivo Lokalisierung von MAP65-1

In tierischen wie pflanzlichen Zellen wird die Dynamik von MT hauptsidchlich durch
Mikrotubuli-assozierende Proteine (MAP) reguliert. Einige MAPs sind an stabilisierenden,
andere an destabilisiernden Prozessen beteiligt. Stabilisierende MAPs zeichen sich durch eine
Mikrotubuli-bindende Doméne aus. In A. thaliana tritt dabei vor allen die MAP65-Familie
hervor, die mit ihren neun identifizierten Isoformen (Hussey, et al 2002) an wichtigen
dynamischen Prozessen beteiligt ist (s. Einleitung 1.4). Die Féhigkeit von MAPs an MT zu
binden kann durch Phoshorylierung und Dephosphorylierung beeinflusst werden. In neuesten
Arbeiten konnte gezeigt werden, dass MPK4 und MPK6 in der Lage sind, eine der neun
bekannten MAP65 Isoformen von Arabidopis, ndmlich MAP65-1, zu phosphorylieren
(Smertenko et al. 2006). Des Weiteren wurde in der gleichen Arbeit gezeigt, dass die
Féhigkeit des Biindelns von MT abhingig ist vom Phosphorylierungsstatus der
entsprechenden MAP65 Isoform. Liegt die Isoform unphosphoryliert vor, so werden die
Biindlungseigenschaften verstirkt (Smertenko et al. 2006). Zusitzlich wurde gezeigt, dass
MAPG65-1 hauptsdchlich an kortikalen MT lokalisiert ist. Somit schien diese Isoform ein
geeigneter Kandidat zu sein, die auftretenden kortikalen MT Biindelungen in den MAPK
Mutanten zu verursachen. Um diese Modellvorstellung zu {iberpriifen, sollten als erstes die
biindelnden Eigenschaften von MAP65-1 in vivo mithilfe eines GFP Fusionsproteins
untersucht werden. Bei der transienten Expression in Zwiebelepidermiszellen kommt es zu
einer eindeutigen Lokalisierung von GFP-MAP65-1 an den kortikalen MT (Abb. 3.19 A). In
den Bereichen von einzeln verlaufenden MT bindet GFP-MAP65-1 nur an bestimmten
Abschnitten der MT und es zeigt sich eine unterbrochene/punktierte Markierung des Proteins
entlang dieser MT. Nur an gebiindelten MT findet sich eine Lokalisierung von GFP-MAP65-
1 entlang der gesamten Linge der MT (Abb. 3.18 A). Bei der Uberexpression des Proteins in
Tabakblattepidermiszellen, die nach lidngerer Expressionszeit in transient transformierten
Geweben regelmifig zu beobachten ist, werden die biindelnden Eigenschaften von MAP65-1
besonders deutlich. Aufnahmen von Blattgewebe einen Tag nach der Infiltration beweisen die
Anlagerung von GFP-MAP65-1 an bestimmte Abschnitte von tubuldren Strukturen im Kortex
(Abb. 3. 19 B). Betrachtet man jedoch das infiltrierte Gewebe 2 Tage nach der Infiltration, so
werden von GFP-MAP65-1 MT-édhnliche Biindel visualisiert, die den kortikalen Bereich der
Epidermiszellen durchziehen (Abb. 3.19 B).
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Abbildung 3.19: Transiente Expression von GFP-MAP65-1 in pflanzlichen Zellen

(A) Ko-Lokalisierung von GFP-MAP65-1 mit DsRed-MBD in Epidermiszellen von Allium cepa nach
»particle bombardment”. GFP-MAP65-1 (griin) bindet an kortikale MT (rot). In Bereichen von MT Biindeln
kommt es zur durchgéngigen Markierung von GFP-MAP65-1 entlang der MT (A, Pfeile). An anderen MT
kommt es zu einer unterbrochenen Dekorierung von GFPMAP65-1 entlang der MT (A; Pfeilspitzen) (B)
Lokalisierung von GFP-MAP65-1 in N. benthamiana Blattepidermiszellen nach Agrobakterien-vermittelter
Transfektion. 1 Tag nach Infiltration werden Abschnitte im kortikalen Bereich von dem Fusionsprotein
markiert. 2 Tage nach Infiltration zeigt sich ein dichtes, kortikales Netzwerk mit durchgidngiger GFP-MAP65-
1 Lokalisierung. Maf3stab: 20pm

3.3.4 Immunmarkierung von MAP65-1 in anp2xanp3 und mpk4

Um die Verteilung von MAP65-1 an den kortikalen MT in beiden Mutanten ndher zu
untersuchen, wurden Immunmarkierungen mit einem spezifischen Antikdper gegen die A.
thaliana Isoform MAPG65-1 durchgefiihrt. Die Immunmarkierung bestitigte eindeutig
Unterschiede in der Proteinverteilung von MAP65-1 zwischen Kontrolle und Mutanten. In
den Kontrollpflanzen kommt es zu einer teilweisen unterbrochenen Dekorierung der MT
durch MAP65-1 (Abb. 3.20 A, D). Nur in den Bereichen, in denen MT Biindel auftreten,
befindet sich MAP65-1 entlang der gesamten MT-Lénge (Abb. 3.20 A). Vergleicht man dazu
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die Markierung in anp2xanp3 und mpk4, so findet sich dort in fast allen Zellen eine
durchgehende Bindung von MAP65-1 an die kortikalen MT (Abb. 3.20 B, E). Besonders
auffallend ist die erhohte Markierung von MAP65-1 an den kortikalen Bereichen in stark
geschwollenen Zellen. Diese Bereiche zeichnen sich zusitzlich durch eine Akkumulation von
MT Biindeln aus (Abb. 3.20 C; F). Die verdnderte Lokalisierung von MAP65-1 ist in der
mpk4 Mutante deutlich stirker ausgeprigt als in der anp2xanp3 Mutante.

MT MAP65-1 Merge MT MAP65-1 Merge

gduexzdue SM

gduexzdue

Abbildung 3.20: Imnmunmarkierung von MT und MAP65-1 in anp2xanp3 und mpk4

KLSM Aufnahmen von epidermalen Zellen der Wurzelspitze, dargestellt in griin sind MT, in rot sichtbar die
Lokalisierung von MAP65-1 (A,D) In WT Keimlingen ist ein feines MT-Netzwerk erkennbar mit unterbrochener
MAPG65-1 Markierung in den kortikalen Bereichen. Nur in Bereichen mit MT Biindeln kommt es zu einer
durchgéngigen MAP65-1 Lokalisierung entlang der MT. (A, Pfeile) (B, C, E, F) In beiden Mutanten zeigt sich
eine prominente Markierung von MAPG65-1 entlang der MT Biindel. (C, F) Deutlich hervortretend in
geschwollenen Zellen mit MT Biindeln im Kortex und erhdhter Bindung von MAP65-1 in diesen Bereichen (C, F,
Pfeile)

MafBstab 10um (A, B, D, E) Sum (C,F)

3.4 Organisation des Zytoskeletts wihrend des Zell Zyklus

Pflanzen besitzen besondere MT Anordnungen, dazu gehdren die kortikalen MT und
endoplasmatischen MT in Interphasezellen. Mitotische aktive Zellen, die in den Zellzyklus

eintreten, zeigen das Pré-Prophase Band (PPB), welches in Hohe des Zellkerns unterhalb der
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Plasmamebran im kortikalen Zytoplasma um die Zelle herumlduft. Die Spindel baut sich auf,
wenn das PPB bereits wieder verschwunden ist, und aus den Resten der Telophasespindel
geht dann, als letzte besondere MT-Struktur, der Phragmoplast hervor. Der ebenso wie die
Spindel aus zwei ineinander greifenden, gegensatzlich orientierten MT-Einheiten besteht. Die
Methode des “whole-mount labeling® von A. thaliana Wurzeln eignet sich nicht nur fiir die
Dokumentation der kortikalen MT Netzwerke (s. Ergebnis 3.3), sondern kann auch fiir die
detaillierten Analysen von Mitosestadien im Wurzelmeristem von A. thaliana genutzt werden.
Um die Probleme der Antikorperpenetration in tiefere Gewebeschichten zu umgehen, wurden
bisher fiir die Analysen von Mitosestadien meist Zellkulturzellen verwendet. Diese Zellen
sind zwar mitotisch aktiv, liegen jedoch artifiziell vereinzelt und nicht im Gewebeverband
vor. Durch Verbesserungen des ,,whole-mount* Protokolls, besonders in Bezug auf die
Darstellung der empfindlichen Zytoskelettelemente (s. Mat .u. Meth 2.7), konnten nun nicht
nur in Kontrollpflanzen die MT und das Aktinzytoskelett erfolgreich markiert werden,
sondern das Protokoll ermdglichte auch die detaillierte Untersuchung beider Mutanten nach

weiteren, moglichen Defekten im Aufbau des Zytoskeletts.

3.4.1 MT-Markierung in meristematischen Zellen der Wurzel

Die einzelnen Phasen der Mitose, in denen es gerade im MT-Netzwerk zu essentiellen
Umgestaltungen kommt, konnten durch Immunmarkierungen mit Tubulin-Antikdrpern in den
teilungsaktiven Wurzelspitzen gut dokumentiert werden (Abb. 3.21, Ubersicht und Detail).

So zeichnen sich Interphasezellen durch kortikale MT aus, die an den longitudinalen Winden
quer zur Wachstumsrichtung orientiert sind. Im Zytoplasma befinden sich die
endoplasmatischen MT, die dort ein feines Netzwerk bilden und sich vom Nukleus radial in
Zellperipherie ausbreiten. Durch die Bildung des Prd-Prophase Bandes (PPB) wird die
Zellteilungsebene festgelegt, dabei kommt es zur Biindelung von MT in einer ringférmigen
Struktur, in deren Mitte der Nukleus liegt. Vom Nukleus ziehen sich wéihrend dieser Phase
MT zu den transversalen Zellwidnden. Durch den Eintritt in die Metaphase werden die
kortikalen MT abgebaut und es entsteht die Metaphasespindel. Wihrend des Ubergangs von
Metaphasespindel zur Anaphase werden die Chromatiden an die entgegengesetzten Pole der
Zelle gezogen. An den Polen der Spindel werden MT sichtbar, die vom Spindelpol zur
Zellwand verlaufen. Gegen Ende der nun einsetzenden Telophase bildet sich der
Phragmoplast. Der Bereich zwischen den beiden MT-Pallisaden ist von Fluoreszenz

ausgespart und markiert den Bereich der sich bildenden Zellplatte. Vom Phragmoplasten
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ziehen sich feine MT in die Zellperipherie. Nach erfolgreicher Zytokinese 16sen sich die
Phragmoplasten MT auf und es entstehen zwei Tochterzellen, in denen die kortikalen MT
wieder transversal angeordnet sind und die endoplasmatischen MT vom Nukleus radial zur

Peripherie verlaufen.

Spindel

WT: Ubersicht Meristem

Interphase Pra-Prophase Metaphase

Interphase

Spinel Spindel Phragmoplast

Abbildung 3.21: Immunmarkierung von MT und DAPI Firbung von Nuklei in meristematischenZellen
WT-Keimling; Ubersicht iiber den Apikalbereich einer Wurzel markiert mit Tubulin Antikérper (griin) und DAPI
(blau). Feines kortikales MT Netzwerk in Interphasezellen, mitotisch-aktive Meristemzellen verteilt in der
Wurzelspitze. Detailaufnahmen von Interphasezellen und Mitose-und Zytokinesestadien. Mafstab 10um
(Ubersicht) Sum (Detail)

Auf die zytologischen Defekte in beiden Mutanten wurde im Abschnitt 3.3.1 und 3.3.2. schon
hingewiesen. Da anp2xanp3 als zytokinetische Mutante publiziert wurde und die MT fiir die
Zytokinese in Pflanzen wichtig sind, wurden beide Mutanten auf zytokinetische Defekte hin
untersucht. Bei den ersten Analyse von optischen Schnitten durch die Mittelebene der Wurzel
wird der Verlust der Zellordnung deutlich, der sich in beiden Mutanten durch groBlumige,
oftmals mehrkernige Zellen duBert (Abb. 3.22. B, F). Im Extrem treten bis zu acht Kerne in
einer Zelle auf (Abb. 3.22 F). In diesen Zellen vergroflert sich das Zellvolumen bis zum
10fachen im Vergleich zu einkernigen Kontrollzellen. Des Weiteren weisen diese
mehrkernigen Zellen ins Zellinnere hereinragende Zellwandreste auf, die auf eine fehlerhafte
Zytokinese hindeuten. Durch die Anféarbung der Plasmamembran mit dem Styryl Farbstoff
(FM-Dye 4-64) werden Zellwandreste und schief orientierte Zellplatten abgebildet (Abb. 3.22

D, H), die auf eine unvollstindig abgelaufene Zytokinese hinweisen und somit die
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Mehrkernigkeit erkldren. Die eigentliche Karyogenese scheint in beiden Mutanten nicht

beeintrachtigt zu sein.

c anpZxanp3| p

ﬁ - r

Abbildung 3.22: Immunmarkierung von MT und FM 4-64 Firbung in anp2xanp3 und mpk4

KLSM Aufnahmen von einzelnen optischen Mittelschnitten durch Wurzelspitzen. (A, C) WT zeigt gerade
angeordnete Zellreihen mit klar definierten und gerade verlaufenden Zellgrenzen. (B, F) Bei den Mutanten ist die
Ausrichtung der Zellreihen ungeordnet. Im Vergleich zum WT sind grolumige, mehrkernige Zellen vorhanden
(Sterne). (C ,G) Detailansicht von binukledren Zellen. (D, H) FM-4-64 Markierung in Mutanten; abortive
Zellplatten, mit schiefer Orientierung und/oder wellenférmiger Struktur (Pfeile) MaB3stab:10pum (H) Projektion von
8 optischen Schnitten in 0.65 um Abstand: z= 5.2 um

Betrachtet man Mitose- und Zytokinesstadien in den Mutanten, die durch Immunmarkierung
mit anti-Tubulin dargestellt werden, so zeigt sich eine Haufung gleicher Stadien in direkt
angrenzenden Zellen. In Abbildung 3.23 ist dies am Beispiel von PPB-Stadien in anp2xanp3
Keimlingen dargestellt. Eine solche Synchronisation von Mitose-und Zytokinesstadien in
benachbarten Zellen ist in WT-Pflanzen nie zu finden. Nebeneinander liegende Zellen konnen
zwar gleichzeitig mitotisch aktiv sein, befinden sich jedoch immer in unterschiedlichen

Phasen des Zellzyklus (Abb. 3.23)
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Abbildung 3.23: Imnmunmarkierung von MT im Meristem von WT und anp2xanp3

Aufnahme von 4 nebeneinander liegenden Zellen, die sich in der Zellteilung befinden. Col 0: Beim WT werden
4 unterschiedliche Mitose-Stadien sichtbar. anp2xanp3: In der Mutante sind alle Zellen im gleichen Stadium
(Pra-Prophase). Deutlich zu sehen, MT die sich strahlenférmig vom Nukleus ausdehnen (Pfeile) MaB3stab:5um
Projektion aus 15 optischen Schnitten in 0.65pm Abstand: z=9.75 pm

Des Weiteren sind viele der Spindeln und Phragmoplasten nicht senkrecht zur Teilungsebene
angeordnet, sondern in in einem beliebigen Winkel schief zur Teilungsebene ausgerichtet
(Abb. 3.24 A, D). Im Aufbau zeigen diese PPBs und Spindeln jedoch keinen auffélligen
Unterschied zu WT-Pflanzen. Auch die Phragmoplasten in den Zellen der Mutanten lassen
einen durchaus reguliren Aufbau mit zwei MT-Stapeln und der freigelassenen Mittelzone
erkennen. Jedoch bleiben sie asymmetrisch nur an einer Seite mit einer Lingswand verbunden
und scheinen somit nicht die normale Expansion zu durchlaufen (Abb. 3.24 B, E, F). Dartiber
hinaus konnten bis zu acht Phragmoplasten in einer Zelle beobachtet werden, die jeweils nur
mit einer Seite die Mutterzellwand erreicht hatten und dann moglicherweise ihre Entwicklung
einstellten (Abb. 3.24 E). Dieses Phidnomen wiirde die in die Zelle hineinragenden
Zellwandreste erkldaren, die immer wieder in den beiden Mutanten im meristematischen

Gewebe beobachtet werden konnen.
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Abbildung 3.24: Immunmarkierung von MT im Meristem von anp2xanp3 und mpk4

(A, D) Ubersichten von Wurzelspitzen beider Mutanten. Deutlich erkennbar das gehiufte,
gruppenweise Auftreten von mitotischen und zytokinetischen Stadien (Box). (B) Detail aus (A)
Mehrere schief gestellte Phragmoplasten in nebeneinander liegenden Zellen. (C) Detail von 5 PPBs und
4 Spindeln nebeneinander liegend und schridg zur Teilungsebene orientiert. (E, F) Detail aus (D)
Akkumulation von abnormal orientierten Phragmoplasten, sowie 2 Spindeln in einer Zelle. Malistab:
10um (A,D) Sum (B,C,E,F)

Da Immunmarkierungen an fixierten Préparaten keine dynamischen Prozesse wiedergeben
konnen, wurden in vivo Beobachtungen an Pflanzen der transformierten GFP-MBD anpxanp3
Linie durchgefiihrt. Dies ermdglichte die zeitliche Analyse von Mitose und Zytokinese
relevanten Stadien in der Mutante. Dabei zeigte sich, dass es zu einer generellen Verzogerung
im Ablauf der Mitose und Zytokinese kommt. Normalerweise durchlduft eine Zelle, bis sie in
die nichste Mitose eintritt, einen kompletten Zellzyklus in ca. 60 min. Bei der Mutante dauert
der Zellzyklus bis zu 90 min und wird nicht mit einer vollstindigen Zytokinese

abgeschlossen. Der Phragmoplast expandiert ungleichmafig, und 16st sich auf bevor er beide
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Mutterzellwénde erreicht hat (Abb. 3.25 A-F). Dadurch bedingt kann die Zellplatte nicht mit
den Mutter-Zellwinden fusionieren und es entstehen unvollstindige Zellwinde, die in die
Zellen hereinragen. Zusédtzlich konnten aberrante Strukturen wie in Abbildung 3.25 (G-L)
aufgenommen werden. Dabei zeigten sich zwei Spindel Strukturen, die miteinander
verbunden in der Zelle vorliegen (Abb. 3.25 H-J). Dabei handelt es sich um eine Metaphase
Spindel und eine abnorm geformte phragmoplastenartige Telophasespindel. Es kommt hierbei

sogar zur Auflosung der Spindel MT ohne eine Phragmoplastenbildung erkennnen zu lassen.

Abbildung 3.25: in vivo Aufnahmen von Zellteilungsstadien in GFPMBD anp2xanp3 Keimlingen
KLSM-Aufnahmen von Kotyledonen (A-F) Zeitserie eines expandierenden Phragmoplasten, Auflosung der
Phragmoplasten MT in kortikale MT (E,F), bevor er die Zellwande zur Fusion erreicht (D;E Pfeile). (G-L)
Zeitserie von zwei nebeneinander liegenden Spindeln, einer Metaphasespindel (Pfeil) und einer abnorm
geformten Telophasespindel. (K-L) Die Spindel MT 16sen sich auf, bevor es zur Phragmoplastenbildung
kommt Maf@stab: Sum

3.4.3 Lokalisierung von MAP65-1 an PPB und Phragmoplast

Es ist bekannt, dass MAP65-1 in Arabidopsis Zellkulturen,nicht nur an kortikalen MT zu
finden ist, sondern auch an PPB und Phragmoplasten auftritt (s. Einleitung 1.4). Diese
Strukturen zeichnen sich nicht nur durch eine hohe Dynamik, sondern auch durch eine
extreme Biindelung von MT aus. Da bei beiden Mutanten die kortikalen MT stark gebiindelt
vorliegen, einhergehend mit einer verstirkten Lokalisierung von MAP65-1 genau in diesen

Bereichen, wurde die Verteilung von MAP65-1 in den meristematischen Zellen ndher
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untersucht. Bei WT-Pflanzen kommt es wihrend des Eintrittes in die Pré-Prophase zur
Anlagerung von MAP65-1 im beginnenden PPB, entlang des sich bildenden MT-Ringes
(Abb. 3.26 A-C). Je stéarker sich die MT im Laufe der PPB Bildung im kortikalen Bereich zu
einem schmalen Band biindeln, desto mehr verstirkt sich das MAP65-1 Signal in diesem
Bereich. Verfolgt man die Bildung des PPBs bis zur Entstehung der Mitosespindel, so
reduziert sich die Bindung von MAP65-1 an den MT, bis es in der aufgebauten Spindel nicht
mehr nachweisbar ist (Daten nicht gezeigt). Als nichstes ldsst sich MAP65-1 wieder am
Phragmoplasten finden. Dort bindet es entlang der MT, die den Phragmoplasten aufbauen,

jedoch ohne eine Markierung der Mittelzone erkennen zu lassen. (Abb. 3. 26 D)
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Abbildung 3.26: Immunmarkierung von MT und MAP65-1 in meristematischen Zellen

Zunahme des MAP65-1 Signals bei stirker werdender Biindelung der MT wihrend unterschiedlicher PPB
Phasen. Deutliche Ko-Lokalisierung von MT und MAP65-1 Fluoreszenz im Phragmoplasten. Die Mittelzone des
Phragmoplasten zeigt keine Markierung in beiden Kanédlen. Maf3stab: Sum (A-D) Projektion aus 8-16 optischen

Schnitten in 0.65um Abstand. z=5-11 pm

Eine erfolgreiche Markierung mit MAP65-1 Antikorper konnte auch in der amp2xanp3
Mutante erzielt werden. Hierbei konnte in einer Zellreihe drei nebeneinander liegenden Zellen
mit verschiedenen PPB Stadien beobachtet werden (Abb. 3.27 A). Aus diesen wird
ersichtlich, dass in der Mutante die Bindung von MAP65-1 am beginnenden PPB und spéiten
PPB wiederum deutlich zunimmt vergleichbar mit der Markierung in WT Pflanzen. Jedoch ist

die Markierung von MAP65-1 an Phragmoplasten der Mutante deutlich schwicher als in

untersuchten WT Pflanzen (Abb. 3.27 B).
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Abbildung 3.27: Imnmunmarkierung von MT und MAP65-1 in meristematischen Zellen von anp2xanp3
Zunahme des MAP65-1 Signals bei stirker werdender Biindelung der MT wéhrend unterschiedlicher PPB
Phasen. Ko-Lokalisierung von MT und MAP65-1. Schwache MAP65-1-Fluoreszenz im Phragmoplasten.
MaBstab: Sum (A-B) Projektion aus 8-11 optischen Schnitten in 0.65um Abstand. z=5-11 pm
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3.4.4 Immunmarkierung von MAPK in meristematischen Zellen

WT Pflanzen wurden mit Antikdrpern gegen MPK4 und MPK6 aus 4. thaliana markiert. Um
zytokinetische MT sichtbar zu machen, erfolgte eine gleichzeitige Firbung mit einem
Tubulin-Antikorper. Die Markierung mit MPK4 bestétigte ein erhohtes Proteinvorkommen im
Zytoplasma von Zellen, die in die Prd-Prophase eintreten (Abb. 3.28 A). In diesen Zellen
kommt es zur Bildung des PPBs durch MT und dies scheint mit einer verstirkten MPK4
Menge im Zytoplasma zu korrelieren. Wéhrend der spédten Telophase und beginnenden
Zytokinese lokalisiert MPK4 am Phragmoplasten (Abb. 3.28 B). Diese Lokalisierung
verschwindet jedoch als solches, wenn der Phragmoplast expandiert ist und die eigentliche
Zytokinese stattgefunden hat. In diesem Stadium befindet sich MPK4 in der Mittelzone des
sich auflésenden Phragmoplasten, wo sich die Zellplatte bildet (Abb. 3.28 C). Die Spezifitit
des Antikorpers wurde durch einen Kontrollansatz mit der homozygoten mpk4 Mutante
iiberpriift. Dabei konnte an Phragmoplasten keinerlei Markierung nachgewiesen werden
(Abb. 3.28 D). Weiterhin zeigt sich in der Ubersicht, dass es zu keiner MPK4 spezifischen
Markierung in der Wurzelspitze kommt (Abb. 3.28 E).
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Abbildung 3.28: Inmunmarkierung von MPK4 in meristematischen Zellen

(A) Erhohtes Signal von MPK4 im Zytoplasma von WT Wurzelzellen in der Pra-Prophase (Sterne), (B) Deutliche
Markierung von MPK4 entlang des Phragmoplasten (C) In é&lteren Phragmoplasten lokalisiert MPK4 in
punktdhnlichen Strukturen im Bereich der Zellplatte. (D-E) Antikérpermarkierung mit MPK4 in homozygoten mpk4
Keimlingen (D) Keine Markierung an den Phragmoplasten erkennbar, (E) sowie keinerlei MPK4 spezifische
Markierung in der gesamten Wurzelspitze. Mal3stab Spum

Des Weiteren konnte auch MPK6 eindeutig an zytokinetischen Strukturen nachgewiesen
werden. Hierbei zeigte sich eine klare Markierung des PPBs und der Phragmoplasten (Abb.
329 A). Bei komplett expandierten Phragmoplasten nimmt die Proteinmenge am
Phragmoplasten ab (Abb. 3.29 B). An Mitosespindeln konnte kein MPK6 Signal
nachgewiesen werden (Abb. 3.29 B).
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Abbildung 3.29: Inmunmarkierung von MPK6 in meristematischen Zellen

(A) Deutliche Markierung von MPK6 entlang des Phragmoplasten (Pfeilspitzen) und PPB (Blockpfeil) (B) In
dlteren Phragmoplasten verringert sich das Signal von MPK6 (Pfeilspitze, weil3) im Vergleich zur Markierung
an jungen Phragmoplasten (Pfeilspitze, ausgespart). An mitotischen Spindeln ist kein MPK6 Signal
nachweisbar (Stern). Maf3stab: 10pm

3.4.5 Beteiligung von endozytotischen Vesikeln und Aktin an der Bildung der
Zellplatte

In fixiertem Pflanzenmaterial ldsst sich nach Vorinkubation mit einer fixierbaren Variante des
Styryl-Farbstoffes (AM 4-65) die Markierung von Plasmamembran und sekretorischen
Vesikeln erreichen. AM 4-65 unterscheidet sich von dem in vivo Fluorochrom, FM 4-64,
durch eine zusitzliche Aminogruppe, die eine vernetzende Aldehydfixierung ermoglicht, ohne
die Fluoreszenzeigenschaften des Fluorochroms zu beeintrachtigen. Sein Emissionsmaximum
liegt bei 630 nm, so dass er gleichzeitig mit kurzwelligeren Fluoreszenzmolekiilen wie Alexa
488 und/oder DAPI zusammen eingesetzt werden kann. Pflanzen wurden fiir 30 min in AM 4-
65 inkubiert und anschlieBend fixiert. Um eine gleichzeitige Markierung des
Aktinzytoskeletts zu erzielen, erfolgte eine zusdtzliche Markierung mit einem
pflanzenspezifischen ~Aktin-Antikdper. Betrachtet man im Detail die Stadien der
Zellplattenbildung in sich teilenden Zellen, so zeigt sich besonders eine prominente
Ansammlung von Vesikeln im Bereich der Zellplatte (Abb. 3.30 A). Aktinfilamente
akkumulieren klar in der Zone der Zellplatte (Abb. 3.30 A). Rotiert man eine z-Projektion um
einen Winkel von 20°, so ldsst sich die Zellplatte 3-dimensional im Raum stehend zwischen

den teilenden Zellen erkennen (Abb. 3.30 B). Dadurch wird deutlich, dass sich die
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Aktinfilamente als Ring um die Zellplatte legen (Abb. 3.30 B). Das Innere der Zellplatte weist
keine Aktinmarkierung auf. In anp2xanp3 Keimlingen findet sich an Zellplatten, die mit einer
Seite schon an der Mutterzellwand fusioniert vorliegen, eine diffuse Aktinmarkierung im
Bereich der in die Zelle ragenden Zellplatte (Abb. 3.30 C). Ein gleichméaBig ausgebildeter
Aktinring, um die Zellplatte wird nicht sichtbar.
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Abbildung 3.30: Imnmunmarkierung von Aktin und AM 4-65 Firbung

Dargestellt in griin ist Aktin und in rot sind Zellplatten markiert durch AM 4-65 (A,B) Zellplatte in WT
Pflanzen, deutliche Akkumulation von Vesikeln im Bereich der wachsenden Zellplatte (Pfeil), Aktin bildet
einen Ring um die Zellplatte (Pfeilspitze) (C) Zellplatte in anp2xanp3, verbunden mit einer Mutterzellwand
(Pfeil), Aktin findet sich akkumuliert an der in die Zelle ragende Zellplatte (Pfeilspitze). Ein Aktinring ist
nicht ausgebildet. Malistab: Sum (A-C) Projektion aus 12 optischen Schnitten in 0.65um Abstand. z =8 pm

Die Markierung durch AM 4-65 zeigt in den Zellen der Transitionszone eine prominente
Féarbung der Querwinde, im Inneren werden endozytierte Vesikel als distinkte Punkte sichtbar
(Abb. 3.31 A, B). An der Plasmamembran lassen sich perlenschnurartig aufgereihte Vesikel
erkennen (Abb. 3.31 B). Das Aktinzytoskelett in diesem Gewebe stellt sich als feines leicht
diffuses Netzwerk dar (Abb. 31 A, B). In den Mutanten wird ein deutlicher Unterschied in der
AM 4-65 Firbung, sowie in der Struktur des Aktinzytoskeletts erkennbar. Die prominente
Markierung der Querwénde fehlt (Abb. 3.31 C), und die Zellen weisen eine schwichere und
gleichmiBige Fiarbung der Zellmembranen auf. Auffillig sind auch die stark markierten

Aktinbiindel, die in den besonders groBlumigen und irregulir expandierten Zellen
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hervortreten (Abb. 3.31 C). Diese Zellen zeigen zusitzlich eine Akkumulation von
Endosomen, speziell in der Néhe der stark gebiindelten Aktinfilamente (Abb. 3.31 D). Diese
Unterschiede zum WT treten in beiden Mutanten auf. Hier wird beispielhaft nur die Situation

in der mpk4 Mutante gezeigt.

Aktin

Abbildung 3.31: Immunmarkierung von Aktin und AM 4-65 Fiarbung in der Transitionszone

Dargestellt in griin ist Aktin und in rot sind PM und endozytierte Vesikel markiert durch AM 4-65 (A)
Transitionszone in WT Pflanzen, deutliche Markierung der PM-Querwinde (Pfeil). Aktin bildet feines Netzwerk.
(B) Detail aus (A) Kortikales feines Aktin. An Querwédnden vesikuldre Strukturen angefarbt durch AM 4-65
(Pfeile). GleichmiBige Verteilung von endozytierten Vesikeln im Zellinneren. (C) Transitionszone in mpk4,
gleichméfige Markierung der Plasmamembran durch AM 4-65. Aktinbiindel in radial expandierten Zellen sichtbar
(D) Detail aus (C), Aktinbiindel im Kortex (Pfeile), in diesen Bereichen Ansammlung von AM 4-65 geférbten
endozytierten Vesikeln (Pfeile). MafBstab:10um

3.4.6 Verteilung von MT und Aktinfilamenten in der Streckungszone und Spitze
der Wurzel von A. thaliana

In elongierenden Wurzelepidermiszellen konnen MT als transversales, antiklin zur
Wachstumsrichtung verlaufendes, kortikales Netzwerk beobachtet werden. Aktinfilamente
liegen als longitudinal verlaufende Biindel im Kortex vor (Abb. 3.32 A-C). In optischen
Schnitten durch die Mittelebene solcher Zellen, begrenzen sich die MT auf den kortikalen
Bereich. MT liegen parallel nebeneinander in den Lingswénden, die Querwéinde weisen nur
ein geringes MT Vorkommen auf (Abb. 3.32 D). Im zytoplasmatischen Bereich kdnnen keine
MT lokalisiert werden, dieser wird jedoch von Aktinfilamenten durchzogen (Abb. 3.32 D, E).
Die Querwiénde, die ausgespart sind von MT, werden klar durch eine Aktinmarkierung

hervorgehoben (Abb. 3.32 E). Dariliber hinaus sind Vakuolen von Aktinfilamentbiindel
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umgeben. Aktinfilamente umschliefen den Nukleus und bilden dort einen Aktinkéfig aus, an

denen weitere Aktinfilamente verbunden sind und durch die Zelle laufen (Abb. 3.32G).
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Abbildung 3.32: Immunmarkierung von MT und Aktin in der Elongationszone von WT Wurzeln
(A-C) Kortikale Aufnahmen von Epidermis: MT (griin) und Aktin (rot), Zellkerne (DAPI, blau. MT parallel zur
Wachstumsrichtung ausgerichtet, Aktin durchzieht longitudinal den Kortex in langen Biindeln. (D-F)
Aufnahmen der Mittelebene. (D) MT nur im Kortex vorkomend. Keine Markierung im Zytoplasma, sowie nur
schwach an den Querwinden. (E) Aktinmarkierung von Filamenten im Zytoplasma. Um Vakuolen deutliche
Aktinbiindel (Stern). Klare Markierung der Querwénde durch Aktin (Pfeile).(G) Detail von Nukleus.
Aktinfilamente bilden Aktinkéfig um Zellkern (Stern), Langgestreckte Akinfilamente im Kortex (Pfeil).
MabBstab (A-F) 10um; (G) Sum (A-C) Projektion aus 26 optischen Schnitten in 0.65 pm Abstand: z= 17 um
(D-G) Projektion aus 7 optischen Schnitten in 0.65 pm Abstand: z=4,5 um
Die Ergebnisse der Zytoskelettuntersuchungen beider Mutanten, anpZxanp3 und mpk4,
verdeutlichen, dass nicht nur das MT Netzwerk gestort vorliegt, sondern dass es auch zu
eklatanten Verdnderungen im Aktinzytoskelett kommt. In den Zellen der Streckungszone
werden dicke Aktinbiindel im Kortex sichtbar, die an einigen Stellen extrem verdichtet
vorkommen (Abb. 3.33 B). Sie durchziehen nicht nur longitudinal den Kortex, wie es in
Kontrollpflanzen typisch ist, sondern weisen eine wellenférmige und ungerichtete
Orientierung auf. Die Darstellung der Mittelebene ldsst auch dort verdichtete Aktinbereiche

erkennen, wobei Aktinbiindel markiert werden, die sich durch das Zytoplasma ziehen (Abb.
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3.33 E). Um Zellkerne werden verstarkt zusammengeballten Aktinbiindel markiert (Abb.3.33
Q).
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Abbildung 3.33: Inmunmarkierung von MT und Aktin in der Elongationszone von anp2xanp3 Wurzeln
(A—C) Kortikale Aufnahmen von Epidermis: MT (griin,)Aktin (rot), Zellkerne (DAPI, blau). MT transversal
zur Wachstumsrichtung ausgerichtet, Aktin durchzieht ungerichtet den Kortex in dicken Biindeln. Stellenweise
extrem verdichtete Aktinbereiche (Pfeile). (D-F) Aufnahmen der Mittelebene. (D) MT nur im Kortex
vorhanden. Keine Markierung im Innern der Zelle. (E) Aktinmarkierung von Filamentbiindeln im Zellinneren
(Pfeile). (G) Detail von zwei Zellkernen in einer Zelle, Aktinfilamente bilden Aktinkédfig um Zellkerne
(Sterne) mit extrem verdichtetem Aktin im angrenzenden Zytoplasma (Pfeil).

MafBstab (A-F) 10pum; (G) Sum (A-C): Projektion aus 23 optischen Schnitten in 0.65 um Abstand: z=15 pm,
(D-G )Projektion aus 10 optischen Schnitten in 0.65 pm Abstand: z= 6,5 um

Meristematische Zellen weisen einen wichtigen Unterschied in Verteilungsmuster dieser
beiden Zytosklettelemente auf. Eine prominente MT Markierung findet sich hier zwar auch
im Kortex der transversalen Wénde, jedoch umgeben MT auch den Nukleus und durchziehen
das Zytoplasma (Abb. 3.34 B). Diese zytoplasmatischen MT sind im Bereich der
Streckungszone nicht mehr vorhanden. Fiir das Aktinzytoskelett ergeben sich ebenfalls
Unterschiede zwischen elongierenden und meristematischen Zellen. Anders als in den

elongierenden Zellen bilden die Aktinfilamente im Meristem keinen Kéafig um den Zellkern
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aus, sondern liegen als feines Netzwerk im Zytoplasma verstreut vor (Abb. 3.34 B). Zwischen
den MT und dem Aktinnetzwerk im Zellinnern kommt es jedoch zu keiner direkten Ko-
Lokalisierung. Beide Netzwerke liegen als individuell getrennte Elemente im Zytoplasma vor.
Bei beginnender Mitose werden MT im Kortex abgebaut und im Spindelapparat aufgebaut,
wiéhrend Aktinfilamente durchgéngig zytoplasmatisch vorhanden sind (Abb. 3.34 C. D). Es
ist sogar eine Verstirkung der Aktinmarkierung unterhalb der Plasmamembran wéhrend der
Zellteilung zu beobachten, so dass mitotische Zellen als hell markierte ,,Boxen* hervortreten
(Abb. 3.34 A, D). MT in PPBs, Spindeln und Phragmoplasten lassen sich eindeutig
identifizieren. Aktinfilamete werden nicht im PPB beobachtet, und treten auch nicht in
Metaphasespindeln auf. Jedoch sind sie prominent in der Mittelzone der Telophasespindel
und des Phragmoplasten vetreten (Abb. 3.34 C, D). Aktinfilamente scheinen diffus entlang
des Phragmoplasten zu binden. Die typische Struktur der MT Markierung mit zwei MT
Stapeln und ausgesparter Mittelzone ist durch Aktin nicht zu erkennen (Abb. 3.34 D).
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Abbildung 3.34:
Immunmarkierung von MT und
Aktin in der meristematischen
Zone von WT Keimlingen

(A)  Ubersicht  iiber  eine
Wurzelspitze. Mitosestadien wie
PPB, Spindel und Phragmoplasten
werden deutlich durch Tubulin
Antikdrper markiert (Sterne), Aktin
weist  feines  Netzwerk  auf,
mitotisch aktive Zellen werden von
Aktin umrandet (Stern). (B) Detail
Interphasezellen (Schnittebene).
MT durchziehen das Zytoplasma.
Aktinfilamente bilden von MT
getrenntes zytoplasmatisches
Netzwerk. (C) MT  bilden
Metaphase und Telophase Spindel
aus. Abbau der kortikalen MT in
diesen Zellen. Aktin bleibt weiter in
Zytoplasma  vorhanden.  Keine
Lokaliserung an der
Metaphasespindel, jedoch deutliche
Markierung in der Mittelzone der
Telophase Spindel (Pfeil) (D)
Zytokinese: MT bilden aus zwei
dicht gebiindelten MT Palisaden
den Phragmoplasten mit
ausgesparter ~ Mittelzone.  Aktin
markiert diffus den Phragmoplasten
inklusive Mittelzone (Pfeil).Zelle
mit beginnender PPB-Bildung weist
starke Aktinmarkierung unterhalb
der Plasmamembran in beiden
Teilhdlften auf, wobei die PPB-
Zone ausgespart bleibt (Stern).
MaBstab (A) 10pm, (B-D) Sum
(A-D)  Projektion aus 8-16
optischen Schnitten in 0.65pm
Abstand. z=5-11 pm

Wihrend im Innern der Zellen keine sichtbare Uberlappung zwischen Aktin und MT auftritt,

weisen einige Regionen im Kortex dhnlich verlaufende Muster der beiden zytoskelettalen

Elemente auf (Abb. 3.35) und es kommt zur partiellen Ko-Lokalisierung der beiden

Zytokslettelemete (Abb. 3. 35 D-F).
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Abbildung 3.35: Imnmunmarkierung von MT
und Aktin im Kortex von Interphasezellen
KLSM Aufnahmen von MT (griin) und Aktin
(rot) (A-C) Einzelner optischer Schnitt im
duBersten Kortex einer Epidermiszelle, Pfeile
markieren Bereiche in denen MT und Aktin
entlanglaufen (D-F) Aufnahme derselben Zelle
eine Schnittebene (0,65 upm) tiefer. Ko-
Lokalisation von MT und Aktin an einigen
Bereichen (Pfeile) Mafistab: S5Sum

Bei beiden Mutanten konnten Aktin und MT gleichzeitig in der meristematischen Zone
dargestellt werden. Exemplarisch werden hier Aufnahmen der mpk4 Mutante gezeigt.
Ahnliche Defekte sind jedoch auch in anp2xanp3 deutlich erkennbar (Vergleich zu
Streckungszone, Abb. 3.33). Optische Schnitte durch die Mittelebene der Wurzel der mpk4
Mutante nach Markierung der MT und Aktinfilamente weisen eine deutliche Akkumulation
der Aktinfilamente im Zytoplasma von Interphasezellen auf. Diese Bereiche sind auch
gleichzeitig durch erhohte MT-Markierung gekennzeichnet (Abb. 3.36 A). Betrachtet man
detailliert die kortikalen Zellbereiche, so kennzeichnen sich die durch dicke MT-Biindel mit
jeweils darunter entlang verlaufenden, verdichteten Aktinstrukturen (Abb. 3.36 B).
Detailansichten des zytoplasmatischen Bereiches bei jiingeren Interphasezellen zeigen eine
deutliche Aktinverdichtungen unterhalb der Plasmamembran (Abb. 3.36 D). Schon bei
geringer Vergroferung der Wurzelspitze fallen die zuvor schon beschriebenen
zytokinetischen Defekte auf, zu denen zum einen die mehrkernigen Zellen und zum anderen
die schief orientierten und hdufig in Gruppen auftretenden Mitose bzw. Zytokinesestadien
zdhlen (Abb. 3.36 C). Aktin befindet sich, dhnlich wie bei den WT-Pflanzen, diffus lokalisiert
entlang der Mittelzone des Phragmoplasten (Abb. 3.36 C), Spindeln werden nicht durch Aktin

markiert.
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Abbildung 3.36: Immunmarkierung
von MT und Aktin in der
meristematischen Zone von mpk4
(A) Ubersicht iiber eine Wurzelspitze.
Mitose- und Zytokinesestadien sind
durch MT markiert (Box), Aktin
deutlich an Phragmoplasten lokalisiert,
Akkumulation von Aktin und MT in
Interphasezellen (Pfeile). (B) Detail
des  kortikalen  Bereiches, MT-
Biindelung im Kortex mit verdichteten
Aktinbereichen (Pfeile). (C) Detail von
Spindel und Phragmoplasten. Vier
schief orientierten Phragmoplasten
erkennbar. Lokalisierung von Aktin an
Mittelzone (Pfeile). (D) Detail von
Interphasezellen. ~ Endoplasmatische
MT sichtbar, Aktin liegt akkumuliert
im  Zytoplasma  unterhalb  der
Plasmamembran (Pfeile). fiir Mutanten
typische mehrkernige Zellen (Sterne)
MafBstab (A) 10um, (B-C) Sum (A-C)
Projektion aus 8-13  optischen
Schnitten in 0.65um Abstand. z = 5-9
um (D) einzelner optischer Schnitt

3.5 in vivo Lokalisierung von MAPK in pflanzlichen Zellen

Um die genaue Lokalisierung von MAPK in pflanzlichen Zellen zu studieren, wurden GFP
Fusionsproteine  hergestellt, wobei der O(pen)R(eading)F(rame) der cDNA der
entsprechenden MAPK N-terminal, sowie C-terminal an GFP fusioniert wurde (Abb. 3.37
A,C). Das Fusionsprotein stand unter Kontrolle eines zweifach verstérkten 35S Promotors aus

dem Cauliflower-Mosaik-Virus (CaMV). Die Ligation in einen bindren Vektor ermoglichte
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durch Agrobakterien-vermittelte Transformation zum einen die transiente Expression in
Tabakblitter als auch die stabile Expression in A. thaliana. Bisherige Untersuchungen mit
GFP-Reporterkonstrukten bewiesen die Lokalisierung von MPK4 im Zytoplasma und im
Nukleus der analysierten pflanzlichen Zellen (Andreasson et al. 2005). Das Augenmerk dieser
Forschungen lag jedoch auf den oberirdischen Pflanzenteilen, so dass bisher iiber die
Lokalisierung von MPK4 in Wurzelgewebe noch keine genauen Angaben vorliegen. Ein
Fusionsprotein von YFP-MPK6 exprimiert unter dem nativen Promotor konnte den Phinotyp
der MPK6 Mutante autheben (Krysan et al. 2006), so dass man dabei von einem funktionalen
Protein ausgehen kann. Auf der Basis dieser Erkenntnis wurde in der vorliegenden Arbeit nur
das N-terminale Fusionskonstrukt fiir MPK6 hergestellt. Fiir MPK3 und MPK4 wurden GFP-
Fusionskonstrukte mit beiden Orientierungen kloniert (Abb. 3.40), um im Falle von sterischen
Beeintrachtigungen die Erfolgschancen zu verbessern. In der Literatur sind fiir MPK4 sowohl
N- als auch C-terminale Fusionsproteine beschrieben worden, fiir MPK3 liegen noch keine
Erkenntnisse vor. Um sicherzustellen, dass das GFP- Fusionsprotein auch exprimiert wird,
wurde eine Uberpriifung mittels eines Immunoblots durchgefiihrt. Hierbei wird mit einem
GFP-Antikorper eine prominente Bande in der erwarteten Hohe bei 70kDa nachgewiesen
(Abb. 3.37 C, MPK3 (43kDa), MPK4 (43kDa); MPK6 (45 kDa) + GFP (28kDa)). Dabei zeigt
sich ein deutlicher Unterschied zwischen der Detektion von GFP-MPK4 und GFP-MPKG6.
Wihrend das Fusionsprotein GFP-MPKG6 als prominente Bande in der erwarteten Grofle von
~70kDa nachweisbar ist, so zeigt sich bei GFP-MPK4 eine hohe Anzahl von Abbauprodukten
und nur eine einzige schwache Bande in der richtigen Hohe des Fusionsproteins. Das
Fusionskonstrukt wurde dennoch fiir die Generierung einer stabilen Pflanzenlinie verwendet,
jedoch konnte in diesen Linien keine ausreichende Fluoreszenz detektiert werden. Die
Fusionsproteine MPK4-GFP, GFP-MPK3 und MPK3-GFP kennzeichneten sich ebenfalls
durch eine schwache Expression nach Agrobakterien-vermittelter Tranfektion in Tabak
Blittern. Nur in vereinzelten Zellen konnte eine Fluoreszenz wahrgenommen werden, die
Fusionsproteine lieBen sich mittels Immunoblot nicht detektieren und wurden somit auch
nicht zur Herstellung stabiler Pflanzenlinien verwendet. Im Gegensatz dazu konnte mit GFP-
MPKG6 eine stabile transgene Pflanzenlinie generiert werden, die eine gute Expression des

Fusionsproteins zeigt.
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Abbildung 3.37: Klonierungsschema von 35S:: GFP-MAPK und 355:: MAPK-GFP und Nachweis des
Fusionsproteins

(A) (C) Die cDNA der entsprechenden MAPK wurde durch eingefiigte Schnittstellen in den GFP
Expressionsvektor pCATGFPm1 bzw. pCATGFP kloniert.

(B) Immunoblot Analyse von N. benthamiana Blattmaterial, 2 Tage nach Infiltration mit 35S::GFP-MPK4,
35S8::GFP-MPKG6 bzw. 35S::GFP. Nachweis des Fusionsproteins auf einer Hohe von 70kDa, sowie der GFP
Kontrolle bei 28kDa durch Verwendung eines GFP Antikdrpers. Abbauprodukte des Fusionsproteins treten
bei GFP-MPK4 auf.

Die transiente Expression von GFP-MPK6 in N. benthamiana Blattern zeigt, dass das
Fusionsprotein im Zytoplasma und im Nukleus lokalisiert ist (Abb. 3.38 A). Jedoch kann es
auch akkumuliert in punktférmigen Strukturen nachgewiesen werden, die sich im Zytoplasma
bewegen (Abb. 3.38 A). In der stabil transformierten Pflanzenlinie von A. thaliana zeigt sich
ein dhnliches Bild nach den ersten mikroskopischen Untersuchungen von
Wurzelepidermiszellen. Auch in den stabilen Pflanzenlinien liegt das Fusionsprotein im
Zytoplasma, sowie im Nukleus (im Bild nicht gezeigt) vor (Abb. 3.38 B). Des Weiteren
kommt es auch hier zu einer starken Akkumulation von GFP-Fluoreszenz in runden,

vesikelartigen Strukturen (Abb. 3.38 B).
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Abbildung 3.38: GFP-MPKG6 in pflanzlichen Zellen

(A) Transiente Expression von GFP-MPKG6 in N. benthamiana Blattepidermiszellen, 2 Tage nach Infiltration.
Das Fusionsprotein ist im Zytoplasma (Zytoplasmastringe markiert durch Blockpfeile) und im Nukleus
lokalisiert (Stern). (B) Erhohte GFP Fluoreszenz liegt in punktformigen Strukturen im Zytoplasma vor (weille
Pfeile)(C) Stabile Expression von GFP-MPKG6 in A: thaliana Wurzelepidermiszellen. GFP Fluoreszenz im
Zytoplasma (Blockpfeile) und im Zytoplasma liegende prominent markierte vesikeldhnliche Strukturen (weifle
Pfeile). (D) DIC Kanal von (C) mit markierten Zytoplasmastringen (schwarze Blockpfeile). Malistab: (A)(C):
10um, MaBstab (B) : Spm

Jens Miiller konnte aber kiirzlich durch Ko-Immunmarkierungen mit spezifischen
Organellmarkern am fixierten Prdparat den Nachweis erbringen, dass es sich bei den
punktféormigen Strukturen, um Trans-Golgi Kompartimente handelt, an denen MPKG6
innerhalb der Zelle lokalisiert ist (Miiller 2009 und unverdffentlichte Ergebnisse).

Dieses Ergebnis kann in der vorliegenden Arbeit durch Verwendung des GFP-MPK6-
Reporters in Kombination mit dem TGN-Marker, VTI12-mCherry, bestitigt werden (Abb.
3.39). VTI12-mCherry markiert bewegliche TGN Kompartimente im Zytoplasma (Geldner et
al, 2009), die mit den GFP-MPK6 positiven Vesikeln ko-lokalisieren.
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355::GFP-MPKG VTI12-mCherry Merge

Abbildung 3.39: GFP-MPKG6 und VTI12-mCherry in N. benthamiana

(A)-(C) Transiente Expression von 35S::GFP:MPK6 (grin) in N. benthamiana Blattepidermiszellen
zusammen mit TGN-Marker VTI12-mCherry (rot), 2 Tage nach Infiltration. (C) Ko-Lokalisierung, Pfeile
markieren Spots, die von GFP-MPK6 und TGN-Marker markiert werden (D-F) Detailaufnahme, GFP-MPK6
akkumuliert in punktférmigen Strukturen, die von TGN Marker im roten Kanal markiert werden (Pfeile)
MaBstab: (A-C) 20um, (D-F) 10um

Die transiente Expression von GFP-MPK4 (N-terminal) und MPK4-GFP (C-terminal) in N.
benthamiana Blattern zeigt, dass das Fusionsprotein im Zytoplasma und im Nukleus
lokalisiert ist (Abb. 3.40 A). Fir GFP-MPK4 kann eine schwache aber signifikante
Markierung in punktférmigen Strukturen nachgewiesen werden, die sich ebenso wie im Fall
von GFP-MPK6 im Zytoplasma bewegen (Abb. 3.40 B, C-C™"). Der Zellkern ist sehr stark
markiert, wihrend der Nukleolus negativ hervorsticht (Abb. 3. 40 D, E).
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Abbildung3.40: GFP-MPK4 und MPK4-GFP in N. benthamiana Blattepidermiszellen

Transiente Expression von GFP-MPK4 und MPK4-GFP in N. benthamiana Blattepidermiszellen, 2 Tage nach
Infiltration. (A) GFP-MPK4 ist im Zytoplasma (Zytoplasmastringe markiert durch Pfeile) und im Nukleus
lokalisiert (Stern). (B) Erhohte GFP Fluoreszenz kann in punktihnlichen Strukturen im Zytoplasma
aufgenommen werden (Pfeile) (C-C™") Zeitaufnahme der punktéhnlich markierten Strukturen im Zytoplasma
(D, E) MPK4-GFP markiert den Nukleus (Stern) und das Zytoplasma (Pfeile) MaBstab: 10pm

Eine dhnliche intrazelluldre Lokalisierung 148t sich auch fiir die Fusionsproteine GFP-MPK3
und MPK3-GFP zeigen. Beide Proteine befinden sich im Nukleus und im Zytoplasma der
untersuchten Epidermiszellen (Abb. 3.41). Es werden jedoch keine eindeutigen Vesikel oder

weitere Strukturen durch die Fusionsproteine markiert.
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Abbildung 3.41: GFP-
MPK3 und MPK3GFP in
N. benthamiana
Blattepidermiszellen

Transiente Expression von
(A)(B) GFP-MPK3 und
(CO)(D) MPK3-GFP in N
benthamiana

Blattepidermiszellen, 2 Tage
nach Infiltration. (A)(C)
Deutliche Markierung des

Nukleus und
Zytoplasmastrang (Pfeile)
(B)(D) Zytoplasmatiche

Lokalisierung im  Kortex
MaBstab: 10pum
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4. Diskussion

4.1 Gewebsspezifische Expression von MPK3, MPK4 und MPK6

Um die mogliche Beteiligung der MAP-Kinasen, MPK3, MPK4 und MPK6 an
entwicklungsabhéngigen und stress-induzierenden Prozessen in pflanzlichen Organen
nachzuweisen, wurden stabile GUS-Promotor Linien generiert, die Einblicke in die
gewebsspezifische Aktivitit der Promotoren lieferten. Dabei zeigte sich, dass die Aktivitdt der
MAPK auf bestimmte Gewebebereiche und spezifischen Zelltypen begrenzt ist. In einigen
Bereichen wie dem Wurzelmeristem, den Seitenwurzeln und den Kotyledonen kommt es zu
iiberlappenden Aktivititen von zwei bzw. allen drei MAPK. Fiir andere Zonen konnte jedoch
spezifisch die Aktivitdt einer bestimmten MAPK nachgewiesen werden, wie in der
Transitionszone fiir MPK6 oder in der Wurzelhaarzone fiir MPK4. Fiir MPK4 liegen bereits
Daten iiber die Promotoraktivitit im vaskuldren Gewebe und in den Spaltéffnungen von
Blattern vor (Petersen et al. 2000). Diese Ergebnisse decken sich mit den hier gemachten
Beobachtungen an den von mir erstellten MPK4-GUS Linien. Obwohl einige Kotyledonen
schon recht frith eine Expression im gesamten Blattgewebe zeigen, tritt die spezifische
Markierung der Stomata immer sehr deutlich hervor, und dies ist nicht begrenzt auf die
Kotyledonen, sondern schliefit auch die Stomata des Hypokotyls mit ein. In der mpk4 Mutante
treten irregulir geformte Stomata auf, und in einigen Bereichen bilden sie dicht gedringte
Gruppen. Ein dhnlich auffilliger Stomataphénotyp ist bisher bei der mpk4 Mutante nicht
beschrieben worden. Dies impliziert, das MPK4 fiir die Entwicklung von Stomata von
Bedeutung ist, was fir MPK3 und MPKG6 bereits stark vermutet wird. Besonders
offensichtlich scheint dies bei der MPK3/MPK6-Doppelmutante zu sein, die ein extrem
gestortes  Stomatamuster aufweist (Wang et al. 2007). Die hier vorgelegten
gewebsspezifischen Expressionsdaten unterstiitzen diese Annahme. Durch die Lokalisierung
der Promypk3GUS-Aktivitdt kann zum ersten Mal gezeigt werden, dass MPK3 in den
Kotyledonen und besonders stark in den Stomata exprimiert wird. Die Expression ist jedoch
nicht auf die Epidermis beschriankt, sondern findet sich auch in den Mesophyllzellen der
Kotyledonen. Interessanterweise ist die Aktivitdit von MPK6 in den Kotyledonen auf einige
Stomata begrenzt und verschwindet in spdteren Folgeblittern ganz. In den Stomata des

Hypokotyls tritt gar keine Aktivitdt auf.
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Dieses Muster der GUS Aktivitdt suggeriert, dass MPK6 entwicklungsabhéngig sehr friih an
der Festlegung der Stomatamuster beteiligt ist, wihrend MPK3 konstitutiv im Blatt exprimiert
wird und die Signalgebung fiir die Entwicklung der Stomata mitreguliert. Dieses Phdnomen,
dass bei paralogen Genpaaren das eine konstitutiv exprimiert wird, und das andere auf
Transkriptionsniveau spezifisch reguliert wird, um moglicherweise entwicklungsspezifische
Signale zu verstdrken, wurde auch bei einigen MAPK gefunden, die nach biotischem Stress
aktiviert werden (Menges et al. 2009).

Uber die Expression von MAPK in der Wurzel gibt es bisher wenige gesicherte Erkenntnisse.
Lediglich fiir MPK4 und MPK6 liegen Protein-Expressionsstudien vor, die fiir beide MAPK
eine erhohte Expression in Wurzel und Wurzelspitze aufzeigen, und zusitzlich fiir MPK4 eine
erhohte Expression in den Seitenwurzeln (Bush und Krysan et al. 2007, Su et al. 2007). Durch
die Analysen der PromGUS-Linien konnten die Aktivititen der drei MAPK in der Wurzel
gewebespezifisch zugeordnet werden (Abb. 4.1). So weisen alle drei eine erhohte Expression
in der Seitenwurzel auf, jedoch in unterschiedlichen Zonierungen innerhalb der Seitenwurzeln
(Abb. 4.1) Spezifisch fir MPK4 ist der Nachweis der Promotoraktivitit in der
Wurzelhaarzone, sowie in den duB3eren Bereichen des Wurzelmeristems. Beide Zonen weisen
in der mpk4 Mutante klare Defekte auf, die sich zum einem in einer extremen
Wurzelhaarmorphologie und zum anderen in abortiven Zytokineseformen duBlern. Neueste
detaillierte Untersuchungen der mpk6 Mutante zeigen auch, dass diese Mutante Defekte in der
Zellsymmetrie aufweist, die genau in den Geweben auftreten die durch die GUS-Aktivitat
gekennzeichnet sind (Miiller, 2009) So treten im Apikalmeristem und in der Transitionszone
deutliche zytokinetische Defekte in Erscheinung, die sich in misorientierten Teilungsstadien
der Zellen in der Wurzelrinde aber auch in der Nédhe des ruhenden Zentrums in der
Wurzelspitze zeigen (Miiller, 2009) Fiir die mpk3 Mutante liegen noch keine zellbiologischen
Analysen vor. Es wire besonders interessant zu iiberpriifen, ob MPK3 eine Rolle bei der
Seitenwurzelentwicklung spielt, denn die Promotor GUS Linie von MPK3 hatte eine
auffillige Expression in den Bereichen der Seitenwurzelprimordien und jungen Seitenwurzeln

gezeigt.
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Abbildung 4.1: Schema der Promotor
AKktivitit von MPK3, MPK4 und MPK6
in der Wurzel von A. thaliana
Darstellung der Wurzel mit
gewebespezifischer ~ Expression  der
MAPK, zusammengestellt aus den
Markierungen der stabilen Promotor-
GUS-Linien.

MPK3 und MPK6 weisen eine
iberlappende Aktivitdt in der
Wurzelspitze auf, wobei die MPK6
Aktivitdt sich noch auf angrenzende
Kalyptrazellen ausbreitet. MPK4
Aktivitdt  erstreckt sich in  der
Wurzelspitze im dulleren Bereich bis zur
Transitionszone. In der Transitionszone
findet sich MPK6 Promotoraktivitét,
gefolgt von MPK4 in der
Wurzelhaarzone. In den Bereichen der
Seitenwurzelnprimordien ~ liegt  die
Aktivitdt von MPK3, MPK4 und MPK6
in den Bereichen des Meristems, sowie
zusdtzlich  von MPK3 in  der
angrenzenden Region des
Zentralzylinders. In  auswachsenden
Seitenwurzeln befinden sich MPK4 und
MPKG6 in der meristematischen Region,
MPK3  ist  begrenzt auf den
angrenzenden Zentralzylinder

Obwohl Signalwege hauptsidchlich auf Proteinniveau iiber posttrankriptionale Modifikationen

reguliert werden, kann jedoch zusétzliche die Regulierung von Signalwegen auch {iber eine

Anderung der Genexpression beteiligter Komponenten erfolgen. Dies konnte speziell fiir

MAPK gezeigt werden. So wird MPK3 nicht nur durch verschiedene biotische Stressausloser

transkriptional induziert (Mizoguchi et al. 1996, Desikan et al. 2001), sondern auch

zusammen mit MPK4 durch abiotischen Stress zB. durch genotoxische Strahlenbelastung

(UV-Strahlung) induziert (Ulm et al. 2002): Interessanterweise konnte in diesem Experiment

gezeigt werden, dass das Transkript von MPK6 konstitutiv exprimiert vorliegt und die

Transkriptmenge sich durch den ausgesetzten genotoxischen Stress nicht dndert. Somit erfolgt

eine Regulierung des Transkripts spezifisch fiir bestimmte MAPK, dies muss jedoch nicht

einhergehen mit einer frithen Aktivierung dieser MAPK und ihrer Beteiligung im Signalweg.

Das MPK6 Protein wird bereits nach 10 miniitiger UV-Strahlung phophoryliert weist jedoch

tiber den untersuchten Zeitraum von 3 h keine Unterschiede in der Menge des Transkriptes

auf (Ulm et al. 2002). Dies ldsst darauf schlieBen, dass MPK6 konstitutiv exprimiert als erstes

auf genotoxischen Stress reagiert und friih aktiviert werden kann, und dass MPK3 und MPK4

erst spater an weiteren Signalwegen beteiligt werden.
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Dieses Phianomen der transkriptionellen Regulierung sollte nun in Bezug gesetzt werden mit
gewebespezfischen Anderungen der Expression von MAPK. Die Untersuchungen an den
stabilen Promotor-GUS-Linien der MAPK sollten die moglichen gewebespezifischen
Anderungen der MAPK-Aktivitit nach abiotischem Stress niher charakterisieren.
Bezeichnend fiir alle dret MAPK war, dass die Stressantwort als erstes im Wurzelgewebe zu
einer Induktion der Promotoraktivitét fiihrte und dies nicht einhergeht mit einer Induktion der
Promotoraktivitdt in den oberirdischen Organen. Das Stressantworten durch transkriptionale
Aktivierung der MAPK unterschiedlich sind in Spross und Wurzel, wurde in einem grof3en
Mikroarrayexperiment ebenfalls bestdtigt (Menges et al. 2009) Bei diesem Experiment
wurden fir 114 MAPK-Gene, die transkriptionale Regulation nach spezifischen
Stressbehandlungen aufgezeigt (Menges et al. 2009).

Es zeigte sich bei den Analysen der Promotor-GUS Linien, dass abiotischer Stress nicht nur
zu einer Verstirkung der Promotoraktivitit im Gewebe kommt, sondern dass sich die
Aktivitdt auch auf zuvor nicht markierte Bereiche ausweitet. Bei der Behandlung der
PromypgsGUS-Linie mit Saccharose zeigte sich eine deutliche konzentrations- und
zeitabhingige Aktivierung der Promotoraktividt, die sich auch auf angrenzende Gewebe
ausbreitete. Durch die RT-PCR Analysen konnte dieses auch mit einer erhohten
Transkriptmenge in Korrelation gebracht werden. Die Transkript Daten belegen fiir alle hier
untersuchten MAPK, das abiotischer Stress im Wurzelgewebe die mRNA Menge beeinflusst.
Um detailliertere Aussagen liber die unterschiedlichen Expressionsstirken zu treffen, ist es
angedach,t diese Daten mit einer durchgefiihrten ,,Real-time* PCR zu verifizieren und zu
quantifizieren. Bei dieser Methode erfolgt die Quantifizierung der Fluorophor markierten
DNA mit Hilfe von Fluoreszenz-Messungen nach jedem PCR-Zyklus Die Fluoreszenz nimmt
dabei proportional mit der Menge der PCR-Produkte zu und ergibt durch
Vergleichsmessungen mit definierten Standards, in der Regel konstant exprimierte und nicht
regulierte Referenzgene, genaue Daten iiber die Expressionsstirke der untersuchten PCR-
Produkte.

Generell zeigt sich, dass alle drei MAPK in den Bereichen, in denen es zu einer frithen
Expression kommt, sie dort auch an entwicklungsspezifischen Prozessen beteiligt sind. Die
gewebeabhingige Kontrolle der transkriptionellen Regulation scheint somit eine wichtige
Rolle in der Spezifitit der MAPK-Signalgebung zu spielen. Wie diese Spezifitit jedoch

vermittelt wird, ist noch nicht bekannt.
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4.2 Phiinotypische Ahnlichkeiten zwischen anp2xanp3- und mpk4-Mutanten
ist bedingt durch Defekte des kortikalen MT Zytoskletts

Vergleicht man die morphologischen Merkmale beider Mutanten, so ist offensichtlich, dass
sie dhnliche Defekte aufweisen, jedoch in unterschiedlichem Ausmall und zwar treten alle
beschriebenen Defekte deutlich verstirkt in der mpk4 Mutante auf. Beide Mutanten zeigen ein
verlangsamtes Wurzelwachstum und abnormale Wurzelformen, die zum einen bedingt sind
durch gestorte Wachstumsmuster der epidermalen Zellen, zum anderen durch extrem
abnormale Wurzelhaarformen, wie Mehrfachverzweigungen und angeschwollene Haarbasis.
Zusitzlich zur Wurzel fielen auch in anderen vegetativen Geweben dhnliche Abnormalitéiten
auf, einschlieBlich stark geschwollener epidermale Zellen des Hypokotyls, sowie irreguldr
geformter Stomata und Epidermiszellen der Kotyledonen. Die Defekte der Wurzelhaare
lassen sich mdéglicherweise mit Blick auf den Mechanismus des polaren Spitzenwachstums
erkldaren. Das polare Spitzenwachstum (Wurzelhaarwachstum) wird moduliert durch eine
Anzahl von zelluldren Prozessen. Dazu gehoren das dynamische Verhalten des Zytoskeletts,
der spitzenfokusierte Ca*"-Gradient und die gerichtete Vesikel/Membran Fusion, die in der
Wurzelspitze das Wurzelhaarwachstum vorantreibt. Diese Prozesse unterliegen einer strengen
Regulation durch ein Netzwerk von Signalmolekiilen wie Reaktive Sauerstoff (Oxygen)
Spezies (ROS), Guanosin-Nukleotid-bindende Proteine (kleine GTPasen), Mitogen-aktivierte
Proteinkinasen (MAPK) und Phophatidyl-Inositole (Samaj et al. 2004 b). Der Phinotyp der
anp2xanp3 Mutante (MAP3K) und der mpk4 Mutante (MAPK) erinnert an Wurzelhaare nach
Behandlung mit MT-stabilisierenden Drogen (Bibikova et al. 1999, Sieberer et al. 2005) und
an Mutantenlinien mit reduzierter alpha-Tubulin Expression (Bao et al. 2001). Durch MT-
depolymerisiende bzw. stabilisierende Drogen verlieren Wurzelhaare ihre geradlinig
fokussierte Zellform und bilden einen wellenférmigen Schlauch aus. In mehreren Fillen wird
nicht nur die Direktionalitidt des Wurzelhaares gestort, sondern durch eine Re-Lokalisierung
des Ca®" Gradienten entsteht eine neue Wachstumsspitze, und als Folge bilden sich zwei bis
mehrfach verzweigte Wurzelhaare (Bibikova et al., 1999). Dieses Phinomen lie83 sich deutlich
in der anpZxanp3 Mutante nachweisen bei der Beobachtung des Wurzelhaarwachstums.
Dabei zeigte sich, dass es zu einer Verschiebung der spitzenfokussierten Prozesse kommt,
welches sich in dem Wachstumsstop der primdren Wurzelhaarspitze dullert, wahrenddessen es
dann zum Auswuchs einer weiteren Wurzelhaarspitze im basalen Teil des Wurzelhaares
kommt. Die Verwendung von MT-Drogen induziert ebenfalls das Anschwellen von Zellen in

der Streckungszone der Wurzel (Baskin et al. 1994, Blancaflor et al. 1998), ebenfalls ein
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Phidnomen, welches deutlich in beiden Mutanten zu beobachten ist. Dies fiihrt zu der
Hypothese, dass ANP2/ANP3 und MPK4 in einer Kaskade beteiligt sein konnten, die wichtig
ist fiir die Regulation der MT-Dynamik und MT-Struktur. Die weiteren Untersuchungen des
MT-Zytoskeletts durch Immunmarkierung in der vorliegenden Arbeit bestitigen die gestorte
MT-Organisation in den kortikalen Bereichen der beiden Mutanten. Die stark gebiindelten
MT gehen einher mit dem Verlust der Zellform und ist in beiden Mutanten deutlich zu
erkennen, jedoch am stérksten in der mpk4 Mutante. Die Ergebnisse liber die MT-Verteilung
in den Zellen der GFP-MBDanp2xanp3-Linie und der GFP-MBDmpk4-Linie bestdtigen die
Hypothese der gestorten MT-Organisation in allen Zelltypen. Die Mutanten weisen extrem
gebiindelte, wellenférmige und weitgehend unorientierte MT in kortikalen Bereichen aller
untersuchten epidermalen Zellen auf. MT spielen eine Schliisselrolle in der Festlegung der
Zellform, hauptsidchlich durch Beeinflussung des Musters in dem Zellwandmaterial in
expandierenden Zellen abgelagert wird (Smith, 2003). Die Dynamik und die Organisation der
kortikalen MT wird von Mikrotubuli-assozierenden Proteinen (MAP) kontrolliert (Hussey et
al. 2002; Sedbrook, 2004; Sedbrook und Kaloriti, 2008). Mindestens eine der neun bekannten
Isoformen der MAPG65-Familie in Arabidopsis, die Isoform MAP65-1 assoziiert mit
kortikalen MT (Smertenko et al. 2004; Van Damme et al. 2004). Diese Isoform wurde als
MT-vernetzendes MAP beschrieben, welches in der Lage ist, MT untereinander antiparallel
zu verkniipfen (Chan et al. 1999, Li et al. 2007 a, Gaillard et al. 2008) und mehrere Studien
konnten die biindelnden Eigenschaften von MAP65-1 fiir kortikale MT beweisen (Smertenko
et al. 2004, Mao et al. 2006). Dabei konnte gezeigt werden, dass die Fahigkeit zur MT-
Biindelung abhingig ist vom jeweiligen Phophorylierungsstatus des MAP65-1 Proteins
(Smertenko et al. 2006). Fiir die Phosphorylierung kommen mehrere Proteinkinasen in Frage,
darunter auch die beiden Mitogen-aktivierten Proteinkinasen, MPK4 und MPK6. Das
Ausmass der Phophorylierung ist nicht nur wichtig fiir die Kontrolle der MAP65-Aktivitit,
sondern ist auch fiir die korrekte Lokalisierung des Proteins notig (Smertenko et al. 2006).
Die Expression einer nicht phosphorylierbaren Form von MAP65-1 fiihrte zu einer
iiberméBigen Biindelung von MT (Smertenko et al. 2006, Li et al. 2007 b), die durch das
verstirkte Anhaften von MAP65-1 an MT verursacht wird. Im Gegensatz dazu weist ein
phophomimetisches Analog von MAP65-1 eine signifikant geringerer Affinitit zur MT-
Oberflache auf, verglichen mit dem WT Protein (Smertenko et al. 2006). In beiden Mutanten,
anp2xanp3 und mpk4, lassen sich Verdnderungen in der MAP65-1 Lokalisierung feststellen,
die diesem Erscheinungsbild dhneln. Die hier durchgefiihrten

Immunfluoreszenzuntersuchungen mit einem spezifischen Antikorper gegen MAP65-1
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zeigen, dass es im Vergleich zum Wildtyp zu einer klaren Umverteilung in der MAP65-1
Lokalisierung kommt. Dies geht einher mit den oben angesprochenen MT-Biindelungen in
den kortikalen Bereichen. In anp2xanp3 und mpk4 findet sich MAP65-1 gleichmiafig verteilt
entlang von MT, anders als bei WT Pflanzen, die ein ungleichméBiges Verteilungsmuster
zeigen. Eine artifizielle Uberexpression von MAP65-1 in Suspensionszellen von A. thaliana
fiihrte zu einer extremen Biindelung der kortikalen MT (Mao et al. 2006). Dazu passt die
Beobachtung, dass die Differenzierung von Mesophyll Suspensionskulturzellen aus Zinnie
elegans zu Tracheenelementen, die an die Biindelung der kortikalen MT gekoppelt ist
(Roberts et al. 2004), einher geht mit einer zeitweilig erhohten Expression von MAP65-1
(Mao et al. 2006). Biochemische Analysen beider Mutanten zeigen, dass es zu einer starken
Anreicherung des MAP65-1 Proteins im Vergleich zum WT kommt (George Komis,
unverdffentlichte Daten) Untersuchungen des Phosporylierungsstatus beweisen, dass die
phophorylierte Form des MAP65-1 Proteins nur in geringer Menge in den Mutanten vorliegt,
wiéhrenddessen die nicht phophorylierte Form angereichert ist (George Komis,
unverdffentlichte Daten). Diese Daten unterstiitzen die hier gemachten Beobachtungen, dass
die extreme MT-Biindelung in anp2xanp3 und mpk4 zuriickzufithren ist auf MAP65-1
Uberakkumulation und einer geringeren Phopshorylierung. Als Mittelglied (MAP2K) dieser
MAPK Kaskade konnte MKK6 eine Rolle spielen, was man zusédtzlich zu seiner Homologie
zu NQKI1 auch aus genontologischen Analysen schliefen kann. So fanden Menges und
Mitarbeiter (Menges et al. 2008), dass MKK6 beteiligt ist an MT-abhidngigen Prozessen der
Zytoskelett-Organisation. Dies gilt auch fiir ANP2, das ausserdem an zytoskelett - abhdngigen

Transportphdnomenen, an der Steuerung des Zellzyklus mitwirkt (Menges et al. 2008)
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Abbildung 4.2: Modell einer méglichen MAPK Kaskade, die die Dynamik von MT beeinflusst durch die
Regulation von MAP65-1

(WT) ANP2 und ANP3 werden aktiviert und steuern eine oder mehrere unbekannte MAP2K an, die ihr Signal
an MPK4 oder MPK6 weitergeben. Als Zielprotein wird MAP65-1 phophoryliert und verliert somit seine
Affinitit zu MT. (anp2xanp3) Das Aussschalten der ANP2/ANP3 Gene fiihrt zu einer unvollstindigen
Signalkaskade, welche eine geringere Phophorylierungsaktivitit von MAP65-1 entfaltet. Die unphophorylierte
Form von MAP65-1 liegt im Uberschu vor und kann mehr MT biindeln. (mpk4) Das Fehlen von MPK4 fiihrt
zu einer verstirkten Biindelung von MT, sehr wahrscheinlich zuriickzufithren auf ein groBeres
Ungleichgewicht zwischen der phophorylierten Form von MAP65-1 und der unphophorylierten Form.

4.3 Zytokinetische Defekte in anp2xanp3- und mpk4-Mutanten

In der anp2xanp3-Mutante wurden die zytokinetischen Defekte bereits beschrieben (Krysan
et al. 2002), die hier in vollem Umfang bestitigt werden und erstmals mit einer Storung im
MT-Netzwerk in Bezug gesetzt werden konnen. Die Mutantenlinie anp2xanp3 ist
gekennzeichnet durch viele zytokinetische Auffilligkeiten, wie mehrkernige Zellen,
Zellwandreste aus unvollendeten Teilungsstadien, unregelméBig expandierte Phragmoplasten
und schief orientierte Zellplatten. Diese zytokinetischen Abnormalititen konnten zudem
erstmals in der mpk4 Mutante nachgewiesen werden und zwar deutlich verstiarkt. All diese
beschrieben Defekte verweisen darauf, dass in beiden Mutanten der Mechanismus gestort sein
muss, der Zellwachstum und Zellteilung kontrolliert. Da in Pflanzen die kortikalen MT fiir die
Aufrechterhaltung der Zellform von groer Bedeutung sind, und MT des Weiteren auch fiir

die mitotischen und zytokinetischen Prozesse die entscheidenden strukturgebenden
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Zellkomponenten sind, liegt es nahe, dass fiir den hier beschriebenen, zytokinetischen
Phénotypen eine Storung der Dynamik des MT-Netzwerkes verantwortlich sein kdnnte.
MORI1 ist ein Mitglied einer anderen Familie von MT-assoziierten Proteinen in Pflanzen, der
MAP215 Familie, das fiir die Aufrechterhaltug der kortikalen MT-Organisation in
Interphasezellen benétigt wird. Jedoch ist das Protein nicht nur an kortikalen MT lokalisiert,
sondern befindet sich wihrend der Zytokinese auch in der Uberlappungszone des
Phragmoplasten (Twell et al. 2002). In der mor! Mutante wird dies deutlich, da nicht nur das
kortikale MT Netzwerk gestort ist, sondern es zusétzlich zu drastischen Verdnderungen
wihrend der Zytokinese kommt. In der Mutante sind Spindeln und Phragmoplasten kurz und
abnormal geformt und bestehen fiir ldngere Zeit als die im WT. Da MOR-1 wichtig ist zur
Regulierung der MT Lénge, wird angenommen, dass dadurch die Form und Orientierung von
Spindeln und Phragmoplasten beeintrachtigt ist. Dieser Defekt fiihrt zu falsch ausgerichteten
oder unvollendeten Zellplatten und dadurch zu vielkernigen Zellen (Kawamura et al. 2006).
Die Proteine der MOR- und MAP65-Familien haben also offensichtlich iiberlappende
Funktionen, denn z.B. fiihrt das Fehlen der MAP65-3 Isoform zu abnormalen Phragmoplasten
und fehlerhafter Zytokinese. Dies hat eine Hiufung von multinukleéren Zellen zur Folge, was
letztendlich zu einer abnormalen Wurzelentwicklung fiihrt (Miiller et al. 2004, Smertenko et
al. 2004). Diese Studien beweisen, dass MT-assozierte Proteine eine wichtige Rolle fiir die
dynamischen Organisationen der MT wihrend der Zytokinese spielen. Nach den hier
vorliegenden Ergebnissen, mufl man nun folgern, dass MAPK ihrerseits in dieses Regelwerk
eingreifen. Das gilt nicht nur fiir ANP2/ANP3 sondern auch fir MPK4 und MPK6. Beide
MAPK sind an den zytokinetischen MT, wie PPB und Phragmoplast lokalisiert dhnlich wie
MAPG65-1 (Abb. 3). Das sind alles Bereiche, die durch eine MT-Biindelung gekennzeichnet
sind. Die Tatsache, dass MAPK in Pflanzen prinzipiell in der Lage sind, MT zu beeinflussen
oder mit MT Subpopulationen zu interagieren ist bereits beschreiben worden. So ist z.B.
SIMK (stress induced MAP kinase) aus Medicago, ein Homolog der Arabidopsis-MPK6, an
zytokinetischen MT wie PPB und Phragmoplasten lokalisiert (Samaj et al. 2004 a). Des
Weiteren konnen andere MAPK wie MMK3 aus Medicago und NtF6 aus Tabak am
Phragmoplasten in teilungsaktiven Zellen gefunden werden (Calderini et al. 1998, Bogre et al.
1999). Obwohl der direkte Beweis noch aussteht, ist doch sehr wahrscheinlich, dass
ANP2/ANP3 und MPK4 sowie MPK6 zusammen in einer Kaskade angeordnet sind, die
durch Phosphorylierung von MAP65-1 nicht nur die Dynamik der kortikalen MT, sondern
auch das zytokinetische MT-System beeinflusst.
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Abbildung 4.3: Modell der Lokalisierung von MAP65-1 und MAPK an MT Strukturen

wiéhrend der Zytokinese

In der Interphase liegen MT transversal zu Wachstumsrichtung vor, MAP65-1 lokalisiert entlang
einiger MT. Wéhrend der Pra-Prophase kommt es zur Bindung von MAP65-1 entlang des PPB,
gleichzeitig kommt es auch zur Bindung von MPK6 an MT des PPB. MPK4 akkumuliert im
Zytoplasma. Wihrend der Metaphase zeigt sich keine Bindung von MAP65-1 oder MPK4/MPK6 an
die mitotische Spindel. In der Telophase und wihrend der Entstehung des frithen Phragmoplasten
relokalisieren MAP65-1, sowie MPK4 und MPK6 entlang der MT, die den Phragmoplasten aufbauen.
Im spdteren Phragmoplasten bleibt die Lokalisierung von MAP65-1 und MPK6 entlang der anti-
parallelen MT-Palisaden bestehen, MPK4 befindet sich in der Ebene der neu gebildeten Zellplatte. In
den frisch geteilten Zellen, entsteht wieder das kortikale MT-Netzwerk mit der urspriinglichen MAP65-

1 Lokalisierung.

4.4 Darstellung von MT und Aktin in anp2xanp3 und mpk4

Die Darstellung des Aktin-Netzwerkes in Wurzeln von A. thaliana mittels Immunmarkierung
galt bisher als methodische Herausforderung. Bisher wurden eine Reihe unterschiedlicher
Techniken eingesetzt, um Aktinfilamente in fixierten Wurzeln zu untersuchen. Dazu gehort

die Immunmarkierung von Wachs-Schnitten (Reichelt et al. 1999, Vitha et al. 2000, Baluska
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et al. 2001) oder Butylmethylacrylat-Schnitten von kryofixierten Wurzeln (Baskin et al.
1996), die Verwendung von fluorochrom-konjugiertem Phalloidin an permeabilisierten
Wurzelstiicken (Nishimura et al. 2003), die Antikdrpermarkierung an fixierten und
permeabilisierten Wurzelstiicken (Gilliand et al. 2003, Hu et al. 2003) und die ,,Freeze-
Shattering“-Methode (Braun et al. 1999). Jedoch birgt jede dieser verwendeten Methoden
Nachteile, und die meisten haben sich fiir die Darstellung des empfindlichen Aktin-
Netzwerkes in Arabidopsis-Wurzeln als unzureichend erwiesen.

Eine weitere Moglichkeit, das Aktin-Zytoskelett in Pflanzen darzustellen, ist die
Transformation mit GFP-Reporter-Konstrukten in A. thaliana, die unter der Kontrolle eines
geeigneten Promotors exprimiert werden. Mehrere Aktin-Reporter-Konstrukte sind bisher
beschrieben worden. Sie basieren auf der Fusion zwischen einem Aktin-bindenden Protein,
bzw. der Aktin-Bindedoméine aus diesem Protein, und GFP in seinen verschiedenen
Varianten. Dazu gehoren zB. GFP-Talin (Kost et al. 1998, 2000; Ketelaar et al. 2004,
Sheahan et al. 2004), GFP-AtVLN1 (Villin) (Klahre et al. 2000) und GFP::fABD2 (Aktin-
binding-domain von Fimbrin) (Voigt et al. 2005), oder Lifeact-GFP/YFP (Vidali et al. 2009,
Era et al. 2009). Der Vorteil der in vivo-Reporter ist die Moglichkeit der Darstellung von
dynamischen Prozessen in Pflanzen. Jedoch hat auch diese Methode seine Nachteile. Je nach
Art des verwendeten Promotors konnen Aktinfilamente oft nicht in allen Geweben dargestellt
werden, oder es kann zu artifiziellen Biindelungen der Aktinfilamente durch die verwendeten
GFP-Reporter kommen (Ketelaar et al. 2004, Sheahan et al. 2004). Des Weiteren kann es
durch den Einsatz des Lasers zu photochemisch-oxidativem Stress kommen oder auch zu
mechanischem Stress durch das Auflagegewicht des Deckglases. Dadurch bedingt kdnnen
Reaktionen der Pflanze eintreten, die eine Umgestaltung des Aktin-Netzwerks zur Folge
haben. Vorausgesetzt chemische Fixierung fiihrt zu einem optimalen Ergebnis, und die
weitere Handhabung der Priparate verursacht keine Beschddigung, dann liefert die
Immunmarkierung bei Anwendung hochauflosender Scans im Konfokalen-Laser-Scanning-
Mikroskop die beste optische Qualitdt mit der Option der dreidimensionalen Darstellung.
AuBerdem konnen beliebige Kombinationen von Doppel- und Dreifachmarkierungen
durchgefiihrt werden, was in der Summe zu einem sehr detaillierten Bild der Zytoskelett- und
Membranorganisation in den Wurzeln von A. thaliana fihrt. In der vorliegenden Arbeit kann
die Fixierung und Handhabung von Arabidopsis Keimlingen soweit optimiert werden, dass
dieses Ziel weitgehend erreicht wird. Der wichtigste Schritt fiir die Erhaltung des Zytoskeletts
beginnt mit der Fixierung des Gewebes. In den bisher iiblichen Protokollen werden

Konzentrationen von 1 % Glutaraldehyd und 4 % Formaldehyd fiir die Vorfixierung
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verwendet (z.B. Collings und Wasteneys, 2005). Dies wird im optimierten Protokoll reduziert
auf 0,5 % fir Glutaraldehyd und 1,5 % fiir Paraformaldehyd. Dadurch werden die
Proteinepitope geschont, was eine bessere Antikorperbindung gewdhrleistet. Die
anschlieBende Reduktion der Aldehyde durch NatriumBorhydrid ist unabdingbar, ebenso eine
lange Inkubation mit spezifischen Enzymen fiir den Zellwandverdau. Es hat sich
herausgestellt, dass eine Inkubationszeit von 30 min bei 37 °C mit einem Mix aus drei
Zellulasen (Driselase, Cellulase, Pectoylase) nicht unterschritten werden sollte. Dieser Schritt
ist wichtig fiir die gute Penetration der Antikorper in tiefe Gewebeschichten und somit fiir die
Darstellung des Zytoskeletts in allen Zelltypen der Wurzelspitze und Elongationszone. Ein
ganz wichtiger Punkt ist die Vermeidung von mechanischen Schiden und die Erhohung der
Reproduzierbarkeit durch Verwendung feiner Netzchen, in denen die Pridparate von einer
Inkubationslésung in die nichste liberfithrt werden (s. Mat. und Meth. 2.7) Mit diesen
Modifikationen im Protokoll der ,,whole-mount“ Markierung lassen sich nun beide
Zytosklettelemente in WT und Mutanten Keimlingen markieren und vergleichen.

In teilungsaktiven Zellen konnen beide Zytokelettelemente visualisiert werden. Dabei zeigen
sich wichtige Unterschiede in der Organisation der MT und der Aktinfilamente in den
verschienen Stadien des Zellzyklus. Wiahrend die kortikalen MT beim Eintreten in die
Prophase abgebaut werden und nur noch Spindel MT in der Zelle vorliegen, verdichtet sich
das Aktinnetzwerk im Kortex und ersetzt damit sehr wahrscheinlich die kortikalen MT.
Wihrend der frithen Bildung des Phragmoplasten findet sich Aktin entlang der Mittelzone der
beiden MT-Stapel. Es bildet einen dufleren Ring, der den Phragmoplasten umgibt und
wahrscheinlich als Zugkraft fungiert, um den Phragmoplasten an die dufleren Zellwdnde zu
ziehen. Dies wird durch die Verwendung von Aktinhibitor Studien bestétigt, bei denen sich
die Zellplatten danach durch wellenférmige oder schrig gestellte Formen auszeichnen
(Baluska et al. 2001, Cleary, 2001; Hoshino et al. 2003; Sano et al. 2005, Zhang et al. 2009).
Die benoétigte Kraft fiir die Zellplattenexpansion wird sehr wahrscheinlich iiber ein acto-
myosin System vermittelt, da zum einen die Inhibition der Myosinaktivitdt ebenfalls zu einer
gestorten Zellplattenentwicklung fiihrt (Molchan et al. 2002), zum anderen eine Myosin VIII
Isoform an den duBeren Enden der Zellplatte lokalisiert ist (Reichelt et al. 1999). In der
anp2xanp3 Mutante zeigt sich auch eine klare Misorientierung des Aktinnetzwerkes an einer
einseitig fusionierten Zellplatte. Die Aktinfilamente bilden keinen Ring um die Zellplatte aus,
sondern akkumulierten an dem ins Zellinnere ragenden Teil der Zellplatte.

Ein wichtiger Unterschied zwischen WT und Mutanten zeigt sich auch in der Aktinverteilung

im Zytoplasma von Interphasezellen und wachsenden Zellen in der Streckungszone. Wahrend
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Aktin in WT Pflanzen im Zytoplasma ein feines dichtes Netzwerk ausbildet, kommt es bei
beiden Mutanten zu stark gebiindelten und akkumulierten Bereichen von Aktin im
Zytoplasma. Uber welches Regelglied das MAPK Signal an das Aktin-Zytosklett
weitergegeben wird, miiite durch biochemische und genetische Experimente weiter
untersucht werden. Bekannt ist, dass Profilin, ein Aktin-blindelndes Protein, durch MAPK
phosphoryliert werden kann (Limmongkon et al. 2002). Dies wurde kiirzlich auch durch
Verwendung einer phosphorylierungsinaktiven Form von Profilin bestdtigt, die eine erhohte
Bindungsaffinitit zu Aktin aufweist (Jozef Samaj, unverdffentlichte Daten). Die transiente
Expression dieser Variante in Zwiebelschuppen-Epidermiszellen konnte akkumliert an
Aktinfilamentbiindeln nachgewiesen werden (Jozef Samaj, unverdffentlichte Daten).
Inwieweit jedoch die hier untersuchten MAPK die Dynamik des Ab- und Aufbaus des Aktin-
Zytoskeletts und der Aktin-biindelnde Prozesse beeinflussen kdnnen, ist noch nicht bekannt.
Die Zerstorung von Aktinfilamenten fithrt zum Anschwellen der Wurzelspitze durch isotrope
Zellexpansion (Baskin und Bivens, 1995, Blancaflor, 2000). Dies zeigt, dass neben den MT
auch das Aktin-Zytoskelett eine Rolle bei der Regulierung der Zellform und der
Wachstumsrichtung spielt. Vermutlich interagieren beide Zytoskelett-Elemente bei diesen
Prozessen, denn man kann u.a. in elongierenden Zellen beobachten, dass sich unter der Ebene
der transversal verlaufenden MT eine Schicht transversal angeordneter Aktinfilamente
befindet (Collings und Allen, 2000). Genetische Studien an A. thaliana sprechen ebenfalls fiir
eine Beteiligung der Aktinfilamente an der Kontrolle der Zellexpansion in Wurzeln. Die act2-
2D Mutante weist kiirzere Aktinbilindel in Wurzelepidermiszellen auf, was sich in reduziertem
Streckungswachstum und Defekten in der Initiation und Elongation von Wurzelhaaren duf3ert
(Nishimura et al. 2003). Mutationen, die das AC77 Gen betreffen, fithren zu reduzierten
Wurzelwachstum, einer spiraligen Verdrehung der Zellsdulen und irreguldren Zellteilungen
(Gilliland et al. 2003). Ebenso dramatisch sind die Effekte von Uber- oder Unterexpression
Aktin-bindender Proteine, wie z.B. Profilin, ADF (Actin depolymerizing Factor), und CAP
(Cyclase associated Protein) und beeinflussen direkt das Langenwachstum der Wurzeln
(Ramachandran et al. 2000; Dong et al. 2001; Barrero et al. 2002). Dass beide Zytoskelett-
Elemente in Pflanzen miteinander interagieren und dies besonders in den kortikalen Regionen
der Zellen, ist sehr wahrscheinlich. Zum einen zeigen dies Studien an der mor/ Mutante, die
nicht nur Hypersensitivitit gegeniiber MT-zerstorende Drogen aufweist, sondern auch
gegeniiber Aktin-zerstorenden Drogen (Collings et al. 2006). Deshalb geht man von einem
,,cross-talk® zwischen Aktinfilamenten und MT aus, ohne dass schon bekannt wire, wie das

zustande kommt (Collings et al. 2006). Zum anderen zeigen in vivo-Aufnahmen von
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CFP/YFP-markierten MT und Aktinfilamenten in Bereichen des Kortex eine Interaktion
zwischen diesen beiden FElementen (Jaideep Mathur, http://www.illuminatedcell.com/
Cytoskeletalsystem.html), was auch in der vorliegenden Arbeit durch die Immunmarkierung
gezeigt werden kann (Abb. 3.35).

In beiden Mutantan sind auch deutliche Ubereinstimmungen in der Lage und Orientierung der
MT und Aktinfilamente feststellbar, gerade in solchen Bereichen in denen beide Zytoskelett-
Elemente gebiindelt im Kortex vorliegen. Die Vermutung, dass es in diesen Bereichen
aufgrund de rdumlichen Néhe zu einer Interaktion zwischen beiden Elemente kommt, liegt
nahe. Ob dies jedoch eine Folge der fehlenden MAPK Signalgebung in den Mutanten ist, ist
noch ungeklart. Die Generation von stabilen MAPK-Mutanten Linien, die das in vivo
Reporterkonstrukt GFP:: fABD2 zur Visualisierung von Aktinfilamneten in Pflanzen (Voigt
et al. 2005) exprimieren, konnen in Zukunft dazu beitragen einen Einblick in diese Prozesse

zu gewdhren.

4.5 Intrazellulire Lokalisierung von MAPK durch GFP-Reporter

Die MAPK, MPK3, MPK4 und MPK6 wurden fiir in vivo Untersuchungen mit GFP fusioniert
und in pflanzlichen Zellen exprimiert. Die Problematik bei der Generierung eines jeden GFP-
Fusionskonstruktes liegt in der mdglichen sterischen Behinderung wichtiger Proteindomédnen
durch das GFP, was zu fehlerhaften Aktivitit oder Lokalisierung des Fusionsproteins fithren
kann.

Die MAPK des ERK Typs bestehen aus zwei Dominen, einer N-terminalen Doméne, die
hauptséchlich aus beta-Faltblattstrukturen aufgebaut ist, aber auch zwei alpha-Helices enthilt,
und einer C-terminalen Doméne, die meist alpha-helikal geformt ist, und zusétzlich vier kurze
beta-Faltblatter besitzt. Die C-terminale Doméne beinhaltet mehrere Aminosiure-Reste, die
an katalytischen Reaktionen beteiligt sind (Turjanski et al. 2007). Ein flexibler Linker
unterstiitzt die korrekte Orientierung zwischen der N- und C-terminalen Doméne und ist somit
essentiell fiir die enzymatische Aktivitit. MAPK binden ihre ,,upstream® Regulatoren und
»downstream® Zielproteine iiber Oberflacheninteraktionen, durch ,,Docking“~-Motive, welche
auBerhalb der katalytischen Doméne liegten (Biondi und Nebreda, 2003, Tanoue und Nishida,
2003). Diese ,,Docking*“-Motive sind entscheidend fiir die Bestimmung der Substratspezifitit
der MAPK (Biondi und Nebreda, 2003, Tanoue und Nishida, 2003; Dimitri et al. 2005; Ho et
al. 2006). Aufgrund der hohen strukturellen Ahnlichkeit zwischen den MAPK ist es noch
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unklar, wie die hohe Substratspezifitit erzielt wird. Erste Hinweise geben vergleichende
Studien, in denen unterschiedliche MAPK-Komplexe miteinander verglichen wurden .Sie
zeigen, dass Verdnderungen in der Aminosdure-Zusammensetzung in dem ,,Docking®“-Motiv
die Selektivitit der Bindung zu Substraten beeinflufit (Turjanski et al. 2007). Des Weiteren
tragen dynamische Anderungen der Konformation, die eintreten, nachdem MAPK an
»scaffold Proteine oder Zielproteine gebunden haben, ebenfalls zur Signalspezifitit des
MAPK-Komplexes bei. Diese Konformationsdnderungen kénnen auch dafiir verantwortlich
sein, dass ihre katalytische Domédne angreifbar wird fir MAP2Ks, Phophatasen oder
Transkriptionsfaktoren (Zhou et al. 2006). Diese hohe Spezialisierung in der Regulierung der
MAPK durch Doménen im N-, sowie im C-terminalen Bereich, erschwert die Erstellung von
funktionalen GFP-Fusionskonstrukten. Fiir MPK3 und MPK4 wurden deshalb zwei Varianten
von Fusionskonstrukten hergestellt, zum einen wurde GFP N-terminal am Protein fusioniert
und zum anderen erfolgte die Fusion am C-Terminus der MAPK.

Bisherige intrazelluldre Lokalisierungen bei 4. thaliana zeigten fir MPK4 eine Lokalisierung
im Zytoplasma und im Zellkern von Mesophyll Zellen (Andreasson et al. 2005). Die
Arbeitsgruppe konnte auch die Funktionalitit des Fusionsproteins durch Komplementierung
der mpk4 Mutante mit MPK4-GFP beweisen. In weiteren Arbeiten wurde die
gewebespezifische Expression des Fusionsproteins unter dem nativen Promotor ermittelt.
Dabei zeigte sich fiir GFP-MPK4 die hochste Expression in Seitenwurzeln und in der
Wurzelspitze (Su et al.2007). Die Expression der in dieser Arbeit erstellten Konstrukte von
35S::GFP-MPK4 und 35S::MPK4-GFP in Tabakblittern fiihrt ebenfalls zu einer Markierung
des Zytoplasmas und des Nukleus, gleichzeitig werden bei dem N-terminalen
Fusionskonstrukt, 35S::GFP-MPK4, im Zytoplasma punktformig, bewegliche Strukturen
markiert. Diese Markierung kommt bei Verwendung des C-terminalen Konstruktes,
35S::MPK4-GFP, nicht zustande. Die Uberpriifung dieses Ergebnisses durch Untersuchung
der Proteinzusammensetzung im Gesamthomogenat, zeigt zwar eine sehr schwache Bande auf
der erwarteten Hohe fiir 35S::GFP-MPK4, aber dariiber hinaus mehrere Abbauprodukte.
Vergleicht man die in vivo-Lokalisationsergebnisse der GFP-Konstrukte mit der
Immunmarkierung von MPK4, so werden eklatante Unterschiede erkennbar. Der Antikorper,
der spezifisch gegen A. thaliana MPK4 gerichtet ist, markiert in Wurzelzellen dicht gepackte,
punktformige Strukturen im Zytoplasma und spezifisch die Plasmamembran (Miiller, 2009).
Demgegeniiber wird durch das Fusionskonstrukt 35S::GFP-MPK4 &hnliche punktformige
Strukturen nur schwach markiert, wihrend das Hauptvorkommen des Proteins diffus im

Zytoplama und im Nukleus angezeigt wird. Eine Plasmamembran-Markierung ist mit beiden
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Fusionskonstrukten nicht erkennbar. Es ist davon auszugehen, dass das GFP Doménen
sterisch blockiert, die ansonsten wichtig wiren fiir die korrekte intrazelluldre Lokalisierung
der MAPK. Dies scheint auch der Fall zu sein, bei den GFP-Fusionsproteinen von MPK3.

Fiir MPK3 lagen bisher noch keine in vivo Daten iiber intrazelluldre Lokalisierungen
in Pflanzen vor. Diese Liicke kann auch durch die vorliegenden Ergebnisse nicht geschlossen
werden. Nach transienter Expression in N. benthamiana treten die N- und C-terminalen GFP-
Fusionsproteine von MPK3 zwar im Zytoplasma und im Nukleus der Blattepidermiszellen
auf. Die Effizienz der Expression ist allerdings sehr schwach, selbst nach mehreren Tagen der
Expression, aufgrund dessen ldsst sich im Gesamthomogenat von transformiertem
Blattgewebe per Immunoblot kein Fusionsprotein nachweisen. Jedoch in der
Immunfluoreszenz an Arabidopsis Wurzelgewebe treten wieder distinkte Lokalisierungen
dieser MAPK an punktformigen Strukturen im Zytoplasma auf, sowie an der Plasmamembran
(Miiller, 2009).

Fir MPK6 wurde nur das N-terminales Fusionskonstrukt erstellt, weil bereits bekannt ist, dass
an den N-Terminus fusioniertes Fluoreszierendes-Protein die Funktionalitdt nicht beeinflusst
(Bush und Krysan et al.2007). In Homogenaten aus transformiertem Tabak-Blattgewebe kann
das Fusionsprotein als eine prominente Bande auf der Hohe von 70 kDa nachgewiesen
werden, so dass man bei den Lokalisierungen auch nicht von Artefakten durch
Abbauprodukte ausgehen muB. Die Expressionsstirke ist ausreichend hoch, sowohl bei
transient transformierten Tabakbléttern, als auch bei stabil transformierte 4. thaliana Linien,
um die Lokalisierung des Fusionsproteins gut zu dokumentieren. GFP-MPKG6 tritt nicht nur
im Zytoplasma und im Nukleus auf, sondern in vesikelartigen Strukturen im Zytoplasma. Die
Lokalisierung von MAPK an vesikelartigen Strukturen konnte schon fiir SIMK, dem MPK6
Homolog aus Medicago, gezeigt werden (Samaj et al. 2002). Dabei zeigten sich die
markierten Vesikel in Wurzelhaaren von Medicago sativa, allerdings konnte die Identitét
dieser Strukturen noch nicht gekléart werden.

Fiir MPK6 in 4. thaliana konnen diese Vesikel jedoch eindeutig als TGN-Vesikel identifiziert
werden. Hinweise auf die Lokalisierung von MPK6 an vesikelartigen Organellen in A.
thaliana hatte kiirzlich schon Jens Miiller (Miiller 2009) durch Immunmarkierung geliefert.
Diese Vesikel konnten ko-lokalisiert mit TGN Markern nachgewiesen werden. Dies konnte
zudem durch biochemische Analysen bekréftigt werden. Sie belegten das MPK6 zu tiber 40%
Prozent an mikrosomalen Membranen gebunden vorliegt, so dass sich der Rest auf den

Zellkern und die rein zytosolische Proteinfraktion verteilt (Miiller,2009).
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Diese Daten von Jens Miiller konnten nun mit einer weiteren unabhingigen Methode bestitigt
werden, indem das Fusionsprotein 35S::GFP-MPK6 in vivo sauber mit dem Trans—Golgi-
Netzwerk (TGN)-Marker, VTI12 (Geldner et al.2009), ko-lokalisiert. Somit scheint MPK6 an
drei Orten in der Zelle vorzukommen, diffus im Zytoplasma, an TGN-Vesikeln und im Kern.
Man kann deshalb davon ausgehen, dass MPK6 an der Regulation sekretorischer Prozesse

beteiligt ist.
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5. Zusammenfassung

In dieser Arbeit sind drei MAPK aus A. thaliana ndher charakterisiert wurden. Wie bereits
bekannt ist, sind MPK3, MPK4 und MPK6 an vielen abiotischen und biotischen, sowie
entwicklungsspezifischen Signalwegen beteiligt. Durch Promotor GUS-Konstrukte dieser
MAPK wurde die gewebespezifische Expression vor allem in der Wurzel analysiert. Alle drei
MAPK sind in distinkten Geweben der Wurzel aktiv und konnen in ihrer Promotoraktivitdt und
Gewebespezifitit durch Applikation von abiotischen Stressen beeinflusst werden.

Der Zusammenhang zwischen MAPK Signalgebung und dem Zytoskelett in 4. thaliana
wurde durch die zellbiologische Analyse von ausgewidhlten MAPK Mutanten studiert. Dafiir
wurden zwei MAPK/MAP3K Mutanten morphologisch und zellbiologisch néher charakterisiert.
Dabei handelt es sich zum einen um die mpk4 Mutanten Linie. Sie ist die einzig bekannte
Einzelmutante einer MAPK, die auffillt durch einen starken Phénotyp bedingt durch
Wachstumsdefekte. Als MAP3K Mutante wurde die anp2xanp3 Mutante gewéhlt. Diese Mutante
ist als zytokinetische Mutante beschrieben, weist jedoch noch zusétzlich morphologische
Abnormalititen der epidermalen Zellen auf. Vergleicht man die morphologischen Merkmale
beider Mutanten, so ist es offensichtlich, dass sie einem bestimmten Grad dhnliche Defekte
aufweisen, jedoch in unterschiedlichem Ausmal3. Beide Mutanten Arabidopsis Linien zeigen ein
verlangsamtes Wurzelwachstum, gekennzeichnet durch Zwergwuchs. Beide Mutanten sind
gekennzeichnet durch abnormale Wurzelformen, die zum einen bedingt sind durch gestortes
Wachstumsmuster der epidermalen Zellen, zum anderen durch extrem abnormale
Wurzelhaarformen wie mehrfach verzweigte und geschwollene Wurzelhaare. Zusitzlich zur
Wurzel fielen auch in anderen vegetativen Geweben dhnliche Abnormalitdten auf, einschlielich
abnormale epidermale Zellen des Hypokotyls und Stomata und Epidermiszellen der
Kotyledonen. Die morphologischen Anderungen wiesen auf mdgliche Fehler im kortikalen
Microtubuli (MT) Netzwerk hin. Per Immunmarkierung konnten bei beiden Mutanten gezeigt
werden, dass die kortikalen MT extrem gebiindelt vorliegen. Dies konnte in vivo durch neu
generierte GFP-MBDanp2xanp3 und GFP-MBDmpk4 Linien noch unabhéngig bestdtigt werden.
Als Zielprotein der MAPK Signalkaskade konnte MAP65-1 nachgewiesen werden. Ein MT-
biindelndes Protein, welches in den Mutanten akkumuliert an den kortikalen MT nachzuweisen
ist. Des Weiteren wurden zytokinetische Defekte in beiden Mutanten offensichtlich, die sich
durch mehrkernige Zellen, schief orientierte Spindeln und Phragmoplasten und Zellwandreste
duBerten. Im Detail lieBen sich die mehrkernigen Zellen und Zellwandreste auf Phragmoplasten

zurlickfiithren, die sich durch fehlerhafte Expansion kennzeichneten. Dopppelmarkierungen mit
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MPK4 oder MPK6 und MT, sowie MAP65-1 und MT konnten eindeutig beide MAPK und
MAPG65-1 an zytokinetischen Préaprophase Bindern (PPB) und Phragmoplasten lokalisieren. Dies
deutet auf eine mogliche Beteiligung der MAPK an der Regulierung von MAP65-1 wihrend der
Mitose und Zytokinese hin. Zusitzlich zum MT-Zytoskelett wurde noch das Aktin-Zytoskelett
visualisiert, welches in beiden Mutanten ebenfalls verdndert vorliegt.

Um in vivo die Beteiligung von MAPK an intrazelluliren Prozessen ndher zu
untersuchen, wurden GFP-Konstrukte aller dret MAPK erstellt und in Pflanzenzellen exprimiert.
Die Fusionsproteine sind nicht nur wie vermutet im Zytoplasma und im Nukleus lokalisiert,
sondern befinden sich zusdtzlich im Zytoplasma an vesikeldhnlichen Strukturen. Fiir
358::GFP:MPK6 konnten diese Vesikel als trans-Golgi network (TGN) Vesikel identifiziert

werden.
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7.1 Primer und PCR-Programme
7.1.1 Tabelle der MAPK Gene aus A. thaliana
Gen Bp Anzahl | AS Anzahl
AtMPK3 1112 370 cDNA
(At3g45640)
AtMPK4 1130 376 cDNA
(At4g01370)
AtMPK6 1188 396 cDNA
(At2g43790)
AtMPK3 2016 Promotor
(At3g45640)
AtMPK4 1545 Promotor
(At4g01370)
AtMPK6 1808 Promotor
(At2g43790)
7.1.2 Tabelle der verwendeten Primer
Primer Sequenz Restriktions- | Annealing
schnittstelle Temperatur
MPK3 forward 5'gc gga tee atg aac acc gge ggt gge3’ BamHI
MPK3 reverse S'ge act agt cta acc gta tgt tgg ctt gag3” Spel 56°C
MPK3 forward 5'gca cca tgg atg aac acc gge ggt '3 Ncol
MPK3 reverse 5'gca cca tgg aac cgt atg ttg gat tga g °3 Ncol 56°C
MPK4 forward 5'ge gga tec atg teg geg gag agt tgt ttc 3° BamHI
MPK4 reverse 5'ge act agt tca cac tga gic ttg agg 3' Spel 56°C
MPK4 forward 5'gea cea tgg atg teg geg gag agt tgt 3 Necol
MPK4 reverse 5'gca cca tgg aca ctg agt ctt gag gat tgaa '3 Ncol 56°C
MPKG6 forward 5'ge gga tee atg gac ggt ggttca agg 3 BamHI
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MPKG6 reverse 5'gc act agt cta ttg ctg ata ttc tgg att g 3° Spel 58°C
PromMPK3 forward | 5 gc gga tee cat acg att att tag agg 3 BamHI
ProMPK3 reverse 5'ge cee ggg tie tet cte aat tga te 3 Smal 54°C
PromMPK4 forward 5" g gga tee gaa gaa gaa caa tge teg 3° BamHI
PromMPK4 reverse | 5 gc ccc ggg cgg age aaa att cct cac 3° Smal 58°C
PromMPK6 forward | 5" gc gga tee caa gat cca atg tgt cac 3° BamHI
PromMPKG6 reverse | 5 gc cee ggg gac cgg taa aga tgaaag ¢ 3° Smal 58°C
Actin2 forward 5'gc gga tee atg get gag get gat gat att caa cc 3°
Actin2 reverse 5'cg tta gac cat gga aca ttt tct gtg aac gat tcc 3° 56°C

7.1.3 PCR-Programm der One Step RT-PCR

One Step RT-PCR Temperatur | Zeit
Reverse Transkriptase | 55°C 30min
Denaturierung 94°C 2min
Denaturierung 94°C 15sek
Annealing 55°C 30sek
Extension 68°C Imin
Final Extension 68°C Smin
26-30 Zyklen

7.1.4 PCR Programm zur Amplifikation der cDNA

PCR ¢cDNA Temperatur | Zeit
Denaturierung 95°C 2min
Denaturierung 95°C 30sek
Annealing s.6.1.2. 30sek
Extension 72°C Imin
Final Extension 72°C 10min
35 Zyklen

7.1.5 PCR Programm zur Amplifikation der Promotoren

PCR Promotoren

Temperatur | Zeit

Denaturierung

95°C 2min
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Denaturierung 95°C 30sek

Annealing s.6.1.2. 30sek

Extension 72°C 2min

Final Extension 72°C 10min

32 Zyklen

7.2 Losungen und Puffer

7.2.1 Kulturmedien und Sterilisationslosungen

LB-Medium

NaCl 10g
Trypton 10g
Hefeextrakt 5¢g
Aqua dest. ad 11

pH 7, autoklaviert
fiir Agarfestmedium inklusive 15 g/l Bacto-Agar

Y2 MS-Medium

MS-Medium ohne Vitamine 23¢g
Saccharose 10g
Aqua dest. ad 11

pH 6, autoklaviert
fiir Agarfestmedium inklusive 4 g/l Phytagel

YEB-Medium

Rinderextrakt 5¢g
Hefeextrakt lg
Pepton 5¢g
Saccharose 5¢g
Aqua dest. ad 1'1

pH 7,2 mit NaOH, autoklaviert
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MgCl, (0,1 M) 14 ml
Rifampicin (50 mg/ml) 2 ml
Kanamycin (50 mg/ml) 500 pl

fiir Agarfestmedium inklusive 15 g/ 1 Bacto-Agar

Inokulationsmedium

YEB-Medium 250 ml
Saccharoselosung (0,5 %) 250 ml
Tween20 (10 %) 2,5 ml

Sterilisationslosung fiir Samen

Natriumhypochlorid 10 %
TritonX-100 0,1 %
in Aqua dest. (MilliQ)

7.2.2 Losungen fiir molekularbiologisches Arbeiten

Probenpuffer fiir Agarosegelelektrophorese

Bromphenolblau 0,25 %
Xylene Cyanole FF 0,25 %
Ficoll 400 15 %

in Aqua dest. (MilliQ)

TAE (Tris acetate electrophoresis) Puffer

Tris 242 g
EDTA 0,5 M, pH 8,0 100 ml
Essigsdure 100 % 57,1 ml
Aqua dest. (MilliQ) ad 11

pH 7,8- pH 8 mit Essigsdure eingestellt

TELT-Losung
Tris/HCI pH 8,0 50 mM

EDTA 62,5 mM
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LiCl
TritonX-100

Tris-HCI
EDTA

2,5 mM
0,4 %

10 mM
1 mM

7.2.3 Losungen fiir Inmunmarkierung

PBS

0,14 M NaCl

2,7 mM KCl

6,5 mM Na,HPO, x H,0
1,5 mM KH,PO4

add Aqua dest.

pH 7,3

MTSB (1x)

50 mM PIPES

5 mM MgSO, 7H,O

5 mM EGTA

auffiillen auf 1000 ml mit Aqua dest.
pH 6,9 (mit KOH)

EGTA (0.5 M Stockldsung)
EGTA

Aqua dest.

Zugabe von KOH (fest) bis Losung klar

pH 8

Fixierlosung (1.5 % (v/v) Paraformaldehyd, 0.5 % (v/v) Glutaraldehyd in %2 MTSB)

80¢g
02¢g
1,L15¢g
02¢g
11

15,1 g (PIPES free acid MW = 302.,4)
1,23 ¢
10 ml von 0,5 M Stockldsung

38¢g
10 ml

Paraformaldehyd (8 %)
Glutaraldehyd (25 %)
0,5x MTSB

1 ml
100 pl
4 ml
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Permeabilisierungspuffer (10 % DMSO / 2 % Nonidet P-40 in PBS)

DMSO
Nonidet-P40
PBS

Reduktionspuffer
NaBH,4
PBS

Mounting Medium

p-Phenylenediamine
Glycerol
PBS

10 ml
2 ml
88 ml

50 mg
50 ml

100 mg
90 %
10 %

pH 8,0, mit Carbonat/Bicarbonate oder Tris eingestellt

Lagerung bei -20 °C

7.2.4 Losungen fiir Proteinextraktion und Immunoblot

12 % Trenngel
Acrylamid/Bis (30 %/2,67)
1,5mMTrisHCI, pH 8,8

10 % SDS

10 % AmmoniumPersulfat
TEMED
Aqua dest.

4 % Sammelgel

Acrylamid/Bis (30 %/2,67)

Aqua dest.

0,5 mMTrisHCI, pH 6,8
10 % SDS

10 % AmmoniumPersulfat

TEMED

4 ml
2,5ml
100 pl
50 ul
Sul
3,35 ml

1,3 ml
6,1 ml
2,5 ml
100 pl
50 ul
Sul
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4x Probenpuffer nach Limmli
0,5M Tris-HCI, pH 6,8

Glycerol

10% SDS
B-Mercaptoethanol

0,5% (w/v) Bromphenolblau
Aqua dest.

SDS-Laufpuffer (10x)
250 mM Tris

1,92 M Glycin

10 % SDS

auf 1 Liter mit Aqua dest. auffiillen

Blotpuffer (1x)
20 mM Tris

150 mM Glycin
10 % Methanol

auf 4 Liter mit Aqua dest. auffiillen

TBS-Puffer (10x)
100 mM Tris/HCI (pH7,4)
1,5 mM NaCl

auf 1 Liter mit Aqua dest. auffiillen

TBS-T Puffer
Tween20 (0,1 %)
TBS Puffer

1,0ml (Endkonzenteration: 62,5mM)
1,6ml (Endkonzentration: 20%)
1,6ml (Endkonzentration: (2%)
0,4ml (Endkonzentration: 5%)
0,4ml (Endkonzentation: 0,06%)
3,0ml

30g
144 ¢
10g

9,68 g
4505 g
400 ml

12,1 g
87,6 g

500 pl
500 ml
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Tabelle 1: Intrazelluldre Lokalisierung von MAPG65 Isoformen aus A. thaliana in

pflanzlichen Zellen
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