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1 Einleitung

Den gegenwartigen Nobelpreis fir Chemie tragen Roderick MacKinnon und der amerikani-
sche Biochemiker und Mediziner Peter Agre fir ihre "...discoveries concerning channels in
cell membranes" (The Nobel Foundation, 2003). Peter Agre wurde im Speziellen geehrt "for
the discovery of water channels" (The Nobel Foundation, 2003), die mit der Entdeckung des
ersten humanen Aquaporins durch seine Arbeitsgruppe an der Johns Hopkins University
School of Medicine (Baltimore, USA) seinen Anfang nahm (Denker et al., 1988). Das ent-
deckte channel forming integral protein kommt in den Membranen der Erythrocyten und Nie-
rentubuli des Menschen vor und wurde aufgrund seines Molekulargewichts von 28 Kilodalton
als CHIP28 bezeichnet. Seine, fir das Verstandnis des transmembranen Wassertransports,
wohl bedeutendste Arbeit gelang Peter Agre, indem er nachwies, dass CHIP28 die osmoti-
sche Wasserpermeabilitat Gber biologische Membranen um mehr als das 16-fache erhdhen
konnte (Preston et al., 1992). Im darauf folgenden Jahr fUhrten Maurel et al. (1993) den glei-
chen Nachweis zur Funktion des pflanzlichen Aquaporins »-TIP aus Arabidopsis thaliana.
Beide Arbeiten hatten eine ungeheure Motorwirkung auf die wissenschaftliche Erforschung
der Aquaporine als molekulare Komponente des transmembranen Wasserflusses in biologi-
schen Systemen zur Folge. Bald zeichnete sich ab, dass Aquaporine einer umfangreichen
Genfamilie entstammen, deren Vertreter in samtlichen Organismenreichen vorkommen. Na-
mensgebend fir diese Genfamilie war das major intrinsic protein (MIP) in Zellmembranen
der Augenlinse bei Rind (Reizer et al., 1993). Schon bei dessen Entdeckung wurde speku-
liert, dass es eine molekulare Komponente des Wasserflusses Uber biologische Membranen
sein kdnnte (Gorin et al., 1984).

Heute ist bekannt, dass Gene aus der Familie der MIP flr intrinsische Membranproteine mit
einem Molekulargewicht von 26 - 34 Kilodalton codieren. Diese Proteine sind aus sechs
transmembranen a-Helices (Helix 1-6), finf interhelikalen Schleifen (Schleife A-E) sowie
cytosolischen N- und C-Termini aufgebaut. Die Schleifen B und E bilden mit jeweils einem
kurzen hydrophoben Abschnitt und einem stark konservierten hydrophilen Motiv (Asparagin-
Prolin-Alanin) eine hygroskopische Pore nach dem Sanduhr-Modell (Jung et al., 1994). In-
nerhalb der Membran aggregieren Aquaporine zu Homotetrameren (Engel et al, 2000), ob-
gleich jedes Monomer einen funktionellen Wasserkanal ausbildet (Jung et al., 1994).

In Pflanzen scheint die Familie der MIP zu einer hohen funktionellen und genetischen Diver-
sitat gelangt zu sein (Santoni et al., 2000; Tyerman et al., 2002). Wahrend in Tieren bis heu-
te ca. zehn Vertreter der MIP identifiziert worden sind (Verkman & Mitra, 2000), scheint es in
Pflanzen eine vielfache Anzahl dieser Homologe zu geben. So weist beispielsweise Arabi-
dopsis thaliana 35 (Johanson et al., 2001), Zea mays 31 (Chaumont et al., 2000) und Ricinus
communis mindestens zehn Homologe aus der Familie der MIP auf (Weig & Eisenbarth,
2000). Anhand des "...complete set of genes encoding major intrinsic proteins in Arabidop-
sis..." (Johanson et al., 2001) wurde die Familie der MIP-Gene aus Arabidopsis thaliana in
vier Unterfamilien gegliedert. Die gréBte Unterfamilie bilden die plasmalemma intrinsic prote-
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ins (PIP), welche zusammen mit den tonoplast intrinsic proteins (TIP) nach ihrer subzellula-
ren Lokalisation benannt wurden und funktionell als "orthodoxe" Aquaporine gelten. Eine
dritte umfangreiche Unterfamilie bilden die nodulin-like intrinsic proteins (NIP), die nach dem
NOD26 aus Wurzelknélichen von Glycine max benannt wurden. Sie kénnen wie dieses Ho-
molog gleichermaBen Wasser und Glycerin transportieren und werden demnach als Aqua-
glyceroporine bezeichnet. Die kleinste Unterfamilie der MIP stellen die small intrinsic proteins
(SIP), welche eine deutlich abweichende Struktur aufweisen und Uber deren Funktion bis
dato keine Erkenntnisse vorliegen. Die einzelnen Unterfamilien sind weiter in mehrere Grup-
pen unterteilt. So teilen sich beispielsweise die PIP in die beiden Gruppen PIP1 und PIP2
auf, die TIP in die sechs Gruppen TIP1 - TIP6. Eine sehr &hnliche Untergliederung wurde
auch in der Monokotyledonen Zea mays beschrieben (Chaumont et al., 2001).

Analog zur genetischen Diversitat weisen pflanzliche MIP eine weite Bandbreite verschiede-
ner Transportselektivitaten auf. Sie reicht vom Wassertransport (z. B. Maurel et al., 1993),
Uber den Transport kleiner ungeladener Teilchen (z. B. Rivers et al., 1997; Dordas et al.,
2000; Weig & Jakob, 2000) bis zur Permeation von Kohlendioxid (Uehlein et al., 2003). Da-
bei weisen viele pflanzliche MIP Mischformen der Transportselektivitat auf (z. B. Rivers et al.,
1997; Klebl et al., 2003), weswegen eine funktionelle Einteilung in Aquaporine und Aquagly-
ceroporine ihre Grenzen hat.

Inzwischen ist die Erkenntnisflille Gber die genetische Organisation, die zellulare Lokalisation
und die verschiedenen Transportaktivitaten pflanzlicher Aquaporine enorm (z. B. Santoni et
al., 2000; Tyerman et al., 2002). Im Gegensatz dazu ist die Frage nach der physiologischen
Relevanz von Aquaporin-vermitteltem Wassertransport bzw. der Wirkungsweise, wie Aqua-
porine als funktionelle Komponente in physiologische Vorgénge einer Pflanze integriert sind,
nur unzureichend geklart. Einen Beitrag zu Beantwortung dieser Fragen soll die vorliegende
Arbeit leisten.

Lange vor der Entdeckung der ersten Aquaporine zeigten Paganelli & Solomon (1957), dass
die Permeabilitat menschlicher Erythrocytenmembranen fiir osmotisch getriebenen Wasser-
fluss héher ist als fir den Austausch von Wasser per Diffusion. Mit diesem Befund unter-
mauerte Dainty (1963) seine Hypothese von der Existenz wasserleitender Poren in biologi-
schen Membranen, welche parallel zur Diffusion einen Massenfluss von Wassermolekulen
durch die doppelte Lipidschicht ermdglichen. Erst 1990 lieferten Wayne & Tazawa durch
Messungen von transzellularer Osmose an Internodien von Nitellopsis obtusa, den Nachweis
fir die Existenz eines hocheffizienten, Protein-vermittelten Transportwegs flir Wasser Uber
zellulare Membranen. Zwei Jahre spater gelang schlieBlich Peter Agre der endgultige
Brlickenschlag zwischen den biophysikalischen Befunden hoher zelluldrer Wasserpermeabi-
litdten und den Aquaporinen als deren molekulare Grundlage (Preston et al., 1992).

Nach Finkelstein (1987) besitzt eine reine Phospholipid-Doppelschicht die osmotische Was-
serpermeabilitat von ~1 *™/;. Die hdchste osmotische Wasserleitfahigkeit biologischer Memb-
ranen wurde mit ~1200 "/ im Kortex von wachsendem Erbsen-Epikotyl gemessen
(Cosgrove & Steudle, 1981). Sie veranschaulicht die hohe Kapazitat von Pflanzenzellen, mit
Hilfe von Aquaporinen groBe Mengen Wasser in kurzer Zeit austauschen zu kénnen.
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Zwei physiologische Vorgange, bei denen augenscheinlich ein besonders schneller Wasser-
fluss Uber pflanzliche Zellmembranen notwendig ist, sind die nastischen Bewegungen der
Pulvini von Mimosa pudica und die SchlieBbewegungen der Stomata. An beiden Vorgangen
scheinen Aquaporine funktionell beteiligt zu sein (Fleurat-Lessard et al., 1997; Sarda et al.,
1997).

Ein weiterer physiologischer Vorgang, bei dem in relativ kurzer Zeit relativ groBe Mengen
Wasser Uber Membranen flieBen, ist das Expansionswachstum pflanzlicher Zellen. Es voll-
zieht sich in erster Linie hinter der Determinationszone des SproB- bzw. Wurzelscheitels und
fihrt zu einer 10- bis 1000-fachen VergréBerung des Zellvolumens (Cosgrove, 1997). Allein
dieses zelluldre Expansionswachstum bedingt die Lange pflanzlicher Spross- bzw. Wurzel-
achsen. Es impliziert eine Vielzahl biophysikalischer und biochemischer Prozesse (Abb. 1,
Cosgrove, 1997), lasst sich im Wesentlichen jedoch durch drei biophysikalische Parameter
beschreiben.
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Abb. 1: Das Expansionswachstum pflanzlicher Zellen und die involvierten Prozesse (sche-
matische Ubersicht aus Cosgrove, 1997)

Biophysikalische Prozesse, die unmittelbar zum Expansionswachstums pflanzlicher Zellen beitra-
gen, sind mit durchzogenen Linien gekennzeichnet. Biochemische Vorgange, welche an diesen
Prozessen beteiligt sind, werden durch gestrichelte Linien reprasentiert. Die drei zentralen biophy-
sikalischen Prozesse sind rot umrandet.
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Als treibende Kraft fir die Volumenzunahme der Zelle fungiert der Zellturgor. Er entsteht
durch einen nach auBen gerichteten Gradienten des osmotischen Potentials, welcher durch
aktive Aufnahme von osmotisch wirksamen Substanzen (z. B. lonen, Zucker, org. Sauren)
aufgebaut und aufrechterhalten wird. Bei nicht-expandierenden Zellen steht das osmotische
Potential im Gleichgewicht mit dem Turgorpotential. Dies flihrt zu einem Wasserpotentialgra-
dienten von Null zwischen dem Zellinnern und der zellularen Umgebung (Apoplast). Bei ex-
pandierenden Zellen kommt ein weiterer Parameter zum Tragen, die Extensibilitat der Zell-
wand. Als Grundvoraussetzung fir die VolumenvergréBerung pflanzlicher Zellen fihrt die
plastisch verformbare Zellwand zu einem verringertem Druckpotential und damit zu einem
einwarts gerichteten Gradienten des Wasserpotentials (Cosgrove, 1997). Dieser zieht einen
passiven Einstrom von Wasser in das Zelllumen nach sich. Hierbei kommt der dritte Parame-
ter pflanzlichen Expansionswachstums zum Tragen, die Wasserleitféahigkeit der Zellmembra-
nen. Findet ein Nettoeinstrom von Wasser in expandierende Zellen statt, so stellen die
Membranen einen weiteren Widerstand (= reziproke Leitfahigkeit) fir deren Volumenvergroé-
Berung dar. Fir eine pflanzliche Zelle sind dabei die Leitfahigkeiten sowohl des Plasmalem-
ma als auch des Tonoplasten von Belang, da die Vakuole nahezu vollstdndig das Volumen
der Zelle ausfullt. Damit ist ein Volumenzuwachs gréBtenteils mit der Aufnahme von Wasser
in die Vakuole verbunden. Da es jedoch Hinweise gibt, dass die Wasserleitfahigkeit pflanzli-
cher Tonoplasten enorm hoch ist (Maurel et al., 1997), fallt sie gegenlber der Wasserleitfa-
higkeit des Plasmalemmas wahrscheinlich wenig ins Gewicht. Wéahrend des Expansions-
wachstums einer Pflanzenzelle stehen also die aktive Aufnahme von Osmotika, der passive
Nachstrom von Wasser und die plastische Ausdehnung der Zellwand in einem Gleichge-
wicht. Die funktionellen Komponenten fir die aktive Aufnahme von Osmotika in pflanzliche
Zellen sind die verschiedensten Carrier bzw. lonentransporter (Uberblick in Tanner & Caspa-
ri, 1996). Die molekulare Grundlage fiir den erleichterten Wasserfluss Uber zellulare Mem-
branen sind die Aquaporine (Uberblick in Tyerman et al., 1999) und fiir die plastische Exten-
sibilitat der Zellwand die Expansine sowie andere Zellwandkomponenten (Uberblick in
Cosgrove, 2001).

Der Schwerpunkt dieser Arbeit lag auf dem Parameter der Wasserleitféhigkeit pflanzlicher
Zellmembranen und seinen molekularen Komponenten, den Aquaporinen. Deren physiologi-
sche Rolle wahrend des Expansionswachstums pflanzlicher Zellen sollte eingehender unter-
sucht werden.

Ein Pflanzenorgan, an dem zellulares Expansionswachstum besonders deutlich in Erschei-
nung tritt, ist das etiolierte Hypokotyl des Keimlings von Ricinus communis. Als typischer
Keimsténgel héherer Pflanzen setzt sich dieses Organ folgendermaBen zusammen: Im api-
kalen Meristem werden die Zellen des Hypokotyls gebildet und zeigen sehr rege Teilungsak-
tivitat in der unmittelbar basipetal folgenden Zellteilungszone. Assimilate aus dem En-
dosperm werden Uber das Phloem in diese Zone transportiert und nach Aufnahme in die
Zellen in Form transitorischer Starkekdrner gespeichert (Balane, 1997). Die Zellteilungszone
geht in den Hypokotylhaken Uber, der sich durch eine unterschiedliche Elongationsaktivitat
seiner Innen- und AuBenseite bildet. An dessen basipetale Seite schlieBt sich die sogenann-
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te Elongationszone an. In dieser Zone vollzieht sich das gesamte Expansionswachstum der
Hypokotylzellen, was morphologisch an seinem starken Ldngenwachstum zu erkennen ist.
Dabei wird die gespeicherte Starke wieder remobilisiert, und verstarkt Assimilate und Wasser
aus den Leitgeweben aufgenommen (Kdéckenberger, 1994; Balane, 1997). Nach Vollendung
der Expansion bilden die Hypokotylzellen acropetal zum Wurzelhals die Zone des ausgereif-
ten Hypokotyls. Die groBlumigen Zellen dieser Zone werden vollstandig von der Vakuole
ausgefillt und weisen kaum mehr Speicherstarke auf.

Das Ricinus-Hypokotyl reprasentiert somit eine Achse, entlang derer das Expansionswachs-
tum pflanzlicher Zellen in einer raumlich und zeitlich festgelegten Abfolge erfolgt. Andere
physiologische und morphologische Vorgange (Blattorganbildung, Verzweigung, Assimilation
usw.) treten dabei nicht auf. Daher sollten alle biophysikalischen Parameter und molekularen
Komponenten, die innerhalb dieser Zone eine transiente Veranderung vollziehen, vornehm-
lich an der Zellexpansion beteiligt sein.

Als Modell fir Studien des Expansionswachstums pflanzlicher Zellen weist das Hypokotyl
des Ricinus-Keimlings weitere Vorteile auf: Der Keimling ist groB3 (5-10 cm), wachst schnell
und gleichmaBig, ist also leicht zu handhaben und permanent in vergleichbarer Form verflig-
bar. Das Hypokotyl eignet sich aufgrund seiner GréBe sehr gut fir physiologische Messun-
gen mit der Zelldrucksonde sowie die Isolation von Protoplasten und Vakuolen bzw. von
RNA und Protein. Es bietet darliber hinaus mit einem Durchmesser von 2-6 mm ein relativ
machtiges Gewebe. Hier kommen in radialer Richtung limitierende Parameter méglicherwei-
se starker zum Tragen (siehe unten), als beispielsweise im wenige Zellschichten dicken Hy-
pokotyl von Arabidopsis thaliana (Gendreau et al., 1997). Darlber hinaus kann auch das
Elongationswachstum des Ricinus-Keimlings durch Belichtung schnell und vollsténdig inhi-
biert werden. Dies ertffnet die Mdglichkeit, die Bedeutung funktioneller Komponenten des
zelluldren Expansionswachtums (ber die Inhibition der Elongation durch ein exogenes Signal
zu Uberprifen.

1.1 Welche Bedeutung hat die Wasserleitfahigkeit zellularer
Membranen fir das pflanzliche Streckungswachstum?

Der Volumenzuwachs expandierender Pflanzenzellen entspricht nahezu vollstandig dem
Volumen von Wasser, das Uber die Zellmembranen (Plasmalemma & Tonoplast) aufge-
nommen wurde. Gerade die stark expandierenden Pflanzenzellen kénnen eine enorm hohe
Leitfahigkeit fir Wasser aufweisen (Cosgrove & Steudle, 1981). Bis heute ist jedoch unge-
klart, warum derart hohe hydraulische Leitfahigkeiten wahrend des Expansionswachstums
pflanzlicher Zellen physiologisch relevant zu sein scheinen. Eine mdgliche Erklarung dazu
wurde immer wieder kontrovers diskutiert (Boyer, 1985; Cosgrove, 1986; Steudle, 1994):

Der hydraulische Widerstand zellularer Membranen und somit die Aufnahme von Wasser ist
ko-limitierend fir die Zellexpansion. Diese Limitierung kommt insbesondere dann zum Tra-
gen, wenn die expandierenden, wasseraufnehmenden Zellen nicht in unmittelbarer Néhe der
wasserversorgenden Leitungsbahnen (Xylem) liegen. In diesem Falle misste Wasserfluss
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Uber mehrere Zellschichten erfolgen, die als in Reihe geschalteten hydraulischen Widerstan-
de wirken. FUr die ungehinderte Elongation des Gewebes muisste das Produkt der Wasser-
leitfahigkeiten peripherer Zellschichten also derart hoch sein, das eine Limitierung nicht auf-
tritt. Sollte die Wasserleitfahigkeit von Membranen an der Regulation dieses Volumenwachs-
tums beteiligt sein, misste sie wahrend der Zellexpansion transient erhéht, und unter nicht-
elongierenden Bedingungen auf ein limitierendes Niveau reduziert werden kénnnen.

Gegen eine Limitierung der hydraulischen Eigenschaften wahrend des pflanzlichen Volu-
menwachstums spricht die Kapazitat der beteiligten Zellen, in sehr kurzen Zeitspannen (we-
nige Sekunden) Wasser austauschen zu kénnen (Cosgrove & Steudle, 1981; Steudle, 1994).
Dagegen ist der Zeitrahmen des Elongationswachstums, also der Zeitraum in dem Wasser in
expandierende Zellen flieBt, relativ lang (Stunden bis Tage). Da also Zellen expandierender
Gewebe vergleichsweise hohe hydraulische Leitféahigkeiten aufweisen, scheint deren Kapazi-
tat fir schnellen Wasseraustausch héher zu sein, als es das Volumenwachstum erfordert.
Trotzdem wurde im Kortex von elongierendem Soja-Hypokotyl ein betrachtlicher radialer
Gradient des Wasserpotentials gemessen, was auf eine (Ko-)Limitierung des hydraulischen
Widerstands wahrend des Expansionswachstum pflanzlicher Zellen hinweist (Nonami &
Boyer, 1993). Als den radialen Wasserfluss kontrollierende Barriere werden in diesem Zu-
sammenhang kleine Zellen des Xylemparenchyms (Tang & Boyer, 2002) bzw. die Leitbin-
delscheide diskutiert (Fricke, 2002). Somit scheint das Volumenwachstum pflanzlicher Ge-
webe auch Uber eine Modifikation der hydraulischen Leitféhigkeit bestimmter zellularer
Membranen reguliert werden zu kdnnen. Meshcheryakov et al. (1992) konnten in elongie-
rendem Ricinus-Hypokotyl zwar keine messbaren radialen Gradienten des Wasserpotentials
nachweisen, stellten aber das Vorhandensein geringer Wasserpotentialgradienten als trei-
bende Kraft flir die Wasseraufnahme in expandierende Zellen auBer Zweifel.

Nach Cosgrove (1986, 1993 & 1997) ist der wesentlichste biophysikalische Parameter, Gber
den das Expansionswachstum pflanzlicher Zellen reguliert wird, eine veranderbare plasti-
sche Extensibilitat der Zellwand. Als mechanische Barriere scheint dabei die Epidermis von
elementarer Bedeutung zu sein (Peters & Tomos, 1996), obgleich auch den zentral liegen-
den Geweben eine aktive Beteiligung an der Kontrolle des Wachstums pflanzlicher Organe
zukommen soll (Peters & Tomos, 2000). Als molekulare Komponenten fir die wachstumsab-
hangige Modifikation der Zellwandextensibilitdt sind neben unterschiedlichen Zellwandbe-
standteilen auch die sogenannten Expansine identifiziert worden (McQueen-Mason et al.,
1992). Sie lésen eine wachstumsinduzierte Erweichung der Zellwand aus, indem sie pH-
abhangig die Bindung zwischen Zellulosefibrillen und der Hemizellulose lockern (Cosgrove,
1998). Obgleich Expansine damit eine wichtige Rolle wahrend der Zellexpansion spielen,
scheinen sie nicht die einzige molekulare Komponente bei der Regulation von pflanzlichem
Elongationswachstum zu sein (Caderas et al., 2000).

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde nun anhand des Hypokotyls von Ricinus-Keimlingen her-
ausgearbeitet, inwieweit die Wasserleitfahigkeit zellularer Membranen in die Regulation des
Expansionswachstums pflanzlicher Zellen involviert ist. Um die Erheblichkeit der hydrauli-
schen Leitfahigkeit fir die Elongation des Ricinus-Hypokotyls besser beurteilen zu kénnen,
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wurden dardber hinaus weitere Parameter des zelluldren Wasserhaushalts (Turgor, elasti-
sches Modul, Zellvolumina) betrachtet. Dazu wurden folgende Fragestellungen experimentell
bearbeitet:

- In welchem zeitlichen und raumlichen Rahmen wird die Elongation des Ricinus-
Hypokotyls reguliert?

- Korreliert die Elongationsaktivitat entlang des Hypokotyls mit einer Veranderung der
osmotischen Wasserpermeabilitat zellularer Membranen?

- Gibt es zwischen Hypokotylzonen mit unterschiedlichen Zellstreckungsaktivitaten
charakteristische Unterschiede in der radialen Verteilung der Wasserleitfahigkeit (des
Turgors, des elastischen Moduls, der Halbwertszeit zellularer Druckrelaxationen)?

- Sind Aquaporine die molekulare Grundlage fir hohe zellulare Wasserleitfahigkeiten?

1.2 Welche Bedeutung haben die Aquaporine fur das pflanzli-
che Streckungswachstum?

Seit den Pionierarbeiten von Wayne & Tazawa (1990) und Maurel et al. (1993) gilt als allge-
meiner Konsens, dass Aquaporine die molekulare Basis fir hohe Wasserleitféahigkeiten
pflanzlicher Membranen sind (siehe oben). Eine Beteiligung von Aquaporinen an physiologi-
schen Vorgangen, die mit einem sehr schnellen Austausch von Wasser Uber zellulare
Membranen einhergehen, konnte bisher jedoch nur in Einzelfallen nachgewiesen werden
(Fleurat-Lessard et al., 1997; Sarda et al., 1997). Fir die meisten der bisher identifizierten
Aquaporine war eine derartige Eingrenzung ihrer physiologischen Funktion nicht bzw. nur
ansatzweise mdglich. Grundsatzlich wurde fir pflanzliche Aquaporine postuliert, dass deren
groBe genetische und funktionelle Diversitat mdglicherweise ein ebenso breites Spektrum an
physiologischen Funktionen reprasentiert (Santoni et al., 2000). Die transiente Expression
verschiedener MIP gerade in Geweben mit starker Zellexpansionsaktivitat deutet eine funkti-
onelle Beteiligung von Aquaporinen am Vorgang des pflanzlichen Volumenwachstums an.
So korreliert beispielsweise die Expression von AtTIP1-1, einem funktionellen Aquaporin aus
Arabidopsis thaliana, mit der Elongation der Wurzelspitze (Ludevid et al., 1992) und der Inflo-
reszenzinternodien (Hanzawa et al., 1997). Das AtPIP1-2 der gleichen Spezies ist ebenso
besonders stark in expandierenden Zellen der Wurzel ausgepragt (Kaldenhoff et al., 1995).
Die Expression von RsTIP1 aus Raphanus sativa korreliert mit der Elongationsaktivitat des
Hypokotyls (Higuchi et al., 1998). Dartiber hinaus schafft die Kapazitat pflanzlicher Membra-
nen durch Aquaporine ihre Leitfihigkeit posttranslational zu verandern (Uberblick in
Johansson et al., 2000), mdglicherweise eine molekulare Grundlage zur Regulation des Vo-
lumenwachstums pflanzlicher Zellen. Bis heute ist jedoch weitgehend ungeklart, warum eine
hohe Expression von Aquaporinen gerade wahrend des Expansionswachstums pflanzlicher
Zellen physiologisch relevant zu sein scheint (siehe oben).

Fir die verwendete Modellpflanze Ricinus communis waren zu Beginn dieser Arbeit zwei TIP
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identifiziert (Van de Loo et al., 1995). Im Rahmen von Vorarbeiten konnten mittels RT-PCR
und degenerierten Primern Fragmente weiterer drei T/P und funf PIP isoliert werden (Weig,
unverodffentlicht). Driber hinaus war bekannt, dass von den insgesamt zehn identifizierten
MIP, die Verteter RcPIP1-1, RcPIP2-1 und RcTIP1-1 vorwiegend im Hypokotyl, insbesonde-
re in der Elongationszone, exprimiert sind (Weig, unverdéffentlicht). Daher lag der Fokus die-
ser Arbeit auf diesen drei MIP, bei welchen es sich um je einen Vertreter der gréBten MIP-
Gruppen PIP1, PIP2, und TIP1 handelte.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde nun anhand des beschriebenen Keimlingsmodells her-
ausgearbeitet, inwieweit RcPIP1-1, RcPIP2-1 und RcTIP1-1 als vermeintliche Aquaporine in
die Regulation des Expansionswachstums pflanzlicher Zellen involviert sind. Dazu wurden
folgende Fragestellungen experimentell bearbeitet:

- Welche besonderen Sequenzeigenschaften haben RcPIP1-1, RcPIP2-1 und RcTIP1-
1 mit bereits charakterisierten Aquaporinen gemeinsam?

- Codieren RcPIP1-1, RcPIP2-1 und RcTIP1-1 fur funktionelle Aquaporine?

- Korreliert die Expression von RcPIP1-1, RcPIP2-1 und RcTIP1-1 mit der Elongations-
aktivitat entlang des Hypokotyls?

- Zeigen RcPIP1-1, RcPIP2-1 und RcTIP1-1 in elongierendem Gewebe ein charakte-
ristisches Expressionsmuster auf zellularer Ebene?

1.3 Welche Bedeutung haben Zuckertransporter fir das pflanz-
liche Streckungswachstum?

Die treibende Kraft fir die Aufnahme von Wasser in Pflanzenzellen ist ein Gradient des os-
motischen Potentials Uber die Zellmembran und den Tonoplasten. Dieser Potentialgradient
wird durch die aktive Aufnahme osmotisch aktiver Substanzen aufrechterhalten und determi-
niert letztendlich den Turgor einer Pflanzenzelle. Als Osmotika fungieren in pflanzlichen Zel-
len neben verschiedenen lonen und organischen Sauren auch diverse Zucker. Fir viele die-
ser Zucker sind spezifische Transportproteine aus der major facilitator superfamily (Marger &
Saier, 1993) isoliert und charakterisiert worden (Uberblick in: Delrot et al., 2000; Williams et
al., 2000; Kuhn, 2003). Diese Carrier katalysieren im Symport mit Protonen die Aufnahme
von Zuckermolekulen Uber die Membran und stellen somit neben den Aquaporinen eine wei-
tere mdgliche molekulare Grundlage fur die Regulation des Expansionswachstums pflanzli-
cher Zellen dar. Auf molekularer Ebene konnte bisher nur das Elongationswachstum von
Pollenschlauchen in direkten Zusammenhang mit der Expression von Saccharosetranspor-
tern gebracht werden (Lemoine et al., 1999; Stadler et al., 1999). In diesem speziellen Fall
scheint die aktive Saccharoseaufnahme durch die Carrier maBgeblich am Aufbau eines os-
motischen Gradienten als treibende Kraft fir das Pollenschlauchwachstum beteiligt zu sein
(Stadler et al., 1999).
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Auf physiologischer Ebene zeigt eine Korrelation der Wachstumsrate und der Entladung von
Saccharose aus dem Phloem eine mdgliche Beteiligung aktiver Zuckercarrier am zellularen
Volumenwachstum von Pflanzen an (Schmalstig & Cosgrove, 1990). Hinweise darauf liefern
auch Befunde, die mit dem Hypokotyl von Ricinus-Keimlingen gemacht wurden. Hier findet in
der Elongationszone eine verstarkte Entladung von Saccharose aus dem Phloem bzw. deren
Aufnahme in die expandierenden Zellen sowie eine besonders starke Remobilisierung ge-
speicherter Starke statt. Dabei steigt das osmotische Potential der Zellen innerhalb der Elon-
gationszone sprunghaft an (Balane, 1997). Unter bestimmten Bedingungen (Salz- oder Was-
serstress) konnte eine Limitierung des pflanzlichen Volumenwachstums durch die Verflg-
barkeit von Osmotika nachgewiesen werden (Frensch, 1997; Fricke & Peters, 2002). Dies
konnte ein Hinweis auf eine aktive Beteiligung von Zuckercarriern an der Regulation des
Expansionswachstums pflanzlicher Zellen sein.

In dem verwendeten Pflanzenmodell Ricinus communis wurden bisher die zehn Hexosecar-
rier RcHEX1 - RcHEX10 (Weig et al., 1994) und die beiden Saccharosecarrier RcSCR1 &
RcSCR2 identifiziert (Weig & Komor, 1996; Weig, unveréffentlicht). Die beiden Hexosecarrier
RcHEX3 und RcHEX®6 sowie der Saccharosecarrier ReSCR1 wurden darUber hinaus funkti-
onell charakterisiert (Weig, 1994; Weig & Komor, 1996). Eine starke relative Expression zeigt
der Hexosecarrier RcHEX1 im Hypokotyl des Ricinus-Keimlings (Weig et al., 1994). Hier sind
auch die Hexosecarrier RcHEX3 und RcHEX6 ausgepragt, deren starkste relative Expressi-
on tritt jedoch in der Keimlingswurzel auf (Weig, 1994; Weig et al., 1994). Ebenso im Hypo-
kotyl exprimiert ist der Saccarosecarrier ReSCR1, wobei Uber die relative Hohe dieser Ex-
pression, verglichen mit den anderen Keimlingsgeweben, unterschiedliche Befunde vorliegen
(Weig & Komor, 1996; Bick et al., 1998). Der Saccarosecarrier RcSCRZ2 scheint neben dem
Hypokotyl auch stark im Endosperm etiolierter Keimlinge exprimiert zu sein (Weig, unverof-
fentlicht).

Vor diesem Hintergrund wurde nun anhand des Ricinus-Keimlingsmodells weiterfihrend
herausgearbeitet, inwieweit die (putativen) Zuckercarrier RcHEX1, RcHEX3 und RcHEX6
sowie RcSCR1 und RcSCR2 in die Regulation von zellularem Volumenwachstum involviert
sind. Dazu wurden folgende Fragestellungen experimentell bearbeitet:

- Die Expression welcher Carrier korreliert mit der Elongationsaktivitat entlang des Hy-
pokotyls?

- Lassen sich Uber die zellulare Verteilung eines Carriers (RcSCR1) Rickschlisse auf
eine mdgliche Funktion wéhrend des Expansionswachstums ziehen?

- Inwieweit korreliert das Auftreten von Speicherstarke mit der Expression von Zucker-
carriern bzw. der Elongationsaktivitat entlang des Hypokotyls?
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1.4 Wie spielen molekulare Komponenten und biophysikali-
sche Parameter wahrend des pflanzlichen Streckungs-
wachstums zusammen?

Aus der Fulle von Befunden tber den Vorgang pflanzlicher Zellexpansion zeichnet sich ab,
dass mehrere biophysikalische Parameter und molekulare Komponenten in das Volumen-
wachstum héherer Pflanzen, bzw. dessen Regulation involviert sind. Eine elementare Be-
deutung kommt dabei der passiven Aufnahme von Wasser, der plastischen Extension der
Zellwand und der aktiven Aufnahme von Osmotika zu (Abb. 1). Als molekulare Bausteine
dieser biophysikalischen Prozesse agieren in pflanzlichen Membranen u.a. die Aquaporine,
die Expansine und verschiedene lonen- und Zuckertransporter (sieche oben).

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, innerhalb eines einzigen, standardisierten Modellorgans
maoglichst viele funktionelle Komponenten des Elongationswachstums zu erfassen, und Hin-
weise auf deren mdgliche physiologische Verknipfung zu erlangen.

Dabei lag der Schwerpunkt auf der molekularen Analyse von Aquaporinen als Komponente
zellularer Wasserleitfahigkeit, den Zuckercarriern als funktionelle Einheit des Transports ge-
|6ster Substanzen sowie den physiologischen Messungen der Parameter des Wasserhaus-
halts von Pflanzenzellen (osmotische und hydraulische Wasserleitfahigkeit, Turgor, elasti-
scher Modul, Halbwertszeit von Turgorrelaxationen, ZellgréBenparameter). Die Befunde der
molekularen Analysen sollten mit den physiologischen Daten verglichen, und korrelativ Hin-
weise auf ein moégliches funktionelles Zusammenspiel bei der Regulation des pflanzlichen
Volumenwachstums herausgearbeitet werden. Dabei standen folgende Fragestellungen im
Mittelpunkt:

- Sind die untersuchten Aquaporine eine molekulare Basis flr die variable Wasserleit-
fahigkeit zellularer Membranen bei der Regulation des Expansionswachstums?

- Findet wahrend des Ablaufs der Elongation eine Ko-Regulierung von Aquaporinen,
Zuckercarriern und des Stéarkemetabolismus statt?

- Inwieweit korreliert die Expression von Aquaporinen und Zuckertransportern mit der
raumlichen Auspragung der Wasserhaushaltsparameter entlang des Hypokotyls?

- Welche physiologischen Funktionen unabhéngig des zellularen Volumenwachstums
kommen Aquaporinen zu?
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1.5 Anmerkungen

Innerhalb der vorliegenden Arbeit wurden die im Folgenden erlduterten Begrifflichkeiten an-
gewendet.

1.5.1 Nomenklatur der MIP

Anhand des vollstdndigen Satz der 35 MIP-Gene aus Arabidopsis thaliana schlugen
Johanson et al. (2001) eine einheitliche Nomenklatur fur pflanzliche (MIP) vor. Die innerhalb
dieser Arbeit verwendeten Gennamen orientieren sich an dieser Vorgabe. Altere, teilweise
sehr gelaufige Benennungen werden jedoch beibehalten, es sei denn es erfolgte eine publi-
zierte Umbenennung (wie im Falle der Arabidopsis-MIP). Im Ubrigen wird die Nomenklatur
der aktuellsten Veroffentlichung verwendet. Dadurch ist es mdglich, das aufgefihrte MIP
anderer Arbeiten nicht nach ihrer phylogenetischen Zugehdérigkeit benannt sind (z. B. AcPIP1
[Cairney et al., 1995] ist nach Johanson et al. [2001] ein PIP2).

1.5.2 Begriff der "Expression”

In dieser Arbeit impliziert der Begriff der Expression eines Gens alle Schritte, von der ge-
nomischen DNA bis zur "...Synthese eines funktionellen Proteins..." (Freudig & Sauer-
most, 2001), inklusive Transkription und Translation und aller zwischengeschalteten regula-
torischen Elemente. Der Begriff der Auspragung bzw. des Ausdrucks eines Gens wird als
Synonym fir die Expression eines Gens verwendet. Als Aktivitat eines Gens wird nur das
AusmalB der Transkription bezeichnet. Der Promotor ist ein Bestandteil des Gens, daher
impliziert der Begriff der Genaktivitét auch die Aktivitat des Promotors. Der Begriff Produkt
eines Gens wird gleichsam fir mRNA und Protein verwendet, wobei erstere als priméares
und letzteres als sekundares Genprodukt bezeichnet wird (Freudig & Sauermost, 2001).
Normalerweise sind die Menge der spezifischen mRNA, die Menge des spezifischen Prote-
ins und das AusmalB der spezifischen Funktion zueinander direkt proportional. Analysen auf
der Basis einer dieser Ebenen der Genexpression, lassen demnach i. d. R. Aussagen Uber
die Expression (und/oder Aktivitat) des Gens zu und werden daher als Expressionsanaly-
sen bezeichnet. Der Informationsgehalt dieser Analysen kann jedoch unterschiedlich sein,
da regulatorische Elemente die Proportionalitat der verschiedenen Ebenen veréndern kén-
nen. Gennamen werden daher im Zusammenhang mit den Begriffen der Genexpression
bzw. der Genaktivitdt immer kursiv geschrieben, auch wenn beispielsweise auf der Ebene
des Proteins analysiert wurde. Der Begriff der Aktivitat, im Zusammenhang mit der nicht-
kursiv geschriebenen Bezeichnung fir Proteine, bezieht sich immer auf die Funktion des
entsprechenden Proteins (z. B. "Die Lokalisierung der Expression von RcPIP1-1 wurde auf
Proteinebene durchgefiihrt.", "Die wasserleitende Aktivitdt von RcPIP2-1 wurde in Membra-
nen von post-golgi Vesikeln nachgewiesen.").

1.5.3 Verwendete Anglizismen

In der molekularbiologischen Literatur eingebirgerte Anglizismen werden unverandert in den
Text dieser Arbeit Ubernommen, jedoch Kkursiv abgedruckt (z. B. antisense-Sonde).
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2 Material und Methoden

2.1 Kultivierung und Ernte von Ricinus-Keimlingen

Samen von Ricinus communis L. 'Carmencita Rot' (Benary, Hannoversch Minden) wurden
fir ~14 Stunden (h) in vollentsalztem Wasser (VE-Wasser) bei 27°C angequollen, in 0,3%
Chinosol oberflachensterilisiert und viermal mit VE-Wasser gespult. AnschlieBend wurden
die Samen fir 2 Tage (d) bei 27°C auf 2% Agar angekeimt. Die jungen Keimlinge wurden in
Hydrokultur (0,5 M Kalziumchlorid [CaCl,], Beliftung), bei 27 °C, einer maximal mdglichen
relativen Luftfeuchte (~80%) in Dunkelheit flr weitere drei Tage angezogen. Die ~6 2 Tage
alten Keimlinge wurden unter den gleichen Bedingungen fir weitere 12-18 h im Dunkeln
oder unter Belichtung (~200 ¥/s-2) gehalten. Damit waren die Keimlinge bei der Ernte bzw.
wahrend der durchgeflhrten Versuche immer 7-7,5 Tage alt (siehe Abb. 5, A, C). Lediglich
zur quantitativen Analyse des Streckungswachstums (Kap. 3.1) wurden die Keimlinge flr
weitere 2 Tage unter gleichbleibenden Bedingungen wachsen gelassen. Die Charge der
Licht-behandelten Keimlinge wurde dabei einem Hell/Dunkel-Rhythmus von 12 h unterwor-
fen.

2.2 Analyse des Hypokotyl-Streckungswachstums

Zur Quantifizierung des Expansionswachstums wurde das Hypokotyl 6 Tage (d) alter Keim-
linge in Abschnitte von 5 mm L&nge unterteilt und die Abschnitte mit wasserfester Tinte mar-
kiert. Der Scheitelpunkt des Hypokotylhakens bildete dabei die Mitte eines dieser Segmente
und wurde zusétzlich gekennzeichnet. Taglich wurden die Lange und der Durchmesser aller
Segmente vermessen (fir dunkel gehaltene Keimlinge unter photomorphogenetisch inakti-
vem Licht) und das jeweilige Volumen berechnet (ndherungsweise zylindrisch). Daraus wur-
den fiir jeden Tag der relative Volumenzuwachs (als Y/v,, Abb. 6) und die relative Wachs-
tumsrate berechnet (in */,, Kap. 3.1).

2.3 Schwellungstests mit Protoplasten und Vakuolen

Zur Durchfihrung der Schwellungstests wurden zunachst Protoplasten und Vakuolen in An-
lehnung an Boller & Kende (1979), Damm & Willmitzer (1988) und Beck & Ziegler (1989) wie
folgt isoliert:

Die geernteten Hypokotylsegmente wurden unter 0,5M Mannitol, 5M 2-(N-Morpho-
lin)ethansulfonsaure (MES; pH 6,0), 1 M CaCl, in diinne Scheiben geschnitten (~0,5 mm).
Danach wurde das Gewebe in obigem Inkubationsmedium bei pH 5,6 mit 2% Cellulysin™
Cellulase (Calbiochem®, Bad-Soden/Schwalbach) und 1% Macerase® Pectinase (Calbio-
chem®, Bad-Soden/Schwalbach) ~5-mal mit der Wasserstrahlpumpe infiltriert und fiir 6 h bei
Raumtemperatur (RT) unter sehr leichtem Schiitteln inkubiert. Dabei wurde die Freisetzung
von Protoplasten aus dem Gewebeverband unter dem Lichtmikroskop kontrolliert. Anschlie-
Bend wurde der Ansatz sukzessive durch Netze mit einer Maschenweite von 110 um und
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60 um filtriert, das Gewebe mit enzymfreiem Inkubationsmedium gespdlt und das Filtrat bei
4°C gehalten. Nach einer Zentrifugation von 5 min bei 4°C und 70 g wurde das Pellet in en-
zymfreiem Inkubationsmedium resuspendiert und erneut fir 5 min bei 4°C und 50 g zentrifu-
giert. Das entstandene Protoplasten-Pellet wurde in 0,5 M Saccharose, 20% Ficoll 400, 5 M
MES (pH 6,0), 1 M CaCl, resuspendiert und mit 0,4 M Saccharose, 0,1 M Mannitol, 10%
Ficoll 400, 5 M MES (pH 6,0), 1 M CaCl, sowie enzymfreiem Inkubationsmedium Uberschich-
tet. Der entstandene Dichtegradient wurde fir 10 min bei 4°C und 1000 g zentrifugiert, die
isolierten Protoplasten von der oberen Phasengrenze abgezogen und in 10-fachem Volumen
enzymfreiem Inkubationsmedium aufgenommen. Nach einer Zentrifugation fir 5 min bei 4°C
und 50 g wurde das Protoplastenpellet erneut in enzymfreiem Inkubationsmedium aufge-
nommen. Diese Suspension stellte das Ausgangsmaterial fiir die Protoplasten-
Schwellungstests dar.

Zur Isolation der Vakuolen wurden die Protoplasten in 0,35 M Mannitol, 10% Ficoll 400, 20 M
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA), 2 mM Dithiothreitol (DTT), 5M N-(2-Hydroxy-
ethyl)piperazin-N"-(2-ethansulfonsaure) (HEPES; pH 8,0), 0,17 %. Neutralrot aufgenommen
und zur Lyse der Protoplasten leicht geschiittelt. Dabei wurde die Freisetzung von Vakuolen
aus den Protoplasten unter dem Lichtmikroskop kontrolliert. Die lysierten Protoplasten wur-
den mit 0,35 M Mannitol, 4% Ficoll 400, 20 M EDTA, 2 M DTT, 5 M HEPES (pH 7,7) sowie
0,45M Mannitol, 10M HEPES (pH7)5), 1M L-Cystein, 1M 4-(2-Aminoethyl)-
benzolsulfonyfluorid (AEBSF) (berschichtet. Der entstandene Dichtegradient wurde fir
45 min bei 4°C und 4100 g zentrifugiert, die isolierten Vakuolen von der oberen Phasengren-
ze abgezogen und in 10-fachem Volumen von 0,45 M Mannitol, 10 M HEPES (pH 7,5), 1 M
L-Cystein, 1 M AEBSF aufgenommen. Nach einer erneuten Zentrifugation fir 45 min bei 4°C
und 4100 g wurden die Vakuolen im zehnten Teil des Uberstandes resuspendiert. Diese
Suspension stellte das Ausgangsmaterial fiir die Vakuolen-Schwellungstests dar.

Zur Durchfihrung der Schwellungstests wurden definierte Mengen von destilliertem Wasser
und der Protoplasten- bzw. Vakuolen-Suspension sukzessive in eine Pipettenspitze geso-
gen, unmittelbar danach auf einen Objekttrager pipettiert und dabei vermischt. Die verwen-
deten elektronischen Pipetten (Research Pro, Eppendorf, Hamburg) erlauben im Modus 'Di-
lutieren' die sukzessive Aufnahme von zwei unterschiedlichen Flissigkeiten, die durch eine
kleine Luftblase getrennt sind. Eine Mischung der beiden Komponenten erfolgt erst bei der
Abgabe aus der Pipettenspitze (im Folgenden werden Protoplasten und Vakuolen gleicher-
maBen als Protoplasten bezeichnet). Der dabei generierte, nach auBen gerichtete osmoti-
sche Gradient (A¥,, 45-120 mOsM) l6ste die Schwellung der Protoplasten aus. Von einem
fokussierten Protoplasten wurde mittels eines Lichtmikroskops (BH2, Olympus, Hamburg)
mit angeschlossener Digitalkamera (DXC-101P, Sony®) eine Bildsequenz aufgenommen.
Mittels einer Software fiir Bildbearbeitung (Image-Pro Plus®, 4.5.0.19, Media Cybernetics®,
Gleichen) wurde flr jedes Einzelbild die ProtoplastengréBe als Wert einer Kreisflache darge-
stellt, und daraus eine Kinetik des protoplastischen Volumenwachstums generiert. Die An-
fangssteigung dieser Kinetik wurde ermittelt und damit die osmotische Wasserpermeabili-
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tat (Py der beteiligten Membranen berechnet. Dazu wurde folgende Formel nach Ramahaleo
et al. (1999) herangezogen:

av o 7
a  S,*xV, xA4A¥,

P = (Gleichung 1)

V. stellt hierbei die Anfangsrate der Volumenanderung, und S, die Anfangsoberflache des
Protoplasten dar. V,, steht fiir das molare Volumen von Wasser (0,018 "10) und A%, fir den
auswarts gerichteten Gradienten des osmotischen Potentials.

Zur Ermittlung der Sensitivitat von P; fir Quecksilberionen wurden der Protoplastensuspen-
sion 5 min vor Testbeginn 0,1 mM Quecksilberchlorid zugegeben.

2.4 Messungen mit der Zelldrucksonde

Far die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit wurde eine Zelldrucksonde verwendet, wie
sie von Husken et al. (1978) fir Messungen von Zellen héherer Pflanzen modifiziert worden
war. Als grundlegende Vorlage flr die damit durchgefiihrten Messungen diente die Arbeit
von Steudle (1993b). Eine detailliertere Beschreibung der Zelldrucksonden-Anwendung ist
im Folgenden wiedergeben.

2.4.1 Bestimmung der Verteilung zellularer Gré6Benparameter

Zur Ermittlung von Volumen und Oberflache von Kortexzellen in Abhéngigkeit vom Abstand
zur Hypokotyloberflache, wurden zunachst Semi-Diinnschnitte (~50 um) der entsprechenden
Hypokotylzonen in radialer und horizontaler Richtung angefertigt. Nach einer mikroskopi-
schen Aufnahme wurden Durchmesser und Héhe sowie die jeweiligen Abstédnde kortikaler
Zellen von der Hypokotyloberflache (Tiefe) mit einer Software fir Bildbearbeitung (siehe
Kap. 2.3) ermittelt. Dabei wurden flr jede untersuchte Hypokotylzone aus 3-4 Keimlingen
insgesamt 450-600 Werte fur Durchmesser und Héhe mit den zugehdérigen Tiefen generiert.
Der gesamte Kortex wurde in 15 Tiefenintervalle unterteilt (der untersuchte Bereich des Kor-
tex umfasste ca. 15 Zellschichten). Die entsprechenden Werte jedes Tiefenintervalls wurden
gemittelt. Aus den so erhaltenen Mittelwerten wurde das mittlere zellulare Volumen fir jedes
Tiefenintervall berechnet. Dabei wurde flr die Zellen des Kortex ndherungsweise eine zylin-
drische Form angenommen. AuBerdem wurden die Standardabweichungen des Zellvolu-
mens flr jedes Tiefenintervall nach dem entsprechenden Fehlerfortpflanzungsgesetz errech-
net. Uber die Daten der radialen Verteilung der Zellvolumina wurde eine Trendlinie montiert
(Weibull, 5 Parameter). Mit dieser Hilfsfunktion wurde bei jeder Zelldrucksondenmessung der
Endringtiefe, und somit dem Abstand der untersuchten Zelle von der Hypokotyloberflache,
ein absoluter Wert des entsprechenden Zellvolumens zugeordnet.
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Abb. 2: Versuchsanordnung fiir Messungen mit der Zelldrucksonde

Die Versuchsapparatur ist im Aufbau (A) und wahrend der Messungen gezeigt (B). Der Keimling (k)
wurde mittels einer handelsiblichen Wascheklammer (w) zwischen weichen Neoprenkissen (blau)
in aufrechter Position genau am Bereich starkster Elongation (~10 mm unterhalb des Hypokotylha-
kens) fixiert. Das Hypokotyl war fiir die Zelldrucksonde (z) mit Olkammer (8) und Druckwandler (d)
von der Seite her frei zuganglich. Wahrend der Messungen wurden die Wurzeln gewéssert und der
Keimling vollstdndig mit nassem Zellstoff bedeckt. Im Einstichbereich der Sonde wurde dabei ein
kleines Fenster (f) ausgespart. Die vertikale Position der Sonde wurde mittels einer Skala (s) genau
bestimmt. Wahrend der Messungen an dunkel gehaltenen Keimlingen wurde Uber eine Kaltlicht-
quelle mit dunkelrotem (dr) und griinem Licht (gr) bestrahlt.

2.4.2 Versuchsaufbau der Zelldrucksondenmessungen

Der Versuchsaufbau fur die Zelldrucksondenmessungen ist in Abb. 2 beschrieben. Die Keim-
linge wurden nach Entnahme aus den Anzuchtschalen mdglichst zlgig fixiert, gewassert und
mit nassem Zellstoff bedeckt. Wahrend der Messungen wurde die Apparatur mit einer Kalt-
lichtquelle ausgeleuchtet (KL 1500, Schott, Mainz). Fir Messungen an belichteten Keimlin-
gen wurde bei vollstédndig gedffneter Blende (Stufe 5) und héchster Lichtstarke illuminiert, fir
Messungen an dunkel gehaltenen Keimlingen wurde bei kleinster Blende (Stufe 1) und nied-
rigster Lichtstarke ausgeleuchtet. Im letzteren Fall wurden zusétzlich Adapter mit einem gri-
nen (D 525/50, AF Analysentechnik, Tubingen) und dunkelrotem Lichtfilter (RG 715, Schott,
Mainz) benutzt. Die Dauer der Untersuchung wurde pro Keimling auf ~90 min begrenzt. Alle
Messungen fanden bei Raumtemperatur (RT) statt. Die Sonde und die Olkammer waren mit
Silikondl gefullt (Silicondl AS 4, Wacker-Chemie, Miinchen). Die verwendeten Kapillaren (Bo-
rosilicatglas/klar 310, Hilgenberg, Malsfeld) hatten einen AuBendurchmesser von 1 mm und
einen Innendurchmesser von 0,58 mm. Die Sondenspitze wurde bei einer Stromstéarke von
16,5 Ampere in einer speziellen Apparatur gezogen (L/M-3P-A, List-Medical Electronic,
Darmstadt) und hatte nach einem Anschliff einen Durchmesser von 5-10 um. Um die Ein-
dringtiefe der Kapillare fur jede Messung ermitteln zu kdnnen, wurde mit wasserfester Tinte,
~1 mm hinter der Spitze, eine Markierung angebracht. Der Abstand dieser Markierung von
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der Sondenspitze wurde Uber eine Skala im Okular des verwendeten Stereomikroskops
(Wild M8, Leica Mikrosysteme, Bensheim) ausgemessen. Die Ubertragung der Signale des
Druckwandlers zum Computer, erfolgte tber ein Sensor-Interface (Typ 92101, Burster Prazi-
sionsmesstechnik, Gernsbach) mit entsprechender Software (ICP 100, Version 2.90). Die
Aufzeichnung und Auswertung der gemessenen Druckkinetiken wurde mit einer speziell
entwickelten Software durchgefiihrt (pfloek, Version 1.06, LS Pflanzendkologie, Universitat
Bayreuth).

2.4.3 Ablauf der Zelldrucksondenmessungen

Durchgefuhrt wurden die Messungen mit der Zelldrucksonde auf der AuBenseite des Hypo-
kotyls, relativ zur Krimmung des Hypokotylhakens gesehen. Nach Anstechen der duBeren
Zellschichten wurde i. d. R. Zellsaft in die Kapillare gedriickt, so dass unter dem Stereomik-
roskop ein Meniskus an der Grenzflache zum Silikondl sichtbar wurde. Der Meniskus wurde
durch die elektrische Volumenjustierung der Zelldrucksonde an einer Position 'gehalten’, die
einen Druck von 0,5 -1,0 MPa zur Folge hatte. Aus dieser Konstellation heraus wurden suk-
zessive weiter innenliegende Zellen sondiert und die entsprechenden Druckkinetiken aufge-
nommen. Es wurde versucht sicherzustellen, dass sich der Meniskus vor und nach der Son-
dierung einer Zelle, sowie Uber den gesamten Messzeitraum dieser Zelle, an derselben Posi-
tion in der Kapillare befand. Die erfolgreiche Sondierung einer Zelle wurde an einer schnellen
Bewegung des Meniskus Richtung Sondeninnerem erkannt und der Meniskus auf seine vor-
herige Ausgangsposition 'zuriickbewegt'. Dabei zeigte die 'freie Bewegbarkeit des Meniskus'
an, dass keine Verstopfung der Kapillare vorlag. Nachdem sich der gemessene Druck auf
ein stabiles Niveau eingestellt hatte (Turgor der Zelle), wurden flr jede Zelle durch definierte
Volumenanderungen mehrere Druckrelaxationskinetiken und Druckpeaks aufgenommen.
Nach Beendigung der Messungen an einem Keimling (max. 90 min), wurde die Sonde aus
dem Gewebe herausgezogen und oberhalb der Neoprenfixierung (Abb. 2) in die duBeren
Zellschichten platziert. Anhand der Aufbiegung der Kapillare wurde so qualitativ nachgewie-
sen, dass noch Streckungswachstum des Hypokotyls stattfand.

2.4.4 Berechnungen der biophysikalischen Parameter des zellularen
Wasserhaushalts

Zur Berechnung der hydraulischen Leitféhigkeit (L,) einer Zelle wurde tber die Druckrelaxa-
tionskinetik eine einfach-exponentielle Funktion montiert und die Halbwertszeit (T,,) ermittelt.
AuBerdem wurde das Niveau des Druckplateaus nach vollstandiger Druckrelaxation als Wert
fir den zelluldren Turgor (P) angenommen. Weiterhin wurde aus der Héhe des Druckpeaks
(4P), der zugehdrigen Volumenanderung (4V) und dem absoluten Volumen der sondierten
Zelle (V, siehe Kap. 2.4.1) der elastische Modul (&) nach Huasken et al. (1978) anhand fol-
gender Formel ermittelt:

 _xap
AV

(Gleichung 2)
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Aus diesen Daten und der Oberflache (A) der sondierten Zelle (siehe Kap. 2.4.1), wurde die
hydraulische Leitféhigkeit (L,) der untersuchten Zelle wiederum nach Huisken et al. (1978)
und nachstehender Formel berechnet:

L Vxinz
POAXT X g+ )

(Gleichung 3)

Dabei wurde angenommen, dass der Betrag des osmotischen Potentials des Zellsaftes ¥,
den Betrag von P wiederspiegelt (gilt fir die Annahme, dass das ¥%,des Apoplasten gleich
Null ist). Alle Werte die aus der Auswertung mehrerer Druckkinetiken bzw. Druckpeaks der-
selben Zelle hervorgingen, wurden gemittelt. Darlber hinaus wurde der Kortex in radialer
Richtung in 6 Tiefenintervalle unterteilt (Abb. 3). Aus den gemittelten Werten aller Zellen der
Tiefenintervalle wurde wiederum der Mittelwert gebildet. Somit basieren die gezeigten Be-
funde (Kap. 3.3) auf gemittelte Werte von 1-15 Zellen pro Tiefenintervall, wobei vorher die
Werte jeder einzelnen Zelle aus der Auswertung von 1-7 Druckrelaxationskinetiken bzw.
Druckpeaks gemittelt worden waren.

Zur Berechnung von radialen Wasserpotentialgradienten (4%) wurde der Hypokotylkortex
(Tiefenintervalle 0-4) in radialer Richtung zunachst in 15 Réhren unterteilt (Abb. 3). Jede die-
ser Réhren reprasentiert dabei in guter Naherung eine Zellschicht des Kortex (innerhalb der
Tiefenintervalle 0-4 liegen in radialer Richtung ~15 Zellen [Abb. 3]). Die Mantelflache dieser
Réhren stellt nach Molz & Boyer (1978) die 'effektive Querschnittsflache' dar, welche recht-
winklig zum radialen Wasserfluss angeordnet ist. FUr diesen Wasserfluss von den leitenden
Geweben innerhalb des Kortex nach auBen, bildet jede dieser Réhren eine Barriere, die zwei
Membransysteme reprasentiert: Das erste Membransystem wird durchtreten, wenn Wasser
aus der innerhalb liegenden Zellschicht in den Apoplasten flieBt, das zweite, wenn Wasser
aus dem Apoplasten in die auBerhalb liegende Zellschicht eintritt. Daher durchtritt Wachs-
tumswasser, das radial Gber den gesamten Kortex flieBt, insgesamt ~30 einzelne Membran-
barrieren. Anhand der ermittelten Wachstumsrate (Kap. 3.1) und der bekannten Geometrie
der Zellschichten (Abb. 3), wurde das entsprechende Wasservolumen berechnet, das durch
jede dieser Membranbarrieren hindurchtritt, um auBerhalb liegendes Gewebe mit 'Wachs-
tumswasser' zu versorgen. Dabei wurde angenommen, dass der Wasserfluss Uber die
Membranbarriere zu 95% dem Volumenzuwachs des Gewebes entspricht (pflanzliches Ge-
webe besteht bis zu 95% aus Wasser [Sitte et al., 1991]). Da die L, kortikaler Zellmembra-
nen durch die Messungen mit der Zelldrucksonde bekannt war (Abb. 11), konnte flr jede
einzelne Membranbarriere naherungsweise der korrespondierende Wasserpotentialgradient
berechnet werden. Dabei wurden, aufgrund fehlender Daten flr die (sub-)epidermalen Zell-
schichten (Tiefenintervall 0), die gleichen hydraulischen Leitfahigkeiten angenommen, wie
sie in Tiefenintervall 1 vorherrschten. Die Summe der berechneten Einzelgradienten ergab
schlieBlich den Wasserpotentialgradient Uber den gesamten Kortex (Tiefenintervalle 0-4).
Dabei wurde berlcksichtigt, dass sich jedes Tiefenintervall mit bekannter L, aus unterschied-
lich vielen Zellschichten zusammensetzt (Abb.3). Die innersten Kkortikalen
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Zellschichten (Tiefenintervall 5) wurden bei der Berechnung aus zwei Griinden nicht bertck-
sichtigt. Zum einen lagen fir dieses Intervall sehr wenige Daten vor (Kap. 3.3). Zum anderen
war aufgrund der Heterogenitat der ZellgréBen in diesem Bereich (siehe Abb. 3) eine sichere
Ermittlung der Zellibergange nicht méglich.

Abb. 3: Schematische Aufteilung des Hypokotylkortex von Ricinus in radialer Richtung

Die Aufteilung des Kortex in die Tiefenintervalle 0-5 ist schematisch wiedergegeben (rot). AuBer
dem Tiefenintervall 0 sind alle Tiefenintervalle 150 pm stark (schwarzer Balken). Markiert sind auch
die Bereiche des Xylems als 'source des Wachstumswassers' (blau). Die gemittelte Anzahl an Zell-
Ubergangen ist fir jedes Tiefenintervall am oberen Rand angegeben (schwarz). Fiir die Berechnung
des Wasserpotentialgradienten reprasentiert jeder Zellibergang zwei réhrenférmige Membran-
barrieren, die senkrecht zum radialen Wasserfluss angeordnet sind. Im Hintergrund ist eine licht-
mikroskopische Aufnahme eines Querschnitts durch die Elongationszone des Hypokotyls nach der
Behandlung mit spezifischem RcTIP1-1-Antiserum gezeigt (Kap. 3.6.2.3).

Der Berechnung des Wasserpotentialgradienten einer einzelner Membranbarriere lag fol-
gende Gleichung zugrunde (Cosgrove, 1981):

av__ L(oxAmr—P) (Gleichung 4)
V xdt
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Der linke Quotient der Gleichung gibt die relative Wachstumsrate wieder. o steht fir den Re-
flexionskoeffizienten des Osmotikums, Ax fir den Gradienten des osmotischen Potentials
Uber eine Membran und P flr den zellularen Turgor. L ist der mittlere hydraulische Leitwert
und reprasentiert im Prinzip die L, einer Membranbarriere unter Einbezug der geometrischen
Parameter nach folgender Beziehung (Cosgrove, 1981):

Lpx A
4

L =

(Gleichung 5)

A steht fur die Flache der Membranbarriere (‘effektive Querschnittsflache' nach Molz & Boyer
(1978) und V fir das entsprechende Volumen der auBerhalb liegenden 'Kortexréhre'. Da
angenommen wird, dass der Reflexionskoeffizient idealerweise gleich 1 ist (Membranen sind
dann ideal semipermeabel) und der Term Ax - P den Wasserpotentialgradienten Gber eine
Membran beschreibt, lasst sich Gleichung 4 auch formulieren als:

av

= LxA¥Y (Gleichung 6)

Diese Gleichung stellt im Prinzip den von Boyer, 1985) formulierten Zusammenhang zwi-
schen Wasserfluss J, hydraulischer Leitfahigkeit L, und einem Gradienten des Wasserpoten-
tials A% Uber eine Membranbarriere dar:

J= L, xAY¥ (Gleichung 7)

Aus der Summe der einzelnen A¥ (Uber alle 30 Membranbarrieren, durch die radial flieBen-
des Wachstumswasser hindurchtritt, wurde der Wasserpotentialgradient Uber den gesamten
Kortex (A4%;) berechnet. Der korrespondierende mittlere hydraulische Leitwert L. wurde aus
dem erhaltenen Wasserpotentialgradienten nach Gleichung 6 berechnet. Die volumetrische
Extensibilitat des Kortexgewebes m. wurde mit folgender Formel ermittelt (Lockhart, 1965):

av
IV xdt

m, x(PC -Y, ) (Gleichung 8)

Dabei reprasentiert der linke Term wiederum den relativen Volumenzuwachs, P, den mitt-
leren zelluldren Turgor des gesamten Kortex und Y, den korrespondierenden yield threshold.
Dieser auch als kritischer Turgor beschriebene Parameter gibt den minimalen Wert von P an,
der gegenuber dem Widerstand der plastisch verformbaren Zellwand gerade (nicht) zu einer
Expansion der Zelle fuhrt. In Ermangelung eigener Daten wurde far den Term (P;-Y;) ein
Wert eingesetzt, der fir stark elongierendes Hypokotyl der Augenbohne ermittelt wurde
(Okamoto et al., 1990).
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Zum Vergleich von Werten von L, und P; wurde folgender Zusammenhang dieser beiden
Parameter zugrundegelegt (siehe auch Maurel, 1997):

L,xRxT ,
P = BV (Gleichung 9)

w

Dabei ist R die allgemeine Gaskonstante (8,314 /o), T die absolute Temperatur und V,,
das molare Volumen von Wasser (siehe Kap. 2.3).

2.5 Isolierung vollstandiger cDNA-Klone

2.5.1 cDNA-Bank screening

Zur Isolation der vollstandigen Klone der untersuchten MIP, wurde eine cDNA-Bank aus dem
Hypokotyl eines 6 d alten Ricinus-Keimlings verwendet, deren inserts am 3"-Ende von einer
Not I- und am 5°-Ende von einer EcoR I-Schnittstelle flankiert wurden (Schobert & Komor,
unveroffentlicht).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit erfolgte das screening dieser cDNA-Bank durch Filter-
Hybridisierungen nach Benton & Davis (1977) und den Modifikationen von Weig (1994). Als
Wirtszellen dienten dabei Escherichia coli des Stammes NM522 (Amersham Pharmacia Bio-
tech, Freiburg). Die verwendeten Sonden wurden Uber polymerase chain reaction (PCR,
Roche Diagnostics, Mannheim) mit Digoxigenin-markierten Nukleotiden hergestellt (Digoxi-
genin-11-dUTP, Roche Diagnostics, Mannheim). Als template dienten Plasmide mit dem
Vektor pBluescript® KS (+) (Stratagene® Europe, Amsterdam, Niederlande) als backbone
und mit cDNA-Fragmenten der untersuchten MIP als insert (Weig, unveréffentlicht, Tab. 1).
Als Primer wurden DNA-Oligonukleotide gegen die T3- und T7-Promotorregion des Vektors
verwendet.

Tab. I: Plasmide als template zur Herstellung Digoxigenin-markierter cDNA-Sonden

Plasmid': MIP?: Fragment’:
pRP5-9 PIP1-1 3’-Ende
pRP2-1 PIP2-1 3’-Ende

pT4-7 TIP1-1 Vollangen-cDNA

Gelistet sind die Bezeichnungen der Plasmide '), der Genname der untersuchten MIP (%) und der
Bereich, Gber den sich die Sequenz der Sonden erstreckt (3).
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2.5.2 Klonierung und Identifikation vollstandiger cDNA-Klone

Die identifizierten Phagenklone des cDNA-Bank-screenings wurden aus Plattenlysaten iso-
liert und gereinigt (Weig, 1994). Uber die Restriktionsschnittstellen Not I und EcoR I wurden
die cDNA-inserts in die MCS des Vektors pBluescript® II KS (+) umkloniert. Die vollstandige
Sequenz der cDNA-Inserts wurde ermittelt (GATC Biotech, Konstanz) und identifiziert
(Kap. 3.4.2.1 & 7).

2.6 Heterologe Expression der cDNA-Klone in Hefe

Zur heterologen Expression der isolierten cDNA in Hefezellen, wurde zunachst deren voll-
stédndige cDNA Uber die Restriktionsschnittstellen Xho I und Not T aus den Isolationsklonen
(Kap. 2.5) in die MCS des Hefeexpressionsvektors pDR195 (Rentsch et al., 1995) umklo-
niert. Die erhaltenen Plasmide wurden nach Gietz et al. (1992) in den Stamm NY17 von
Saccharomyces cerevisiae (Walworth & Novick, 1987) transformiert. Die Selektion erfolgte
durch Komplementation der ura3-Mutation dieses Stammes mittels des verwendeten Ex-
pressionsvektors. Der Nachweis der spezifischen, primaren Genprodukte der untersuchten
MIP, wurde durch northern-Hybridisierungen von isolierter RNA der Hefeklone mit spezifi-
schen, DIG-markierten RNA-Sonden gefiihrt (Kap. 2.9.4). Die Sonden wurden, wie in
Kap. 2.9.3 beschrieben, durch in vitro-Transkription synthetisiert. Als Vorlage dienten die
Isolationsklone des screenings der cDNA-Bank, so dass die generierten Sonden die voll-
standige, codierende Sequenz der untersuchten MIP reprasentierten. Der Nachweis der
spezifischen, sekundaren Genprodukte, erfolgte durch westernblots mit Membranprotein von
isolierten post-golgi Vesikel der jeweiligen Hefeklone (Kap. 2.7) und spezifischem Antiserum
(Kap. 2.10).

2.7 Stopped-flow Spektroskopie an post-golgi Vesikeln

Die stopped-flow Spektroskopie von isolierten post-golgi Vesikeln zur funktionellen Charakte-
risierung der untersuchten MIP wurde nach Laize et al. (1995) durchgeflhrt. Zur Isolation der
Vesikel erfolgte die Anzucht der Hefeklone in 500 ml MMA-Medium; die Induktion des Pro-
motors in Galaktose-Medium entfiel.

Die GrdBenbestimmung der Vesikel erfolgte sowohl durch die Auswertung von Abbildungen
elektronenmikroskopischer Préaparate als auch durch Messung der dynamischen Lichtstreu-
ung (DLS) der entsprechenden Vesikelsuspensionen.

Im ersten Fall wurden, mit freundlicher Unterstiitzung des Lehrstuhls fir Physikalische Che-
mie I der Universitat Bayreuth, elektronenmikroskopische Aufnahmen der Vesikelsuspensio-
nen gemacht. Die Praparation erfolgte dabei mittels Gefrierbruchtechnik (siehe auch
Hoffmann, 2004). Dazu wurden Aliquote von Vesikelsuspension in flissiges Propan einge-
schossen, unter Hochvakuum bei Temperaturen <-100°C gebrochen, und die Bruchflache
geatzt und bedampft (BAF 400 Freeze Etching System, Balzers, Bingen-Kempten). Die Bild-
gebung erfolgte Uber ein Transmissionselekironenmikroskop mit einer Beschleunigungs-
spannung von 80 kV (CEM 902, Zeiss, Oberkochen). Die Vermessung der Vesikel erfolgte
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wie in Kap. 2.3 beschrieben. Es wurden die gemittelten Durchmesser fur alle Vesikel der
jeweiligen Hefeklone ermittelt. Darlber hinaus wurden die Vesikel in Populationen unterteilt,
die Vesikel mit Unterschieden im Durchmesser von 10 nm reprasentierten. Fir jede dieser
Populationen wurde wiederum ein mittlerer Durchmesser berechnet. Aus diesen Daten wur-
de der hydrodynamische Radius r, nach folgender Gleichung berechnet (Chu, 1991):

4
/ n xr,
r, =4 ZZ:,—/ (Gleichung 10)
;

Dabei ist n; die Anzahl der Vesikel pro GréBenpopulation und r; der entsprechende mittlere
Radius.

Die Messungen der dynamischen Lichtstreuung wurden ebenso am Lehrstuhl fir Physikali-
sche Chemie I der Universitat Bayreuth nach Chu (1991) durchgefuhrt. Dazu wurde die Ve-
sikelsuspension ~5 fach in Resuspensionspuffer verdiinnt (Laize et al., 1995). Die dynami-
sche Lichtstreuung wurde mittels eines Helium/Neon-Lasers der Wellenlange 632,8 nm (BI-
200 SM goniometer, Brookhaven Instruments, Holtsville, USA), einem Streuwinkel von 90 °
bei RT aufgenommen. Aus den generierten Daten wurde ebenso der hydrodynamische Ra-
dius r, der Vesikel berechnet.

Die stopped-flow Spektroskopie wurde mit freundlicher Unterstiitzung der Arbeitsgruppe von
Prof. Dr. Schmid (Laboratorium fir Biochemie der Universitédt Bayreuth) durchgefuhrt. Dazu
wurde die Vesikelsuspension nach Laize et al. (1995) auf 0,1 mg/., Proteingehalt verdinnt
und in einer stopped-flow Apparatur (DX17MV, Applied Photophysics, Leatherhead, UK) mit
dem gleichen Volumen an hyperosmotischer Mannitollésung gemischt. Der resultierende,
einwarts gerichtete Gradient des osmotischen Potentials A%, lag in den verschiedenen Mes-
sungen zwischen 80 und 250 mOsM. Detektiert wurden Kinetiken der Intensitat von um 90 °
gestreuten Lichts, bei einer Wellenldnge von 437 nm, wahrend eines Zeitfensters von 0,5 -
1 s, bei einer Datenaufnahme von 1-2 Hz. Sowohl der Mischvorgang als auch die Messun-
gen fanden unter einem Druck von 0,2 - 0,4 MPa statt. Zur Auswertung wurden 7-14 einzel-
ne Zeitkinetiken gemittelt, und Uber die resultierende Kinetik eine doppelt-exponentielle
Funktion montiert. Aus den Geschwindigkeitskonstanten k der schnellen und langsamen
Teilkinetiken dieser Funktion wurde analog zu Laize et al. (1995) die osmotische Wasser-
permeabilitdt P;nach folgender Gleichung berechnet:

kxV,
P =
S,xV, xA¥

(Gleichung 11)

Dabei steht V, fir das Volumen, S, fir die Oberflache der isolierten Vesikel. V,, fir das mola-
re Volumen von Wasser und 4%, fir den Gradient des osmotischen Potentials Uber die Vesi-
kelmembran. Zur Ermittlung der Aktivierungsenergie des transmembranen Wasserflusses
wurden stopped-flow Messungen in einem Temperaturspektrum von 10-30°C durchgefthrt.
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Die Aktivierungsenergie E, wurde aus einer Auftragung des natirlichen Logarithmus von k
gegen den Kehrbruch der absoluten Temperatur und der Arrhenius-Gleichung ermittelt:

E .= -mxR (Gleichung 12)

a

Dabei reprasentiert m die Steigung einer linearen Regression durch die aufgetragenen Daten
und R die allgemeine Gaskonstante.

2.8 Messungen des osmotischen Potentials

In der vorliegenden Arbeit wurde das osmotische Potential von Losungen mittels eines Ge-
frierpunkt-Osmometers gemessen (Osmomat 030, Gonotec, Berlin). Eine derartige Messung
wurde fir alle Versuche durchgefihrt, in denen das osmotische Potential von Lésungen eine
maBgebliche Rolle spielte (Kap. 2.3, 2.4 & 2.7).

2.9 ldentifizierung und Lokalisierung spezifischer Transkripte

Alle Arbeiten mit RNA wurden unter RNAse-freien Bedingungen durchgefiihrt. Dazu wurden
Glaswaren flr >3 h bei 180°C gebacken. Plastikmaterial wurde entweder durch dreistiindige
Inkubation in Chloroform oder Natronlauge (0,1 M) RNAse-frei gemacht. Die verwendeten
Chemikalien waren RNAse-frei. Wasser wurde durch Inkubation mit Diethylpyrocarbonat
(DEPC, 1 "/,) und anschlieBender Autoklavierung RNAse-frei gemacht. Einwegmaterialien
(Pipettenspitzen, Objekttrager usw.) wurden in RNAse-freier Qualitat bezogen.

2.9.1 RNA-Isolierung

In der vorliegenden Arbeit wurden zur Isolation von Gesamt-RNA (gRNA) zwei verschiedene
Methoden angewandt. Zum einen wurde RNA analog zu Hoffman & Winston, 1987) und mo-
difiziert nach Weig (1994) extrahiert. Alternativ dazu wurde RNA mit dem Hybaid RiboLy-
ser™-System isoliert (Hybaid RiboLyser™ Kit Green, Thermo Hybaid, Franklin, USA). Dabei
wurde genau nach dem Protokoll des Herstellers vorgegangen. Zur Isolation von gRNA aus
Ricinus-Hypokotyl wurden ~250 mg Gewebe pro Isolationsansatz eingesetzt. Das Aus-
gangsmaterial zur gRNA-Extraktion aus Hefezellen waren je 150 pl eines Zellpellets, als Re-
sultat einer Zentrifugation der Hefesuspensionen fir 5 min bei RT und 15.000 g.

2.9.2 Semiquantitative RT-PCR

Fir die semiquantitative RT-PCR wurde sowohl die reverse Transkription als auch die PCR-
Amplifikation analog zu Weig et al. (1997) durchgefiihrt. Als entsprechende Enzyme dienten
die Superscript II'"* Reverse Transcriptase (Gibco-BRL, Karlsruhe), bzw. die Tag-Polymerase
(PerkinElmer Life Sciences, Rodgau-Jugesheim). Als Primer bei der cDNA-Synthese wurden
Nukleotid-Hexamere zufélliger Sequenz eingesetzt (Random Primers, GibcoBRL, Karlsruhe).
Die bei der PCR verwendeten, spezifischen Primerpaare (MWG Biotech AG, Ebersberg) sind
mit ihrer Nukleotidsequenz und der entsprechenden Schmelztemperatur in Tab. Il angege-
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ben. Pro PCR-Lauf wurden 25 Amplifikationszyklen durchgefiihrt (DNA Thermal Cycler, Per-
kinElmer Life Sciences, Rodgau-Jigesheim). Die amplifizierte DNA wurde elektrophoretisch
in einem 1%-igen Agarosegel aufgetrennt, in das 2*10°% Ethidiumbromid einpolymerisiert
waren. Die Fluoreszenzsignale der DNA-Banden unter ultraviolettem Licht (UV, 312 nm)
wurden digital aufgenommen (ImageMaster® VDS, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg)
und deren relative Intensitat mit einer entsprechenden Software quantifiziert (ImageMaster®
1D Sofware). Als interne Kontrolle wurde zusétzlich 18 S-RNA amplifiziert, und die Signale
der anderen Gene darauf normiert.

Tab. ll: Primerpaare, die zur Amplifikation spezifischer cDNA verwendet wurden

Zielgen: Bezeichnung: Sequenz: T, Ty
RcAQPP2F1 5-AGGATTTGAAGGTAGTCATG-3 53,2
PIPT-1 RcAQPP2R1 5-GGCTGCACCGAGACTACG-3’ %0 61,0
pIP2.1 RcAQPP5F1 5-ACTGATTAGGGCTGTAGCT-3’ 50 54,5
RcAQPP5R1 5-AGTACCAGTGATGGGGATT-3’ 54,5
RcAQPT4F1 5-GGCGGTAACATCACTCTTC-3’ 56,7
TP RcAQPT4R1 5-GGTCAGCTGGAGCTGGGAAA-3’ %0 61,4
SCR1 RSCR1 5-AAGTGCAGGGGTGGTGAG-3’ 64 58,0
RSCR2 5-GTCAAGGCAGGTGCATTG-3’ 56,0
SCR2 RcSCR2F1 5-AACCCTCTCTCTTAACACC-3’ - 56,0
RcSCR2R2 5-GAGAAGAAATGGAAACCAG-3’ 54,0
HEX RCA4 5-CTCAGCTGTGACTGGAGCAG-3’ 64 61,4
RCA1 5-TATGGAAGGGGGGCTAC-3’ 50,2
HEX3 RCC2 5-TTGCCACAATGGTATGCAGT-3’ 64 55,3
RCCA1 5-TGCTGCTAATCCCAAAAGG-3’ 62,3
HEXG RCF3 5-TGGGGGTGTACAGATGTTTG-3’ 64 57,3
RCF1 5-CAAACGCAGGGAAAGTG-3’ 54,9
185-ANA 18SF2 5-TCAAAGCAAGCCTACGCTC-3’ - 56,7
18SR1 5-TGTTACGACTTCTCCTTC-3’ 52,0

Die Schmelztemperatur jedes Primers ist angegeben (T,); auBerdem die verwendete annnealing-
Temperatur (T,).

2.9.3 Erstellung von Digoxigenin-markierten RNA-Sonden

Digoxigenin markierte RNA-Sonden wurden mittels T3- bzw. T7-RNA-Polymerasen und Di-
goxigenin-11-UTP durch in vitro-Transkription generiert. Dabei wurde ein kommerzielles
Markierungssystem verwendet und nach dem Protokoll des Herstellers vorgegangen (DIG
RNA Labeling KIT, Roche Diagnostics, Mannheim). Fir jedes zu analysierendes Transkript
wurden sowohl sense- als auch antisense-Sonden synthetisiert. Als Vorlage dienten die Iso-
lationsplasmide der untersuchten MIP bzw. Plasmide mit Fragmenten der MIP als Inserts
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(Kap. 2.5.2, Weig, unverdffentlicht), welche vorher durch geeignete Restriktionen linearisiert
worden waren (Tab. Ill). Die vergleichbare Konzentration von sense- und antisense-Sonden
wurde durch Quantifizierung der Ethidiumbromid-Fluoreszenz im Agarosegel Uberpriift
(Kap. 2.9.2). Die Quantifizierung der Sondenmarkierung erfolgte durch Detektion von Farb-
signalen auf einer Nylonmembran mittels eines kommerziellen Digoxigenin-
Quantifizierungssystems (DIG Quantifikation/Control Teststrips, Roche Diagnostics, Mann-
heim). Auf der Basis dieser Tests wurde die Menge bzw. das Mengenverhéltnis der zur
Hybridisierung eingesetzten sense- und antisense-Sonden gewabhilt.

Tab. lll: Digoxigenin-markierte RNA-Sonden zur Detektion spezifischer mRNA

Zielgen: Plasmid: Orientierung: Bereich: Léange: Schnittstelle:
sense Vollange 1180 bp Not1
RcPIP1-1 pP2L _ .
antisense Vollange 1154 bp EcoR1
PsL sense Vollange 1298 bp Not1
P antisense Vollange 1272 bp EcoR1
RcPIP2-1 ) _
RP5.9 sense 3’-Ende mit NTR 666 bp* Clal
P antisense 3’-Ende mit NTR 664 bp* BamH 1
sense Vollange 1148 bp Not 1
RcPIP1-1 pT4L , .
antisense Vollange 1122 bp EcoR1

Die Sonden fir die in situ-Hybridisierung wurden durch saure Hydrolyse auf eine Lange von ~150 bp
gebracht (*)

Far die in situ-Hybridisierungen wurde die Lange der entsprechenden Sonden durch Hydro-
lyse auf ~150 bp reduziert und die Sonden anschlieBend gereinigt (nach Deblock & Debrou-
wer, 1993). Fr die northernblots wurden die ungekirzten Sonden verwendet.

2.9.4 Detektion von immobilisierter RNA (northern-blot)

Far northern-Analysen wurde gRNA, wie in Kap. 2.9.1 beschrieben, nach dem Hybaid Ribo-
Lyser™-System isoliert und flr jedes untersuchte Gewebe 9 pg gRNA nach Sambrook &
Russel (2001) gelelektrophoretisch aufgetrennt. Nach Beendigung des Elektrophoreseschrit-
tes, wurde die RNA auf positiv geladene Nylonmembranen (Biodyne B, Pall Filtron Corp.,
Northborough, USA) Ubertragen (nach Sambrook & Russel, 2001) und daran durch UV-
Bestrahlung (254 nm) flr 5 min mit anschliessendem Backen fiir 45 min bei 70°C fixiert. Als
interne Kontrolle wurden die Fluoreszenzsignale der Banden der 25 S- und 18 S-rRNA auf
der blot-Membran, wie in Kap. 2.9.2 aufgenommen und quantifiziert. Die Hybridisierung mit
den spezifischen Sonden (Kap. 2.9.3) wurde mittels eines kommerziellen Systems zum
Nachweis von Digoxigenin-markierten Nukleinsduren durchgefiihrt (DIG Nucleic Acid Detec-
tion Kit, Roche Diagnostics, Mannheim). Dabei wurde nach dem Protokoll des Herstellers
vorgegangen. Es wurden 0,5 pg Digoxigenin-markierte Sonde pro ml Hybridisierungslésung
eingesetzt. Die hybridisierten Membranen wurden zweimal fir 20 min unter sehr stringenten
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Bedingungen gewaschen (0,05% SSC, 0,1% SDS, 66 °C). Die Detektion der gebundenen
Sonden erfolgte ebenso nach oben angegebenem System (alkalische Phosphatase [AP] mit
NBT/BCIP als Substrat). Die Konzentration des Anti-Dig-AP-Konjugats (Roche Diagnostics,
Mannheim) betrug dabei 1:2000. Farbsignale wurden mittels eines Scanners (ScandJet
6100C/T, Hewlett Packard, Bdblingen) aufgenommen, ihre Intensitat wie in Kap. 2.9.2 quan-
tifiziert und auf die Signalstarke der zugehdrigen Kontroll-rRNA normiert.

2.9.5 In situ-Hybridisierung

Die in situ-Hybridisierung wurde im Prinzip nach Jackson (1991) mit folgenden Modifikatio-
nen von Long (2002) durchgefiihrt. Nach Deblock & Debrouwer (1993) wurde Hypokotylge-
webe unter Fixierungslésung (Formalin-Essigsaure) in 1-2 mm dicke Stiicke geschnitten,
fixiert und gewaschen. AnschlieBend wurden die Gewebestlicke fur jeweils 1 h in Ethanol mit
zunehmender Konzentration inkubiert (50%, 60%, 70%, 85%). Nach einer Inkubation in
95%-igem Ethanol mit 0,1% Eosin (Sigma, Taufkirchen) wurde das Gewebe 2 mal fiir 30 min
in 100% Ethanol mit, und 2 mal far 60 min in 100%-igen Ethanol ohne 0,1% Eosin inkubiert.
Nachfolgend wurde das Ethanol sukzessive durch Tissue-Clear® (Sakura, Giessen) ersetzt,
indem das Gewebe jeweils 30 min in steigender Tissue-Clear®-Konzentration (25%, 50%,
75%) inkubiert wurde. Nach 2 weiteren Inkubationen in 100%-igem Tissue-Clear® firr 1 h,
wurde 2 des Volumens an Paraplast-Pellets (Paraplast X-tra, Sigma, Taufkirchen) hinzuge-
fugt und bei RT fur ~16 h stehen gelassen. AnschlieBend wurde das Paraplast bei 42°C ge-
schmolzen, nochmals "4 des Volumens an Paraplast-Pellets hinzugefigt, und die Tempera-
tur auf 58°C erhdht. Nach einer weiteren Inkubation von ~4 h wurde das Gewebe 2 mal pro
Tag, Uber einen Zeitraum von 3 Tagen, in frisches, geschmolzenes Paraplast Gberfihrt und
bei gleichbleibend 58 °C inkubiert. Im Anschluss daran wurden die Gewebestlcke in spezielle
Paraffin-Einbettformen (Leica Microsystems, NuBloch) platziert, mit flissigem Paraplast
Uberlagert, an Jet-Kassetten (Leica Microsystems, NuBloch) fixiert und erkalten gelassen.
Dannschnitte wurden mittels eines elekirischen Mikrotoms (2050, Reichert-Jung, Leica Mic-
rosystems, NuBloch) angefertigt. Die Schnittdicke betrug 8 um. Frische Schnittserien wurden
auf Wasser bei 42°C gespreitet, auf positiv geladene Objekttrager (SuperFrost®Plus, Menzel-
Glaser®, Braunschweig) tibertragen und fiir 16-20 h bei 42°C getrocknet.

Zur Hybridisierung wurden die Schnitte nach Deblock & Debrouwer (1993) vorbehandelt. Im
Unterschied dazu dauerte die Proteinase K-Behandlung 15 min und wurde durch eine Inku-
bation fir 2 min in PBS mit 0,2% Glycin abgeschlossen. Zur Acetylierung wurde 100 M
Triethanolamin mit 0,5% Essigsaure-Anhydrid verrthrt, und die Schnitte fir 10 min bei RT
darin inkubiert. Danach wurden die Schnitte wie bei Jackson (1991) dehydriert und an der
Luft getrocknet.

Die Hybridisierung, nachfolgende Waschschritte und die RNase-Behandlung wurden nach
Deblock & Debrouwer (1993) durchgefihrt. Die Zusammensetzung der Hybridisierungslo-
sung entsprach genau dieser Vorlage. Der eigentlichen Hybridisierung ging eine Prahybridi-
sierung mit Hybridisierungslésung ohne markierte Sonden voraus. Fir die Hybridisierung
wurden 1,6 ug markierte Sonde pro ml Hybridisierungslésung eingesetzt. Die abschlieBende
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Waschung der Schnitte erfolgte unter maBig stringenten Bedingungen (0,2% SSC, 0,1%
SDS, 57 °C).

Die Detektion der gebundenen Sonden erfolgte ebenso nach Deblock & Debrouwer (1993)
mittels des in Kap. 2.9.4 beschriebenen Systems. Die Konzentration des Anti-Dig-AP-
Konjugats betrug dabei 1:2000. Zusétzlich wurde der Farbelésung 0,1 M Levamisol beige-
mischt und der Polyvinylalkohol weggelassen. Nach vollendeter Farbung wurden die Schnitte
fir jeweils 10 s in 75 %, 100% und wieder 75% technischen Alkohol getaucht und anschlie-
Bend in Wasser Uberflhrt. Die Einbettung der Schnitte erfolgte in einem speziellen Medium
auf wassriger Basis (Aquatex®, Merck, Darmstadt). Mikroskopische Abbildungen wurden wie
in Kap. 2.3 generiert.

2.10 Identifizierung und Lokalisierung spezifischer Proteine

Zur Identifizierung und Lokalisierung von Proteinen wurden spezifische Antikbrper erzeugt.
Dazu wurden synthetische Peptide hergestellt, welche nicht-konservierte, immunogene Epi-
tope der Proteine reprasentieren. Die Peptide wurden in Kaninchen injiziert und deren Blut-
seren nach ~100 Tagen gewonnen. Eine Aufstellung der in dieser Arbeit verwendeten Anti-
seren, der zugehorigen Epitope und der Bezugsquellen zeigt Tab. IV.

Tab. IV: Peptide, gegen die spezifische Antikdrper synthetisiert wurden

Zielprotein: synthetisches Peptid: Proteinabschnitt:
'"RePIP1-1 NH,-GFEGSHDYTRLGG-CONH, extrazellulare Schleife C
?RcPIP2-1 NH,-VGEETQTSHGKCG-CONH, N-Terminus
2ReTIP1-1 NH>-RNIAVGHPHEATQPDALK-CONH, N-Terminus
?RcSCR1 NH,-MQSSTSKENKQPPSSQPHC-CONH, N-Terminus

Die Proteinepitope, welche als Vorlage zur Peptidsynthese dienten, sind fettgedruckt. Peptide und
Antiseren wurden (iber Eurogentec’ (Searing, Belgien) und Pineda Antikdrper-Service® (Berlin) bezo-
gen.

Rohseren wurden gegen die zugehérigen Peptide oder gegen Protein A affinitatsgereinigt.

Im ersten Fall wurde 0,1 g CNBr-aktivierte Sepharose 4B (Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg) in 1 M Salzsaure (HCI) aktiviert und mit 2 mg Peptid in 0,1 M Natriumhydrogenkar-
bonat (NaHCO3) (pH 8,3), 0,5 M Natriumclorid (NaCl) unter Bewegung fir 2 h bei RT inku-
biert. Die Matrix wurde mit 0,1 M NaHCO; (pH 8,3), 0,5 M NaCl gewaschen und unter Bewe-
gung fiir ~16 h bei 4°C in 0,1 M Tris Pufferan® (Tris)/HCI (pH 8,0) inkubiert. AnschlieBend
wurde die Matrix sukzessive mit 0,1 M Natriumacetat (NaOAc, pH 4,0), 0,5M NaCl und
0,1 M Tris/HCI (pH 8,0), 0,5 M NaCl gewaschen. Dieser Waschschritt wurden 3 mal wieder-
holt. Nach einer Aquilibrierung in Phosphat-gepufferter Salzlésung (PBS) wurde die Matrix
mit 1 ml Rohserum in 9 ml PBS unter Bewegung fir ~16 h bei 4°C inkubiert. Nach einem
Waschschritt mit PBS und einer Aquilibrierung mit 0,5 M NaCl wurden gebundene Antikérper
mit 50 M Glycin (pH 1,9) eluiert und sofort mit /1, des Eluatvolumens an 1 M Tris/HCI
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(pH 8,0) vermengt. Zur Lagerung der Antikdrper wurde 1% Rinderserumalbumin (BSA) zu-
gegeben.

Im zweiten Fall wurde zunachst 0,1 g Protein A Sepharose CL4B (Amersham Pharmacia
Biotech, Freiburg) in Natriumphosphatpuffer (pH 7,0) gequollen und mehrmals mit frischem
Puffer gewaschen. AnschlieBend wurden 250 pl von Rohserum in 10-facher Menge an oben
genanntem Puffer flr 2 h mit der gequollenen Sepharose unter Bewegung bei RT inkubiert.
Nach einer Waschung der Matrix mit Puffer wurden das gebundene Immunglobulin G mit
2ml 0,1 M Zitronenséaure eluiert und sofort mit 300 ul 1 M NaOH und 100 pl 1 M Tris/HCI
(pH 7,5) vermengt. Zur Lagerung der Antikérper wurde 1% Rinderserumalbumin (BSA) zu-
gegeben.

Die Funktion aller verwendeten Antikérper wurde im westernblot (Kap. 2.10.2) Uberprift,
ebenso die Spezifitdt des Signals, indem Antikérper im Voraus mit dem zugehdrigen Peptid
abgesattigt wurden (Kap. 2.10.2).

2.10.1 Extraktion von Membranprotein

Membranprotein wurde aus Mikrosomen extrahiert. Zur Isolation von Mikrosomen wurde Hy-
pokotylgewebe in flissigem Stickstoff gemérsert und das Gewebepulver mit der 4-fachen
Menge an Aufschlusspuffer (12% Saccharose, 50 M Tris/HCI [pH 7,5], 1 M EDTA, 2 M Ami-
noethyl Benzensulfonyl Fluorid Hydrochlolid [AEBSF], 4 "9/, Aprotinin, 200 "9/, Leupeptin)
durch Schutteln fir 2 h mit Glasperlen bei 4°C homogenisiert. AnschlieBend wurde das Ho-
mogenat fir 10 min bei 4°C und 13.000 g und der erhaltene Uberstand weiterfithrend fiir
60 min bei 4°C und 100.000 g zentrifugiert. Das entstandene Pellet wurde in Extraktionspuf-
fer (50 M Tris/HCI [pH 8,25], 50 M Tricin, 0,05% Laurylsulfat [SDS], 6,5 M [DTT], 0,6 M Ben-
zamidin, 0,6 M Phenylmethylsulfonylfluorid [PMSF], 0,5 6-Aminocapronsaure, 0,5 M EDTA,
0,5 M Ethylenglycol-bis(B-Aminoethylether)-Tetraessigsdure [EGTA]) resuspendiert und bei
-20°C gelagert. Die Bestimmung der Proteinkonzentrationen erfolgte mittels eines kommer-
ziellen Tests nach Bradford (1976, Protein Assay, Bio-Rad, Miinchen), welcher nach den
Angaben des Herstellers durchgefuhrt wurde. Als Mengenstandard diente dabei BSA. Fir
Untersuchungen von Membranprotein aus Hefe wurden isolierte post-golgi Vesikel (Kap. 2.7)
herangezogen.

2.10.2 Immunodetektion von immobilisierten Proteinen (western-blot)

Die Immunodetektion von immobilisierten Proteinen erfogte im Prinzip nach Towbin et al.
(1979). Dazu wurde zunéchst eine Polyakrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) nach Schagger
& Jagow (1987) durchgefihrt. Die Solubilisierung von Proteinen erfolgte dabei in 20 M
Tris/HCI (pH 6,8), 8,3% Glyzerin, 1% SDS, 0,3% B-Mercaptoethanol, 0,2 %. Bromphenolblau
fir 15 min bei 65 °C. Der Lauf der Polyakrylamid-Gele wurde in einer kommerziellen Gelap-
paratur (Mini-Protean 3 Electrophoresis Cell, Bio-Rad, Minchen) nach Sambrook & Russel
(2001) durchgefihrt. Zur Ermittlung des Molekulargewichts der Proteine diente ein kommer-
zieller Proteinstandard (MultiMark™, Invitrogen, Groningen). Die Farbung der Polyakrylamid-
Gele mit Coomassie Brilliant Blue R-250 erfolgte ebenso nach Sambrook & Russel (2001).
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Abbildungen von Polyakrylamid-Gelen wurden wie in Kap. 2.9.4 unter Verwendung einer
Durchlichteinheit aufgenommen.

Nach Towbin et al. (1979) wurden die Proteine elektrophoretisch auf Polyvinylidenfluorid-
Membranen (PVDF, Immobilon P, Millipore, Minchen) transferiert und immunologisch detek-
tiert. Die spezifischen Antiseren wurden dabei 1:500 verdlnnt eingesetzt. Als sekundarer
Antikdrper diente an alkalische Posphatase gekoppeltes, monoklonales Anti-Kaninchen Im-
munoglobulin (Klon RG-16, Sigma, Taufkirchen) in einer Verdiinnung von 1:2000. Die Detek-
tion der AP-Aktivitat und die Aufnahme von Abbildungen erfolgte wie in Kap. 2.9.4 beschrie-
ben.

2.10.3 Immunolokalisierung

Zur Immunolokalisierung wurde die Fixierung, die Einbettung und das Anfertigen der Schnitt-
praparate von Hypokotylgewebe wie in Kap. 2.9.5 durchgefihrt. Die Schnittpraparate wurden
nach Jackson (1991) mit Tissue-Clear® entwachst und letzteres durch zweimaliges Waschen
in 100% Ethanol fir jeweils 2 min entfernt. AnschlieBend wurde das Gewebe durch Inkuba-
tion fur jeweils 1 min in Ethanol mit abnehmender Konzentration (95%, 85%, 70%, 50%,
30%) rehydriert. Nach einer Waschung in PBS fiir 2 min wurden die Schnitte flir 45 min in
PBS, 1% Magermilchpulver inkubiert. AnschlieBend wurde das Gewebe im gleichen Puffer
fir 1%2 h mit den priméren Antikérpern behandelt. Die dabei gewéhlten Verdinnungen sind
aus Tab. V ersichtlich. Nach dreimaliger Waschung fur jeweils 15 min in PBS, 1% Mager-
milchpulver, 0,1% Triton X-100 wurde das Gewebe erneut in PBS, 1% Magermilchpulver
aquilibriert. AnschlieBend wurde es im gleichen Puffer fir 1 h mit dem sekundaren Antikérper
in einer Verdinnung von 1:2000 behandelt (siehe Kap. 2.10.2). Nach dreimaliger Waschung
far jeweils 15 min in PBS, 1% Magermilchpulver, 0,1% Triton X-100 erfolgte die Detektion
der AP-Aktivitat sowie die Aufnahme von Abbildungen wie in Kap. 2.10.2. Die Farbedauer
der jeweiligen Lokalisierungsexperimente ist Tab. V zu entnehmen.

Tab. V: Versuchsbedingungen bei der Lokalisierung spezifischer Proteine

Protein: Verdiinnung: Aufreinigung: Farbedauer: Methode:
PIP1-1 1:100 Protein A Y2 h IML
TIP1-1 1:5000 spezif. Peptid 1h IML
SCR1 1:3000 spezif. Peptid ~5h IML

Angegeben ist die Bezeichnung der Proteine, die Verdiinnung und Aufreinigungsmethode des prima-
ren Antikérpers, die Farbedauer wahrend der AP-Detektion sowie die angewandte Lokalisierungsme-
thode (Immonolokalisierung [IML]).

Zur Anfarbung von Kallose wurden Diinnschnitte fir 10 min in 1 mM Natriumphosphat-puffer
[pH 7,5], 0,01% Anilinblau getaucht und anschlieBend 2 mal fir 5 min in destilliertem Wasser
gewaschen. Unter UV-Licht (Lichtquelle: VHW 50f-2b, Zeiss, Oberkochen) wurde gleichzeitig
die Fluoreszenz der Kallose als auch die Autofluoreszenz lignifizierter Zellwéande angeregt
und mikroskopische Abbildungen wie in Kap. 2.3 aufgenommen (Mikroskop: STANDARD 18
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mit Fluoreszenz-Auflichtkondensor IV FI; Filter: BP 400-440, FT 460, Lp 470; Zeiss, Oberko-
chen).

Zur Anfarbung von Starke wurden Dinnschnitte fir 1 min in Lugolsche Lésung getaucht,
anschlieBend fur ~10 min in destilliertem Wasser gewaschen und Abbildungen wie in
Kap. 2.3 aufgenommen.

2.11 Grundlegende molekularbiologische Methoden

Molekularbiologische Basismethoden wurden standardm&Big nach Sambrook & Russel
(2001) durchgefuhrt.

Restriktionsenzyme und die entsprechenden Puffersysteme wurden bei Fermentas (St. Le-
on-Rot) oder New England Biolabs® (Frankfurt-Héchst) bezogen, die jeweiligen Bedingungen
der Restriktionsverdaue nach den Herstellerangaben gewahlt. Ligationen wurden mit einer
T4 DNA-Ligase (Fermentas, St. Leon-Rot) gemaB den Herstellerangaben durchgefiihrt. Es
wurden Kulturen des Stammes DH5a (Hanahan, 1983) und NM522 (Amersham Pharmacia
Biotech, Freiburg) von Escherichia coli sowie Kulturen des Stammes NY17 (a, ura 3-52, sec
6-4; Walworth & Novick, 1987) von Saccharomyces cerevisiae benutzt. Die Transformation
von Escherichia coli wurde nach Sambrook & Russel (2001) durchgefuhrt. Die Transformati-
on von Saccharomyces cerevisiae erfolgte nach Gietz et al. (1992). Reine Plasmidlésungen
wurden mittels eines kommerziellen Systems (Nucleobond AX, Macherey-Nagel, Diiren) er-
halten. Die Elution von DNA wurde mittels eines kommerziellen Kits (Agarose Gel DNA Ex-
traktion Kit, Roche Diagnostics, Mannheim) durchgefihrt.

2.12 Bezugsquellen

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden von Sigma (Taufkirchen) oder Merck
(Darmstadt) bezogen. Mikrobiologische Medienzusatze stammten von GibcoBRL (Karlsru-
he). Oligonukleotidprimer wurden bei MWG Biotech AG (Ebersberg) bezogen. Spezielle Be-
zugsquellen sind in den jeweiligen Abschnitten angegeben.

2.13 Software und Statistik

Analysen von DNA- und Proteinsequenzen erfolgten mittels der Software GCG Wisconsin
Package (Version 10.3, Accelrys, San Diego, USA). Alignments wurden mit ClustalX (Versi-
on 1.81, Thompson et al., 1997) generiert. Datenbankrecherchen wurden am National Cen-
ter for Biotechnology Information (2003, NCBI, BLAST) durchgefihrt.

Spezielle Software ist in den jeweiligen Abschnitten angegeben. Statistische Analysen wur-
den in Anlehnung an Lamprecht (1999) mit den Programmen SigmaStat® (Version 2.03,
SPSS, Chicago, USA), SPSS (Version 10.0.7, SPSS®, Chicago, USA) oder WinSTAT® (R.
Fitch Software, Staufen) durchgefihrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Die Elongation des Ricinus-Hypokotyls wird durch endo-
gene Faktoren reguliert und durch Licht inhibiert

Das Hypokotyl eines sechs bis sieben Tage alten, im Dunkeln gewachsenen Ricinus-
Keimlings zeigt die Aufteilung in Zellteilungszone, Hypokotylhaken, Zellstreckungszone und
Zone ausdifferenzierter Zellen (Abb. 4, A). Fir die vorliegende Arbeit wurde das Elon-
gationswachstum der Hypokotylachse unter standardisierten Bedingungen quantitativ analy-
siert. Dazu wurden Keimlinge entlang ihres Hypokotyls markiert (Abb. 5, B) und die axiale
Lage (relativ zum morphologischen Scheitelpunkt des Hypokotylhakens) sowie das Langen-
wachstum der einzelnen Abschnitte Uber einen Zeitraum von drei Tagen im Dunkeln und
unter Belichtung bestimmt (Abb. 5, A", C").

Abb. 4: Ricinus-Keimlinge mit etioliertem Hypokotyl

B) 6 Tage alte, dunkel gehaltene Ricinus-Keimlinge in hydroponischer Kultur. A) Hypokotyl eines
einzelnen Keimlings (#) mit charakteristischer Aufteilung: Zellteilungszone (T), Hypokotylhaken
(HH), Elongationszone (E) und ausdifferenziertes Hypokotyl (R).

Bei dunkel gehaltenen Keimlingen hat das Segment 3 den gréBten Langenzuwachs, der im
Zeitrahmen von Tag 7-8 bei einem Abstand von ~10 mm vom Hypokotylhaken sein Maxi-
mum erreicht (15,2 ""/1,5). Das geringste Langenwachstum vollziehen in diesem Zeitraum
die basalen Segmente wenige Zentimeter oberhalb des Wurzelhalses (z. B. Segment 8 mit
~1,3 ™/1ag; Abb. 5, A). Bei belichteten Keimlingen ist der Ldngenzuwachs des Segments 3
vergleichsweise niedrig. Hier ist Segment 4 in obigem Zeitfenster ~10 mm vom Hypokotylha-
ken entfernt und entspricht morphologisch dem Segment 3 dunkel gehaltener Keimlinge.

33




Ergebnisse

Dunkel

__30{ &1 A 30 | @1 C’
E 02 C} E —0- 2
E 254 03 E21-0-3
o —@— 4 é o -0 4
'§20'+g .gzo_ @ 5
= o = -0 6
€151 O 7 €154 o 7
§> —-0— 3 £ O 8
> 10 - S 10 -
0 n

5 - 5 - ——

6 7 8 9 7 8
Keimlingsalter [d] Keimlingsalter [d]

o
©

Abb. 5: Langenentwicklung der verschiedenen Hypokotylsegmente, wahrend der Kultivie-
rung von Keimlingen im Dunkeln (A) und unter WeiBlichtbestrahlung (C).

B) dunkel kultivierter, 6 Tage alter Ricinus-Keimling dessen Hypokotyl durch Markierungen in 10
gleich lange Segmente (je 5 mm) unterteilt ist. Markiert ist auch der morphologische Scheitel des
Hypokotylhakens (%). A) Vergleichbarer Keimling nach weiteren 24 h im Dunkeln und C) nach der
Belichtungsbehandlung. A") Quantifizierung der Segmentlangen wahrend der Hypokotylentwicklung
im Dunkeln und C") im Licht. Segmente mit maximalem (3) und minimalem (8) La&ngenwachstum in
Dunkeln sind blau hervorgehoben; das Segment 4 des belichteten Keimlings (rot) entspricht mor-
phologisch dem Segment 3 des dunkel gehaltenen Keimlings. Der Balken in A représentiert 1 cm.

Segment 4 vollfiihrt noch rudimentares Langenwachstum von ~1 ™/, (Abb. 5, C’). Die
Streckungsraten des apikalen Hypokotyls sind bei belichteten und dunkel gehaltenen Keim-
lingen vergleichbar gering.
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Aus Lange und Durchmesser der Segmente 3
und 8 von dunkel gehaltenen sowie Segment 4
von belichteten Keimlingen, wurde das Volu-
men berechnet und die relative Volumenzu-
nahme bestimmt (Abb. 6). Daraus geht bei
dunkel gehaltenen Keimlingen eine maximale
Wachstumsrate von 15,2 %/, im Segment 3
wahrend des Tages 7-8 hervor. Die Wachs-
tumsrate des entsprechenden Segments 4 bei
belichteten Keimlingen ist um das 5,7-fache
auf 2,7 %/, reduziert. In dunkel gehaltenen
Keimlingen ist die Wachstumsrate im basalen
Segment 8 nur ~1,3 %/, und somit 11,4-fach
geringer als in Segment 3.

Auf der Basis dieser Wachstumsanalysen,
wurden far alle Untersuchungen der vorliegen-
den Arbeit Keimlinge im Alter von 7-7,5 Tage
nach Quellung der Samen gewahlt (Abb. 5, A,
C). Innerhalb dieses Zeitfensters wurden die
verschiedenen Zonen des Hypokotyls wie folgt
definiert: FUr dunkel gehaltene Keimlinge
(Abb. 5, A, A) reprasentiert das Segment 0 die
Zellteilungszone, das Segment 3 die Elongati-
onszone und die Segmente 7-9 das reife Hy-
pokotyl. Innerhalb der Elongationszone ist der
Bereich des stéarksten Volumenzuwachses
~10 mm vom Hypokotylhaken entfernt. Analog
dazu représentieren fur belichtete Keimlinge
die Segmente 0 & 1 die Zellteilungszone und
die Segmente 7-8 das reife Hypokotyl (Abb. 5,
C). Das der Elongationszone dunkel gehalte-
ner Keimlinge entsprechende Gewebe ist hier
das Segment 4 und wird als 'Elongationszone'
belichteter Keimlinge be-zeichnet.

Nach Mohr & Ziegler (1969) wird die Photo-
morphogenese eines Keimlings vornehmlich
durch das pflanzliche Phytochromsystem ge-
steuert. Um diesen Zusammenhang auch far
das  Streckungswachstum des  Ricinus-
Hypokotyls nachzuweisen, wurden zwei Keim-
linge am Apex des Hypokotylhakens markiert,
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Abb. 6: Relative Volumenzunahme in der
Elongationszone (Ep) und dem reifen
Hypokotyl (Rp) dunkel gehaltener, sowie
der in der 'Elongationszone’' belichteter
Keimlinge (E.).

Das Zeitfenster, in dem alle vorliegenden
Untersuchungen stattfanden, ist an der Abs-
zisse grau hervorgehoben.

Abb. 7: Einfluss der Lichtqualitat auf die
Ausbildung einer Elongationszone.

Gezeigt sind 7 Tage alte Keimlinge nach
Behandlung mit hell- (HR, 660 nm) bzw.
dunkelrotem Licht (DR, 720 nm) fur 24 h.
Die Farbmarken zeigen die Lage des Apex
vor der Behandlung an (Pfeile).
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und die Elongationsaktivitat nach Bestrahlung mit hellrotem (660 nm) und dunkelrotem Licht
(730 nm) qualitativ analysiert.

Vergleichbar mit dunkel gehaltenen Keimlingen ist unter Einfluss dunkelroten Lichts die
Streckungsaktivitat der Elongationszone sehr hoch. Bestrahlung mit hellrotem Licht dagegen
inhibiert die Elogation nahezu vollstéandig (Abb. 7).

3.2 Die osmotische Wasserpermeabilitat zellularer Membranen
wird entlang der Hypokotylachse reguliert

Der durch den hydraulischen Widerstand zelluldrer Membranen eingeschrankte Wasserfluss
in bzw. durch elongierende Zellen kénnte ein Faktor sein, der das Streckungswachstum des
Hypokotyls limitiert. Daher wurde untersucht, inwieweit in Hypokotylgewebe die Veranderung
der Zellstreckungsaktivitat in axialer Richtung zusammen mit einer Regulation der osmoti-
schen Wasserpermeabilitat (P, zellularer Membranen einhergeht. Dazu wurden aus stark
elongierendem Gewebe und Geweben ohne nennenswerte Elongationsaktivitdt Vakuolen
und Protoplasten isoliert (Kap. 2.3) und durch Aufnahme von Schwellungskinetiken in hypo-
tonischem Medium die P; der jeweiligen Membranen ermittelt (Abb. 8). Hierbei lieferte die
Untersuchung von Vakuolen die P;des Tonoplasten. Die P, die aus den Schwellungskineti-
ken von Protoplasten berechnet wurde, impliziert dagegen die P; der Plasmamembran, der
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Abb. 8: Die osmotische Wasserpermeabilitat (P) von Protoplasten und Vakuolen aus den
unterschiedlich elongierenden Abschnitten des Ricinus-Hypokotyls

A) Die Pfvon Protoplasten aus elongierendem (Ep, Ep*) und ausgewachsenem Hypokotylgewebe
(Rp, Rp*) dunkel gehaltener Keimlinge; das linke Datenpaar wurde im Rahmen dieser Arbeit, das
rechte Datenpaar wurde zur Kontrolle von Alfons Weig nach Ramahaleo et al. (1999) erhoben (un-
verdffentlicht). B) Die Pfdes Tonoplasten analog zu A (Ep, Rp), aus der 'Elongationszone' belichte-
ter Keimlinge (E,), sowie aus der Elongationszone dunkel gehaltener Keimlinge nach Inkubation mit
Quecksilberionen (Eyg). Die Héhe der Balken représentiert den Median Uber n Einzelwerte (Num-
mer Uber den Balken). Die Fehlerbalken markieren den Interquartilbereich. Signifikanzniveaus der
Unterschiede zur jeweiligen Kontrolle (Ep) sind Gber den Fehlerbalken angegeben (U-Test nach
Mann & Whitney, zweiseitig).
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Cytoplasmaschicht und des Tonoplasts. Dies ist begriindet durch das vernachlassigbar klei-
ne Volumen des Cytosols gegenlber dem der Vakuole. Letzteres bedingt nahezu vollstandig
das Volumen des Protoplasten. Damit stromt Wasser tber die genannten drei Barrieren in
die Vakuole, wo es die Schwellung des Protoplasten verursacht.

Protoplasten, die der Elongationszone dunkel gehaltener Keimlinge entstammen, zeigen im
Median eine ~3-fach hbéhere Ps als Protoplasten des ausgereiften Hypokotyls (Abb. 8, A).
Dagegen haben die Tonoplasten von Vakuolen, vergleichbare P; unabhangig ob sie aus
elongierendem oder nicht elongierendem Gewebe isoliert wurden (Abb. 8, B). Die Sensitivitat
der vakuolaren Py elongierender Zellen auf Quecksilberionen ist gering (Faktor 1,8) und nicht
signifikant. Die Prvon Protoplasten und Vakuolen haben in etwa die gleiche GréBenordnung
(5-35 ""/;). Die P;von Vakuolen aus Gewebe dunkel gehaltener Keimlinge scheint direkt pro-
portional zur ZellgréBe zu sein (Abb. 9). So sind in der Zone elongierender Zellen die P; gro-
Ber Vakuolen gegeniber denen kleiner Vakuolen signifikant erhéht (Faktor ~4,4). Dieser
Unterschied ist im ausdifferenzierten Hypokotyl weniger ausgepragt bzw. nicht signifikant.
Die vakuolaren P; groBer elongierender Zellen sind durch Quecksilberionen auf das niedrige
Niveau von Zellen belichteter Keimlinge reduzierbar (Faktor ~5,3). Ahnlich der gesamten
Vakuolenpopulation (Abb. 8, B) ergeben sich auch fur die P kleinerer Vakuolen keine nen-
nenswerten Unterschiede.
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Abb. 9: Die osmotische Wasserpermeabilitidt (P) von Vakuolen aus den unterschiedlich
elongierenden Abschnitten des Ricinus-Hypokotyls verteilt nach Zellvolumen.

Gezeigt ist die P; der Tonoplasten aus elongierendem (Ep) und ausgewachsenem Hypokotylgewe-
be (Rp), aus der 'Elongationszone' belichteter Keimlinge (E_) sowie aus elongierendem Hypokotyl-
gewebe nach Inkubation mit Quecksilberionen (Eg).

Die Datenpunkte reprasentieren den Median fiir P;und Volumen in den GréBenklassen 37-164 pl,
164-290 pl und 290-417 pl. Die Fehlerbalken markieren den Interquartilbereich. Signifikante Unter-
schiede sind an grauen Klammern angegeben (P < 0,05; U-Test nach Mann & Whitney, zweiseitig).
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3.3 Stark elongierendes Hypokotyl zeigt eine spezifische ra-
diale Verteilung der zellularen Wasserhaushaltsparameter

Protoplasten bzw. Vakuolen, die aus den unterschiedlichen Hypokotylabschnitten isoliert
wurden, bilden relativ heterogene Populationen in Hinblick auf GréBe und P; sowie wahr-
scheinlich auch im Hinblick auf Herkunft bezliglich der verschiedenen Gewebearten (Epi-
dermis, Kortex, Leitblndel, Mark usw.). Um Informationen Uber die rdumliche Verteilung
wichtiger Parameter des Wasserhaushalts innerhalb eines Hypokotylabschnittes zu erhalten,
wurde eine Zelldrucksonde benutzt. Mittels dieser Methode wurde der Turgor (P) kortikaler
Zellen in der Elongationszone und dem reifen Hypokotyl von dunkel gehaltenen, sowie der
'Elongationszone' belichteter Keimlinge in radialer Richtung verfolgt. Aus Kinetiken der Rela-
xation von P, und dessen Abhéangigkeit von einer Volumenénderung, wurde die Halbwerts-
zeit (T,), der elastische Modul (¢) und die hydraulische Wasserleitfahigkeit (L,) ermittelt
(Kap. 2.4.4). Die so fir den zugénglichen Bereich des Kortex erhaltenen Daten wurden in 5
Tiefenintervallen zu je 150 um zusammengefasst und gegen den Abstand zur Hypokotyl-

oberflache aufgetragen (Abb. 10). Weiterhin
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die zelluldren Volumina quer durch den Kortex einen bogenférmigen Verlauf, dessen Maxi-
mum im Bereich der Kortexmitte liegt (Tiefenintervall 9).

3.3.2 Radiale Verteilung des Turgors (P)

In Abb. 11, A ist die radiale Verteilung des P von Kortexzellen der drei unterschiedlich elon-
gierenden Hypokotylzonen dargestellt. In der Zone starker Expansion nimmt P von der Peri-
pherie in Richtung Kortexinnerem Uber den ganzen Observationsbereich nahezu linear ab
(~0,07 MPa/40 um). Diese graduelle Verteilung scheint innerhalb des reifen Hypokotyls nur im
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Abb. 11: Radidre Verteilung von Parametern des zellularen Wasserhaushalts im Kortex der
verschiedenen Hypokotylzonen von belichteten und unbelichteten Keimlingen.

A) Der Turgor (P), B) das elastische Modul (¢), C) die Halbwertszeit von Druckrelaxationen (T, und
D) die hydraulische Wasserleitfahigkeit (L) von kortikalen Zellen in Abhangigkeit des Abstand von
der Hypokotyloberflache in der elongierenden (Ep) und nicht-elongierenden Zone (Rp) dunkel ge-
haltener und der ‘Elongationszone’ belichteter Keimlinge (E,.).

Der untersuchte Bereich des Kortex (100-850 um) wurde in 5 Tiefenintervalle zu je 150 um unter-
teilt. Die Einzelwerte innerhalb eines Intervalls sind als Median mit Interquartilen fir beide Dimen-
sionen zusammengefasst. Die Breite und radidare Lage der Tiefenintervalle von Rp sind entspre-
chend des Hypokotyldurchmessers in dieser Zone um den Faktor ~1,35 erhdht. Zur besseren Ver-
gleichbarkeit wurden sie auf Breite und radidre Lage der Tiefenintervalle von Ep bzw. E entspre-
chend normiert. Die Niveaus signifikanter Unterschiede zwischen zwei Datenpunkten sind im An-
hang angegeben (Kap. 7, Tab. XIlI).
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auBeren Kortex aufzutreten. In weiter innen liegenden Zellschichten scheint der P mehr oder
weniger gleich zu bleiben. In der ‘Elongationszone’ belichteter Keimlinge zeigt P innerhalb
der duBeren Bereiche keinen nennenswerten Gradienten. Von der Kortexmitte hin zum inne-
ren Kortex steigt er dagegen an und ist dort etwa doppelt so hoch wie in der Elongationszone
dunkel gehaltener Keimlinge. Starke Schwankungen der Daten machen eine Aussage Uber
den radialen Verlauf von Pim Kortex und eine Quantifizierung der Unterschiede insbesonde-
re far die nicht-elongierenden Hypokotylzonen schwer.

3.3.3 Radiale Verteilung des elastischen Moduls (&)

In Abb. 11, B ist die radiale Verteilung des & von Kortexzellen der drei unterschiedlich elon-
gierenden Hypokotylzonen dargestellt. Innerhalb aller drei Zonen beschreibt ¢ einen nach
innen abnehmenden Gradienten. Dieser Gradient ist in der ‘Elongationszone’ belichteter
Keimlinge am stérksten ausgepragt (1,53 MPa/100 ym) und ~2,8-fach héher als in elongieren-
dem Gewebe. Im reifen Hypokotyl ist er gegenilber der Elongationszone ~2,3-fach erhéht. Im
Tiefenintervall 2 ist der € in den Zellen der Elongationszone 2-3 fach gegeniber den nicht-
elongierenden Geweben erniedrigt. Eine qualitative, mikroskopische Analyse zeigte, dass ¢
in den verschiedenen Tiefenintervallen der drei observierten Hypokotylzonen direkt proporti-
onal zur Zellwanddicke zu sein scheint. Diese ist ebenso im periphdren Kortex des Hypoko-
tyls von belichteten Keimlingen am gréBten.

3.3.4 Radiale Verteilung der Halbwertszeit zelluldarer Druckrelaxationen
(T

In Abb. 11, C ist die radiale Verteilung von T,,im Kortex der drei untersuchten Hypokotylzo-
nen dargestellt. Gegenlber nicht-elongierenden Hypokotylbereichen ist T, im peripheren
Kortex der Elongationszone dunkel gehaltener Keimlinge stark erniedrigt und nimmt zur Kor-
texmitte hin zu. In den nicht elongierenden Geweben des Hypokotyls scheint T, zur Kortex-
mitte hin abzunehmen und deutet somit auf ihre physikalisch begriindete, indirekte Proporti-
onalitat mit der Zelloberflache hin.

3.3.5 Radiale Verteilung der zellularen hydraulischen Leitfahigkeit (L))

In Abb. 11, D ist die radiale Verteilung der zelluldren L, im Kortex der drei unterschiedlich
elongierenden Hypokotylzonen dargestellt. Besonders die kortikale Peripherie des elongie-
renden Hypokotyls zeigt charakteristisch erhdhte Werte der L, gegenuber den nicht elongie-
renden Hypokotylabschnitten (Faktor 5-10). Die zellulare L, belichteter Keimlinge ist im &au-
Beren Kortex gering und scheint zur Mitte hin anzusteigen (~0,1 *"/s-mpa /100 um)- Die kortikale
L, des ausdifferenzierten Hypokotyls dunkel gehaltener Keimlinge scheint sich dagegen in
radialer Richtung kaum zu verandern (<0,03 ""/s-mpa /100 um). Wieder sind vergleichende Aus-
sagen zu Zellen des inneren Kortex nicht méglich, da far diesen Bereich nur wenige, stark
schwankende Daten verflgbar sind.
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3.3.6 Der Wasserpotentialgradient (4%;) iber den Hypokotylkortex

Aus der ermittelten Zuwachsrate wihrend der Elongation des Hypokotyls (15,2 */,, Abb. 6)
und den vorherrschenden L, der einzelnen Zellschichten des Kortex (Abb. 11, D), wurde der
radial verlaufende A%, Uber den Kortex berechnet (Tab. VI). Dariiber hinaus wurden fir
elongierendes Kortexgewebe m, und L. ermittelt (Kap. 2.4.4). Zusatzlich wurden diese Be-
rechnungen fir ein hypothetisches Modellsystem durchgeftihrt, in dem das Hypokotyl zwar
mit der ermittelten Rate von 15,2 %/, wéchst, in dem jedoch die erniedrigten L, der nicht-
elongierenden Gewebe vorliegen. Fir die Berechnungen wurde angenommen, dass die
Elongation des Hypokotyls als stationdres Wachstum in allen Zellschichten gleichermaBen
erfolgt; auBerdem, dass radial flieBendes Wasser ausschlieBlich dem transzellularen Trans-
portweg folgt und daher keine nennenswerten Mengen Wasser entlang des Apoplasts bzw.
durch mdglicherweise vorhandene Plasmodesmen flieBen. Weiterhin wurde fir den yield
threshold (Y;) ein Wert von 0,47 MPa angenommen. Damit ist das Verhaltnis von P, zu Y,
gleich wie in stark elongierendem Hypokotyl von Vigna unguiculata (Okamoto et al., 1990).

Tab. VI: Modellberechnung des Wasserpotentials (4%;), der volumetrischen Extensibilitat
(m.) und des mittleren hydraulischen Leitwerts (L;) im elongierenden Hypokotylkortex

Gewebe P [MPa] Y. [MPa] A% [MPa] L [/swpa] M [/swee]
Ep 0,541 0,466 0,527 8,00*10-5  56,6*10-5
Ro 0,541 0,466 1,50 280*10-5  56,6*10-5
E. 0,541 0,466 1,24 340*10-5  56,6*10-5

Angegeben ist das Hypokotylgewebe, dessen kortikale L, zur Berechung herangezogen wurden (Ep:
Elongationszone dunkel gehaltener Keimlinge, Rp: reifes Hypokotyl dunkel gehaltener Keimlinge, EL:
'Elongationszone’ belichteter Keimlinge). AuBerdem der Mittelwert von P, im elongierenden Hypokotyl.
Der Wert fir Y, wurde in Anlehnung an Okamoto et al. (1990) gewahlt; der kortikale A%, L , und m,
wurden mittels des ermittelten Volumenzuwachses von 15,2 */, berechnet. Die Daten der hypotheti-
schen Modellsituation sind kursiv gedruckt.

Es zeigt sich, dass wahrend der Elongation unter den angenommenen Bedingungen ein er-
heblicher A%, liber den Kortex vorzuherrschen scheint (~0,54 MPa). Der daraus berechnete
L. ist um den Faktor ~7,1 kleiner als die ermittelte m.. Flr die angenommene Modellsituation

ergibt sich ein hypothetischer A%, von bis zu 1,5 MPa. L. wére unter derartigen Bedingungen
~20-fach kleiner als m, (Tab. VI).
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3.4 In Hypokotylgewebe von Ricinus communis konnten drei
dominierende MIP-Gene identifiziert werden

Der Keimling von Ricinus communis und insbesondere dessen Hypokotyl stellt seit langem
ein etabliertes Modell zur Erforschung verschiedener Transportvorgdnge dar (Kriedemann &
Beevers, 1967; Kallarackal et al., 1989; Komor & Thom, 1989; Meshcheryakov et al., 1992;
Weig et al. 1994; Kdckenberger, 1994). Nachdem gerade in pflanzlichen Systemen die um-
fangreiche Genfamilie der Major Intrinsic Proteins (MIP) als mégliche molekulare Basis des
Wassertransports erkannt wurde (Maurel et al., 1993), wurden diese Membranproteine auch
in Ricinus communis identifiziert.

Tab. VII: Die zehn bekannten Ricinus-MIP und deren ahnlichste Homologe aus Arabidopsis

thaliana
. ahnlichstes Arabidopsis
Genname Plasmid NCBI-Zugangsnummer .
thaliana-Homolog

pR450-16° AJ605566

RcPIP1-1 b AtPIP1-4
pP2L AJ605574

RcPIP1-2 pR450-14° AJ605567 AtPIP1-1
pR450-8 AJ605569

RcPIP2-1 b AtPIP2-8
pP5L AJB605575

RcPIP2-2 pR450-3° AJ605565 AtPIP2-4

RcPIP2-3 pR450-4° AJ605568 AtPIP2-2
pR450-17° AJB605571

RcTIP1-1 b AtTIP1-1
pT4L AJ605573

RcTIP1-2 pR450-12° AJ605570 AtTIP1-3

RcTIP3-1 pCRS661° T15177 AtTIP3-2

RcTIP3-2 pCRS831° T15236 AtTIP3-2

RcTIP4-1 pR450-22° AJ605572 AtTIP4-1

Neben den Gennamen sind die Isolationsplasmide gelistet. Diese umfassen die vollstandige cDNA (°)
oder Fragmente der MIP (*) bzw. stellen EST-Klone dar (°, Van de Loo et al., 1995). Die drei in der
vorliegenden Arbeit untersuchten MIP sind fett gedruckt.

3.4.1 Flr Ricinus communis wurden zehn Vertreter der Familie der MIP
identifiziert
Bisher waren fir Ricinus communis zwei TIP identifiziert (Van de Loo et al., 1995). Im Rah-
men von Vorarbeiten konnten mittels RT-PCR und degenerierten Primern Fragmente weitere
drei TIP und funf PIP identifiziert werden (Weig, unverdéffentlicht). Die am umfassendsten
charakterisierte Gruppe pflanzlicher Aquaporine sind die MIP aus Arabidopsis thaliana. Nach
der vollstandigen Sequenzierung des Genoms dieser Pflanze (Arabidopsis Genome Initiati-
ve, 2000) war es nicht nur méglich alle 35 MIP vollstandig zu identifizieren (Johanson et al.,
2001; Quigley et al., 2002), fir viele dieser Gene liegen eine Vielzahl von Informationen zu
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Regulation, Expression und Lokalisation vor. Zur systematischen Einordnung der identifizier-
ten MIP aus Ricinus communis wurden auf Protein-Basis Sequenzvergleiche mit den 35 MIP
aus Arabidopsis thaliana vorgenommen. Dazu wurde mittels eines Computerprogramms ein
alignment mit den AS-Sequenzen der 10 bekannten MIP aus Ricinus und der 35 MIP aus
Arabidopsis generiert (Kap. 2.13), und die jeweils &hnlichsten MIP-Paare identifiziert. Das
Ergebnis dieser Analyse ist in Tab. VII dargestellt und zeigt, dass sich auch die Familie der
MIP aus Ricinus communis in verschiedene Unterfamilien aufteilt (PIP & TIP), welche sich
wiederum aus mehreren monophyletischen Gruppen zusammensetzen (PIP1 & 2; TIP1, 2, 3,
4 & 5). Somit sind derzeit in Ricinus communis zwei PIP1, drei PIP2, zwei TIP1 sowie jeweils
ein TIP3, TIP4 und TIP5 bekannt.

3.4.2 Die Volllangenklone von RcPIP1-1, RcPIP2-1 und RcTIP1-1 codie-
ren fur potentiell funktionelle MIP

Von den Ricinus-MIP RcPIP1-1, RcPIP2-1 und RcTIP1-1 wurde nicht nur eine dominante
Expression im Hypokotyl von Ricinus-Keimlingen nachgewiesen (Weig unveréffentlicht), es
wurde im Rahmen dieser Arbeit auch deren transient erhdhte Expression wahrend der Elon-
gation gezeigt (Kap. 3.6.1.1). Um daher von diesen drei MIP Volllangenklone zu erhalten,
wurde ein screening einer cONA-Bank aus Ricinus-Hypokotyl durchgefiihrt (Kap. 2.5.1). Die-
ses screening sollte auch zur Identifizierung weiterer MIP fihren, welche durch die RT-PCR
mit degenerierten Primern (Kap. 3.4.1) nicht erfasst worden waren. Fir jedes der drei MIP
wurden spezifische DNA-Sonden hergestellt, mit deren Hilfe das screening der cDNA-Bank
in zwei Runden durchgefihrt wurde. Die zweite Runde lieferte insgesamt ~60 unterschiedlich
starke Signale, wonach die zugehdrigen Plaques ausgestochen wurden. Mit den Phagenklo-
nen die nur schwache Signale lieferten, wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht weitergearbei-
tet. Die Inserts der Phagenklone, die ein besonders starkes Signal lieferten, wurden in den
Vektor pBluescript II KS* umkloniert und zur Identifizierung sequenziert (Kap. 2.5.2). In Tab.
VIl sind die so erhaltenen Volllangenklone von RcPIP1-1, RcPIP2-1 und RcTIP1-1 gelistet.

Tab. VIII: Plasmide aus dem screening einer Ricinus-Hypokotyl-cDNA-Bank mit spezifischen
Sonden flir RcPIP1-1, RcPIP2-1 und RcTIP1-1.

Plasmid: Ursprung des Inserts: Sonde:

pP2L RcPIP1-1 (vollstandige codierende Sequenz mit 3"- und 5°-NTR) RcPIP1-1
pP5L RcPIP2-1 (vollstédndige codierende Sequenz mit 3'- und 5°-NTR) RcPIP2-1
pT4L RcTIP1-1 (vollstéandige codierende Sequenz mit 3"- und 5°-NTR) RcTIP1-1

Die Namen der Plasmide, die Identitat ihrer Inserts und die spezifische Sonde fir ihre Isolation sind
angegeben. Die Plasmide dienten als Grundlage fir alle weiterfihrenden Arbeiten.
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3.4.2.1 Nukleotid- und abgeleitete AS-Sequenz von RcPIP1-1, RcPIP2-1 und RcTIP1-1

Die Inserts der Klone pP2L, pP5L und pT4L enthielten neben der vollstandigen codierenden
Sequenz der jeweiligen MIP auch Teile der 3"- und 5’-nicht-translatierten Regionen (Kap. 7).
Das offene Leseraster aller drei Klone wurde von weiteren mdglichen Stopcodons flankiert.
Darliber hinaus weisen alle drei Klone im 3’-nicht-translatierten bereich Adenosin- und Thy-
midin-reiche Doméanen auf, welche nach Graber et al. (1999) Signalelemente fir die Polya-
denylierung darstellen kénnten (Abb. 36, Abb. 37, Abb. 38). Fir alle drei MIP wurde die je-
weilige codierende Sequenz in die zugehdrige AS-Sequenz Ubersetzt (Abb. 36, Abb. 37
&Abb. 38).

pP2L enthalt ein 1094 Basenpaare (Bp) langes cDNA-Insert des RcPIP1-1, dessen langstes
offenes Leseraster mit 864 Bp fir ein Protein mit 288 Aminosauren (AS) codiert. Dieses
RcPIP1-1 hat demnach ein vorhergesagtes Gewicht von 30,8 Kilodalton (kD). Das Plasmid
pP5L enthalt ein 1217 Bp langes cDNA-Insert des RcPIP2-1, mit dem langsten offenes Le-
seraster von 840 Bp, welches fir ein Protein mit 280 AS codiert. Dieses RcPIP2-1 hat ein
errechnetes Gewicht von 39,7 kD. Das Insert des Klons pT4L umfasst 1057 Bp und codiert
mit 753 Bp fUr ein Protein mit 251 AS. Dieses mit RcTIP1-1 benannte Protein hat ein Moleku-
largewicht von 26,0 kD. Die cDNA aller drei Ricinus-MIP schlieBt auBerdem unterschiedlich
lange Abschnitte des 3'- und 5"-nicht-translatierten Bereichs mit ein. Alle drei isolierten MIP
weisen in der abgeleiteten AS-Sequenz die fir Aquaporine charakteristischen Asparagin-
Prolin-Alanin-Motive auf (NPA-Motive, Abb. 13).

3.4.2.2 Strukturelle Voraussetzungen von RcPIP1-1, RcPIP2-1 und RcTIP1-1 fiir in-
trinsische Membranproteine

Aus Analysen der dreidimensionalen Struktur gilt fir Aquaporine als gesichert, dass sie aus
6 Membran-durchspannenden a-Helices, 5 interhelikalen Schleifen und den cytosolischen N-
und C-Termini aufgebaut sind (Heymann & Engel, 1999; Verkman & Mitra, 2000). Um diese
Struktur fUr die drei untersuchten MIP zu bestatigen, wurde eine Hydropathieanalyse nach
Kyte & Doolittle (1982) durchgefiihrt (Abb. 12).

Nach dieser Analyse zeigen alle drei MIP stark hydrophobe AS-Reste (Hydropathieindex
>1,6) besonders in sechs Abschnitten, welche die mdglichen transmembranen a-Helices
reprasentieren (Abb. 12, H1-6). Bereiche mit hydrophilen bzw. wenig hydrophoben AS stel-
len die N- und C-Termini bzw. die putativen interhelikalen Schleifen dar (A-E), die entweder
in das Cytosol (B, D) oder das extrazellulare Kompartiment ragen (A, C, E). Innerhalb der
Schleifen B und ¢ befinden sich zwei kleinere Gipfel hydrophober AS-Reste, welche die kur-
zen, helikalen Abschnitte reprasentieren, die zusammen mit den stark konservierten NPA-
Motiven an der Bildung der wasserleitenden Pore beteiligt sind.
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Abb. 12: Hydropathieprofile von RcPIP1-1, RcPIP2-1 und RcTIP1-1

Die Abszisse reprasentiert die AS-Positionen innerhalb des Proteins, die Ordinate den Hydropathie-
index nach Kyte & Doolittle (1982); positiv = hydrophob). Die AS-Sequenz der MIP ist Uber den
Graphen angegeben, die Lage der konservierten NPA-Motive ist markiert (#). Am oberen Rand

sind die putativen membrandurchspannenden Helices (H1-6, mm) und die verbindenden Schleifen

(A-E, =) gekenntzeichnet. Die kurzen helikalen Abschnitte innerhalb der Schleifen B und E, unmit-

telbar hinter den NPA-Motiven, sind ebenso markiert (*). Der Analyse der Hydropathieindices lag
eine Spanne von 10 AS-Resten zugrunde.

3.4.2.3 Strukturelle Voraussetzungen von RcPIP1-1, RcPIP2-1 und RcTIP1-1 fiir deren
Substratspezifitat

Nach Froger et al. (1998) korreliert die Substratspezifitdt von MIP mit dem Auftreten von be-
stimmten AS-Resten an 5 distinkten Positionen (P1-5), die in den interhelikalen Schleifen C
(P1) und & (P2-5) liegen (Abb. 13).

Die 3 untersuchten MIP weisen an den Positionen P2-5 die fir orthodoxe Aquaporine typi-
schen AS-Reste Ser, Ala, Phe und Trp/Tyr auf. An Position P1 befindet sich, wie bei den
meisten orthodoxen Aquaporinen, ein Phe-Rest als typischer AS-Rest des Glyzeroporin-
Konsensus.
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3.4.2.4 Strukturelle Voraussetzungen von RcPIP1-1, RcPIP2-1 und RcTIP1-1 fiir eine
mogliche Regulation durch Proteinphosphorylierung

Als strukturelle Basis fir Phosphorylierungen durch Proteinkinasen weisen die drei unter-
suchten MIP eine Reihe von Ser-Resten auf. Um als mdgliches Phosphorylierungsmotiv in
Aquaporinen agieren zu kénnen, sollten die Ser-Reste in cytosolischen Bereichen des Pro-
teins liegen und beiderseits von basischen Aminosauren in verschiedenen Abstanden flan-
kiert werden (Maurel et al., 1997; Johansson et al., 1998; Johansson et al., 2000). RcPIP1-1
weist derartige Ser-Reste an Posistion 130 und 204, RcPIP2-1 an Position 35, 114, 187 und
273 auf (Abb. 13). Fir RcTIP1-1 erflllt kein Ser-Rest diese Voraussetzungen (Abb. 13). Le-
diglich das Ser'” in der kurzen Schleife D kénnte als Erkennungsmotiv fiir Proteinkinasen
fungieren (Roberts & Harmon, 1992). Die Ser-Reste 130 (RcPIP1-1) und 114 (RcPIP2-1)
liegen in einer fir PIP stark konservierten Region innerhalb der interhelikalen Schleife B. Die
Ser-Reste 204 und 187 haben RcPIP1-1 und RcPIP2-1 gemeinsam mit AtPIP2-1
(CAB67649) in einem weniger konservierten Bereich der kurzen Schleife D. Darlber hinaus
weist RcPIP2-1 zusammen mit AtPIP2-1 und ZmPIP2-5 eine weitere potentielle Phosphory-
lierungsdoméane an Position 35 der N-terminaren Extension auf. Ein weiteres mdgliches
Phosphorylierungsmotiv hat es an Position 273 &hnlich wie AtPIP2-1 (Abb. 13) und identisch
mit dem PIP2 PM28A aus Spinacea oleracea (AAA99274). Fir letzteres wurde eine Calci-
um- und Wasserdefizit-abhangige Phosphorylierung nachgewiesen (Johansson et al., 1996;
Johansson et al., 1998). AuBerdem wurde das Ser,74 als strukturelle Basis fur die hohe Was-
serleitféhigkeit von SoOPM28A erkannt (Johansson et al., 1998).

Abb. 13: (gegeniiberliegende Seite) Vergleichendes alignment der drei Ricinus-MIP (unter-
strichen) mit Vertretern der wichtigsten pflanzlichen Unterfamilien (PIP, TIP, NIP) und mono-
phyletischen Gruppen (PIP1/2, TIP1/3), sowie der tierischen und prokaryontischen Aqua-
und Glyzeroporine

Die zwei NPA-Motive (1) und weitere vollstdndig konservierte AS-Reste sind dunkelgrau (*), stark
konservierte AS-Reste (nur in 1 Sequenz anders) sind hellgrau hinterlegt (:). Die fir EcGIpF ermit-
telten 6 putativen membrandurchspannenden Helices (H 1-6, —) mit den 5 interhelikalen Schleifen
(A-E, ===) sind gekennzeichnet, ebenso die kurzen helikalen Doméanen unmittelbar hinter den NPA-
Motiven in den Schleifen B und E ({° ° ° °). Cys-Reste sind tirkis hinterlegt. Cys-Reste, die Hg**-
Sensitivitat bei AtTIP1-1 und HsAQp1 bedingen, sind markiert (). Mégliche Phosphorylierungsmo-
tive sind gelb, entsprechende Ser-Reste rot hinterlegt. In vitro/vivo phosphorylierte Doméanen von
PvTIPa und GmNOD26 sind gekennzeichnet (*). Positionen, die fiir Wasser- bzw. Glycerinspezifitat
der MIP diskriminieren, sind angegeben (P 1-5), wobei AS des Glyzeroporin-Consensus braun und
AS des Aquaporin-Consensus hellgriin hinterlegt sind. Die Proteinnamen sind am linken, die jewei-
ligen AS-Positionen am rechten Rand angegeben. Die Zugangsnummern am NCBI sind:
CAB71073 (AtPIP1-1), CAA04750 (NtAQP1), CAB67649 (AtPIP2-1), AAD28761 (ZmPIP2-5),
AAD31569 (AtTIP1-1), P23958 (PvTIPa), NP0O00376 (HsAQP1), P08995 (GmNOD26), AAC43518
(EcAgpZ), P11244 (EcGIpF).
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92. P3 P4/5
Abb. 13: Vergleichendes alignment der drei Ricinus-MIP (unterstrichen) mit Vertretern der wichtigsten pflanzlichen Unterfamilien (PIP, TIP, NIP) und monophyle-
tischen Gruppen (PIP1 & 2, TIP1 & 3)... (Legende, siehe gegeniiberliegende Seite)
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3.4.2.5 Strukturelle Voraussetzungen von RcPIP1-1, RcPIP2-1 und RcTIP1-1 fiir Sensi-
tivitat fur Schwermetalle

Wie aus Abb. 13 zu ersehen ist, weisen RcPIP1-1 und RcPIP2-1 als putative Bindestelle flr
Quecksilberionen (Hg*™) je vier Cys-Reste an den Positionen 84, 106, 142, 147 bzw. 68, 90,
126, 131 auf. Innerhalb der PIP ist das Auftreten dieser Cys-Reste sowie das Fehlen weite-
rer Sulfhydrylreste sehr stark konserviert und scheint unabhangig von der Hg**-Sensitivitat
zu sein. So sind z. B. AtPIP1-1 und AtPIP2-1 Hg**-sensitiv (Kammerloher et al., 1994),
NtAQP1 und AtPIP2-3 dagegen Hg*™*-insensitiv (Biela et al., 1999; Daniels et al., 1994). Alle
vier Homologe haben aber ausschlieBlich die oben genannten 4 konservierten Cys-Reste.
Das Auftreten eines weiteren Cys-Rests wie bei RcPIP1-1 (Position 288) ist nur von sehr
wenigen anderen PIP bekannt (z. B.: VhPIP1-1 [AAF71817] und PvPIP1 [AAB72149]). Die
Endstandigkeit dieses zusatzlichen Sulfhydrylrests scheint innerhalb der PIP ein fir
RcPIP1-1 einzigartiges Strukturmerkmal zu sein (eigene Analyse). RcTIP1-1 weist als putati-
ve Hg"*-Bindungsdomane nur einen einzigen Sulfhydrylrest innerhalb der dritten membran-
durchspannenden Helix auf (Position 114, Abb. 13). Ahnlich der PIP ist innerhalb der TIP das
Auftreten dieses einzelnen Cys-Rests sowie das Fehlen weiterer Sulfhydrylreste stark kon-
serviert, scheint aber immer mit einer Hg**-Sensitivitdt einherzugehen. So weist beispiels-
weise das dem RcTIP1-1 nahestehendste Homolog aus Arabidopsis thaliana, das AtTIP1-1
(86% Identitat, Abb. 13), Hg**-Sensitivitat auf, die ausschlieBlich auf einen solchen Rest an
dieser distinkten Position zurlickzuflihren ist (Daniels et al., 1996). Keines der untersuchten
MIPs weist unmittelbar vor dem zweiten NPA-Motiv einen Cys-Rest auf. An dieser Position

189)

tritt beim menschlichen AQP1 ein Sulfhydrylrest auf (Cys *°), der alleinig die strukturelle Ba-

sis fir die Hg"*-Sensitivitat dieses MIP zu bilden scheint (Preston et al., 1992).

3.4.3 RcPIP1-1, RcPIP2-1 und RcTIP1-1 aus Ricinus communis haben
nahe verwandte Orthologe

Da Homologien Hinweise auf &hnliche Eigenschaften und Funktionen der analysierten MIP
liefern kénnten, wurden nahestehende Orthologe identifiziert. Dazu wurde auf der Basis der
vollstandigen AS-Sequenz flr jedes der drei MIP eine Datenbankrecherche durchgefiihrt
(Kap. 2.13). Die jeweils 7 ahnlichsten Orthologe wurden zusammen mit dem entsprechenden
Ricinus-MIP in einer Tabelle gelistet (Tab. IX, Tab. X & Tab. XI).

Das dem RcPIP1-1 nahestehendste bekannte Homolog ist VhPIP1-1 aus Vitis hybrida (ber-
landieri x rupestris), das die héchste Expression in Seitenwurzeln zeigt und in allen oberirdi-
schen Teilen, so auch in wachsenden Blattern, nur rudimentar ausgepragt ist (Baiges et al.,
2001). Das Homolog CpPIPa2 wurde aus der austrocknungstoleranten Auferstehungspflan-
ze Craterostigma plantagineum isoliert, in der seine dominante Expression in der Wurzel
einer Regulierung durch Trockenstress und Abszisinsaure unterworfen ist (Mariaux et al.,
1998). PsTRG-31 aus der Erbse, wird bei niedrigem Turgor induziert (Guerrero & Crossland,
1993) und ist stark in Bluten und den nicht-elongierenden Bereichen der Wurzel exprimiert
(Jones & Mullet, 1995). Vergleichbar dazu wird NePIP1-3 aus Nicotiana excelsior in Blite
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und Wurzel stark, und in Blattern nur rudimentér exprimiert und unterliegt ebenso einer In-
duktion durch geringes Wasserpotential (Yamada et al., 1997). Das nahestehendste Homo-
log aus Arabidopsis thaliana ist AtPIP1-4 (Tab. VII). Weitere nahestehende Orthologe sind
die funktionalen Aquaporine AtPIP1-1, -2 & -3 aus Arabidopsis thaliana (Kammerloher et al.,
1994) und NtAQP1 aus Nicotiana tabacum (Biela et al., 1999).

Tab. IX: RcPIP1-1 und die nahestehendsten PIP1 anderer pflanzlicher Spezies

Name: Acc. No.: Organismus: Ident./Ahnl.:
RcPIP1-1 AJ605574 Ricinus communis ==/-=
VhPIP1-1 AAF71817 Vitis berlandieri/rupestris 90/94
MtPIP1-1 AAK66766 Medicago truncatula 89/93
NePIP1-3 BAA20076 Nicotiana excelsior 89/92

PvPIP1 AAB72149 Phaseolus vulgaris 89/92
PsTRG-31 CAA79159 Pisum sativum 88/92

MspAFI 8-1 AAB86380 Medicago sativa 88/91
CpPIPa2 CAA04652 Craterostigma plantagineum 87/92

Quelle: NCBI, blastp, Blosum80, low complexity filter: off, gap costs 10/1

Ahnlichstes Homolog zu RcPIP2-1 ist VhPIP2-2 ebenfalls aus Vitis hybrida (berlandieri X
rupestris), das am starksten in Stédngel und Wurzelspitze, aber auch hoch in expandierenden
und sehr gering in ausgewachsenen Blattern exprimiert ist (Baiges et al., 2001). Das Homo-
log AtPIP2-7, ein funktionelles Aquaporin aus Arabidopsis thaliana, ist in der Blite und Scho-
te dominant exprimiert (Weig et al., 1997). AuBerdem wird es durch Kochsalz-Gabe bzw.
nach Behandlung mit Abscisinsédure induziert (Pih et al., 1999). ScPIP2a wird u. a. in Griffel
und Frucht von Solanum chacoense besonders wahrend starker Zellexpansion exprimiert
(O' Brien et al., 2002). Weitere nahestehende funktionale Aquaporine sind AtPIP2-1, -2 & -3

Tab. X: RcPIP2-1 und die nahestehendsten PIP2 anderer pflanzlicher Spezies

Name: Acc. No.: Organismus: Ident./Ahnl.:
RcAQPP5 AJ605575 Ricinus communis ==/==
VhPIP2-2 AAF71820 Vitis berlandieri/rupestris 91/97
AtPIP2-8 AAC64216 Arabidopsis thaliana 90/94
PhPIP2-1 AAL49750 Petunia x hybrida 89/93
AtPIP2-7 CAA17774 Arabidopsis thaliana 87/93

BoPIP3 AAG30607 Brassica oleracea 87/93
NtPIP2-1 AAL33586 Nicotiana tabacum 84/90
ScPIP2a AAG02208 Solanum chacoense 84/89

Quelle: NCBI, blastp, Blosum80, low complexity filter: off, gap costs 10/1
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aus Arabidopsis thaliana (Kammerloher et al., 1994; Daniels et al., 1994), SoPM28A aus
Spinacia oleracea (Johansson et al., 1998) und ZmPIP2-5 aus Zea mays (Chaumont et al.,
2000).

Tab. XI: RcTIP1-1 und die nahestehendsten TIP1 anderer pflanzlicher Spezies

Name: Acc. No.: Organismus: Ident./Ahnl.:
RcTIP1-1 AJ605573 Ricinus communis ==/-=
BoTIP26-1 AAB51393 Brassica oleracea 87/92
BoTIP26-2 AANO05780 Brassica oleracea 87/92
AtTIP1-1 AAD31569 Arabidopsis thaliana 86/92
AtTIP1-2 BAB01832 Arabidopsis thaliana 86/92

PyyTIP BAB12722 Pyrus communis 84/91
RsTIP1-1 BAA12711 Raphanus sativus 83/88

BnyTIP2 AAD39372 Brassica napus 82/88

Quelle: NCBI, blastp, Blosum80, low complexity filter: off, gap costs 10/1

Innerhalb der relativ heterogenen monophyletischen Gruppe der TIP1 sind die dem
RcTIP1-1 nahestehendsten Orthologe BoTIP26-1 und BoTIP26-2. Das Ortholog BnyTIP2
scheint am Initialwachstum der Primarwurzel von Rapssamen beteiligt zu sein (Gao et al.,
1999). Die Expression des orthologen Wasserkanals RsTIP1-1 korreliert mit der Elongation-
saktivitdt des Hypokotyls und scheint durch Licht reguliert zu werden (Higuchi et al., 1998).
Das funktionelle Aquaporin BoTIP26-1 und dessen Homolog BoTIP26-2 sind stark in me-
ristematischen Zellen und lebenden Xylemkompartimenten von Brassica oleracea exprimiert.
Diese Expression korreliert auBerdem direkt proportional mit dem vorherrschenden Wasser-
defizit (Barrieu et al., 1998; Barrieu et al., 1999). Fir BoTIP26-1 wurde eine spezifische Ex-
pression im Tonoplasten nachgewiesen, wo es zu einer VergrdBerung der Vakuolen zu flh-
ren scheint (Reisen et al., 2003). Salzstress und Behandlung mit Abscisinsdure induzieren
die Expression von AtTIP1-2, einem nahestehenden TIP1 aus Arabidopsis thaliana (Pih et
al., 1999). Das funktionelle, Quecksilber-sensitive Aquaporin AtTIP1-1 aus der gleichen Spe-
zies wird in Sténgeln der Infloreszenz nur wahrend der Elongation exprimiert (Maurel et al.,
1993; Phillips & Huttly, 1994; Hanzawa et al., 1997) und scheint rudimentar auch Harnstoff
zu transportieren (Klebl et al., 2003).
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3.5 RcPIP2-1 und RcTIP1-1 aus Hypokotylgewebe sind funktio-
nelle Wasserkanale

RcPIP1-1, RcPIP2-1 und RcTIP1-1 zeigen nahe Verwandtschaft sowie gemeinsame Struk-
tur- und Sequenzeigenschaften mit MIP anderer pflanzlicher Spezies (Kap. 3.4.1), die fir
funktionelle Wasserkanéle codieren. Um auch auch fir RcPIP1-1, RcPIP2-1 und RcTIP1-1
Aquaporin-Aktivitdt nachzuweisen, wurden die drei MIP heterolog in der Mutante NY77 von
Saccharomyces cerevisie exprimiert. Diese Hefemutante ist in einem essentiellen Gen des
sekretorischen Apparats defizient (sec6-4) und akkumuliert unter nicht-permissiver Tempera-
tur post-Golgi Vesikel, die in lhrer Proteinausstattung zelluldre Membranen reprasentieren
sollten (Walworth & Novick, 1987). Nach der Isolation dieser Vesikel wurde mittels spezifi-
scher Antikérper das erfolgreiche targeting der jeweiligen MIP in die Vesikelmembranen
nachgewiesen. Mittels der stopped-flow Spektroskopie sollte die Aquaporin-Aktivitat in den
Vesikelmembranen nachgewiesen und die untersuchten MIP funktionell charakterisiert wer-
den.

3.5.1 Heterologe Expression von RcPIP1-1, RcPIP2-1 und RcTIP1-1 in
Saccharomyces cerevisiae

Zur heterologen Expression wurden die spezifischen cDNA der Ricinus-MIP in den Hefeex-
pressionsvektor pDR195 umkloniert und in kompetente NY17-Zellen transformiert (Kap. 2.6).
Der Erfolg der Transformation wurde durch Nachweis der MIP-spezifischen mRNA im
northernblot Uberprift. Die erfolgreich verlaufene Translation und Insertion der Ricinus-MIP
in die Vesikelmembran der Hefen wurde mittels spezifischer Antikbrper im westernblot nach-
gewiesen.

3.5.1.1 RcPIP2-1- und RcTIP1-1-transformierte Hefen exprimieren die spezifischen
MIP-Transskripte

Northern-Hybridisierungen mit spezifischen antisense-Sonden lieferten fur die RcPIP2-1- und
RcTIP1-1-Transformanten starke Signale, die weder flir die Vektorkontrollen noch fiir die
anderen Transformanten auftraten. (Abb. 14) Die Negativkontrolle mit der jeweils spezifi-
schen sense-Sonde lieferte hier allenfalls ein sehr schwaches Signal, das auBerdem mit ei-
ner Bande geringflgig hdherer Laufgeschwindigkeit korrelierte. In gRNA aus Hefen die mit
RcPIP1-1-Expressionsplasmiden transformiert wurden, trat im northernblot sowohl mit einer
spezifischen antisense- als auch mit der sense-Sonde nur diese schwache Markierung auf.
Die Funktionalitdt der Sonden wurde durch einen northernblot mit gRNA aus Ricinus-
Gewebe verifiziert (Kap. 3.6.1.1).
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Abb. 14: northern-Hybridisierung von MIP-spezifischen Sonden mit gRNA aus den He-
fetransformanten mit RcPIP1-1 (P1), RcPIP2-1 (P2), RcTIP1-1 (T1) sowie der Vektorkontrolle

(DR)
Jede Bahn entspricht ~9 ug gRNA aus dem jeweiligen Hefeklon, welche mit spezifischen antisense-

(AS) bzw. sense-Sonden (S) fur RcPIP1-1, RcPIP2-1 und RcTIP1-1 hybridisiert wurde. Farbgeben-
de Reaktion war die Umsetzung von BCIB/NBT mit alkalischer Phosphatase (Kap. 2.9.4).

3.5.1.2 Die transformierten MIP RcPIP2-1 und RcTIP1-1 werden erfolgreich translatiert
und in die Vesikelmembran inseriert

Immunoblots mit Membranprotein aus isolierten Vesikeln und spezifischen Antikérpern ge-
gen Epitope der verschiedenen MIP lieferten fiir RcPIP2-1 und RcTIP1-1 ein Signal, das ein
~28 kD groBes Protein reprasentiert (Abb. 15). Fir Mikrosomen aus dem Ricinus-Hypokotyl
wurde ein Protein der gleichen Molekllmasse detektiert. In Vesikelprotein aus RcPIP1-1-
Hefetransformanten scheint der spezifische Antikérper kein entsprechendes Antigen zu er-
kennen. In Vesikelextrakten aus Vektor-transformierten Hefeklonen trat keinerlei Farbesignal
auf.

* ¥

PIP1-1 TIP1-1

Abb. 15: Immunoblot von vesikuldrem Membranprotein aus den Hefetransformanten mit
RcPIP1-1 (P1), RcPIP2-1 (P2), RcTIP1-1 (T1) und pDR195 (DR) sowie mikrosomalem Mem-
branprotein aus Ricinus-Hypokotyl als Positivkontrolle (H).

Far RcPIP1-1 wurden 10 pg, far RePIP2-1 und RcTIP1-1 18 ug Protein pro Bahn aufgetragen. De-
tektiert wurde mit spezifischen Antikérpern gegen interhelikale Epitope von RcPIP1-1, RcPIP2-1
und RcTIP1-1. Als Standard (S) sind Proteine mit 30 und 22 kD angezeigt (). Die Farbgebung
erfolgte wie in Abb. 14.
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3.5.2 Post-Golgi Vesikelsuspensionen sind heterodispers

Aus NY17-Hefetransformanten, die RcPIP2-1 und RcTIP1-1 heterolog exprimieren, wurden
nach Warmebehandlung post-Golgi Vesikel isoliert (Kap. 2.7). Um das Volumen der isolier-
ten Vesikel bestimmen zu kénnen, wurden elektronenmikroskopische (EM) Aufnahmen der
erhaltenen  Vesikelsuspensionen gemacht
(Abb. 16) und der Durchmesser der abgebilde-
ten Vesikel gemessen (Kap.2.7). Aus den

erhaltenen Daten wurde der mittlere Vesikel-
durchmesser in den verschiedenen Suspensi-
onen berechnet (Abb. 17, B). Die Daten soll-
ten weiterhin Aufschluss darlber geben, ob
maoglicherweise Populationen von unterschied-
lich groBen Vesikeln auftraten (Abb. 17, A).

Die Verteilung des Durchmessers von Vesi-
keln der Vektortransformante zeigt einen deut-
lichen Gipfel zwischen 100 und 110 nm. Die-
ses Maximum ist bei Vesikeln der RcPIP2-1-

exprimierenden Hefezellen um ~10 nm hin zu
gréBeren Vesikeldurchmessern verschoben.

Abb. 16: Isolierte Trans-Golgi-Vesikel in

Die Vesikelsuspensionen beider Hefeklone | giner EM-Aufnahme
scheinen neben der dominierenden Population , )
Die Aufnahme entstand durch Gefrierbruch

von Vesikeln mit Durchmessern von 100- von Vesikelsuspension (Kap. 2.7). Der MaB-

120 nm noch eine weitere Population gréBerer | .1 o1 unteren Rand représentiert 200 nm.

Vesikel aufzuweisen (Durchmesser >300 nm).

Im Median haben die kleineren Vesikel der

RcPIP2-1-Klone einen um ~20% signifikant gréBeren Durchmesser als die entsprechenden
Vesikel der pDR195-Klone. Die wenigen Vertreter der Population gréBerer Vesikel haben
Durchmesser zwischen 310-320 nm. Da eine EM-Aufnahme immer nur einen kleinen Aus-
schnitt der gesamten Vesikelpopulation einer Suspension reprasentiert, wurde das so ermit-
telte Vesikelvolumen durch Messungen der dynamischen Lichtstreuung (DLS) Uberprift
(Kap. 2.7). Bei dieser Methode zur GréBenmessung von Partikeln in Suspensionen impliziert
die mittlere PartikelgrdBe alle auftretenden GréBenpopulationen von Vesikeln. Eine Identifi-
zierung dieser Populationen ist mit der Methode der DLS grundsétzlich méglich, wurde aber
im Rahmen dieser Arbeit nicht vorgenommen.

Aus den Daten der DLS wurden fur beide Hefetransformanten die mittleren hydrodynami-
schen Durchmesser der isolierten Vesikel berechnet (Kap. 2.7). Diese liegen dem Werte
nach zwischen den Durchmessern fiir kleinere und gréBere Vesikeln die aus der EM-Analyse
ermittelt wurden (Abb. 17, B). Ein signifikanter Unterschied in der Vesikelgr6Be zwischen der
RcPIP2-1-Hefe und der Vektorkontrolle wurde hierbei nicht evident. Um die Daten der DLS
mit denen der EM-Aufnahmen vergleichen zu kénnen, wurden aus letzteren ebenso die mitt-
leren Durchmesser der isolierten Vesikel berechnet (Kap. 2.7). Diese liegen mit 142 nm
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Abb. 17: GréBenverteilung (A) und Median (B) des Volumens isolierter post-golgi Vesikel

A) relative Haufigkeit von Messwerten (Durchmesser) aus EM-Aufnahmen isolierter Vesikel in Gro-
Benklassen von je 10 nm Unterschied. Daten, die Vesikel aus Vektortransformanten (pDR195) re-
prasentieren sind grau, Daten die Vesikel aus RcPIP2-1-exprimierenden Hefen reprasentieren, rot
dargestellt (PIP2-1). B) Medianer Durchmesser isolierter Vesikel ermittelt durch die Analyse von
EM-Aufnahmen (EM) und durch Messungen der dynamischen Lichtstreuung (DLS) von Vesikel-
suspensionen. Die Daten der EM-Analyse sind getrennt nach Populationen kleiner (<250 nm,
PDR/PIP2-1kl) und groBer Vesikel (>250 nm, pDR/PIP2-1gr) dargestellt. Die Daten der dynami-
schen Lichtstreuung représentieren den medianen hydrodynamischen Durchmesser aller Vesikel.
Die Daten der Vektorkontrolle sind in grau, die der RcPIP2-1-Transformante rot gekennzeichnet.
Der Interquartilbereich ist durch Fehlerbalken angezeigt, die Anzahl unabhangiger Messungen sind
rechts Uber den Balken, Signifikanzniveaus (U-Test nach Mann und Whitney, zweiseitig) Gber dem
3. Quartil angegeben.

(Vektorkontrolle) und 172 nm (RcPIP2-1-Transformante) etwas unter den hydrodynamischen
Durchmessern, welche mittels DLS ermittelt wurden.

3.5.3 Post-Golgi Vesikel aus RcPIP2-1- und RcTIP1-1-transgenen Hefen
bilden eine erhéhte osmotische Wasserpermeabilitat aus

In einer stopped-flow Apparatur wurden Suspensionen isolierter post-golgi Vesikel aus den
PIP2-1-, TIP1-1- und pDR195-Hefemutanten mit hypertonischem Medium gemischt und die
so ausgeldste Schrumpfung der Vesikel iiber eine Messung des Streulichts detektiert. Uber
die derart generierten Schrumpfungskinetiken wurden Regressionen montiert, mit Hilfe derer
die Prder jeweiligen Vesikelmembranen berechnet wurde (Kap. 2.7).

Abb. 18 zeigt beispielhaft zwei reprasentative Schrumpfungskinetiken fir Vesikel, die aus
RcPIP2-1- bzw. pDR195-transgenen Hefeklonen isoliert wurden. Beide Kinetiken beschrei-
ben deutlich eine doppelt exponentielle Funktion, die aus einer schnellen und einer parallel
ablaufenden, langsamen Reaktion zusammengesetzt ist. In den durchgefihrten Messungen
folgten die Schrumpfungskinetiken der Vesikel dieser Funktion, unabhangig von der Mess-
temperatur und unabhangig vom Hefeklon, aus dem sie isoliert wurden. Darlber hinaus lasst
sich demonstrieren, dass fir Vesikel aus Hefen, die RcPIP2-1 exprimieren, beide Reaktionen
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vergleichsweise schneller ablaufen als fir Ve-

sikel, die aus der Vektorkontrolle isoliert wur-
den (Abb. 18). Bei gleichem osmotischem
Gradienten ist die Geschwindigkeitskonstante
der Schrump-fungskinetiken indirekt proporti-
onal zum Vesikelvolumen. Zur Berechnung

der vesikularen P; wurde daher postuliert,

—— PIP2-1

dass die schnelle Teilfunktion die Population

relative Streulichtintensitat [ ]

1 —— pDR195

T T T T T T T T

der kleinen, die langsame Reaktion die der
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(<)
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groBen Vesikel reprasentiert (Kap. 3.5.2). Zur Zeit [s]

Berechnung des P; wurden die korrespondie-

renden Vesikelvolumen aus der Auswertung | Abb.18: Charakteristische Schrumpfungs-

der elektronenmikroskopischen Abbildungen kinetiken isolierter post-Golgi Vesikel in hy-

herangezogen (Abb. 17, B). pertonischem Medium

Der osmotisch getriebene Wasserfluss durch | Detektiert wurde die Intensitat von 90 © ge-

Protein-Poren ist gegeniiber einem Wasser- | Streutem Lichtin einer stopped-flow Appara-
tur. Die Kinetik von Vesikeln aus der
RcPIP2-1-Transformante ist rot (P/IP2-1), die

der  Vektorkontrolle  grau  dargestellt

fluss Uber die doppelte Lipidschicht durch eine
erhéhte P, sowie durch eine geringere E, cha-

rakterisiert (Wayne & Tazawa, 1990). Daher (0DR195). Die  Regressionsfunktionen

werden ein hoher P;sowie eine geringe E, von (schwarz) sind doppelt-exponentiell.

osmotisch getriebenem Wasserfluss als Indi-

zien flr eine Beteiligung aktiver Aquaporine

gewertet (Uberblick in Tyerman et al., 1999). Um Aufschluss tber beide Parameter zu erhal-
ten, wurden Schrumpfungskinetiken mit Vesikeln der RcPIP2-1-, RcTIP1-1- und pDR195-
Hefetransformanten bei verschiedenen Temperaturen aufgenommen und die jeweiligen Fs
ermittelt. In Abb. 19 sind diese P fiir die Populationen kleiner und groBer Vesikel in Abhan-
gigkeit der Temperatur im Arrhenius-Blot dargestellt.

Die Ergebnisse der stopped-flow Messungen zeigen deutlich, dass Membranen groBer und
kleiner Vesikel aus RcPIP2-1-transgenen Hefen gegenliber den entprechenden Vesikeln der
Kontrollhefen insgesamt eine signifikant erhdhte P; haben. Dies trifft bei RcTIP1-1-
transgenen Hefen nur fir Membranen groBer Vesikel zu. Eine deutlich reduzierte Tempera-
turabhangigkeit der P; zeigen die groBen und kleinen Vesikel der RcPIP2-1 transgenen Hefe,
sowie die kleinen Vesikel des RcTIP1-1-Hefeklons (Abb. 19). Uber die Temperaturabhangig-
keit der Ps groBer Vesikel des RcTIP1-1-Hefeklons lasst sich aufgrund der geringen Daten-
menge keine gesicherte Aussage machen (Abb. 19, B).

Aus den linearen Regressionen durch die vesikuldren Py bei unterschiedlichen Temperaturen
wurde fir die analysierten Hefeklone die mittlere Ps bei 20 °C ermittelt und die Aktivierungs-
energie (E,) fir den osmotisch getriebenen Wasserfluss berechnet (Tab. Xll). Kleine Vesikel
aus RcPIP2-1-exprimierenden Hefen zeigen demnach eine ca. doppelt erhéhte Pr gegenuber
denen der Vektorkontrolle. Die groBen Vesikel dieses Hefeklons haben gegentber der Kon-
trolle eine ~2,2-fach erhdhte P
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Abb. 19: Temperaturabhéngigkeit der P; von Membranen kleiner (A) und groBer (B) post-
golgi Vesikel aus den MIP-transformierten Hefeklonen

Daten der RcPIP2-1- (rot) und RcTIP1-1-Tranformanten (gelb) sowie der Vektorkontrolle (pDR195,
blau) sind im Arrhenius-Plot dargestellt. Die einzelnen Datenpunkte représentieren den Mittelwert
von 1-6 Messungen in 3 Temperaturintervallen von 10-30 °C. Die Standardfehler fiir beide Dimen-
sionen sind angezeigt. Die Signifikanzniveaus zwischen den P;von Transformanten und Vektorkon-
trolle sind unten tabellarisch aufgefihrt (univariate Varianzanalyse):

PIP2-1:pDR195 TIP1-1:pDR195 PIP2-1:TIP1-1:pDR195
kleine Vesikel: 0,037 0,287 0,106
groBe Vesikel: 0,035 0,029 0,045

Kleine Vesikel der RcTIP1-1-exprimierenden Hefen zeigen nur eine ~1,7-fach erhéhte P;
gegeniber denen des Kontrollklons. Die P;der groBen Vesikel dieser Transformante ist ~1,6-
fach gegenlber der Kontrolle erhéht. Insgesamt scheint die Py kleiner Vesikel um den Faktor
von ~5 h@her als die der groBen Vesikel zu sein (Abb. 19, Tab. Xll). Die niedrige E, ist fur
kleine und groBe Vesikel aus der RcPIP2-1- und fir kleine Vesikel aus der RcTIP1-1-
Transformante charakteristisch fir transmembranen Wasserfluss unter Beteiligung von akti-
ven Aquaporinen. Fir Vesikel beider GréBenpopulationen aus Kontrollhefe und fiir groBe
Vesikel der RcTIP1-1-Transformante wurden fir den osmotisch getriebenen Wasserfluss E,
berechnet, die biologische Membranen ohne aktive Aquaporine reprasentieren (Tyerman et
al., 1999).

Tab. Xll: Osmotische Wasserpermeabilitidt (P) und Aktivierungsenergie (E;) von Vesikel-

membranen der MIP-transgenen Hefeklone

Hefeklon kleine Vesikel groBe Vesikel

P [*™s] Ea [“/moll P [*"/4] Ex [“/moll
RcPIP2-1 286 12,4 60,2 22,8
RcTIP1-1 247 13,0 43,6 80,0
pDR195 143 47,0 27,0 63,4

Die Pswurde bei 20 °C, die E, aus der Steigung der Regressionen ermittelt (Abb. 19, Kap. 2.7).
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3.6 RcPIP1-1, RcPIP2-1 und RcTIP1-1 sind im Hypokotyl domi-
nant exprimiert, jedoch unterschiedlich lokalisiert

Die rdumliche und zeitliche Auspragung der MIP-Gene lasst u. U. Rickschlisse Uber deren
physiologische Funktion zu. Um eine mdgliche Rolle wahrend des Vorgangs der Zell-
streckung aufzuzeigen, wurde die Expression von RcPIP1-1, RcPIP2-1 und RcTIP1-1 im
Ricinus-Hypokotyl analysiert. Dabei lag der Fokus auf jenen Abschnitten, welche in den zeit-
lichen und raumlichen Ablauf bzw. in die Regulation des Streckungswachstums involviert
sind und dabei einen charakteristischen Wasserhaushalt aufweisen (Kap. 3.3). Neben einer
gewebespezifischen Quantifizierung der MIP-Genprodukte (Kap. 3.6.1) sollte deren Lokali-
sierung auf zellularer Ebene detailliertere Einblicke in mdgliche zellspezifische Funktionen
der MIP liefern (Kap. 3.6.2).

3.6.1 Die Expression von RcPIP1-1, RcPIP2-1 und RcTIP1-1 korreliert
entlang der Hypokotylachse unterschiedlich stark mit der Elon-
gation

Die Auspragung eines Gens kann (post-)transkriptionell und (post-)translational unterschied-
lich reguliert werden. Um daher eine physiologische Funktion von RcPIP1-1, RcPIP2-1 und
RcTIP1-1 ableiten zu kdnnen, wurde deren Expression sowohl auf mRNA- als auch auf Pro-
teinebene quantifiziert.

To Ep Ro TL EL R.
RcPIP1-1 W O | e R e
RcPIP2-1 — - oomm
RcTIP1-1 -~ - - -
18S-RNA —c—r T e — —

Abb. 20: Quantifizierung der Transkripte von RcPIP1-1, RcPIP2-1 und RcTIP1-1 entlang der
Hypokotylachse dunkel gehaltener und belichteter Ricinus-Keimlinge

Amplifiziert wurden die spezifischen cDNA-Fragmente in gRNA aus Zellteilungszone (T), Elongati-
onszone (E) und reifem Hypokotyl (R) von dunkel (p) und belichtet () gehaltenen Ricinus-
Keimlingen mittels semiquantitativer RT-PCR. Als Kontrolle fir die quantitative Vergleichbarkeit
wurde 718S-RNA amplifiziert. Die Signale repréasentieren die Fluoreszenz von Ethidiumbromid in
einem Agarosegel unter UV-Licht und sind invertiert dargestellt.
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3.6.1.1 Auf Transkriptionsebene sind RcPIP1-1, RcPIP2-1 und RcTIP1-1 verstarkt in
elongierendem Hypokotyl exprimiert

Um herauszufinden, inwieweit die Expression von RcPIP1-1, RcPIP2-1 und RcTIP1-1 zu-
sammen mit der Elongationsaktivitat variiert, wurde entlang der Hypokotylachse die spezifi-
sche mRNA dieser MIP-Gene mittels semiquantitativer RT-PCR quantifiziert.

In Abb. 20 sind die Signale der Amplifikationsprodukte fir die verschiedenen Gene und Hy-
pokotylzonen dargestellt. In dunkel gehaltenen Keimlingen zeigen alle drei MIP eine deutlich
gesteigerte Expression in der Zone starken Streckungswachstums verglichen mit der Zelltei-
lungszone (Abb. 20, Ep). Dieses hohe Expressionslevel wird im Falle von RcPIP2-1 und
RcTIP1-1 wieder stark reduziert, wenn die Zellstreckung entwicklungsabhangig bzw. nach
Belichtung zum erliegen kommt (Abb. 20, Rp/E.). In der Zellteilungszone ist flir RcPIP2-1 ein
leichter Anstieg der Transkriptmenge nach Belichtung zu erkennen, der flr RcTIP1-1 inner-
halb des Schwankungsbereichs der Kontrolle liegt (Abb. 20, T,). RcPIP1-1 bleibt im Dunkeln
auch nach Vollendung der Zellexpansion induziert (Abb. 20, Rp/Ey).

Eine semiquantitative RT-PCR ist durch die Verflgbarkeit von Primern und freien Nukleoti-
den limitiert. Um dadurch verursachte Quantifizierungsfehler ausschlieBen zu kénnen bzw.
um die Ergebnisse der RT-PCR zu bestatigen, wurde die Expression von RcPIP1-1,
RcPIP2-1, und RcTIP1 in den unterschiedlichen Hypokotylabschnitten dariiber hinaus mittels
northern-Hybridisierungen quantifiziert. Die Signalstarken der spezifischen MIP-Transkripte
wurden densitometrisch quantifiziert und auf das Level der jeweiligen gRNA normiert.

To Ep Ro TL EL RL

RcPIP1-1

AN B E E B

rel. Exp.

Abb. 21: Expressionsanalyse von RcPIP1-1 entlang der Hypokotylachse dunkel gehaltener
und belichteter Ricinus-Keimlinge

Nachgewiesen wurde die spezifische mRNA von RcPIP1-1 in gRNA aus Zellteilungszone (T), Elon-
gationszone (E) und reifem Hypokotyl (R) von dunkel (p) und belichtet () gehaltenen Ricinus-
Keimlingen. Die Signale reprasentieren die Aktivitat der alkalischen Phosphatase nach northern-
Hybridisierung mit einer RcPIP1-1-spezifischen Sonde. Die Farbgebung erfolgte wie in Abb. 14. Als
Kontrolle fur die quantitative Vergleichbarkeit ist die ribosomale RNA (rib. RNA) auf der blot-
Membran gezeigt (Ethidiumbromid-Fluoreszenz unter UV-Licht, invertiert dargestellt). Die relative
RcPIP1-1-Expression wurde densitometrisch quantifiziert, auf die Signalstédrke der Kontroll-RNA
normiert und graphisch dargestellt (rel. Exp.).
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In den unterschiedlichen Hypokotylzonen konnten fir alle drei MIP-Gene die Ergebnisse der
semiquantitativen RT-PCR mittels northern-Hybridisierung verifiziert werden (Abb. 21,
Abb. 22 & Abb. 23).

So zeigt diese Analyse fiir dunkel gehaltene Keimlinge ebenso die starke Induktion von
RcPIP1-1 in der Elongationszone gegenlber der Zellteilungszone (Faktor ~1,8; Abb. 21,
To/Ep). Nach Beendigung der Expansionsaktivitdt durch endogene Faktoren bzw. Lichtein-
fluss scheint hier jedoch eine leichte Reduzierung des hohen Expressions-Levels aufzutreten

(Faktor 1,2 & 1,4; Abb. 21, Rp, E,).

To Ep Rp T EL RL
RcPIP2-1 —
i R — —
rib. RNA —— '=
rel. Exp. :
i -

Abb. 22: Expressionsanalyse von RcPIP2-1 entlang der Hypokotylachse dunkel gehaltener
und belichteter Ricinus-Keimlinge

Nachgewiesen wurde die spezifische mRNA von RcPIP2-1 analog zu Abb. 21.

Fir RcPIP2-1 lieferte die northern-Hybridisierung nahezu identische Ergebnisse wie die Ex-
pressionsanalyse mittels der RT-PCR (Abb. 22). In der Elongationszone ist das Expressions-
level von RcPIP2-1 gegenlber der Zellteilungszone um den Faktor ~1,6 erhdéht (Abb. 22,
To/Ep). Dieses hohe mRNA-Niveau ist im reifen Hypokotyl nach entwicklungsabhangiger

To Ep Rp TL EL RL
RcTIP1-1 — —
. R - il
rib. RNA —— o — A e
rel. Exp. -

Abb. 23: Expressionsanalyse von RcTIP1-1 entlang der Hypokotylachse dunkel gehaltener
und belichteter Ricinus-Keimlinge

Nachgewiesen wurde die spezifische mMRNA von RcTIP1-1 analog zu Abb. 21.
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Beendigung der Elongation um das 2,9-fache reduziert (Abb. 22, Rp). Die Inhibierung der
Elongationsaktivitat durch Belichtung geht mit einer Verringerung der RcPIP2-1-Expression
um den Faktor 2,3 einher (Abb. 22, E|).

Auch fur RcTIP1-1 lieferte die Expressionsanalyse durch northern-Hybridisierung vergleich-
bare Ergebnisse wie die RT-PCR (Abb. 23). Die Erhéhung der spezifischen mRNA-Menge
von der Zellteilungs- zur Elongationszone, ist auch fir RcTIP1-1 zu erkennen, aber deutlich
weniger ausgepragt als bei RcPIP2-1 (Faktor 1,2; Abb. 23, Tp/Ep). Die Reduktion der
RcTIP1-1-Transkriptmenge nach Beendigung der Elongation durch endogene Faktoren bzw.
Belichtung (Faktor 2,0 bzw. 1,7; Abb. 23, Rp/E\), ist ebenso etwas geringer als bei RcPIP2-1.

3.6.1.2 Auf Proteinebene korreliert nur die Auspragung von RcPIP2-1 mit der Elonga-
tion des Ricinus-Hypokotyls

Eine Expressionsanalyse auf der Basis der Transkriptmenge lasst nur begrenzt Schlisse
Uber das MaB der Auspragung eines Gens zu, da dieses posttranskriptionell tber die 'Le-
bensdauer' der mRNA und/oder die Translationsaktivitat regulierbar ist. Um eine mdgliche
Fehleinschatzung zu umgehen bzw. um Hinweise auf mégliche regulatorische Mechanismen
zu erhalten, wurde die Expression von RcPIP1-1, RcPIP2-1, und RcTIP1-1 auch auf Protein-
ebene quantifiziert. Ausgehend von den Transkriptionsanalysen wurde Uberprift, inwieweit
sich das transiente Auftreten der mRNA wahrend des Elongationsprozesses auch auf Prote-
inebene niederschlagt. Dazu wurde aus der Zellteilungszone, der Elongationszone, und dem
reifen Hypokotyl von dunkel und belichtet gehaltenen Ricinus-Keimlingen die mikrosomale
Proteinfraktion isoliert und der relative Anteil des jeweiligen MIP-Proteins im immunoblot er-
mittelt (Kap. 2.10.2). Da fur die verschiedenen Proben gleiche Mengen von Membranprotein
aufgetragen wurden, entspricht ein Signal im Immunoblot in gewisser Naherung der relativen
Proteinmenge pro Membranflache, unabhangig von der absoluten ZellgroBe. Gefarbtes
Mikrosomenprotein in einem reprasentativen Referenzgel belegte die quantitative Vergleich-
barkeit der verschiedenen Proben (Abb. 24).

S To Epb Ro T. EL R
- 3 | = | " W | B

Abb. 24: Repréasentatives Proteingel fiir die immunologischen Quantifizierungen

Analog zu Abb. 25 wurde pro Bahn 18 pug Mikrosomenprotein aus den unterschiedlichen Hypokotyl-
geweben aufgetragen. Dargestellt ist ein SchwarzweiB3-Bild einer Coomassie-Féarbung des Gels.
Die Banden des Standards (S) reprasentieren (von oben) 250 kD, 148 kD, 60 kD, 42 kD und 30 kD.
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To Ep Ro TL EL R.

RcPIP1-1 4 - }

rel. Prot. -

Abb. 25: Quantifizierung von RcPIP1-1 entlang der Hypokotylachse dunkel gehaltener und
belichteter Ricinus-Keimlinge

Nachgewiesen wurde das spezifische RcPIP1-1-Protein in 10 ug Mikrosomenprotein aus Zelltei-
lungszone (T), Elongationszone (E) und reifem Hypokotyl (R) von dunkel (p) und belichtet (.) gehal-
tenen Ricinus-Keimlingen. Die Signale reprasentieren die Aktivitdt von alkalischer Phosphatase
eines Immunoblots mit RcPIP1-1 spezifischem Antiserum. Die Farbgebung erfolgte wie in Abb. 14.
Die relative Menge von RcPIP1-1 wurde densitometrisch quantifiziert, auf die Signalstarke des Pro-
teinsignals normiert (Abb. 24) und graphisch dargestellt (rel. Prot.). Bei der Auftragung von R_ ging
~'/5 des Proteinextrakts verloren, was bei der graphischen Darstellung korrigiert wurde (*).

Fir RcPIP1-1 zeigt die Expressionsanalyse auf Basis des spezifischen Proteins nahezu kei-
ne Unterschiede zwischen den verschiedenen Hypokotylzonen dunkel und belichtet gehalte-
ner Keimlinge (Abb. 25). Lediglich ein leichter Anstieg von RcPIP1-1 von der Zone kleiner hin
zum Bereich groBer Zellvolumina ist erkennbar (Faktor 1,3-1,5; Abb. 25). Dieser Anstieg ist
fr dunkel gehaltene Keimlinge marginal héher als flr belichtete.

In dunkel gehaltenen Keimlingen zeigt RcPIP2-1, analog zu den mRNA-Quantifizierungen,
auch auf Proteinbasis einen starken Anstieg der Expression in der Elongationszone, vergli-
chen mit der juingeren Zellteilungszone (Faktor 3,6; Abb. 25, Tp/Ep). Im Gegensatz zum Le-
vel seines Transkripts scheint das MIP-Protein wahrend der Elongation jedoch weiter zu ak-
kumulieren und erreicht so erst in ausgewachsenen Zellen sein hdéchstes Level
(Abb. 25, Rp). Nach der Inhibition des Streckungswachstums durch Belichtung ist die

To Ep Ro T EL RL

RcPIP2-1

rel. Prot.

Abb. 26: Quantifizierung von RcPIP2-1 entlang der Hypokotylachse dunkel gehaltener und
belichteter Ricinus-Keimlinge

Nachgewiesen wurde das spezifische RcPIP2-1-Protein analog zu Abb. 25.
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RcPIP2-1-Menge der Elongationszone um den Faktor 2,5 reduziert (Abb. 25, Ep/E.). Ahnlich
zu RcPIP1-1 scheint auch RcPIP2-1 in belichteten Keimlingen mit der ZellgréBe leicht anzu-
steigen (Faktor 1,8).

To Ep Ro TL EL RL

RcTIP1-1 —

relativ Prot. -

Abb. 27: Quantifizierung von RcTIP1-1 entlang der Hypokotylachse dunkel gehaltener und
belichteter Ricinus-Keimlinge

Nachgewiesen wurde das spezifische RcTIP1-1-Protein analog zu Abb. 25.

Die relative Menge an RcTIP1-1 zeigt zwischen den verschiedenen Hypokotylabschnitten
keine nennenswerte Unterschiede (Abb. 27). Auch scheint sie, im Gegensatz zu den Pepti-
den der beiden PIP, weder in dunkel, noch in belichtet gehaltenen Keimlingen mit der Zell-
gréBe zu korrelieren. Lediglich in der Zellteilungszone von dunkel gehaltenen Keimlingen ist
das Level von RcTIP1-1 um den Faktor von ~1,9 gegenlber dem Niveau der anderen Ge-
webe erhdht (Abb. 27, Tp).

3.6.2 Auf zellularer Ebene zeigen RcPIP1-1, RcPIP2-1 und RcTIP1-1 im
Ricinus-Hypokotyl unterschiedliche Expressionsmuster

Die Expressionsanalyse auf gewebespezifischer Ebene, lasst keine Ruckschlisse auf die
zellspezifische Verteilung innerhalb der jeweiligen Hypokotylzonen zu. Daher wurde die Ex-
pression von RcPIP1-1, RcPIP2-1 und RcTIP1-1 zusatzlich auf zellularer Ebene lokalisiert.

Abb. 28: (gegeniiber liegende Seite) Immunolokalisierung von RcPIP1-1 im Hypokotyl dun-
kel gehaltener und belichteter Ricinus-Keimlinge.

Detektiert wurde durch spezifische Antikérper in Querschnitten der Zellteilungszone (A), der Elon-
gationszone (D) und des ausdifferenzierten Hypokotyls (E) eines dunkel gehaltenen Keimlings so-
wie der 'Elongationszone' eines belichteten Keimlings (H). AuBerdem in Langsschnitten des Hypo-
kotylhakens von dunkel (B, C) und belichtet gehaltenen Keimlingen (F; G). Als Kontrolle wurden
vergleichbare Schnitte des Hypokotyls dunkel gehaltener Keimlinge mit Prdimmunserum behandelt
(I-M). VergréBert dargestellt der Kortex der Elongationszone von dunkel (D”) und belichtet gehalte-
nen Keimlingen (H") sowie der Kontrolle (L"). Das reduzierte Farbsignal in den faszikularen Ge-
weben ist durch Pfeile markiert (H). Die Farbgebung erfolgte wie in Abb. 14. Die Skalierungsmarken
reprasentieren 500 um (A-M) und 200 um (D’, H’, L"). Ein durchgestrichener Rahmen zeigt an,
dass fir entsprechendes Gewebe kein Datenmaterial vorhanden war.
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Abb. 28: Immunolokalisierung von RcPIP1-1 im Hypokotyl dunkel gehaltener und belichteter Ricinus-Keimlinge
(Legende, siehe gegeniiberliegende Seite)
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3.6.2.1 Die Lokalisation von RcPIP1-1 korreliert nicht mit der Zellexpansion

Die zellulare Expression von RcPIP1-1 wurde in den unterschiedlichen Hypokotylzonen auf
Proteinebene lokalisiert. Dazu wurden Immunolokalisierungen durchgefihrt, in denen das
RcPIP1-1-Protein nach Behandlung mit spezifischem Antiserum detektiert wurde (Abb. 28).
In sémtlichen Hypokotylzonen tritt RcPIP1-1 gleichm&Big in allen Zellen des Kortex und im
Mark auf. Dabei zeigen sich keine Unterschiede zwischen Zonen mit starker Elongationsakii-
vitat (Abb. 28, D) und Zonen, in denen kein Volumenwachstum stattfindet (Abb. 28, E, H).
Dies stimmt im Wesentlichen mit den Befunden der gewebespezifischen Lokalisierung von
RcPIP1-1 Uberein (Abb. 25). Keinerlei RcPIP1-1 scheint in den kleinen Zellen des Xylempa-
renchyms und dem prédkambialen Gewebe vorhanden zu sein (Abb. 28, H" [Pfeil]). Dieses
Phanomen zeigt sich unabhangig von der Expansionsaktivitat in allen untersuchten Zonen
und steht im Kontrast zur Lokalisation der beiden anderen untersuchten MIP (siehe Abb. 30,
Abb. 32). In Schnitten, die mit Praimmunserum behandelt wurden, zeigt das fast véllige Feh-
len von Signal die Spezifitdt des verwendeten Antiserums an. Es tritt jedoch eine unspezifi-
sche Farbung in den Idioblasten auf (Abb. 28, I-M).

3.6.2.2 RcPIP2-1 ist verstarkt in der Peripherie und dem lebenden Xylem des elongie-
renden Hypokotyls exprimiert

Die zellulare Expression von RcPIP2-1 wurde in den unterschiedlichen Hypokotylzonen so-
wohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene lokalisiert. In Dinnschnitten wurde im ersten Fall
die RcPIP2-1-spezifische mRNA durch in situ-Hybridisierung (Abb. 29), im zweiten Fall das
RcPIP2-1-Protein nach Behandlung mit affinitdtsgereinigten Antikbrpern nachgewiesen
(Abb. 30).

Auf mRNA-Ebene tritt die h6chste Expression von RcPIP2-1 in den peripheren Kortexzellen
und der Epidermis der Elongationszone dunkel gehaltener Keimlinge auf (Abb. 29, D, D").

Abb. 29: (gegeniberliegende Seite) Lokalisierung von RcPIP2-1 im Hypokotyl dunkel gehal-
tener und belichteter Ricinus-Keimlinge mittels in situ-Hybridisierung

Detektiert wurden RcPIP2-1-Transkripte durch spezifische antisense-RNA-Sonden in Querschnitten
der Zellteilungszone (A), der Elongationszone (D) und des ausdifferenzierten Hypokotyls (E) sowie
der entsprechenden Zonen belichteter Keimlinge (F, I, J). AuBerdem in Langsschnitten des Hypoko-
tylhakens von dunkel (B, C) und belichtet gehaltenen Keimlingen (G, H). Als Kontrolle wurden ver-
gleichbare Schnitte des Hypokotylhakens und der Elonationszone dunkel gehaltener Keimlinge mit
sense-RNA-Sonden behandelt (K, L, M). VergréBert dargestellt sind die peripheren Zellschichten
der AuBenseite des Hypokotylhakens von dunkel (C’) und belichtet (H") gehaltenen Keimlingen
sowie der Kontrolle (L"). Ebenso die AuBenseite der Elongationszone fir beide Behandlungen (D’,
[) und der Kontrolle (M"). Das Richtung Elongationszone zunehmende Farbsignal auf der AuBen-
seite des Hypokotylhakens dunkel gehaltener Keimlinge ist durch Pfeile markiert (C). Die Farbge-
bung erfolgte wie in Abb. 14. Die Skalierungsmarken reprasentieren 500 um (A-M), 250 um (C’, H’,
L") und 250 um (D, I', M"). Ein durchgestrichener Rahmen zeigt an, dass flr entsprechendes Ge-
webe kein Datenmaterial vorhanden war.
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Abb. 29: Lokalisierung von RcPIP2-1im Hypokotyl dunkel gehaltener und belichteter Ricinus-Keimlinge mittels in-situ Hybridisierung

(Legende, siehe gegeniiberliegende Seite)
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Dabei fallt ein asymmetrisches Expressionsmuster auf, wobei in der duBeren Seite (relativ
zur Krimmung des Hypokotyls) ein besonders starkes Farbsignal auftritt (Pfeile). Die starke

Expression in diesem Bereich setzt sich auch im basalen Teil des Hypokotylhakens fort,
nimmt jedoch in apikaler Richtung stetig ab (Abb.29, C, C’, Pfeile). In den nicht-
elongierenden Zellen der Innenseite des Hypokotylhakens scheint RcPIP2-1 nur sehr gering
exprimiert zu sein. In der AuBenseite der Zellteilungszone zeigt ein relativ schwaches Signal
nur noch in den epi- und hypodermalen Zellschichten eine verhéltnismaBig geringe Expres-
sion von RcPIP2-1 an (Abb. 29, A, Pfeile). Zuséatzlich dazu tritt eine schwéchere Farbung im
Parenchym und innerhalb der Leitblndel der Zellteilungs- und Elongationszone auf (Abb. 29,
A, D). In ausdifferenziertem Hypokotyl zeigt ein relativ schwaches Signal noch eine margi-
nale Expression von RcPIP2-1 an (Abb. 29, E). Im Hypokotyl belichteter Keimlinge scheint
RcPIP2-1 sowohl in Leitbindeln, im Parenchym als auch in der Epidermis nur wenig expri-
miert zu sein (Abb. 29, F-J). Hier ist die Starke des Signals nur geringfligig héher als in der
Kontrolle, flr die vergleichbare Schnitte vom Hypokotyl dunkel gehaltener Keimlinge mit
sense-Sonden behandelt wurden (Abb. 29, K-M). Die Lokalisation der RcPIP2-1-Expression
mittels in situ-Hybridisierung korreliert sehr gut mit den Expressionsanalysen in den ver-

#Y

Abb. 30: Immunolokalisierung von RcPIP2-1 in den verschiedenen Zonen des Ricinus-
hypokotyls

Detektiert wurde durch spezifische Antikérper in Querschnitten der Zellteilungszone (A), der Elon-
gationszone (B) und des ausdifferenzierten Hypokotyls (C) eines dunkel gehaltenen Keimlings so-
wie der Elongationszone eines belichteten Keimlings (D). VergrdBert dargestellt ist ein Leitblindel
aus den jeweiligen Zonen (A’-D"). Als Kontrolle wurde ein vergleichbarer Querschnitt der Elongati-
onszone dunkel gehaltener Keimlinge mit Peptid-gesattigtem Antikérper behandelt (E, E’). Das
starke Farbsignal in den (inter-) faszikularen Geweben der Elongationszone ist durch Pfeile markiert
(B"). Die Farbgebung erfolgte wie in Abb. 14. Die Skalierungsmarken reprasentieren 300 um (A-E)
und 100 pm (A"-E’).
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schiedenen Zonen entlang der Hypokotylachse (Kap. 3.6.1.1). Hier zeigt ebenso die Elonga-
tionszone dunkel gehaltener Keimlinge die weitaus starkste Expression. Dariliber hinaus
konnte bestatigt werden, dass bei dunkel gehaltenen Keimlingen die Expression in der Zell-
teilungszone etwas hdéher ist als im reifen Hypokotyl bzw. in den Geweben belichteter Keim-
linge (Abb. 29, A).

Auf Proteinebene zeigt sich eine besonders starke, RcPIP2-1-spezifische Farbung im Pro-
tophloem, in den kleinen Zellen des Xylemparenchyms und in interfaszikularem Gewebe der
Elongationszone dunkel gehaltener Keimlinge (Abb. 30, B, B" [Pfeile]). Mit dieser Intensitat
tritt das Farbsignal in keiner anderen Hypokotylzone auf. So ist sie in der 'Elongationszone'
belichteter Keimlinge vollstdndig unterdriickt (Abb. 30, D, D). Deutlich verringert tritt sie nur
im Protophloem von ausdifferenziertem Hypokotyl (Abb. 30, C’) bzw. in den kleinen Zellen
des Xylemparenchyms der Zellteilungszone auf (Abb. 30, A"). Das starke Farbsignal im Leit-
bindelring der Elongationszone verschwindet bei der Kontrollbehandlung mit Peptid-
gesattigtem Antikdrper vollstéandig (Abb. 30, E, E") und kann somit als spezifisch fir RcPIP2-
1-Protein angesehen werden. Lediglich im Parenchym scheint unspezifische Farbung aufzu-
treten und Uberlagert méglicherweise dort vorkommendes spezifisches Signal (Abb. 30, E).
Daher kann auf Proteinebene nicht gezeigt werden, ob eine verstarkte Expression des
RcPIP2-1 in der Kortexperipherie auftritt (vgl. Abb. 29).

Die Befunde der Immunolokalisierung des RcPIP2-1 stimmen im Wesentlichen mit der ge-
webespezifischen Analyse Uberein (Abb. 26). Lediglich die starke Akkumulation im ausdiffe-
renziertem Hypokotyl dunkel gehaltener Keimlinge kann auf zellularer Ebene nicht veran-
schaulicht werden (Abb. 30, C, C’).

3.6.2.3 RcTIP1-1 ist im Metaxylem lokalisiert und scheint im Parenchym zum Beginn
der Elongation reduziert zu werden

Auch die zellulare Expression von RcTIP1-1 wurde in den unterschiedlichen Hypokotylzonen
auf Proteinebene lokalisiert. Dazu wurden wiederum Immunolokalisierungen durchgeflhrt, in
denen das RcPIT1-1-Protein nach Behandlung mit spezifischem Antiserum detektiert wurde
(Abb. 31).

In allen Bereichen des Hypokotyls belichteter sowie dunkel gehaltener Keimlinge tritt ein
maBig starkes Signal in Kortex und im Mark sowie ein starkes Signal im Leitbindelring auf
(Abb. 31, A-l). Eine Ausnahme bilden die elongierenden Kortexzellen auf der AuBenseite des
Hypokotylhakens dunkel gehaltener Keimlinge, wo die Farbung gegentiber dem Mark und
dem Kortex im Innern des Hypokotylhakens deutlich reduziert ist (Abb. 31, C, Pfeile; C"). Im
Hypokotyl belichteter Keimlinge scheint diese lokale Reduktion von RcTIP1-1 aufgehoben zu
sein. Hier zeigt RcTIP1-1 ein Gber den ganzen Hypokotylhaken gleichmaBig verteiltes Aus-
pragungsmuster (Abb. 31, G, H"). Zwischen der Zone stark expandierender Zellen und den
Bereichen ohne Elongationsaktivitét sind keine nennenswerten Unterschiede der Farbsignal-
starke auszumachen (Abb. 31, C & D, H & I). Das eindeutig starkste Signal tritt in der Zelltei-
lungszone dunkel gehaltener Keimlinge in Kortex, im Mark und v. a. im Leitblindelring auf
(Abb. 31, A). Somit korrelieren auch die Ergebnisse der Immunolokalisierung von RcTIP1-1
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Abb. 31: (gegeniiberliegende Seite) Immunolokalisierung von RcTIP1-1 im Hypokotyl dunkel
gehaltener und belichteter Ricinus-Keimlinge

Detektiert wurde durch spezifische Antikérper in Querschnitten der Zellteilungszone (A), der Elon-
gationszone (D) und des ausdifferenzierten Hypokotyls (E) von dunkel gehaltene Keimlingen sowie
den entsprechenden Zonen belichteter Keimlinge (F, 1, J). AuBerdem in Langsschnitten des Hypo-
kotylhakens von dunkel (B, C) und belichtet gehaltenen Keimlingen (G, H). Als Kontrolle wurden
vergleichbare Schnitte des Hypokotyls dunkel gehaltener Keimlinge mit Praéimmunserum behandelt
(K-0). VergroBert dargestellt sind die auBeren Zellschichten des Hypokotylhakens von dunkel (C")
und belichtet gehaltenen Keimlingen (H") sowie der Kontrolle (M"). Ebenso der Kortex der AuBen-
seite der ‘Elongationszone’ beider Behandlungen (D’, I") und der Kontrolle (N°). Das reduzierte
Farbsignal im auBeren Kortex des Hypokotylhakens ist durch Pfeile markiert (B, C). Die Farbge-
bung erfolgte wie in Abb. 14. Die Skalierungsmarken reprasentieren 500 um (A-L), 200 um (C’, G,
K’) und 200 um (B", F", J").

sehr gut mit dem Befund der Expressionsanalyse auf Proteinebene in den verschiedenen
Zonen entlang der Hypokotylachse (Kap. 3.6.1.2). Wiederum zeigt in Schnitten, die mit Pra-
immunserum behandelt wurden, das véllige Fehlen von Farbsignal die Spezifitdt des ver-
wendeten Antikérpers an (Abb. 31, K-O).

Eine detailliertere Analyse der RcTIP1-1-Lokalisation innerhalb eines Leitblndels der Zelltei-
lungszone dunkel gehaltener Keimlinge ist in Abb. 32 dargestellt. Um die Farbung innerhalb
eines Leitblndels den unterschiedlichen, faszikularen Geweben zweifelsfrei zuordnen zu
kénnen, wurden vergleichbare Dinnschnitte mit Lugol’scher Lésung und Anilinblau behan-
delt. In ersterem Fall Iasst sich durch die Anfarbung der starkehaltigen Leitblndelscheide
bzw. des Parenchyms das Leitblindel eindeutig von umgebendem Gewebe abgrenzen
(Abb. 32, D). Durch das zweite Farbeexperiment war es méglich die Kalloseauflagerungen
der Siebplatten unter UV-Licht sichtbar zu machen, und somit den Bereich des Phloems zu
identifizieren (Abb. 32, B, obere Pfeile). Darlber hinaus zeigte unter UV-Licht eine Fluores-
zenz der lignifizierten Zellwande der Tracheen die Lage des Xylems an (Abb. 32, B, untere
Pfeile; B").

Abb. 32: (liberndchste Seite) Immunolokalisierung von RcTIP1-1 in einem Leitbiindel der
Zellteilungszone eines dunkel gehaltenen Ricinus-Keimlings

Gezeigt ist ein Quer- (A) und Langsschnitt (A") nach Behandlung mit RcTIP1-1-spezifischen Anti-
kérpern. Als Kontrolle wurden vergleichbare Schnitte mit Antikérpern behandelt, die mit dem spezi-
fischen Peptid vorinkubiert worden waren (C, C"). Die Farbgebung erfolgte wie in Abb. 14. Zur Iden-
tifikation der Phloem- und Xylembereiche wurde ein vergleichbarer Dinnschnitt mit Anilinblau ange-
farbt, und unter UV Licht aufgenommen (B). B") stellt eine UV-Aufnahme von A’) ohne vorherge-
hende Anilinblau-Farbung dar. D) Starkenachweis durch Farbung mit Lugol’scher Lésung in einem
vergleichbaren Dinnschnitt. In A) sind starke Signale in den groBen XylemgeféaBen, dem Xylempa-
renchym und dem Metaphloem markiert, in B) die Fluoreszenz der Kallose und lignifizierten Tra-
cheen (*). Die Skalierungsmarken reprasentieren je 100 um (A, B, C bzw. A", B", C).
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Seite)
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Abb. 32: Immunolokalisierung von RcTIP1-1 in einem Leitbiindel der Zellteilungszone eines
dunkel gehaltenen Ricinus-Keimlings (Legende, siehe Seite 68)

Aus einem Vergleich der verschiedenen Anférbungen wurde deutlich, das RcTIP1-1 haupt-
sachlich im Parenchym des Metaxylems lokalisiert ist (Abb. 32, A, gr. Pfeile). Dartber hinaus
tritt es stark in den Protoplasten groBer XylemgeféaBe auf (Abb. 32, A, untere kl. Pfeile; A"),
wo keine oder nur eine marginale Lignifizierung der Zellwande nachzuweisen ist (Abb. 32,
B). AuBerdem scheint RcTIP1-1 verstarkt im starkefreien Protophloem vorzukommen
(Abb. 32, A, obere kl. Pfeile). Diese Bereiche haben eine Leitgewebe-dhnliche Anatomie
(Abb. 32, C’) und werden von schmalen Gruppen stérkehaltiger Zellen durchzogen
(Abb. 32, D).

Zum Nachweis der Signalspezifitdt wurden vergleichbare Dinnschnitte mit aufgereinigten
Antikérpern behandelt, welche mit inrem spezifischen Peptid vorinkubiert worden waren. Hier
beweist ein vollstandiges Fehlen des Farbesignals wiederum die Spezifitdt der Antikdrper-
bindung (Abb. 32, C, C’).
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3.7 Die Expression von Zuckertransportern korreliert mit der
Elongationsaktivitat des Ricinus-Hypokotyls

Die meisten pflanzlichen Zuckertransporter katalysieren die Aufnahme von osmotisch aktiven
Mono- und Disacchariden in Pflanzenzellen und stellen somit eine weitere, potentielle mole-
kulare Grundlage fur das Expansionswachstum pflanzlicher Zellen dar (siehe Kap. 1.3). Vor
diesem Hintergrund wurde, analog zu den drei MIP (Kap. 3.6.1.1), die Expression der Zu-
ckercarrier ReSCR1 und RcSCR2 sowie RcHEX1, RcHEX3 und RcHEX6 auf RNA-Ebene
entlang des Hypokotyls quantifiziert. AuBerdem wurde die Lokalisation eines gut charakteri-
sierten Vertreters der Zuckertransporter (Weig & Komor, 1996), des Saccharosecarriers
RcSCR1, auf zellularer Ebene ermittelt.

3.7.1 Entlang des Hypokotyls zeigen Saccharose- und Hexosecarrier
eine transiente Expressionssteigerung

Die Expression der Zuckercarrier in den unterschiedlichen Zonen entlang der Hypokotylach-

se wurde durch Quantifizierung der spezifischen Transkripte mittels RT-PCR analysiert. Ana-

log zur Quantifizierung der MIP-Aktivitdten wurde diese Expressionsanalyse fur dunkel und
belichtet gehaltene Keimlinge durchgefiihrt (Abb. 33).

TL EL R.
RcSCR1 S TR e o TR -
o e "

RcHEX1

RcHEX3 ——

RCHEX6 | . .

e

18S-RNA — —— — A S—

Abb. 33: Quantifizierung der Transkripte von RcSCR1, RcSCR2, RcHEX1, RcHEX3 und
RcHEXE6 entlang der Hypokotylachse dunkel gehaltener und belichteter Ricinus-Keimlinge

Amplifiziert wurden spezifische cDNA-Fragmente der Carrier analog zu Abb. 20. Die Darstellung
der Kontrolle (718S-RNA) ist fir beide Abbildungen identisch.
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In dunkel gehaltenen Keimlingen zeigen alle untersuchten Carrier in der Elongationszone
verglichen mit der Zellteilungszone eine deutlich gesteigerte Auspragung (Abb. 33, Ep), wel-
che wieder reduziert, wenn die Elongation im reifen Hypokotyl zum Erliegen kommt (Abb. 33,
Rp). Diese transiente Expression ist fir den ReSCR1 und RcHEX1 wenig ausgepragt und
kénnte innerhalb des Schwankungsbereichs der Kontrolle liegen (Abb. 33, 18S-RNA). Nach
Belichtung scheinen alle Carrier auch in der Zellteilungszone induziert zu werden, was zu
einem Muster hoher Expression im oberen (Abb. 33, T., E;) und geringer Expression im ba-
salen Hypokotyl fihrt (Abb. 33, R). Insbesondere das Expressionsmuster von RcHEX6
gleicht stark dem des RcPIP2-1 (Abb. 20). Nur die Abnahme des mRNA-Levels in der Elon-
gationszone nach Belichtung zeigt sich hier weniger deutlich (Abb. 33, Ep/E,).

3.7.2 RcSCR1 ist stark in Geleitzellen und Idioplasten des Hypokotyls
exprimiert

Um detaillierte Kenntnisse Uber die zelluldre Lokalisation der RcSCR1-Aktivitét innerhalb der
verschiedenen Hypokotylzonen zu erhalten, wurden Immunolokalisierungen in Dinnschnit-
ten durchgefihrt (Abb. 34).

Es zeigt sich, dass der RcSCR1 besonders stark in einzelnen Zellen des Metaphloems
exprimiert ist (Abb. 34). Diese zellspezifische Expression tritt in stark elongierendem Gewebe
nicht auf. Deutlich induziert ist sie dagegen in ausdifferenziertem Gewebe (Abb. 34, C, G)
bzw. in Gewebe, dessen Expansionswachstum durch Licht inhibiert wurde (Abb. 34, F). Auch
im Phloem der Zellteilungszone scheint RcSCR1 nicht ausgepragt zu werden (Abb. 34, A,
E). In dunkel wie belichtet gehaltenen Keimlingen tritt zusétzlich ein starkes Signal in den
groBen, epidermalen Idioplasten der Zellteilungszone auf (Abb. 34, D, Pfeile). Mit dem gerin-
geren Vorkommen dieser Idioplasten in der Epidermis der unteren Hypokotylbereiche,
scheint auch RcSCR1-spezifische Farbung reduziert zu sein (Abb. 34, J, Pfeil). In der Kon-
trolle mit Praimmunserum belegt das Fehlen von Farbsignal die Spezifitat der nachgewiese-
nen Antikérperbindung (Abb. 34, I, K, L). Neben den zwei beschriebenen Zelltypen scheint
RcSCR1 in keinen weiteren Zellen des Hypokotyls exprimiert zu sein, was gleichermaBen fir
dunkel gehaltene und belichtete Keimlinge zutrifft (Abb. 34, A-H).

Abb. 34: (gegeniiberliegende Seite) Inmunolokalisierung von RcSCR1 im Hypokotyl von
dunkel gehaltenen und belichteten Ricinus-Keimlingen

Gezeigt sind Querschnitte durch Leitblindel der drei Hypokotylzonen dunkel gehaltener (A, B, C)
und belichteter Keimlinge (E, F, G) nach Behandlung mit RcSCR1-spezifischen Antikdrpern. Au-
Berdem Querschnitte durch die Peripherie des Kortex der Zellteilungs- (D) und Elongationszone
dunkel gehaltener Keimlinge (J) sowie der Zellteilungszone belichteter Keimlinge (H). Als Kontrolle
wurden vergleichbare Schnitte mit Praimmunserum behandelt (I, K, L). In B sind marginale Signale
im Bereich des Phloems markiert, in D und J groBe Idioplasten der Epidermis die in der Kontrolle
keinerlei Signal zeigen (L, *). Die Detektion wurde analog zu Abb. 29 durchgefiihrt. Die Skalie-
rungsmarke reprasentiert 100 um (A-L).
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Abb. 34: Immunolokalisierung von RcSCR1 im Hypokotyl von dunkel gehaltenen und belich-
teten Ricinus-Keimlingen (Legende, siehe gegeniiberliegende Seite)

3.8 Entlang der Hypokotylachse korreliert der Gehalt an
Starkekornern indirekt proportional mit der ZellgroBe

Als Speicher fiir energiereiche Assimilate kénnte auch die Starke im Ricinus-Hypokotyl in
den Prozess der Elongation involviert sein (Kap. 1.4). Um einen Uberblick iiber die Vertei-
lung dieser Speicherstarke in den verschiedenen Zonen entlang des Hypokotyls zu erhalten,
wurden wiederum DUnnschnitte von Hypokotylgewebe angefertigt, und mit Lugol’scher L6-
sung behandelt (Abb. 35).

Es zeigt sich deutlich, dass der Leitblindelring nahezu frei von Starke ist (Abb. 35, A-E). Le-
diglich in den Bereich des Protophloems und zwischen die GefédBe des Protoxylems sind
schmale Gruppen starkehaltiger Zellen eingestreut (Abb. 35, A”"). Alle anderen Zellen von
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Abb. 35:
Hypokotyl von Ricinus-Keimlingen

Lokalisierung von Stdrke im

Gezeigt sind Querschnitte durch die Zelltei-
lungs-, Elongations- und die ausdifferenzier-
te Zone von dunkel gehaltenen Keimlingen
(A, C, D), sowie der Zellteilungszone belich-
teter Keimlinge (E). AuBerdem ein Langs-
schnitt durch den Hypokotylhaken dunkel
gehaltener Keimlinge (B) und vergrdBerte
Ausschnitte aus C” und A’. Gefarbt wurde
mit Lugol’scher Ldsung, die Skalierungs-
marken reprasentieren 500 um (A-E) und
200 um (C, A").

Kortex und Mark weisen zahlreiche Stéarke-
kérner auf (Abb. 35, A, B, E). Deren Menge
hat in der Zellteilungszone ihr Maximum
(Abb. 35, A, E) und nimmt in Richtung der
basalen Hypokotylbereiche kontinuierlich ab
(Abb. 35, B, C). In ausdifferenziertem Hypoko-
tyl ist nahezu keine Starke mehr detektierbar
(Abb. 35, D). Ein radiarer Gradient in der Ver-
teilung der Starkekdrner ist in keiner Hypoko-
tylzone zu erkennen (Abb. 35, A, C’, D). Zwi-
schen den dunkel und belichtet gehaltenen
Keimlingen ist sowohl in der Zellteilungzone
(Abb. 35, A, E) als auch in den anderen Hypo-
kotylzonen (Daten nicht gezeigt) kein augen-
scheinlicher Unterschied des Starkegehaltes
zu erkennen.
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4 Diskussion

Pflanzen besitzen mit den Aquaporinen eine hohe Kapazitat, in kurzer Zeit groBe Mengen
Wasser uber zellulare Membran auszutauschen und diesen Austausch effektiv zu regulieren
(vgl. Siefritz et al., 2002; Johansson et al., 2000). Bisher ist nicht vollstandig geklart, fir wel-
che physiologischen Prozesse diese hohe Wasseraustauschkapazitat relevant ist. Ein phy-
siologischer Vorgang, der mit einem schnellen Transport von Wasser tber Zellmembranen
einhergeht, ist das pflanzliche Volumenwachstum. Gerade Zellen expandierender Gewebe
weisen besonders hohe Wasserleitfahigkeiten auf (z. B.: Cosgrove & Steudle, 1981; Steudle
& Boyer, 1985; Morillon & Lassalles, 1999). Damit in Zusammenhang scheint die Expression
verschiedener Aquaporine zu stehen (Ludevid et al., 1992; Hanzawa et al., 1997; Higuchi et
al., 1998; Weig & Eisenbarth, 2000; O' Brien et al., 2002).

Das Hypokotyl des Ricinus-Keimlings diente als definiertes Modell zum Studium des pflanzli-
chen Streckungswachstums, welches sich als zeitliche Abfolge eines endogenen zelluléren
Entwicklungsprogramms darstellt. Dieses Entwicklungsprogramm ist dem Einfluss von Licht
als exogenes Signal unterworfen (Abb. 5). Dabei wurde als adaquater Reiz fir die Wachs-
tumshemmung Licht der Wellenldange von 660 nm identifiziert (Abb. 7). Dies lasst den
Schluss zu, das auch die Photomorphogenese und somit die Inhibition des Expansions-
wachstums des Ricinus-Hypokotyls, maBgeblich unter der Kontrolle des pflanzlichen Phy-
tochromsystems steht (Mohr & Ziegler, 1969; Reed et al., 1993). Aufgrund dieser Vorausset-
zungen lag mit dem Hypokotyl von 7-8 Tage alten Ricinus-Keimlingen ein Modellsystem vor,
in dem folgende Entwicklungsstadien pflanzlicher Zellen untersucht werden konnten:

Zellteilungsstadium ohne Expansionsaktivitat (Zellteilungszone)
Stadium der Zellexpansion ohne Teilungsaktivitat (Elongationszone)
Reifestadium ohne Expansions- und Teilungsaktivitat (basales Hypokotyl)

Stadium inhibierter Elongation ohne Expansions- und Teilungsaktivitat (ehemals
elongierende Zone nach Belichtung)

Da wéahrend des Hypokotylwachstums keine ausgepragten morphologischen Veranderungen
auftreten (z. B. Verzweigung), war die Zuordnung der Befunde zu den einzelnen Stadien des
Elongationswachstums maoglich.

Anhand des verwendeten Keimlingmodells wurde herausgefunden, inwieweit die Wasserleit-
fahigkeit und andere biophysikalische Parameter des zellularen Wasserhaushalts die funkti-
onelle Grundlage des pflanzlichen Streckungswachstums darstellen, bzw. an dessen Regu-
lation beteiligt sein kénnen. Weiterfihrend wurde herausgearbeitet, dass den Aquaporinen
als molekulare Komponente im Zuge der Wachstumsregulation eine besondere Bedeutung
zukommen kann.
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4.1 Die Wasserleitfahigkeit von Membranen stellt eine regula-
tive Komponente fir pflanzliches Streckungswachstum dar

Die Schwellungstests mit Protoplasten und Vakuolen lieferten schnell und einfach erste Hin-
weise auf eine physiologische Relevanz der zellularen Wasserleitféahigkeit wahrend des
Elongationswachstums des Ricinus-Hypokotyls. Dabei war es jedoch nicht méglich, die er-
hobenen Daten einer raumlichen Verteilung innerhalb einzelner Hypokotylzonen zuzuordnen.
AuBerdem konnte nicht ausgeschlossen werden, dass die Isolationsprozedur die wasserlei-
tenden Eigenschaften der untersuchten Membransysteme beeinflusste. Daher wurde mittels
der Zelldrucksonde die radiale Verteilung mehrerer Parameter des zellularen Wasserhaus-
haltes unter Einbezug der Kortexanatomie (Zellvolumina) ermittelt. Ein Vergleich von elon-
gierenden mit nicht-elongierenden Hypokotylzonen (Abb. 11) lieferte dabei weitere Einsich-
ten Ober die Beteiligung der verschiedenen biophysikalischen Parameter an der Kontrolle
des pflanzlichen Expansionswachstums.

4.1.1 Die Elongation des Ricinus-Hypokotyls scheint auf eine erhdhte
zellulare Wasserpermeabilitat zu basieren.

Verglichen mit Protoplasten aus nicht-elongierendem Hypokolgewebe wurden in Protoplas-
ten aus der Elongationszone signifikant erhdhte osmotische Wasserleitfahigkeiten gemessen
(Faktor: ~3, Kap. 3.2), was durch zwei unabhangige Messreihen mit unterschiedlichen Me-
thoden reproduziert werden konnte (2.3, Ramahaleo et al., 1999). Diese Befunde weisen
darauf hin, dass eine erhdhte zellulare Wasserpermeabilitdt eine Basis flr das Streckungs-
wachstum des Ricinus-Hypokotyls darstellt. Die Werte flr die ermittelten osmotischen Was-
serpermeabilitidten sind vergleichbar mit denen anderer hdherer Pflanzen (Ubersicht in
Maurel, 1997). Dabei liegen die erh6hten osmotischen Wasserleitfahigkeiten von Protoplas-
ten der Elongationszone jedoch weit unterhalb den osmotische Wasserleitfahigkeiten von
Hypokotylprotoplasten anderer Pflanzenspezies, welche ebenso Uber Schwellungsassays
ermittelt wurden (Faktor: ~10, Ramahaleo et al., 1999). Verglichen mit Werten, die mit der
Zelldrucksonde fur zellulare hydraulische Leitféhigkeiten im Kortex des Hypokotyls von neun
Tage alten Ricinus-Keimlingen durchgefihrt wurden (Meshcheryakov et al., 1992), sind da-
gegen die in dieser Arbeit ermittelten osmotischen Wasserleitféahigkeiten erhéht (Faktor ~3).
Dies weist darauf hin, dass im Ricinus-Hypokotyl die Wasserleitféahigkeit zellularer Membra-
nen mit dem Alter des Keimlings abnimmt. AuBerdem scheint eine relativ geringe zellulére
Wasserleitféahigkeit spezifisch fir das Hypokotyl von Ricinus communis zu sein. Daher kénn-
ten gerade in diesem viele Zellschichten umfassenden Pflanzenorgan in Reihe geschaltete
hydraulische Widerstande ko-limitierend fiir das Elongationswachstum sein.

Far die osmotischen Wasserleitfahigkeiten von isolierten Vakuolen ergaben sich im Mittel
keine Unterschiede zwischen elongierenden und nicht-elongierenden Geweben (Kap. 3.2).
Erst bei der Aufteilung nach ZellgréBen zeigte sich eine erhéhte Wasserleitfahigkeit gréBerer
Vakuolen von expandierenden Zellen (Abb. 9), was ebenso die Notwendigkeit hoher osmoti-
scher Wasserleitféahigkeiten wahrend des Streckungswachstums andeutet.
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Die erhdhte Wasserleitféhigkeit groBer Vakuolen elongierender Zellen scheint durch Queck-
silber auf das Level des nicht-elongierenden Stadiums inhibierbar zu sein (Abb. 9). Dies deu-
tet darauf hin, dass die gemessenen Vakuolen gréBtenteils einer Zellpopulation mit geringem
Anteil an aktiven und/oder Quecksilber-insensitiven tonoplastischen Aquaporinen entstam-
men. Alternativ gibt es Hinweise, dass die im verwendeten Puffer vorhandenen Kalziumionen
speziell den Aquaporin-vermittelten Wasserfluss inhibieren (Gerbeau et al., 2002). Unter-
schiede zwischen den Hypokotylzonen wirden in diesem Falle auch fir die protoplastischen
Pr unterschatzt worden sein. Im Gegensatz zu Maurel et al. (1997) zeigte sich keine dras-
tisch héhere osmotische Wasserpermeabilitat von Tonoplasten gegenliber der osmotischen
Wasserpermeabilitat von Plasmalemma und Tomoplasten (Protoplasten-"Hulle’). Dies ist
wahrscheinlich durch die deutlich langere Isolationsprozedur von Vakuolen (Kap. 2.3) zu
begrinden, deren Resultat eine Vakuolenpopulation mit erniedrigter osmotischen Wasser-
permeabilitét ist. Das Volumen der isolierten Protoplasten war im Mittel mit dem der Vakuo-
len vergleichbar (Daten nicht gezeigt).

4.1.2 Der Wasserhaushalt peripherer Kortexzellen scheint das
Streckungswachstum des Ricinus-Hypokotyls zu determinieren

In den auBeren Kortexzellen gewahrleistet eine spezielle Konstellation von Zellturgor, elasti-
schem Modulus und der zelluldren Wasseraustauschkapazitét ein starkes Streckungswachs-
tum des Ricinus-Hypokotyls.

4.1.2.1 Radiale Verteilung der Zellvolumina

Die radiale Verteilung der kortikalen Zellgr6Ben zeigt in allen Hypokotylzonen des Ricinus-
Keimlings einen parabel-ahnlichen Verlauf, wobei die kleinen, dickwandigen Zellen der Peri-
pherie die réhrenférmige Versteifung des pflanzlichen Spross reprasentieren. Die kleinen
Zellvolumina im inneren Kortex charakterisieren den Leitblndelring mit den kambialen Anla-
gen. Dazwischen fillen groBlumige Zellen mit relativ diinnen Zellwédnden den gréBten korti-
kalen Raum aus. Ahnliche Verhaltnisse der zellularen GrdéBenverteilung zeigten sich auch in
etiolierten Keimstangeln der Sojabohne (Nonami & Boyer, 1993; Steudle & Boyer, 1985).

4.1.2.2 Radiale Verteilung des zellularen Turgors

Der Turgor nimmt in der Elongationszone dunkel gehaltener Keimlinge Uber den gesamten
Kortex von auBen nach innen hin nahezu linear ab (Abb. 11, A). Dieser graduelle Verlauf tritt
im Kortex nicht-elongierender Hypokotylzonen nicht auf. Dieses Phanomen kdnnte darauf
hindeuten, dass die physikalisch treibende Kraft flir Zellexpansion (Turgor) gerade in der
Kortexperipherie mit vielen, kleinen Zellen und starrem Apoplast (Kap. 4.1.2.3) zur Bewerk-
stelligung starker Hypokotylelongation besonders erhéht sein muss.

Der Wertebereich des gemessenen Turgors stimmt gut mit den Befunden eines neun Tage
alten Ricinus-Keimlings Uberein (Meshcheryakov et al., 1992). Hier steigt jedoch der Turgor
zum Kortexinneren hin an und verhalt sich somit &hnlich wie der Turgor in der vormaligen
‘Elongationszone’ belichteter Keimlinge dieser Arbeit (Abb.11). Ob analog zu
Meshcheryakov et al. (1992) der Turgor das osmotische Potential der Zellen wiederspiegelt,
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und damit keine messbaren Wasserpotentialgradienten vorherrschen, konnte aufgrund feh-
lender Messungen des osmotischen Potentials des Zellsaftes nicht gezeigt werden. Die star-
ke Streuung der Turgorwerte v. a. in nicht elongierenden Hypokotylzonen deutet méglicher-
weise darauf hin, dass hier keine deutlichen radialen Gradienten des Turgors vorliegen. Sie
kénnte aber auch ein Hinweis darauf sein, dass ein ausgeléster Turgorabfall, nach Anste-
chen der Zelle durch die Zelldrucksonde, nicht gleichmé&Big durch "Zurlckschieben" des Me-
niskus riickgéngig gemacht wurde (Kap. 2.4.3).

4.1.2.3 Radiale Verteilung des elastischen Moduls der Zellwande

Der elastische Modul zeigt von allen gemessenen Wasserparametern die gréBten Unter-
schiede zwischen elongierenden und nicht-elongierenden Gewebeabschnitten (Abb. 11).
Besonders in den uBeren Bereichen des Kortex wurde in der Elongationszone ein signifi-
kant geringerer elastischer Modulus gegenliber dem ehemals elongierenden Hypokotyl nach
Belichtung als auch gegentiber basalen Zone gemessen (Faktor: bis 2,5).

Der elastische Modul ist im engeren Sinne ein Parameter firr die elastische (reversible) Ex-
tensibilitdt der Zellwand (Steudle, 1993a). Da angenommen werden kann, dass plastische
und elastische Eigenschaften von Zellwanden in gewisser Naherung korrelieren, lasst dieser
Parameter begrenzt Rickschlisse Uber die plastische Extensibilitat einer Zelle zu. Nach die-
ser Annahme scheinen elongierende Gewebe des Ricinus-Hypokotyls gerade im mittleren
und auBeren Bereich des Kortex eine deutlich erhdéhte (plastische) Extensibilitdt aufzuwei-
sen. Im inneren Kortex scheint diese Extensibilitat, unabhangig von der Expansionsaktivitat,
hoch zu sein. Somit deutet sich auch im Hypokotyl des Ricinus-Keimlings eine Kontrolle des
Elongationswachstums durch die mechanischen Eigenschaften der Sprossperipherie an (vgl.
Cosgrove, 1993; Peters & Tomos, 1996).

Die gegeniber dem Turgor um ~10-fach erhéhten Werte des elastischen Moduls reprasen-
tieren die typischen Verhaltnisse turgeszenter Zellen (Steudle, 1993a). Die niedrigen Werte
des elastischen Modul in der Elongationszone stimmen mit den Befunden aus Soja-Epi- bzw.
-Hypokotyl Gberein (Cosgrove & Steudle, 1981; Steudle & Boyer, 1985). Im Soja-Hypokotyl
wurden, &hnlich zur vorliegenden Arbeit, ein erniedrigter elastischer Modul im elongierenden
Bereich des Hypokotyls, verglichen mit ausgereiftem Hypokotylgewebe, nachgewiesen
(Steudle & Boyer, 1985). Die Héhe des elastischen Moduls fiir die Elongationszone belichte-
ter Keimlinge gleicht wiederum den Werten eines neun Tage alten Ricinus-Keimlings
(Meshcheryakov et al., 1992).

Es fallt auf, dass in allen untersuchten Zonen des Hypokotyls ein zum Kortexinneren gerich-
teter, starker Gradient des elastischen Moduls auftritt. Die Auspragung dieses Gradienten ist
umso starker, je héher der mittlere Wert des elastischen Moduls in den jeweiligen Geweben

ist. "...hohe elastische Module bedeuten eine geringe Extensibilitat..." bzw. "...eine starre
Zellwand" (Steudle, 1993a). Damit spiegeln die radialen Gradienten des elastischen Moduls
wahrscheinlich die rohrférmige Konstruktion der Hypokotylachse mit mechanisch stabilem
auBeren Bereich wieder. Dieser typische Aufbau pflanzlicher Sprossachsen dient in erster

Linie der Verbiegungssteifigkeit (im Gegensatz zur Zugfestigkeit der Wurzel), was fir das
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Ricinus-Hypokotyl an verstarkten Zellwanden bzw. an dichtem Gewebe in der Peripherie
augenscheinlich wurde. Neben der Abhangigkeit von physiologisch-anatomischen Parame-
tern zeigt der elastische Modul pflanzlicher Zellen nach dem Hooke schen Gesetz eine direk-
te Proportionalitdt mit dem zelluldren Volumen (Kap. 2.4.4, Gleichung 2). In den mittleren
und inneren Bereichen des Kortex des Ricinus-Hypokotyls gehorcht der zellulare elastische
Modul in guter Naherung dieser GesetzmaBigkeit. In der Peripherie des Kortex deutet sich
diese Korrelation fur die Elongationszonen belichteter und dunkel gehaltener Keimlinge zwar
an (Abb. 11), scheint jedoch von den physiologisch-anatomischen Zellparametern teilweise
Uberlagert zu werden.

4.1.2.4 Radiale Verteilung der Halbwertszeiten zellularer Druckrelaxationen

In den auBeren Bereichen des Kortex sind die Halbwertszeiten zellularer Druckrelaxationen
in elongierendem Hypokotyl wesentlich geringer als in nicht-elongierenden Geweben
(Abb. 11, Faktor: ~8). Hier zeigt sich tendenziell die Proportionalitat von Zelloberflache und
Geschwindigkeit des Wasseraustauschs (1. Ficksches Diffusionsgesetz). Daraus lasst sich
ableiten, dass die wasserleitende Kapazitat pro Membranflache nur in den peripheren Zell-
schichten elongierender Gewebe erhéht ist. Hier scheint sie die Voraussetzung fir starkes
Streckungswachstum zu sein.

Vergleichbar zu den Befunden der vorliegenden Arbeit wurde im Soja-Hypokotyl eine positi-
ve Korrelation der Wasseraustauschkapazitdt mit der ZellgréBe nur im Kortex nicht-
elongierender Zellen gemessen (Steudle & Boyer, 1985). In elongierendem Gewebe dieser
Pflanze steigen die Halbwertszeiten von der Peripherie zur Kortexmitte hin tendenziell eben-
so an (Steudle & Boyer, 1985; Nonami et al., 1997). Hier liegen die Halbwertszeiten auch im
Bereich mehrerer Sekunden und sind damit deutlich langer als in elongierendem Erbsen-
Epikotyl (Cosgrove & Steudle, 1981). Im Kortex von neun Tage alten Ricinus-Keimlingen tritt
eine indirekte Korrelation der gemessenen Halbwertszeiten mit der ZellgréBe auf
(Meshcheryakov et al., 1992). Damit gleichen sich die Daten dieser friheren Studie mit den
Befunden flr die nicht-elongierenden Hypokotylzonen der vorliegenden Arbeit auch im Hin-
blick auf den Parameter Halbwertszeit.

4.1.3 Im Ricinus-Hypokotyl deutet sich eine Limitierung des Stre-
ckungswachstums durch die hydraulische Gewebeleitfahigkeit an

Aus den erhobenen Daten des zelluldaren Wasserhaushalts geht die hydraulische Wasserleit-
fahigkeit von Hypopkotylzellen hervor (Kap. 2.4.4). Wie sich aus den Befunden zur Halb-
wertszeit zellularer Druckrelaxationen schon andeutet, wird auch sie in der kortikalen Peri-
pherie des Hypokotyls streng korrelierend mit dem Streckungswachstum modifiziert. Dies
zeigt, dass die L, ein wichtiger Parameter bei der Regulation von pflanzlichem Volumen-
wachstum sein kénnte. Als Voraussetzung fir dieses Regulativ missten die hydraulischen
Leitfahigkeiten von Zellen im Gewebeverband grundsétzlich limitierend fir das Streckungs-
wachstum sein kdnnen. Besteht diese Voraussetzung, sollte sich Uber das expandierende
Gewebe ein deutlicher radialer Wasserpotentialgradient ausbilden (>0,05 MPa; Fricke,
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2002). Weiterhin sollte die volumetrische Extensibilitat nicht viel kleiner als der mittlere hy-
draulische Leitwert des Gewebes sein, da sonst eine Uberwiegende Limitierung des Volu-
menwachstums durch Zellwandwiderstéande angezeigt wirde (Boyer, 1985; Fricke, 2002).

In radialer Richtung wurde Uber das kortikale Gewebe des Ricinus-Hypokotyls eine quantita-
tive Abschatzung der in Reihe geschalteten zellularen Wiederstdande durchgefiihrt. Damit
wurde ein Wasserpotentialgradient von ~0,5 MPa sowie ein Verhaltnis von volumetrischer
Extensibilitdt zu mittlerem hydraulischen Leitwert des Gewebes von ~7 ermittelt (Kap. 3.3.6).
Dies deutet darauf hin, dass wahrend des Elongationsstadiums das Gewebewachstum
hauptsachlich durch die hydraulische Leitféahigkeit und geringfligig auch durch Zellwandwi-
dersténde limitiert wird. Im Wesentlichen entspricht dieser Befund den Verhéltnissen in elon-
gierendem Soja-Hypokotyl, wobei in diesem Pflanzenmodell die Limitierung des Stre-
ckungswachstums in etwa gleichem MaBe auf hydraulischen und mechanischen Gewebeei-
genschaften basiert (Boyer et al., 1985; Nonami & Boyer, 1993).

FOr ein hypothetisches Hypokotylmodell, das mit der ermittelten Wachstumsrate von
~15,2 */, elongiert, in dem jedoch die L, der nicht-elongierenden Gewebe vorherrschen,
wurden Wasserpotentialgradienten von mehr als 1 MPa berechnet (Kap. 3.3.6). Diese Mo-
dellsituation wurde deshalb gewahlt, da u. U. die Wasserleitféahigkeit von Zellmembranen
wahrend der Elongation transient soweit erhéht sein kdnnte, dass keine Limitierung des Vo-
lumenwachstums durch die Gewebeleitfahigkeit auftritt. Die Modellierung mit den Wasserleit-
fahigkeiten der nicht-elongierenden Geweben sollte fir diesen Fall demonstrieren, dass die-
se transiente Erhdhung der Wasserleitféahigkeiten notwendig ist, da die geringen Wasserleit-
fahigkeiten der nicht-elongierenden Gewebe eine starke Limitierung verursachen wirden.
Der mittlere hydraulische Leitwert ware dabei ca. 20 mal geringer als die volumetrische Ex-
tensibilitdt. Das Wachstum ware in diesem Fall hauptséchlich von den hydraulischen Eigen-
schaften des Gewebes limitiert (m>>L). Derartige Verhaltnisse sind in pflanzlichen Geweben
kaum vorstellbar und bisher auch nicht ermittelt worden (Ubersicht in Fricke, 2002). Folglich
findet zur Gewahrleistung der vorherrschenden Elongationsrate des Ricinus-Hypokotyls of-
fensichtlich eine Reduktion des hydraulischen Widerstandes statt. Im Gegensatz dazu kénn-
te die Verringerung des Volumenwachstums sowohl durch endogene Faktoren entlang des
Hypokotyls als auch durch Licht als externes Signal, Uber eine Erhdhung dieses hydrauli-
schen Widerstandes realisiert werden. Demnach kdnnte die Regulierung des Expansions-
wachstums im Hypokotyl von Ricinus communis maBgeblich lber Veranderungen des bio-
physikalischen Parameters L, bewerkstelligt werden. Die Korrelation der rdumlichen Vertei-
lung von hydraulischer Leitfahigkeit und dem regulierbaren Aquaporin RcPIP1-1 unterstitzt
diese These (Kap. 4.2.6.2).

Obgleich also im Kortex des Ricinus-Hypokotyls einzelne Zellen Wasser in einem Zeitraum
von wenigen Sekunden austauschen kénnen (Abb. 11), scheint die Summe der hydrauli-
schen Widerstédnde Uber mehrere Zellschichten auch fir das vergleichsweise langsam von-
statten gehende Expansionswachstum in den limitierenden Bereich zu kommen. Eine ver-
gleichbare Situation wirde besonders in solchen Pflanzenorganen zum Tragen kommen, in
denen einerseits geringe zellulare Wasserleitfahigkeiten vorherrschen; andererseits das Ge-
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webe viele Membranbarrieren zwischen den expandierenden Zellen und dem Xylem als Ort
der Wasserbereitstellung aufweist. Das Hypokotyl des Ricinus-Keimlings stellt ein derartiges
Pflanzenorgan dar. Es weist in radialer Richtung allein im Kortex mehr als 15 Zellschichten
auf, deren Wasserleitfahigkeiten niedriger als in elongierenden Keimstangeln anderer Pflan-
zen sind (Cosgrove & Steudle, 1981; Steudle & Boyer, 1985; Ramahaleo et al., 1999;
Morillon & Lassalles, 1999). Damit kénnte gerade im Ricinus-Hypokotyl auch den Aquapori-
nen als molekulare Komponente eine wichtige, funktionelle Bedeutung bei der Regulation
des Volumenwachstums zukommen. Im Gegensatz dazu kénnte eine Limitierung des Stre-
ckungswachstums durch Zellwandparameter in vergleichsweise zarten Geweben (z. B. Ara-
bidopsis-Hypokotyl mit insgesamt nur 2 kortikalen Zellschichten [Gendreau et al., 1997])
bzw. in Geweben mit sehr hohen zellularen Wasserleitfédhigkeiten (z. B. Erbsen-Epikotyl mit
>1000 "™/, Cosgrove & Steudle, 1981) eine lbergeordnete Rolle spielen.

Zur Berechnung der kortikalen Wasserpotentialgradienten wurde angenommen, dass Hypo-
kotylwachstum stationar verlauft und dass 'Wachstumswasser' ausschlieBlich auf transzellu-
larem Weg durch den Kortex transportiert wird. Da im Kortexgewebe des Ricinus-Hypokotyls
das Cytosol einen extrem dinnen Saum zwischen Tonoplast und Plasmalemma ausfullt,
wurde ein sehr hoher hydraulischer Widerstand des symplastischen Weges postuliert. Ahn-
lich hohe hydraulische Widerstande wurden fir Wasserfliisse langs des sehr dinnen Apo-
plasten angenommen. Aufgrund nicht transpirierender Bedingungen (Kap. 2.1) sollte fur die-
se Wasserflisse auch kein hydrostatisches Druckpotential als treibende Kraft auftreten. Auf-
grund dieser Annahmen muss bei der Interpretation des obigen Modells jedoch folgendes
beachtet werden: In dem MaBe, in dem 'Wachstumswasser' in radialer Richtung neben dem
transzellularen Pfad auch andere Transportwege benutzt, wird der berechnete radiale Was-
serpotentialgradient und somit eine Limitierung des Expansionswachstum durch hydrauli-
sche Parameter gegenulber der in vivo-Situation tberschatzt. Wenn der radiale Wasserpo-
tentialgradient um mehr als das 10-fache Uberschatzt wirde, Iage unter den ermittelten Be-
dingungen (hohe hydraulische Leitfahigkeit, 15,2 */, Wachstum) wéhrend der Elongation
keine Limitierung durch die hydraulische Leitféahigkeit vor. Im hypothetischen Modell mit der
geringen hydraulische Leitfahigkeit von nicht-elongierendem Gewebe wirde sich dennoch
eine Ko-Limitierung der Gewebeexpansion durch die hydraulische Leitfahigkeit andeuten
(Wasserpotentialgradient > 0,05 MPa). Daher wére es selbst im Falle einer derart extremen
Fehleinschatzung noch mdglich, dass die Wachstumsrate des Ricinus-Hypokotyls nur durch
Veranderung der hydraulischen Gewebeleitfahigkeit beeinflusst wird.

Der hohe Wert der berechneten volumetrischen Extensibilitat ist sowohl von der Wachstums-
rate als auch vom effektiven Turgor (P Y;) abhangig (Gleichung 8. Kap. 2.4.4). Damit wirde
eine Wachstumslimitierung durch hydraulische Parameter dann (berschatzt werden, wenn
der yield threshold wesentlich geringer als der Turgor ist. Der benutzte Wert des yield thres-
hold wurde so gewahlt, dass sein Verhaltnis zum Turgor ahnliche Zustande reprasentiert,
wie sie im wachsenden Hypokotyl der Augenbohne (Okamoto et al., 1990) bzw. in Maiswur-
zeln ohne osmotischem Stress aufreten (Frensch & Hsiao, 1995). Sollte der yield threshold
von elongierendem Hypokotylgewebe trotzdem viel geringer als der Turgor sein, ware die
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volumetrische Extensibilitdt in planta kleiner als unter der angenommenen Modellsituation.
Selbst bei einem unerwartet groBen effektiven Turgor wirde jedoch das Verhaltnis von vo-
lumetrischer Extensibilitdt und hydraulichem Leitwert (~1) noch eine Limitierung des Elonga-
tionswachstums durch hydraulische Parameter andeuten.

Aufgrund einer geringen Datenmenge fir den innersten Tiefenabschnitt des Hypokotylkortex,
wurden die Werte fir den Wasserpotentialgradient, den mittleren Leitwert und die volumetri-
sche Extensibilitdt nur aus den Daten der Tiefenabschnitte 0-4 berechnet. Gerade der in-
nerste Tiefenabschnitt reprasentiert jedoch den Leitblindelring, der als elementare Barriere
fir radialen Wasserfluss agieren kénnte (Nonami et al., 1997; Fricke, 2002; Tang & Boyer,
2002). Da innerhalb dieses Tiefenabschnittes in jedem Fall viele Zellibergange von radial
flieBendem Wasser Uberwunden werden mussen (kleine Zellen, Abb. 3), wurde der berech-
nete Wasserpotentialgradient gegeniber dem tatséchlich auftretenden Wasserpotentialgra-
dient zwischen Xylem und Kortex héchstwahrscheinlich unterschatzt.

Die hydraulischen Leitfahigkeiten aus den Messungen mit der Zelldrucksonde (Abb. 11) wur-
den in osmotische Wasserpermeabilititen umgerechnet (Kap. 2.4.4). Diese sind deutlich
héher als die osmotischen Wasserpermeabilitaten, welche mittels Schwellungsassays gene-
riert wurden (Abb. 8, Faktor 5-10). Dafur gibt es zwei mogliche Erklarungen. Erstens kdnnte
die Isolationsprozedur der Schwellungsassays die Wasserpermeabilitat der analysierten Pro-
toplasten erniedrigt haben. Beispielsweise kénnten in den verwendeten Puffern enthaltene
Kalziumionen die Aquaporinaktivitdit der Membranen inhibieren, was eine derart niedrige
Leitfahigkeit erklaren wirde (Gerbeau et al., 2002). Zweitens ist es mdglich, dass die Daten
der Schwellungsassays nicht reprasentativ flr die kortikale Zellpopulation sind, sondern flr
Zellen deren Protoplasten im Mittel eine geringere Wasserleitfahigkeit aufweisen. Unter Um-
stdnden kénnte gerade diese Protoplastenpopulation die Isolationsprozedur besser Uber-
standen und so zu den erniedrigten Permeabilititen geflhrt haben. Daher muss fur die Er-
hebung von Daten der zellularen Wasserleitfahigkeit in pflanzlichen Geweben eindeutig die
Zelldrucksonde nach Hisken et al. (1978) als bessere Methode angesehen werden. Sie er-
6ffnet nicht nur die Mdglichkeit, die genaue Lage der analysierten Zellen innerhalb des Ge-
webes festzustellen, sie scheint auch wesentlich geringer die in vivo vorherrschende Was-
serleitfahigkeit zu beeintrachtigen. Grundsatzlich bleibt bei dieser Methode das Problem be-
stehen, dass Zellen tiefer liegender Schichten (>1 mm) schwer zugénglich sind. AuBerdem
kann das zur Berechnung der hydraulischen Leitfahigkeit notwendige Zellvolumen nicht di-
rekt gemessen werden. In erster Linie diese beiden Schwierigkeiten flhrten zu quantitativ
und qualitativ unzureichenden Daten in den innenliegenden Schichten des Hypokotylkortex
von Ricinus (Tiefenabschnitt 5, Abb. 11). Durch die gleichmaBige radiale Verteilung der Zell-
volumina und deren aufwendiger Analyse (Abb. 8), konnten diese Fehlerquellen flr die mitt-
leren und auBeren Bereiche des Kortex minimiert werden.

Far alle ermittelten Parameter des zelluldren Wasserhaushalts gleichen die Verhéltnisse der
nicht-elongierenden Hypokotylzonen den Befunden die Meshcheryakov et al. (1992) in der
Elongationszone eines 9-Tage alten Ricinus-Keimlings erhob. Diese Korrelation deutet zu-
sammen mit verschiedenen Mangeln des Versuchsaufbaus dieser zuriickliegenden Arbeit
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darauf hin, dass die damals untersuchten Keimlinge nicht dem vollstédndig etiolierten Status
entsprachen. Schon wahrend der Anzucht wiesen die Keimlinge im Durchschnitt geringere
Elongationsraten auf. Dies kdnnte einerseits in der unterschiedlichen Anzuchtsart (Vermiku-
lit), andererseits im héheren Alter der Keimlinge begriindet sein. Die Messungen wurden bei
Raumlicht Gber einen Zeitraum von teilweise mehreren Stunden durchgefihrt (Komor, per-
sonliche Mitteilung), was wahrscheinlich zu einer weiteren Verringerung der Elongationsrate
fihrte. Dartber hinaus wurden die Keimlinge wahrend den Messungen horizontal positio-
niert, wobei wahrscheinlich eine gravitropische Aufkrimmungsreaktion initialisiert wurde.
Dieser Tropismus basiert auf einer Induktion von Volumenwachstum auf der Unterseite und
einer Inhibition von Volumenwachstum auf der Oberseite der Elongationszone. Da
Meshcheryakov et al. (1992) die Messungen mit der Zelldrucksonde gerade an der Oberseite
der Elongationszone vornahmen, kann davon ausgegangen werden, dass die erhobenen
Daten nicht- oder wenig-elongierendes Kortexgewebe reprasentieren. Durch folgende MaB-
nahmen sollte in dieser Arbeit eine mdglichst unverminderte Elongationsaktivitdt wahrend
der Messungen mit der Zelldrucksonde sichergestellt werden: Zum einen wurde der Keimling
in senkrechter Position Gber einen Zeitraum von maximal einer Stunde analysiert. Zum ande-
ren wurden dunkel gehaltene Keimlinge bis zum Beginn der Experimente keinerlei Belich-
tung ausgesetzt. AuBerdem fanden die Messungen mit der Zelldrucksonde unter physiolo-
gisch inaktivem Grunlicht bei gleichzeitiger Bestrahlung mit dunkelrotem Licht statt. Dies ge-
wahrleistete einen Verbleib des Phytochromsystems im inaktiven Zustand und unterband
somit jedwede photomorphogenetische Reaktionen. Daher konnte qualitativ bei allen dunkel
gehaltenen Keimlingen eine starke Elongation am Ende des jeweiligen Experiments festge-
stellt werden.

4.2 Das Aquaporin RcPIP2-1 ist eine molekulare Komponente
bei der Regulation des pflanzlichen Streckungswachstums

Aus dem Hypokotyl von Ricinus communis wurden drei intrinsische Membranproteine isoliert
und als Vertreter der Genfamilie der MIP identifiziert. Innerhalb dieser Familie reprasentieren
sie die phylogenetischen Gruppen der PIP1 (RcPIP1-1), der PIP2 (RcPIP2-1) und der TIP1
(RcTIP1-1) (Johanson et al., 2001).

4.2.1 RcPIP1-1, RcPIP2-1 und RcTIP3-1 sind intrinsische Membran-
proteine

Gorin et al. (1984) isolierte aus Rind als erster das MIP BtMIP26 und postulierte daftir den
charakteristischen Aufbau der MIP als intrinsische Membranproteine: 6 transmembrane Heli-
ces mit 5 verbindenden Schleifen, cytosolischen N- und C-Termini sowie einem amphiphati-
schen Abschnitt zur Bildung der wasserspezifischen Pore. Diese grundlegende Struktur gilt
inzwischen fur MIP aller Organismenreiche als gesichert, und wurde u. a durch kristal-
lographische Methoden in neuerer Zeit bestéatigt (Heymann et al., 1998; Mitsuoka et al.,
1999; De Groot et al., 2000). Basierend auf eine Hydropathieanalyse nach Kyte & Doolittle

83



Diskussion

(1982) zeigen auch RcPIP1-1, RcPIP2-1 und RcTIP1-1 ein fir Aquaporine typisches Hydro-
pathieprofil, das die oben erwahnte strukturelle Organisation andeutet. Dies ist ein Indiz da-
fir, dass die observierten MIP in Membranen von Ricinus communis intrinsische Aquaporine
ausbilden.

4.2.2 RcPIP1-1, RcPIP2-1 und RcTIP1-1 sind méglicherweise sensitiv fiir
Quecksilberionen

Cystein-Reste scheinen die notwendige strukturelle Basis fir die Schwermetall-Sensitivitat
von Aquaporinen darzustellen (Daniels et al., 1996; Krajinski et al., 2000). RcPIP1-1 und
RcPIP2-1 erflllen mit mehreren, z. T. stark konservierten, Cystein-Resten diese Vorausset-
zung (Abb. 13). Eine Sensitivitdt des RcPIP1-1 bzw. RcPIP2-1 vermittelten Wasserflusses
auf Schwermetallionen ist dadurch wahrscheinlich. Innerhalb der PIP, welche Cystein-Reste
an homologen Positionen aufweisen, sind sowohl Schwermetall-sensitive als auch -insensi-
tive Vertreter identifiziert worden (Kammerloher et al., 1994; Daniels et al., 1994; Biela et al.,
1999). Daher kann auch eine Insensitivitat der beiden untersuchten PIP gegenlber Schwer-
metallen nicht vollig ausgeschlossen werden.

Innerhalb der TIP scheint Schwermetall-Sensitivitat auf das Vorkommen eines einzigen, kon-
servierten Cystein-Restes am Ende der dritten membrandurchspannenden Helix zu basieren
(Daniels et al., 1996). Schwermetall-sensitive Vertreter dieser Unterfamilie weisen sowohl
eine sehr hohe strukturelle Ahnlichkeit als auch diesen Cystein-Rest mit RcTIP1-1 gemein-
sam auf (Abb. 13). Daher wird fir RcTIP1-1 Schwermetall-Sensitivitat postuliert. In diesem
Zusammenhang kdnnte die Quecksilber-Sensitivitat erhdhter osmotischer Wasserleitfahigkeit
groBer Vakuolen aus elongierendem Gewebe (Abb. 9) auf eine Rolle des RcTIP1-1 wahrend
des Streckungswachstums hindeuten.

4.2.3 RcPIP1-1, RcPIP2-1 und RcTIP1-1 sind als orthodoxe MIP wahr-
scheinlich spezifisch fiir Wasser als Substrat

Neben der groBen Gruppe der klassischen Aquaporine, welche von den meisten PIP und
TIP gebildet wird, wurden in einer Vielzahl von Organismen Glyzeroporine sowie Aquaglyze-
roporine mit bifunktionaler Transportaktivitat identifiziert. Wahrend die erstgenannte Gruppe
nahezu ausschlieBlich Wasser als Substrat transportiert, sind Glyzeroporine spezifisch fur
Glyzerin; Aquaglyzeroporine transportieren Wasser und Glyzerin in vergleichbarem MaBe.
Daruber hinaus gibt es Vertreter fast aller Unterfamilien, die weniger spezifische Kanale fur
verschiedene Substrate wie Glyzerin, Harnstoff, Kohlendioxid, Ammoniak, Borsaure usw.
bilden (Uberblicke in: Santoni et al., 2000; Maurel & Chrispeels, 2001; Tyerman et al., 2002).
Froger et al. (1998) identifizierten in MIP flnf distinkte Positionen, an denen bestimmte Ami-
nosaurereste die verschiedenen Porine unterscheidend typisieren. Nach Lagrée et al. (1998,
1999) scheinen die Aminosaurereste dieser Positionen den Oligomerisierungsstatus und die
Subsratspezifitat der MIP zu diskriminieren.

Alle drei untersuchten MIP haben, wie viele pflanzliche orthodoxe Aquaporine, an den ent-
scheidenden Positionen typische Reste des Aquaporin-consensus (Kap. 0., Abb. 13). Dies
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deutet stark darauf hin, dass es sich bei RcPIP1-1, RcPIP2-1 und RcTIP1-1 auch funktionell
um orthodoxe Aquaporine handelt, die vornehmlich Wasser transportieren und wahrschein-
lich in planta als Homotetramere vorliegen. Ob beispielsweise analog zu NtAQP1 oder
NtaTIP auch andere kleinere, ungeladene Stoffe transportiert werden (Biela et al., 1999;
Gerbeau et al., 1999), und ob dies von physiologischer Relevanz fir die Elongation des Rici-
nus-Hypokotyls ist, bleibt zunachst unklar. Aufgrund der Verwandtschaftsverhaltnisse der
untersuchten MIP zu anderen orthodoxen Aquaporinen ist dies jedoch eher unwahrscheinlich
(siehe Kap. 3.4.3).

4.2.4 RcPIP2-1 weist eine typische Phosphorylierungsdomane auf

Pflanzen verfligen mit der Proteinphosphorylierung Uber einen posttranslationalen Mecha-
nismus zur Regulation der Aquaporinaktivitat (Uberblicke in: Johansson et al., 2000; Maurel
et al., 1997). Als Phosphorylierungsstellen wurden fiir Aquaporine mehrere Serinreste identi-
fiziert, die auBerhalb der transmembranen Helizes auf cytoplasmatischer Seite lokalisiert
sind (Weaver & Roberts, 1992; Maurel et al., 1995; Johansson et al., 1998; Guenther et al.,
2003). RcPIP1-1 und RcPIP2-1 weisen mehrere dieser, z. T. innerhalb der PIP sehr konser-
vierten, Phosphorylierungsmotive auf (Kap. 3.4.2.4). Somit besteht die Mdglichkeit, dass die
Aquaporinaktivitat von RcPIP1-1 und RcPIP2-1 durch reversible Phosphorylierung posttrans-
lational reguliert wird. Besonders das C-terminale Phosphorylierungsmotiv von RcPIP2-1
(Ser’”) kénnte eine wichtige Rolle bei der posttranslationalen Regulation von Aquaporinakti-
vitét spielen. Es ist identisch mit der orthologen Domé&ne von SoPM28A, welche nicht nur
obligat flr die hohe Aquaporinaktivitat dieses PIP2 ist, sondern sowohl in vitro als auch in
vivo tatsachlich phosphoryliert wird (Johansson et al., 1998; Johansson et al., 1996). Der
Phosphorylierungsstatus und damit auch die Aquaporinaktivitdt des SOPM28A verhalt sich in
planta indirekt proportional zum vorherrschenden Wasserdefizit. Dies deutet darauf hin, dass
auch RcPIP2-1 eine wesentliche Rolle bei der Regulierung der Plasmalemma-
Wasserleitfahigkeit zufallen kdénnte. Die Zugehdérigkeit von SoPM28A und RcPIP2-1 zu einer
relativ kleinen Gruppe eng verwandter PIP2, die dieses C-terminale Phosphorylierungsmotiv
aufweisen, unterstutzt diese These.

Die AS-Sequenz des RcTIP1-1 lasst keine Rickschllsse auf eine posttranslationale Regulie-
rung durch Phosphorylierung zu. Der Serinrest in Schleife D (Abb. 13) kdnnte nach Roberts
& Harmon (1992) zwar als Phosphorylierungsmotiv fungieren, Hinweise auf eine Regulierung
der Aquaporinaktivitdt an dieser Position gibt es aus anderen Arbeiten nicht. So besitzt
RcTIP1-1 diesen Serinrest gemeinsam mit dem eng verwandten TIP1 AtTIP1-1, dessen
Aquaporinaktivitat scheint in vitro jedoch nicht sensitiv flr die regulierende Eigenschaft von
Proteinkinasen zu sein (Maurel et al., 1997). Dariiber hinaus weist RcTIP1-1, im Gegensatz
zu seinen Homologen PvaTIP (Maurel et al., 1995) und NtaTIP (Johnson & Chrispeels,
1992), keinen phosphorylierbaren Serinrest in der N-terminalen Extension auf (Abb. 13). Da-
her wird zun&chst nicht davon ausgegangen, dass RcTIP1-1 in planta einer posttranslationa-
len Regulierung durch (De-)Phosphorylierung unterliegt.
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4.2.5 RcPIP2-1 und RcTIP1-1 sind funktionelle Wasserkanale

Zum experimentellen Nachweis der Wassertransportkapazitat sollten die drei MIP funktionell
charakterisiert werden. Als Testsystem flr die Funktionalitdt von Aquaporinen etablierte
Preston et al. (1992) Schwellungstests mit Xenopus-Oozyten, die nach Injektion von MIP-
spezifischer RNA funktionelle Aquaporine exprimierten. Obwohl diese Tests inzwischen rou-
tinemaBig zur Charakterisierung von Aquaporinen eingesetzt werden, weist das System eini-
ge Nachteile auf. Neben einem relativ hohen experimentellen Aufwand (Mikromanipulation
und -injektion, Verfugbarkeit der Xenopus-Oozyten) fihrt die Injektion von MIP-RNA nicht
zwingend zu einer Auspragung des funktionellen Aquaporins (Lagree et al., 1998). Ein weite-
res System zum Nachweis von Aquaporinaktivitdt von MIP ist die stopped-flow Spektrometrie
an isolierten Hefevesikeln, die funktionelle Aquaporine heterolog exprimieren (Laize et al.,
1995). Aus der Geschwindigkeitskonstante der generierten Schrumpfungskinetiken kénnen
die osmotischen Wasserleitféahigkeiten der Vesikelmembranen berechnet, und somit Ruck-
schlisse auf mégliche Aquaporinaktivitat gezogen werden.

Aufgrund der Verfugbarkeit einer stopped-flow Apparatur am Laboratorium fur Biochemie der
Universitat Bayreuth konnte auf diese Art des experimentellen Nachweises von Aquaporin-
vermitteltem Wassertransport zurlickgegriffen werden. Zur heterologen Expression der ob-
servierten MIP wurde analog zu Laize et al. (1995) der Stamm NY17 von Saccharomyces
cerevisiae gewahlt. Hefen dieses Stammes sind im sekretorischen Apparat defizient (sec6-4-
Mutante) und akkumulieren post-Golgi Vesikel homogener GréBe in hoher Konzentration.
Diese Vesikel kdnnen relativ einfach isoliert werden (Walworth & Novick, 1987) und expri-
mieren auBerdem keine funktionalen Aquaporine (Laize et al., 1995), was die hohe Aktivie-
rungsenergie und Quecksilber-Insensitivitat inrer Wasserleitfahigkeit begriindet (Laize et al.,
1995).

Eine erfolgreiche Transformation von NY17 mit den rekombinanten MIP RcPIP2-1 und
RcTIP1-1 konnte durch Detektion der spezifischen Transkripte in gRNA der jeweiligen Hefe-
klone zweifelsfrei nachgewiesen werden, was fir RcPIP1-1 auch nach der Analyse mehrerer
Hefeklone nicht méglich war (Kap. 3.5.1.1). Die Ursache dafir konnte im Rahmen dieser
Arbeit nicht mehr aufgeklart werden. Nach der Isolation der post-Golgi Vesikel zeigte der
spezifische Nachweis von RcPIP2-1 und RcTIP1-1 in vesikularem Membranprotein die er-
folgte Translation und das fehlerfreie targeting der heterolog exprimierten MIP an
(Kap. 3.5.1). ErwartungsgemaB war fur RcPIP1-1 kein spezifisches Protein in den Vesikel-
membranen detektierbar.

Um far die Membranen der verschiedenen MIP-Transformanten die osmotische Wasserper-
meabilitat berechnen zu kénnen, wurde das Volumen der isolierten Vesikel bestimmt. Dazu
wurden stellvertretend von Vesikelsuspensionen der RcPIP2-1- und der Kontrolltransforman-
te elektronenmikroskopische Aufnahmen angefertigt und die abgebildeten Vesikel vermes-
sen. Aufgrund der elekironenmikroskopischen Analysen gibt es Hinweise, dass sich eine
Suspension isolierter Vesikel aus einer dominanten Population kleiner Vesikel und einer wei-
teren Population grdBerer Vesikel zusammensetzt (Kap. 3.5.2).
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Der hydrodynamische Vesikeldurchmesser, der mittels dynamischer Lichtstreuung ermittelt
wurde, liegt etwas héher als der hydrodynamische Vesikeldurchmesser, der aus der elektro-
nenmikroskopischen Analyse berechnet wurde (Kap. 3.5.2). Dies kénnte auch darauf hindeu-
ten, dass in den Suspensionen isolierter Vesikel tatsachlich zwei Populationen unterschiedli-
cher GréBe vorkommen (Abb. 16; Abb. 17). Dabei sind die groBeren Vesikel zahlenméBig
zwar unterreprasentiert (Abb. 17, A), fiihren aber zu einer leichten Uberschatzung des mittle-
ren Vesikelvolumens durch die Messung der dynamische Lichtstreuung (Chu, 1991). Die
mittels stopped-flow Spektroskopie generierten Schrumpfungskinetiken gehorchen doppelt
exponentiellen Funktionen (Abb. 18). Dies kénnte zwar auf ein Vorhandensein zweier Vesi-
kelpopulationen mit unterschiedlichen Kapazitaten der Wasserleitfahigkeit hinweisen, macht
jedoch die Existenz zweier GrdBenpopulationen wahrscheinlich. Ob die gréBeren Vesikel
eine Unterpopulation der akkumulierten post-Golgi Vesikel reprasentieren oder ob sie ande-
ren Membransystemen entstammen (Plasmalemma, Mikrosomen, Vakuolen usw.), ist unklar.
In friheren Verdffentlichungen wurde eine GréBenverteilung der isolierten Hefevesikel nicht
analysiert (Walworth & Novick, 1987; Laize et al., 1995). AuBerdem trat eine zusammenge-
setzte Kinetik anscheinend nicht auf (Laize et al., 1995). Der Durchmesser der kleinen Kon-
trollvesikel dieser Arbeit entspricht genau dem Wert, der in jenen friheren Arbeiten fur iso-
lierte Hefevesikel ermittelt wurde (Walworth & Novick, 1987; Laize et al., 1995). Vergleichbar
damit haben die entsprechenden Vesikel des RcPIP2-1-transformierten Hefeklons einen um
ca. 20% erhéhten Durchmesser. Dies kdnnte darauf hindeuten, dass ein geringfugig niedri-
geres osmotisches Potential des Vesikelsuspensionsmediums eine leichte Schwellung der
isolierten Vesikel verursacht hat. Der GréBenunterschied zwischen kleinen Vesikeln aus
MIP-Transformante und Kontrollhefe trat bei der Messung der dynamischen Lichtstreuung
nicht auf. Hier bewirkte mdglicherweise ein zur Messung der dynamischen Lichtstreuung
notwendiger Verdinnungsschritt eine Angleichung der VesikelgréBe (Kap. 2.7).

Vesikuldare Membranen aus der RcPIP2-1-Transformante zeigen gegentber Membranen des
Kontrollhefeklons eine signifikant erhéhte osmotische Wasserleitfahigkeit und eine fir Aqua-
porin-vermittelten Wasserfluss charakteristisch niedrige Aktivierungsenergie (Tab. XIl). Dar-
aus lasst sich der Schluss ziehen, dass das rekombinante RcPIP2-1 aus Ricinus communis
in Hefezellen osmotisch getriebenen Wassertransport Gber Membranen erleichtert, und somit
fur ein funktionelles Aquaporin codiert.

Far RcTIP1-1-transgene Hefe konnte gegenlber der Kontrolle eine erhdhte osmotische
Wasserpermeabilitdt nur fir groBe Vesikel nachgewiesen werden. Fir kleine Vesikel deutet
die geringe Aktivierungsenergie Aquaporin-vermittelten Wasserfluss an. Daher ist wahr-
schienlich auch das RcTIP1-1 aus Ricinus communis ein funktionelles Aquaporin. Die Akiti-
vierungsenergie fir Wassertransport Gber Membranen der groBen Vesikel der RcTIP1-1-
Transformanten ist scheinbar héher als die der Vektorkontrolle (Tab. XIlI). Dies beruht wahr-
scheinlich auf die geringe Datenmenge (v. a. fir tiefere Temperaturen) die zur Berechnung
der linearen Regression herangezogen werden konnte (Abb. 19, B).

Es fallt auf, dass kleine Vesikel eine deutlich héhere Praufweisen als groBe Vesikel, die Ex-
pression eines Aquaporins aber fir beide Populationen eine vergleichbare Veranderung der
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Pr gegentber der Kontrolle nach sich zieht. Dies deutet an, dass Membranen kleiner Vesikel
sowohl eine héhere Basis-Permeabilitat fiur Wasser aufweisen als auch eine erhéhte Aus-
stattung an heterologen Aquaporinen besitzen. Darlber hinaus kénnte die Zuordnung der
Teilreaktionen der Schrumpfungskinetiken zu den unterschiedlichen VesikelgréBen fehlerhaft
sein. Sichere Hinweise daflr gibt es jedoch nicht.

4.2.6 Die Lokalisation von Aquaporinen im Ricinus-Hypokotyl deutet de-
ren unterschiedliche physiologische Funktionen an

Die Befunde der durchgeflihrten Expressionsanalysen deuten darauf hin, dass Aquaporinen
eine mafBgebliche Rolle wahrend des Streckungswachstums des Ricinus-Hypokotyls zu-
kommen kdénnte. Darlber hinaus scheint Aquaporin-vermittelter Wassertransport auch bei
anderen physiologischen Vorgangen wichtig zu sein.

4.2.6.1 RcPIP1-1 scheint konstitutiv exprimiert zu sein

Auf mRNA-Ebene zeigt RcPIP1-1 von allen drei analysierten Aquaporinen die geringsten
Unterschiede in der Expression zwischen verschieden stark elongierenden Hypokotyl-
abschnitten (Abb. 20, Abb. 21). Auf Proteinebene fallen diese Unterschiede der RcPIP1-1-
Expression zwischen den verschiedenen Hypokotylzonen noch geringer aus. Sein relativer
Anteil in der Plasmamembran scheint unabhangig von der Expansionsaktivitat des Gewebes
konstant zu bleiben. Da eine starke Elongation mit einer VergréBerung der absoluten Mem-
branflache einhergeht, steht das in Einklang mit der leichten, transienten Erhéhung der
mRNA in elongierendem Gewebe (Abb. 21). Ein leichter, Licht-unabhangiger Anstieg des
RcPIP1-1 -zusammen mit der ZellgrdBe und damit mit dem Volumen-/Oberflachen-Verhaltnis
der Zellen- kénnte eine Rolle im zelluldaren Wasserhaushalt andeuten. Die physikalisch be-
grindete Gegebenheit, dass groBen Zellen zum Austausch eines relativen Anteils ihres Vo-
lumens an Wasser weniger Membranflache zur Verfigung steht als kleinen Zellen, kénnte
durch Erhéhung der Wasserleitfahigkeit ihrer Membranen kompensiert werden. Ob dieser
Wasseraustausch in planta stattfindet, und inwieweit eine derartige Kompensation physiolo-
gisch relevant ist, ist unbekannt.

Auf zellularer Ebene zeigt RcPIP1-1 unabhangig von Elongationsaktivitat eine konstitutive
Expression. Dies deutet zusammen mit dem Fehlen von RcPIP1-1 in Xylemgewebe eine
Funktion an, die nicht in unmittelbarem Zusammenhang mit wachstumsabhangigen Wasser-
flussen steht. Vergleichbar damit zeigen auch eng verwandte P/IP1 anderer Pflanzenspezies
gerade in wachsenden Teilen sehr geringe Expression (Jones & Mullet, 1995; Baiges et al.,
2001) bzw. sind vornehmlich in Wurzel und Bliten exprimiert (Jones & Mullet, 1995; Yamada
et al., 1997; Biela et al., 1999; Baiges et al., 2001). In Arabidopsis scheinen PIP1 tendenziell
konstitutiv exprimiert zu sein (Ward, 2003). Aufgrund dieser Befunde wird davon ausgegan-
gen, dass RcPIP1-1 keine maBgebliche Rolle bei der Regulation des Volumenwachstums
zukommt. Die Korrelation der RcPIP1-1-Lokalisation mit dem Auftreten von Starke (Kap. 3.8)
deutet moglicherweise eine Vermittlung der Wasserflisse an, die mit einer verstarkten Auf-
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nahme aktiver Osmotika bzw. deren Freisetzung aus osmotisch inaktiven Polysachariden
einhergehen (Balane, 1997).

Fir alle Immunodetektionen des RcPIP1-1 wurde spezifisches Rohserum verwendet. Da in
den westernblots neben der spezifischen Proteinbande sowie in Kontrollexperimenten mit
Praimmunserum keinerlei Farbesignal auftaucht (Abb. 15 &Abb. 25), kann von einer hohen
Spezifitdt der angewandten Immunodetektionen ausgegangen werden.

4.2.6.2 RcPIP2-1 zeigt ein charakteristisches Expressionsmuster in wachsendem
Gewebe

Von den analysierten Aquaporinen weist die Expression von RcPIP2-1 die strengste Korrela-
tion  mit  unterschiedlicher  Elongationsaktivitait = des  Ricinus-Hypokotyls  auf
(Abb. 20,Abb. 22,Abb. 29 &Abb. 30). Speziell die Expressionsanalysen auf zellularer Ebene
machen deutlich, dass in den peripheren Gewebeschichten von elongierendem Gewebe die
Auspragung von RcPIP2-1 mit einer besonders hohen zelluldren Wasserleitfahigkeit korre-
liert (Abb. 11, Abb. 29). Zuséatzlich kénnte das transiente Vorkommen von RcPIP2-1 in den
kleinen Zellen des Xylem- und Phloemparenchyms von elongierendem Gewebe (Abb. 30)
eine Regulation des Streckungswachstums Uber lokale Verédnderungen der Wasserleitfahig-
keit andeuten. Dies wirde in Einklang stehen mit Tang & Boyer (2002), die gerade die vielen
Zellschichten des Xylems als entscheidende Barriere von radial flieBendem Wachstumswas-
ser ansehen. Aufgrund dieser Befunde kénnte RcPIP2-1 eine wichtige molekulare Kompo-
nente bei der Regulation des Streckungswachstums von Ricinus-Keimlingen darstellen. Auf
eine vergleichbare Funktion deutet auch die Expression sequenziell sehr ahnlicher PIP2 an-
derer Spezies. So wird ScPIP2a aus Solanum chacoense wahrend des Volumenwachstums
von Frucht- und Griffelgewebe induziert (O' Brien et al., 2002). VhPIP2-2 aus Vitis hybrida
(berlandieri/rupestris) ist v. a. in Stangeln, Wurzelspitzen und wachsenden Blattern induziert,
wohingegen es in ausgewachsenen Blattern nur gering ausgeprégt ist (Baiges et al., 2001).

Zur Beendigung des Elongationswachstums wird im Gegensatz zur mRNA (Abb. 22,
Abb. 29) sowie zum faszikular vorhandenen Protein (Abb. 30) das RcPIP2-1 auf gewebe-
spezifischer Ebene nicht reprimiert (Abb. 26). Diese scheinbar kontréren Befunde lassen sich
wie folgt deuten. Unter elongierenden Bedingungen féllt die Menge des im Leitblindelrings
vorhandenen RcPIP2-1 in der Mikrosomenfraktion des gesamten Gewebes nicht ins Ge-
wicht. Diese reprasentiert in erster Linie die Zellen des Parenchyms. Dort kénnte eine hohe
Expressions- und Translationsaktivitdt auch nach Rickgang der spezifischen Transkript-
menge zur Akkumulation des RcPIP2-1 fihren. Zur Reduktion der mutmaBlich RcPIP2-1-
bedingten Wasserleitfahigkeit auf das niedere Niveau des reifen Hypokotyls, sollte daher ein
weiterer Regulationsmechanismus existieren. Denkbar ware eine posttranslationale Veran-
derung der wasserleitenden Aktivitat von RcPIP2-1 Uiber eine Veranderung dessen Phospho-
rylierungsstatus. Als strukturelle Voraussetzung dafir besitzt RcPIP2-1 in der C-terminalen
Extension ein potentielles Phosphorylierungsmotiv (Kap. 4.2.4). Analog zu SoPM28A aus
Spinacea oleracea (Johansson et al., 1996; Johansson et al., 1998) kénnte auch die Aqua-
porinaktivitdt des RcPIP2-1 (ber diese Phosphorylierungsstelle reguliert werden. Denkbar
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ware auch eine Steuerung der subzellularen Lokalisation des RcPIP2-1 durch reversible
Phosphorylierung analog zu HsAQP2. Dieses menschliche Aquaporin wird in Abh&ngigkeit
seines Phosphorylierungsstatus durch einen Exo- und Endozytosemechanismus zwischen
Plasmamembran und dem endoplasmatischen Membrankompartiment ausgetauscht (Van
Balkom et al., 2002). Unter diesen Umsténden wirde im Ricinus-Hypokotyl die Regulation
des Streckungswachstums Uber unterschiedliche Mechanismen bewerkstelligt werden: Im
Kortexgewebe wirde innerhalb des endogenen Entwicklungsprogramms eine inaktivierende
Dephosphorylierung, unter Belichtung eine Reprimierung des RcPIP2-1 zu einer reduzierten
Wasserleitfahigkeit der Zellmembranen fihren. In der faszikularen Barriere fir radial flieBen-
des Wachstumswasser wirde dagegen nur der letztgenannte Mechanismus zum Tragen
kommen.

Bei der in situ-Hybridisierung wurde die Spezifitdt der mRNA-Detektion durch fehlendes Far-
besignal bei Hybridisierungen mit sense-Sonden angezeigt (Abb. 29). Flr die Immunolokali-
sierungen konnte die Spezifitdt des Farbesignals im Leitblndelring durch Behandlung mit
Peptid-gesattigtem Antikérper sichergestellt werden (Abb. 30). Dabei verhinderte die unspe-
zifische Farbung weitere Befunde zur zellularen Lokalisation von RcPIP2-1 im Parenchym.

4.2.6.3 RcTIP1-1 kénnte funktionell am zellularen Osmosehaushalt beteiligt sein

Die Expressionsanalysen des RcTIP1-1 auf Proteinebene deuten eine Kkostitutive, elongati-
onsunabhéngige Auspragung im Ricinus-Hypokotyl an (Abb. 27, Abb. 31). Dabei zeigen die
Befunde der Immunolokalisierungen pragnante Ubereinstimmungen mit den nahe verwand-
ten TIP1 BoTIP26-1 und BoTIP26-2. Ebenso wie das RcTIP1-1 sind diese beiden Orthologe
v.a. in den lebenden Zellen des Xylems und im Apkalmeristem exprimiert (Barrieu et al.,
1998; Barrieu et al., 1999). AuBerdem werden sie im Tonoplast unter Wasserdefizit inseriert
und daher mit einer Adaption der Pflanze an Trocken- oder Salzstress in Verbindung ge-
bracht (Barrieu et al., 1999). Diese Funktion wird auch fur das AtTIP1-2 aus Arabidopsis tha-
liana diskutiert (Pih et al., 1999).

Unter Berlcksichtigung dieser Befunde deutet sich an, dass RcTIP1-1 bei der Regulation der
Hypokotylelongation eine untergeordnete Rolle spielt. Ob ihm eine mdgliche Rolle bei der
Adaptation von Wasserdefiziten zuféllt, kann zunachst nicht sicher geschlussfolgert werden.
Vergleichbar mit RcPIP1-1 kénnte RcTIP1-1 auch wahrend der Verlagerung bzw. Freiset-
zung von osmotisch aktiven Substanzen physiologisch relevant sein. Mdglicherweise agiert
bei diesen Vorgangen die Vakuole als Wasserreservoir um Veranderungen des osmotischen
Potentials im volumenmaBig sehr viel kleinerem Cytosol abzupuffern. Lokal auftretende Gra-
dienten des Wasserpotentials kdnnten hier durch effektiven Austausch von Wasser Uber die
Tonoplastenmembran kompensiert werden. Inwieweit ein derartiges Regulativ aufgrund en-
dogener Vorgange notwendig ist, ist nicht bekannt. Flr eine Anpassung der Pflanze an ver-
anderliche Bedingungen der &uBeren Umgebung, wurde dieser 'Puffer osmotischer Fluktua-
tionen' schon diskutiert (Maurel, 1997; Barrieu et al., 1999).

Die verringerte Expression des RcTIP1-1 auf der AuBenseite des Hypokotylhakens dunkel
gehaltener Keimlinge (Abb. 31), ist ein weiteres Indiz flr eine Funktion dieses MIP vornehm-
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lich in nicht elongierenden Zellen. Die verstarkte Expression im Leitblndelring der Zelltei-
lungszone dunkel gehaltener Keimlinge weist in die gleiche Richtung (Abb. 31).

Im Gegensatz zu den Expressionsanalysen auf Proteinebene suggeriert zunachst der Nach-
weis spezifischer mRNA, dass auch RcTIP1-1 eine Rolle beim Expansionswachstum von
Hypokotylgewebe zukommt. Dies wird durch Befunde untermauert, welche eine funktionelle
Beteiligung weiterer homologer TIP1 am Volumenwachstum pflanzlicher Zellen andeuten. So
zeigt auch RsTIP1-1 aus Raphanus sativa im Hypokotyl eine lichtinduzierte Reduktion auf
mRNA-Level (Higuchi et al., 1998). Das Homolog BnyTIP2 aus Brassica napus wird als mo-
lekulare Komponente des Primarwurzelwachstums diskutiert (Gao et al., 1999). Vom gut
charakterisierten AtTIP1-1 aus Arabidopsis thaliana wurde gezeigt, dass es auf mRNA-
Ebene korrelierend mit der Elongation der Internodien exprimiert wird (Phillips & Huttly, 1994;
Hanzawa et al., 1997). Den TIP1 eine Rolle wéahrend des pflanzlichen Volumenwachstums
zuzuordnen, basierte in diesen Arbeiten in erster Linie auf Expressionsanalysen mittels
MRNA-Detektion (Phillips & Huttly, 1994; Hanzawa et al., 1997; Gao et al., 1999; Higuchi et
al., 1998). Da die Expressionsanalyse des RcTIP1-1 auf Protein-Ebene jedoch deutlich an-
dere Befunde liefert (Abb. 27), wurde vermutlich auch in den vorangehenden Arbeiten die
physiologische Relevanz der TIP1 fur das Zellstreckungswachstum Uberschatzt. Hier kdnnte
das vermehrte Auftreten von spezifischen Transkripten wahrend der Elongation eine de no-
vo-Synthese von Aquaporinen fur sich ausdehnende Membranflachen reprasentieren (siehe
auch RcPIP1-1).

Sollte RcTIP1-1 die elementare funktionelle Komponente fir die tonoplastische Wasserleit-
fahigkeit von Hypokotylzellen sein, so korreliert dessen Expression auf Protein-Ebene mit
den Befunden der Vakuolenschwellungstests. Hier zeigten sich ebenso keine mafBgeblichen
Unterschiede zwischen elongierenden und nicht-elongierenden Hypokotylabschnitten
(Abb. 8, B), was ein weiteres Indiz gegen die maBgebliche Beteiligung von RcTIP1-1 am
Elongationswachstum des Ricinus-Hypokotyls sein kdnnte.

Da fir RcTIP1-1 die Expressionsanalysen auf Protein-Ebene mit affinitdtsgereinigten Anti-
kérpern durchgeftihrt wurden (Kap. 2.10), und die Kontrollen der Immunolokalisierungen kei-
nerlei Farbesignal aufwiesen, kann diesbezlglich von sicheren Befunden gesprochen wer-
den.

Kreuzreaktionen aller verwendeten Antikérper kénnen bei der Immunodetektion der MIP
nicht vollig ausgeschlossen werden, sind jedoch relativ unwahrscheinlich. Erstens reprasen-
tieren die verwendeten Antikdrper nicht-konservierte Epitope der jeweiligen MIP. Zweitens
gehéren die drei analysierten MIP verschiedenen monophyletischen Gruppen an und sind in
ihrer jeweiligen Gruppe wahrscheinlich die mit der starksten Expression (Kap. 3.4).

Generell veranschaulichen die Befunde dieser Arbeit, dass Expressionsanalysen nur be-
grenzt Aussagen Uber das tatséchliche Auftreten einer Proteinfunktion zulassen. Expressi-
onsanalysen sollten daher mdglichst sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene durchge-
fihrt werden. Damit werden fehlerhafte Interpretationen zur Funktion eines Gens unwahr-
scheinlicher.
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4.3 RcSCR1 konnte die Assimilatverteilung in sink-Organen
determinieren

Der RcSCR1 ist ein high affinity-Saccharosesymporter aus der SUT1-Unterfamilie (Kuhn,
2003; Williams et al., 2000). Vertreter dieser Unterfamilie zeigen eine spezifische Expression
in den Geleitzellen (Stadler et al., 1995; Stadler & Sauer, 1996) und beladen das Phloem mit
energiereichen Assimilaten (Sauer & Stolz, 1994). Dies deutet zusammen mit den Lokalisati-
onsbefunden dieser Arbeit (Abb. 34) auf eine Funktion des RcSCR1 bei der Beladung des
Phloems hin. Interessanterweise scheint sich die Expression des RcSCR1 dabei indirekt
proportional zur Stérke des sink zu verhalten. Dass in der Zellteilungs- und Elongationszone
des Ricinus-Hypokotyls eine massive Entladung des Phloems mit Assimilaten stattfindet
(Balane, 1997), erganzt sich gut mit der Abwesenheit eines aktiven Beladungscarriers dort.
Wenn nach Beendigung des Streckungswachstums (endogen oder lichtinduziert) die sink-
Stérke der Elongationszone abnimmt, kdnnte eine Induktion des RcSCR1 mdglicherweise
einen Verlust von Assimilaten (Saccharose) aus dem Phloem kompensieren. Dieser auf akti-
ven Zuckertransportern basierende retrival-Mechanismus wurde bisher postuliert (Kuhn,
2003; Williams et al., 2000), konnte bisher aber noch nicht direkt gezeigt werden.

Aufgrund dieser Befunde wird davon ausgegangen, dass die physiologische Funktion des
RcSCR1 nicht in direktem Zusammenhang mit dem Elongationswachstum des Ricinus-
Hypokotyls steht. Unter Umsténden spielt der RcSCR1 dabei jedoch eine indirekte Rolle,
insofern seine vollstandige Repression im elongierenden Hypokotyl die effektive Entladung
des Phloems gewahrleisten kdnnte. Méglicherweise reduziert die Induktion von RcSCR1 die
Netto-Entladung des Phloems, was die Verfligbarkeit von Osmotika und damit die Zellex-
pansion einschranken wirde. Dies kénnte einen weiteren Mechanismus bei der Regulation
pflanzlichen Streckungswachstums darstellen.

Unklar ist die Rolle des RcSCR1 in den groBen Idioplasten der Epidermis. Hier ware lediglich
eine Bereitstellung von Saccharose als Energielieferant fir den sekundaren Pflanzenstoff-
wechsel denkbar (z. B. Anthocyansynthese).

Auf mRNA-Ebene scheint sich die Expression des RcSCR1 nicht indirekt proportional zur
Stérke des sink zu verhalten. Dieser Unterschied zu den Befunden der Immunolokalisierung
ist schwer zu deuten. Méglicherweise féllt die erhéhte mRNA-Menge einzelner Zellen bei der
Analyse auf gewebespezifischer Ebene gegenlber einer RcSCR1-Hintergrundexpression'
kaum ins Gewicht. Letztere kdnnte bei der Immunolokalisierung, gegeniber der lokal sehr
starken Expression in den Einzelzellen, Gbersehen worden sein.

Da flr die anderen Zuckercarrier RcHEX1, RcHEX3, RcHEX6 und RcSCR2 keine gewebe-
spezifischen Lokalisierungen durchgefihrt wurden, kénnen nur begrenzt Riickschlisse Uber
deren physiologische Funktionen gezogen werden. Eine unmittelbare Funktion bei der Regu-
lation der Elongation kann aufgrund der begrenzten Korrelation mit der Expansionsaktivitat
der Hypokotylabschnitte (Abb. 33) derzeit nicht abgeleitet werden.
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4.4 Der Starkekatabolismus konnte eine treibende Kraft fir das
Streckungswachstum sein

Die Starkeverteilung entlang des Ricinus-Hypokotyls (Kap. 3.6.2) und deren Korrelation mit
dem Expressionsmuster des RcPIP1-1 bzw. TIP1-1 (Kap. 3.8) kdnnte andeuten, dass diese
MIP Wasserflisse vermitteln, welche an die Verlagerung von osmotisch wirksamen Assimila-
ten aus dem Stéarkekatabolismus gekoppelt sind (Kap. 4.2.6.1 & 4.2.6.3). Die indirekte Pro-
portionalitat von Starkemenge und ZellgréBe deutet darauf hin, dass die Starke der Hypoko-
tylzellen ein Reservoir fur energiereiche Assimilate ist. Wéhrend der ZellvergréBerung wird
dieses Reservoir durch Freisetzung von osmotisch aktiven Assimilaten verbraucht. Die so
generierten zellularen Wasserpotentialgradienten wirden durch den Einstrom von Wasser
und der einhergehenden Zellexpansion kompensiert. In diesem Modell wére der Starkekata-
bolismus eine treibende Kraft fir das Streckungswachstum des Hypokotyls, die involvierten
Enzyme mdégliche regulierende Komponenten.

4.5 Die Regulation des pflanzlichen Streckungswachstums ist
komplex

Aus den Befunden der vorliegenden Arbeit, lasst sich ein hypothetisches Modell der komple-
xen Regulation des Streckungswachstums von Pflanzenorganen wie dem Ricinus-Hypokotyl
aufstellen:

Grundsatzlich findet Expansionswachstum von Zellen mit einer plastisch verformbaren Zell-
wand nur statt, wenn der Turgor als primar treibende Kraft hdéher als der kritische Turgor ist
(Lockhart, 1965). Diese Voraussetzung spiegelt sich in Gleichung 8 (Kap. 2.4.4) wieder und
wird nach Cosgrove (1993) zur Initiation des Expansionswachstums durch eine Zellwand-
erweichung und der damit einhergehenden Erniedrigung des kritischen Turgors erzeugt. Das
dadurch hervorgerufene Ungleichgewicht zwischen dem Betrag des hydrostatischen Druck-
potentials (Turgor) und des osmotischen Potentials der Zelle, generiert einen einwérts ge-
richteten Gradienten des Wasserpotentials, was eine Aufnahme von Wasser und eine Zu-
nahme des zellularen Volumens zur Folge hat (Cosgrove, 1993). Als elementare molekulare
Komponenten dieser Zellwanderweichung agieren Expansine und andere zellwand-
erweichende Enzyme (Cosgrove, 2001).

Wahrend des Streckungswachstums ko-limitieren die Bereitstellung von Osmotika sowie
hydraulische und apoplastische Eigenschaften des Gewebes in vergleichbarem MaBe und
bilden zusammen die Basis flr hohe Elongationsraten. Zur Aufrechterhaltung des einwéarts
gerichteten Wasserpotentialgradienten (und somit der treibenden Kraft fiir die Zellexpansion)
erfolgt eine aktive Aufnahme osmotisch wirksamer Substanzen (Zucker u. a.) bzw. deren
Freisetzung durch den Katabolismus transient gespeicherter Starke (Balane, 1997). Als mo-
lekulare Komponenten werden dazu verstarkt Parenchym-beladende Zuckercarrier und En-
zyme des Starkekatabolismus exprimiert. Phloem-beladende Carrier (z. B. ReSCR1) werden
vollstéandig reprimiert, da deren Expression die Osmotika-Verfligbarkeit fir kortikale Zellen
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reduzieren wirde. Gleichbedeutend ist dabei eine plastisch leicht verformbare Zellwand als
Grundlage fur die hohe Extensibilitdt des Gewebes. Die involvierten molekularen Komponen-
ten sind wiederum die bereits erwdhnten Expansine und andere Zellwand-erweichende En-
zyme (Cosgrove, 2001). Eine ebenso wichtige Rolle spielt die hohe hydraulische Leitfahigkeit
des Gewebes. Sie bildet die Basis daflr, dass wahrend des starken Streckungswachstums
keine hohen, radialen Wasserpotentialgradienten generiert und weniger Osmotika akkumu-
liert werden mussen (Fricke, 2002); bzw., dass bei geringen, radialen Wasserpotentialgra-
dienten trotzdem hohe Wachstumsraten vollzogen werden kénnen. Dazu werden, als mole-
kulare Grundlage fur die entsprechend hohe hydraulische Gewebsleitfahigkeit, verstarkt
funktionelle Aquaporine exprimiert (z. B. RcPIP2-1). Gleichzeitig bildet sich dabei flr die
Pflanze die Kapazitat heraus, die hydraulische Gewebeleitféahigkeit effektiv posttranslational
regulieren zu kénnen.

Dies kommt bei der Veranderung der Elongationsrate zum Tragen. Durch das Vorhan-
densein regulierbarer Wasserkanale kénnte die hydraulische Leitfahigkeit und somit die
Elongationsrate schnell und effektiv reguliert werden. So kdnnte nach Belichtung oder inner-
halb eines endogenen Entwicklungsprogramms, die Verringerung des Streckungswachstums
durch Inhibition von Aquaporinen bewirkt werden (z. B. Dephosphorylierung des RcPIP2-1).
Die dazu notwendigen Voraussetzungen sind jedoch nur in Geweben mit vielen, radial ange-
ordneten Zellschichten und/oder geringer Kapazitat fir zellularen Wasseraustausch gege-
ben. In zarten Geweben, wie beispielsweise dem Arabidopsis-Hypokotyl (Gendreau et al.,
1997), sind diese Voraussetzungen schwer vorstellbar. Wiederum sind die Disposition der
Zellwande und die entsprechenden molekularen Komponenten involviert (siehe oben). Eine
Reduktion der Elongationsraten wird demnach zusétzlich durch Verringerung der plastischen
Extensibilitat beschleunigt. Gleiches gilt fir die Verfligbarkeit osmotisch aktiver Substanzen.
Zur Verringerung des Streckungswachstum utber eine Reduktion verfligbarer Osmotika, kann
die Expression phloembeladender Carrier (z. B. ReSCR1) zusétzlich beitragen (Kap. 4.3).
Bei der volistandigen Inhibition des Streckungswachstums kommt die hydraulische Ge-
webeleitfahigkeit nicht maBgeblich zum Tragen. Nach Lockhart (1965) lasst sich das statio-
nare Wachstum einer Zelle einerseits durch das Produkt aus mittlerem hydraulischen Leit-
wert und auftretendem Wasserpotentialgradient (Gleichung 6, Kap.2.4.4), andererseits
durch das Produkt aus volumetrischer Extensibilitdt und effektivem Turgor (P.-Y;) (Gleichung
8, Kap. 2.4.4) beschreiben. Aus dem ersten Zusammenhang wird ersichtlich, dass durch
hydraulische Parameter eine vollstandige Limitierung des Streckungswachstums nur dann
bewerkstelligt werden kann, wenn der mittlere hydraulische Leitwert und damit die hydrauli-
sche Leitfahigkeit gleich Null, also die zellularen Membranen vollkommen undurchléssig fur
Wasser sind. Da biologische Membranen ohne jedwede Aquaporinaktivitdt und sogar eine
reine Phospholipid-Doppelschicht noch erhebliche hydraulische Leitfahigkeiten aufweisen
(Finkelstein, 1987) wird deutlich, dass andere biophysikalische Parameter an der Erzeugung
nicht-elongierenden Bedingungen beteiligt sein missen. Aus dem zweiten Zusammenhang
(Gleichung 8, Kap. 2.4.4) geht hervor, dass Uber die mechanischen Zellwandeigenschaften
sehr wohl ein Volumenzuwachs von Null und damit nicht-elongierende Bedingungen erzeugt
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werden kénnen. Diese Situation ist dann gegeben, wenn durch Erhartung der Zellwand der
Wert des kritischen Turgors auf den Wert des Turgors steigt, bzw. die volumetrische Exten-
sibilitdt sehr klein wird. Da unter diesen nicht-elongierenden Bedingungen keinerlei Netto-
fluss von Wasser mehr stattfindet, ist der Wert der vorherrschenden hydraulischen Leitfahig-
keit im Hinblick auf das Streckungswachstum physiologisch unerheblich. Wie Nonami &
Boyer (1993) fir nicht-elongierendes Soja-Hypokotyl zeigten, sind daher in dieser Situation
auch fir das Ricinus-Hypokotyl keine radialen Wasserpotentialgradienten zu erwarten. Hier
kénnten jedoch stark reduzierte hydraulische Leitfahigkeiten noch das Stadium repréasentie-
ren, in dem eine Verringerung des Streckungswachstums durch eine Reduktion der hydrauli-
schen Gewebeleitfahigkeit verursacht wurde (siehe oben). Wesentlich fir nicht-elongierende
Bedingungen ist, dass durch eine starke Verringerung der volumetrischen Extensibilitat
(mdglicherweise angedeutet durch hohe Werte des elastischen Moduls) der effektive Turgor
als treibende Kraft fur die Zellexpansion gegen Null tendiert. In Einklang mit Cosgrove
(1993), liegt damit die Initiation und letztendlich auch die vollkommene Inhibition des Stre-
ckungswachstums nur in der Verdnderung der mechanischen Zellwandeigenschaften.
In den dazwischen liegenden Ubergangsstadien sowie dem Stadium maximaler Gewebeex-
pansion spielt der biophysikalische Parameter der hydraulischen Leitfahigkeit und dessen
molekulare Komponenten, die Aquaporine, eine maBgebliche Rolle.

4.6 Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurde das komplexe Zusammenspiel mehrerer molekularer und
biophysikalischer Komponenten bei der Regulation des Streckungswachstums von Ricinus-
Keimlingen beleuchtet. Dies geschah in erster Linie durch Aufzeigen von Korrelationen zwi-
schen der zeitlichen und/oder rdumlichen Auspragung der verschiedenen Komponenten.
Zum entglltigen Nachweis, welche spezifische physiologische Funktion den untersuchten
Aquaporin- und Zuckertransporter-Genen bei der Regulation des Streckungswachstums in
planta zukommt, sollten weiterfihrende Untersuchungen durchgefiihrt werden. Ein Schwer-
punkt sollte dabei auf der Etablierung von reverse genetics liegen. Da Ricinus communis als
rekalzitrante Pflanze gilt (eine einmalig erfolgreiche Regeneration [Molina & Schobert, 1995]
konnte bisher nicht reproduziert werden), sollte dabei ein besonderes Augenmerk auf die
RNAI-Technik gelegt werden. Diese Methode kdnnte speziell am Ricinus-Keimling relativ
einfach anwendbar sein (Sebastian Fettig, persdnliche Miteilung), wodurch ein Modellorga-
nismus zur Verfligung stiinde, der gleichermaBen hervorragende Eigenschaften flr physio-
logische als auch genetische Analysen aufweist. Dies wére eine ausgezeichnete Vorausse-
tung zum umfassenden Studium der biophysikalischen als auch molekularen Grundlagen
von pflanzlichem Wachstum und anderer Vorgange. Im Speziellen sollten die dominanten
MIP-Gene suprimiert, und die Auswirkungen dieser Supression auf das Wachstumsverhalten
sowie auf die Parameter des zellularen Wasserhaushalts des Ricinus-Keimlings untersucht
werden. Weiterhin sollte Gberprift werden, inwieweit RcPIP2-1 zu Elongation des Hypokotyls
tatsachlich transient phosphoryliert wird, und inwieweit der Phosphorylierungsstatus seine
Aquaporinfunktion bzw. seine subzelluldre Lokalisation beeinflusst. Fir wachsendes Gewebe
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Diskussion

wurde in der vorliegenden Arbeit unter bestimmten Annahmen ein betrachtlicher radialer
Wasserpotentialgradient fiir wachsendes Gewebe errechnet. Dieser Befund sollte weiterfiih-
rend durch direkte Messung des hydrostatischen sowie osmotischen Potentials in radialer
Richtung reproduziert, und die Richtigkeit der getatigten Annahmen bestatigt werden.
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5 Zusammenfassung

Seit den wegweisenden Arbeiten von Peter Agre war bekannt, dass Gene aus der Familie
der major intrinsic proteins fur funktionelle Aquaporine codieren. Auch in Pflanzen stellen
diese Wasserkanéle die molekulare Grundlage fur hohe Wasserleitfahigkeiten von Membra-
nen dar. Weiterhin zeigte sich eine Korrelation von hoher zellularer Wasserleitfahigkeit und
einer starken Expression verschiedener MIP in jungen, wachsenden Geweben. Der Schwer-
punkt dieser Arbeit lag daher auf der Frage, welche physiologische Rolle Aquaporine bei der
Regulation des Steckungswachstums pflanzlicher Gewebe spielen.

Als Modellorgan diente dabei das Hypopkotyl des Keimlings von Ricinus communis. Es voll-
fihrt im Dunkeln ein starkes Elongationswachstum, welches einerseits unter dem Einfluss
eines endogenen Entwicklungsprogramms steht, andererseits als Teilaspekt der Photomor-
phogenese durch Licht inhibiert wird. Von insgesamt zehn bekannten Ricinus-MIP wurden
RcPIP1-1, RcPIP2-1 und RcTIP1-1 Kkloniert, da sie gerade im Hypokotyl dominant exprimiert
sind. RcPIP2-1 und RcTIP1-1 konnten erfolgreich heterolog in Hefe exprimiert, und durch
stopped-flow Spektroskopie auch als Aquaporine charakterisiert werden.

Die Expression von RcPIP2-1 zeigt eine deutliche Korrelation mit der Elongationsaktivitat
des Gewebes entlang der Hypokotylachse sowie mit der Inhibition des Streckungswachs-
tums durch Belichtung. Strukturelle Eigenschaften des RcPIP2-1 deuten auf eine posttrans-
lationale Regulation hin, welche speziell bei der Beendigung der Elongation innerhalb des
endogenen Entwicklungsprogramms von Bedeutung zu sein scheint. Innerhalb der Elongati-
onszone ist RcPIP2-1 stark in den kleinen Zellen des Xylemparenchyms exprimiert, wo es
maoglicherweise eine hohe Barriere fur radial flieBendes "Wachstumswasser' reduziert. Dar-
Uber hinaus zeigt sich wahrend der Elongation eine transient erhéhte Expression von
RcPIP2-1 in der Kortexperipherie. Gerade in Zellen dieses Gewebes ergaben Messungen
mit der Zelldrucksonde stark erhdhte Wasserleitfahigkeiten, verglichen mit Zellen aus nicht-
elongierenden Hypokotylzonen. Durch eine Modellierung radialer Gradienten des Wasserpo-
tentials konnte gezeigt werden, dass die hydraulische Leitféahigkeit von Zellen im Gewebe-
verband das Streckungswachstum des Ricinus-Hypopkotyls grundsatzlich limitieren kann.
Auch die Expression des RcSCR1 korreliert mit der Elongation und damit der Starke des sink
entlang des Hypokotyls. Dieser potentiell Phloem-beladende Saccharosetransporter ist in
den Geweben nicht exprimiert, die aufgrund starker Wachstums- und Teilungsaktivitat auf
die Versorgung mit energiereichen Assimilaten angewiesen sind. Erst wenn mit Beendigung
des Streckungswachstums die sink-Starke reduziert wird, tritt eine Induktion des RcSCR1
auf.

Aus diesen Befunden wird evident, dass die Regulation des Streckungswachstums von Rici-
nus-Keimlingen Uber eine Veranderung der zelluldren Wasserleitfahigkeit erfolgen kann und,
dass RcPIP2-1 eine molekulare Komponente dieses Regulationsmechanismus ist. Darlber
hinaus scheint RcSCR1 in den Ablauf des Streckungswachstums involviert zu sein, indem er
die Verfligbarkeit osmotisch aktiver Substanzen bzw. energiereicher Assimilate kontrolliert.
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6 Summary

Since the trailblazing work of Peter Agre, the genes from the family of major intrinsic proteins
where known to encode functional aquaporins. In plants, aquaporins are also believed to
build the molecular basis for high water conductivities of membranes. Furthermore, correla-
tions of a high cellular water conductivity and a strong expression of different MIP showed up
in young, growing tissues. Therefore the emphasis of this work was to find out which physio-
logical role aquaporins may play during regulation of elongation growth of plant tissues.
Thereby the hypocotyl of seedlings from Ricinus communis L. served as a model organ. In
darkness this organ exhibits strong elongation growth, which is controlled by an endogenous
developmental program. Upon illumination elongation growth is inhibited as an aspect of
photomorphogenesis. Out of ten known Ricinus-MIP, RcPIP1-1, RcPIP2-1 and RcTIP1-1
were investigated in detail, because of showing dominant expression straight in the hypo-
cotyl. RcPIP2-1 and RcTIP1-1 were successfully expressed in yeast and characterised as
aquaporins by stopped-flow spectroscopy.

The expression of RcPIP2-1 was strongly correlated with elongation activity along the hypo-
cotyl axis and the inhibition of elongation by light exposure. Structural characteristics pointed
to posttranslational regulation of RcPIP2-1, which seems to be especially important at the
end of elongation process within the endogenous developmental program. Inside the elonga-
tion zone RcPIP2-1 is strongly expressed in small cells of the xylem parenchyma, where it
possibly reduces a hydraulic barrier for growth-dependent radial water flow. Beyond that
RcPIP2-1 shows a transiently increased expression in the cortex periphery of the elongation-
zone. Right in cells of this tissue, pressure probe measurements showed strongly increased
hydraulic conductivities compared to cells from non-elongating hypocotyl zones. By model-
ling radial gradients of water potential it was predicted, that hydraulic conductivities of cells
within a complex tissue can limit extension growth of the Ricinus hypocotyl.

Beneath that, the expression of the RcSCR1 correlates inversely with elongation and thus
with sink strength along the hypocotyl axis. ReSCR1, a putative phloem loading sugar car-
rier, is absent from those tissues, which are dependent on supply of energy rich assimilates
due to strong extension growth and cell division activity. RcSCR1 is induced, when sink
strength is reduced as the consequence of completion of elongation growth.

These findings demonstrate, that regulation of elongation growth in Ricinus seedlings can be
done by a change of cellular water conductivity. RcPIP2-1 is possibly a molecular compound
of this regulatory mechanism. Beyond that ReSCR1 seems to be involved into the expiration
of elongation growth, by controlling the availability of solutes and/or energy rich assimilates.
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7 Anhang

Statistische Auswertung der Messdaten aus Kap. 3.3, Abb. 11:

Tab. XIll: Signifikanzniveaus der Daten aus den Zelldrucksondenmessungen (Abb. 11)

Turgor P elast. Modul € Halbwertsz. T Hyd. Leitf. Lp
Ep 1:4(%), 2:4(%) 2:4(%) 1:3(%)
Hypokotylzonen' Ro 1:2(%%) - -
E. 3:4(%) 2:4(% Kk %), 2:5(%), 3:4(% %), 3:5(%)
1 - Ep:Rp(% %) - Ep:Ro(%), En:EL(%)
2 Ep:Rp(% %), Rp:E(%) Ep:E\ (% % %), Rp:EL(%) Ep:Rp(%) Ep:EL(%)
Tiefenklassen® 3 - EpiEL(% k%) - -
4 Ep:EL(*%) -

5 - - - -
Angegeben sind Signifikanzniveaus zwischen den Tiefenklassen 1-5 innerhalb der verschiedenen
Hypokotylzonen Ep, Rp, EL (1), bzw. Signifikanzniveaus zwischen den Hypokotylzonen Ep, Rp, E.
innerhalb der verschiedenen Tiefenklassen 1-5 (2). Statistischer Test: U-Test nach Mann & Whit-
ney, zweiseitig; Signifikanzniveaus: P < 0,05: *; P < 0,025: **; P < 0,01: ***
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Anhang

Volistidndige Nukleotidsequenzen der inserts der Plasmide pP2L, pP5L und pT4L so-
wie die abgeleiteten Aminosduresequenzen von RcPIP1-1, RcPIP2-1 und RcTIP1-1
(Abb. 36, Abb. 37, Abb. 38):

AAACGGTCATTAATCCTTCCCTTTAGTTCTTGCATTTTTCAGCTCAAGAAAAAAGGAAAGAAGAGTAACTAGCTTGCGCT -1

ATGGAGGGCAAAGAAGAAGATGTTAGATTGGGAGCTAACAAGTACAGGGAAACGCAGCCGATTGGAACGGCTGCTCAAAGCCAAGATGATAAGGATTATA 100

M E G K E E D V RULGANUIKYUZRETOQZPI GTA AW AU QS QDD KD YT 34
CAGAGCCACCACCGGCGCCTCTGTTTGAGCCTGGCGAGTTGACTTCATGGTCGTTTTATAGAGCTGGAATTGCAGAGTTCATAGCGACTTTCTITGTTICTT 200
E P P P AP LVF EP GETULT S WS F Y RAGIAETFTIATTFULTF L 67
GTATATCTCTGTTTTGACTGTTATGGGTGTTGTTAAAGCACCCACTAAATGCTCCACTGTTGGTATTCAAGGGATTGCTTGGGCCTTTGGTGGCATGATC 300
Yy I s v L T VvV M G V V KAUPTI KU CS TV GG I Q G I AW AT FG G MTI 100
TTTGCTCTTGTTTACTGTACTGCTGGAATTTCAGGAGGACACATAAACCCAGCCGTGACCTTCGGGCTGTTTCTGGCGAGGAAGTTGTCGTTGACAAGGG 400

F A L VY C T A G I s G G HTINUZPA AV TV FGULUVFLARIKIULSTLTR A 134

CTTTGTTCTACATGGTGATGCAGTGCCTTGGAGCCATATGCGGTGCTGGTGTAGTAAAAGGATTTGAAGGTAGTCATGACTACACTAGGTTGGGCGGTGG 500

L F YMVMQ CL GATICGA AG GV YV KGV FE G S HDYTRIULG G G 167
TGCTAACAGTGTCAACCCTGGTTACACCAAAGGTGATGGTCTTGGTGCTGAAATTGTTGGTACCTTTGTTCTTGTTTACACCGTCTTCTCTGCCACTGAT 600
A N S V NP G Y T K G D GL GAZETI V GG TF V L V Y TV F s A T D 200
GCCAAACGTAGTGCCAGAGACTCCCATGTTCCTATTTTGGCACCATTGCCAATTGGGTTCGCAGTTTTCTTGGTGCACTTGGCTACTATCCCAATTACAG 700

A K R S A RD S HV P I L AP LUPI GV F AV F LV HULA ATTIU PTIT G 234

GAACCGGGATCAACCCAGCCCGTAGTCTTGGTGCAGCAATCATCTTCAACAAGGACCAAGGCTGGGATGATCATTGGATTTTCTGGGTGGGTCCATTCAT 800

T G I N P A RS L GAATITIF NI KDQGWUDDUHWTIUVFWV G P F I 267
TGGGGCAGCACTTGCAGCTCTCTACCACCAAGTTGTGATCAGAGCCATTCCTTTCAAGAAATGCTGAAGATGATGATGCATCCATGTGTGACCGTTTGAT 900
G A AL AAL Y HOQV VIR ATIUPTFKIKC * 288

GTTTCAAAATCAAGTTTGTTTCATTCTATCTGTTTGTCTTCTGTCTGCACCTGTATTATATGAGCACATGTAATAATAGTAGTTGTTATTATGCTTCTAG 1000

CAAAAAAAAAAAAAAAAAA 1015

Abb. 36: Vollstédndige Sequenz des Inserts von pP2L mit offenem Leseraster fiir RcPIP1-1

Die fur RcPIP1-1 codierende Nukleotidsequenz und deren abgeleitete AS-Sequenz sind grau hin-
terlegt. Start- und Stopcodons sind rot dargestellt. Am rechten Rand sind die Nukleotid- und AS-
Positionen angegeben (1 = Startcodon).
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Anhang

GCAACACAAATTAGCTTCAGCGCAGCAGCAAACTAGCTAACAAGAGAGCTTTTTTTGGCTTTGCACAGAGAGAGAGAGACAG

ATGGCGAAGGATGTGGGTGAAGAAACACAAACTAGCCATGGAAAGGATTATGTGGATCCACCACCAGCACCACTTGTTGACATGGCTGAACTCAAGCTCT
M A KDV G E ET QT S HG KD Y VDUP PP AP LV DMA AETULIKTLW

GGTCTTTCTACAGAGCTCTTATAGCTGAGTTCATAGCTACTCTCCTCTTCCTCTACATCACCGTAGCTACTGTAATTGGCTATAAGAAACAAACTGACCC
S F Y R AL I AEVFIATTLTLT FTULYTITV ATV I G Y KIKOQTD P

ATGTGGTGGAGTTGGTATCTTGGGTATTGCATGGGCCTTTGGTGGCATGATCTTTATCCTTGTCTACTGCACTGCTGGTATCTCTGGTGGTCATATTAAT
c G GV 6 I L GI A WAVFGGGMTIU FIULV Y CTA ASGTI S G G HTIN

CCTGCTGTTACTTTTGGGCTGTTCTTGGCCAGGAAGGTGTCACTGATTAGGGCTGTAGCTTACATGGTGGCTCAGTGCTTGGGTGCAATCTGTGGTGTTG
P A VT F G L F L A RKV S L I RAVAYMVAOQOCTLSGA ATITCSGV G

GTTTGGTTAAGGCTTTTATGAAGAATCCTTACAACCGTCTAGGTGGTGGTGCTAACTCTGTGGCTTCTGGCTACAGCAACGGCACAGCTTTGGGGGCTGA
L V K A FM KNUZP Y NRULGSG G ANSVAS G Y S NGTA ATLG A E

GATCATTGGAACTTTTGTTCTTGTTTACACTGTTTTCTCTGCGACTGACCCTAAGAGAAGTGCACGTGACTCTCACGTTCCTGTTTTGGCTCCACTCCCA
I I 6 T F V L V Y TV F S A TJDP KRS ARUD S HV P VL AUPLP

ATCGGGTTTGCTGTATTTATGGTCCACTTAGCTACAATCCCCATCACTGGTACTGGTATTAACCCAGCCAGGAGCTTTGGAGCTGCTGTCATCTACAACA
I G F AV FMVYV HULA ATTIUZPTITGTGINUZP AR SV F G A AV I YNN

ATGACAAAGTGTGGGATGACCATTGGATTTTCTGGGTTGGACCTTTTGT TGGAGCACTGGCAGCAGCTGCATACCATCAATACGTACTGAGAGCAGCAGG
D K VWDDUHWTIV FWV G P F V G A LA AW AAYUH QY VL RAU- A G

CATCAAGGCCTTGGGATCTTTCCGTAGCAACCCTACCAACTAAAGGAAGAACCTTTCACCCCCAAAAGGAAAAATTGAAAAACAAAAAGCTTGTCTATCC
I K A L G S F R S NUP T N *

ATCCATTTGTTTGTTTGTTTTGTGTGTACGAGAGGATTATTATGATGACCCATTCCACTTCAATTTTAATCTTTCTTTTGTTAATTTAATTAATTTAGTA
GICTGGCTGTIGTATTATTTGTTATTGAGTAGTGGTACTGTTTITTCTTTCCTCTTITTCTTCTTATTATTGGTCTGTGCAGTGAAGAAAGAAATCTAATATA

TTTTCTCTTGACTCTTCAAAAAAAAAAAAAAAARAA

100
34

200
67

300
100

400
134

500
167

600
200

700
234

800
267

900
280

1000

1100

1035

Abb. 37: Vollstandige Sequenz des Inserts von pP5L mit offenem Leseraster fir RcPIP2-1

Die fur RcPIP2-1 codierende Nukleotidsequenz und deren abgeleitete AS-Sequenz sind grau hin-

terlegt. Start- und Stopcodons sind rot dargestellt. Am rechten Rand sind die Nukleotid- und AS-

Positionen angegeben (1 = Startcodon).
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Anhang

GTGCNCTGCCTCGCAGGCGAAGACCACAGCTCAGCGTTTGATCCAAAA -1
ATGCCGATCAGAAACATCGCCGTTGGCCATCCACATGAGGCGACTCAGCCCGACGCCTTAAAGGCGGCGTTGGCTGAGTTTATCTCAACTCTTATTTITTG 100
M P I R NI AV G HP HEATOQUPDA AL KA AA ATLA AETFTI S TULTITFV 34
TCTTCGCCGGAGAAGGTTCCGGTATGGCCTTTAACAAGCTCACCAACAACGGCGTAGCCACTCCTTCTGGTCTCGTGGCCGCCGCTATAGCTCACGCATT 200

F A G E G S G M AF NI KU LTNNGVATU?P S GGLV AAATIA AUHA ATF 67
CGCTCTTTTTGTTGCTGTCTCCGTTGGTGCAAACATCTCAGGTGGACATGTCAATCCTGCTGTCACCTTTGGTGCTTTCGTCGGCGGTAACATCACTCTT 300
A L F VAV S V G A NTI S G GHVNU®PAUVTTFGA AT FV G GNTITL 100
CTACGTGGTATTCTTTACTGGTTCGCTCAGCTTCTCGGCTCCACCGTCGCTTGCTTGCTTCTCAAGTTCAGTACCGGCGGTTTGACTACCTCAGCTTTCG 400

L R G I L Y WU FAQULULGSTVACTLTLTLI KT FSTGGULTT S A F A 134

CTCTATCCTCTGGAGTTGGTGTATGGAACGCATTTGTTTTCGAAATCGTGATGACCTTTGGACTTGTGTATACCGTATATGCAACTGCCGTTGATCCAAA 500

L s s GV GV WNAVF VF EI VMTUVF GLV YTV Y AT AVD P K 167
GAAGGGAAGTTTGGGAACAATTGCACCGATCGCTATCGGTTTTATCGTTGGTGCTAACATTTTGGCGGGAGGAGCATTCGACGGTGCATCAATGAACCCC 600
K 6 s L G T I AP I ATIGVF I V GANTIULWA AGTGA ATFUDGA A SMMNP 200
GCAGTGTCGTTCGGACCAGCTTTGGTCAGCTGGAGCTGGGAAAATCACTGGGTGTACTGGGCTGGGCCTTTAGTTGGCGGTGGGCTTGCTGGGCTTGTTT 700

A V S F G P ALV S WS WENUHWU VY WAGU PTULVG GG ULAGT LV Y 234

ATGAGTTCTTCTTCATCCACAGCACCCATGAGCAGCTCCCTACCACTGACTACTAAAAGATAACGGTGGTTGCGAGTGGATGGCATGAAGGTGGTGGCGG 800
E F F F I H S T H E Q L P T T D Y * 251
TGGCCACGCGGCTTTTCTTTCTCTGGTGTATTTATTTGTATCTCTTGAGGGTATTTTATTTATCCTGTTATTTAATCTGTAATCGTCGATCTTTGGTTTT 900

TCTTTTTCATCATTATCGATCCAAGGGTGTGATTTGTGTATTCTGATCCGGTTGTATTATTCTCATTTCAAGACATCCTATCGTCCCCGTATTTTCGCCT 1000

CAAAAAAAAAAAAAAAAAA 1009

Abb. 38: Vollstandige Sequenz des Inserts von pT4L mit offenem Leseraster fiir RcTIP1-1

Die fur RcTIP1-1 codierende Nukleotidsequenz und deren abgeleitete AS-Sequenz sind grau hin-
terlegt. Start- und Stopcodons sind rot dargestellt. Am rechten Rand sind die Nukleotid- und AS-
Positionen angegeben (1 = Startcodon).
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Abkurzungsverzeichnis

Acc. No.
AD
AEBSF
ahnl.

AP

Bp

BSA
bzw.

ca.
CaCl,
DEPC
DIG
DNA
DTT
EDTA
EGTA

gRNA
HC
HEPES
Hg™
Hz
i.d.R.
ident.
kD
MES
MMA
mRNA
NaC
NaHCO;
NaOAc
PBS
PCR
PMSF
PVDF
RNA
rRNA
SAP
SDS
sog.
SSC

Tris
u.a.
u.U.
usw.
uv
v.a.
z.B.
z.T.

dATP

Zugangsnummer am NCBI
destilliertes Wasser
4-(2-Aminoethyl)-benzolsulfonyfluorid
ahnlich

Alkalische Phosphatase
Basenpaar
Rinderserumalbumin
beziehungsweise

dCTP

circa

Kalziumchlorid
Diethylpyrocarbonat
Digoxigenin
Deoxyribonukleinségure
Dithiothreitol
Ethylendiamin-Tetraessigsaure
Ethylenglycol-bis(B-Aminoethylether)-Tetraessigsaure
dGTP

Gesamt-RNA

Salzséure
N-(2-Hydroxyethyl)piperazin-N’-(2-ethansulfonsaure)
Quecksilberionen

Hertz

In der Regel

identisch

Kilodalton
2-(N-Morpholin)ethansulfonsaure
Hefe-Minimalmedium
messenger-RNA
Natriumchlorid
Natriumhydrogenkarbonat
Natriumacetat

phosphate buffered saline
polymerase chain reaction
Phenylmethylsulfonylfluorid
Polyvinylidenfluorid
Ribonukleinsaure
Ribosomale RNA

shrimp alkaline phosphatase
Laurylsulfat
sogenannter/e/s

saline sodium citrat

dTTP

Tris Pufferan®

unter anderem

unter Umstanden

und so weiter

Ultraviolettes Licht

vor allem

zum Beispiel

zum Teil
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Abklrzungsverzeichnis

Physikalische/mathematische Parameter & Einheiten

~ ~ —
o

3 £ 3

min

mm
MPa
nm

OsM

Py

I'n
RT

~ w
<SS <7

AP
a4V
v 4
A%,

Yz

Alle Abkirzungen gelten fur Singular und Plural gleichermaBen.

Oberflache

Grad Celsius

Mikrometer

Tag

Erdbeschleunigung

Stunde

Hertz

Kilovolt
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mittlerer hydraulischer Leitwert
hydraulische Wasserleitféhigkeit
Meter

molar

volumetrische Extensibilitat
Minuten

Milliliter

Millimeter

Megapascale

Nanometer

osmolar

Zellturgor

osmotische Wasserpermeabilitat
allgemeine Gaskonstante
hydrodynamischer Radius
Raumtemperatur

Sekunden

absolute Temperatur
Temperatur

Zeit

Halbwertszeit hydrostatischer Druckrelaxationen
Volumen

molares Volumen von Wasser
kritischer Turgor (yield threshold)
Anderung des Zellturgors
Volumené&nderung

Gradient des Wasserpotentials
Gradient des osmotischen Potentials
Wasserpotential

osmotisches Potential
elastischer Modul

["/se]

[/ s*MPa]

[/ smea]

[/ s“MPa]

[MPa]
A
[Y/mor]
[nm]
[*C]

K]
[C]
[s]
[s]
[m°]
/ol
[MPa]
[MPa]
[m°]
[MPa]
[MPa]
[MPa]
[MPa]

[MPa]
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