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Zusammenfassung

Sexuelle Reproduktion in Bliitenpflanzen erfordert die Ausbildung eines Pollen-
schlauchs, der die immotilen Spermien zu dem weiblichen Gametophyten trans-
portiert. Pollenschlduche sind extrem polarisierte Zellen und aufgrund dieser
Eigenschaft und ihrer fundamentalen Bedeutung fiir die Reproduktion gelten
sie als wichtiges Modellsystem fiir die Untersuchung von polarem Zellwachstum
und Signaltransduktion. Reaktive Sauerstoffspezies (ROS), synthetisiert von
NAD(P)H-Oxidasen, sind bekannt als Regulatoren des Pollenschlauchwachs-
tums, jedoch ist deren genaue Funktion wihrend dieses Prozesses noch unklar.
In dieser Arbeit wurde die Funktion der pollenspezifischen NAD(P)H-Oxidasen
néher untersucht. Die Modellpflanze Arabidopsis thaliana verfiigt iiber zwei spe-
zifisch in Pollen exprimierte NAD(P)H-Oxidasen, RBOHH und RBOHJ. Durch
konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie konnte gezeigt werden, dass Fluoreszenz-
markierte RBOHH und RBOHJ in distinkten und iiberlappenden Plasmamem-
branregionen lokalisiert sind. Die Plasmamembranlokalisation von RBOHH und
RBOHJ war sensitiv gegeniiber dem Exozytose-Inhibitor BFA, was daraufhin
deutet, dass beide Enzyme wahrend des Pollenschlauchwachstums kontinuier-
lich rezykliert werden.

Funktioneller Verlust von RBOHH und RBOHJ in homozygoten Doppelmu-
tanten fiithrt zu einer erheblichen Verringerung der Fertilitéit, was durch einen
Defekt im ménnlichen Gametophyten verursacht wird. Pollen von rbohh rbohj-
Doppelmutanten kann zwar in vitro und in vivo keimen, jedoch kollabiert ein
Grofteil der Pollenschlauche wihrend der Elongation. Eine Analyse der Pollen-
schlauchwachstumsdynamik offenbarte signifikante Unterschiede zwischen WT-
und rbohh rbohj-Pollenschlauchen: Wahrend WT-Pollenschlduche mit gleich-
maéapiger Geschwindigkeit wachsen, oszilliert die Wachstumsgeschwindigkeit bei
rbohh rbohj-Mutanten. Durch Lebendzellanalyse der Exozytosedynamik konnte
gezeigt werden, dass diese Oszillationen durch ein Ungleichgeweicht zwischen
Zellexpansionsrate und Exozytoserate verursacht wird. Die Wachstumsoszilla-
tionen in rbohh rbohj gingen einher mit einer verstérkten Oszillation der intra-
zelluldren Ca?T-Konzentration, d. h. es besteht mit hoher Wahrscheinlichkeit
ein kausaler Zusammenhang zwischen Wachstum und Ca?*-Einstrom. Anhand
dieser Ergebnisse wird ein Modell vorgeschlagen, in dem ROS und Ca?* eine ein-
fache Riickkopplungsschleife konstituieren. Es wird postuliert, dass Wachstum
Ca?T-Einstrom induziert und damit ROS-Produktion aktiviert, wodurch wie-
derum das Wachstum gebremst wird. Die Amplitude der intrinsischen Wachs-
tumsoszillation wird dadurch verkleinert und das Wachstum stabilisiert. Die
hier vorgestellten Daten représentieren einen wichtigen Beitrag fiir das Ver-

stdndnis des polaren Zellwachstums.
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Abstract

Sexual reproduction in flowering plants involves the formation of a pollen tube,
an extremely polarized cell, which delivers the immotile male germ unit to the
female gametophyte. Pollen tubes have proven to be an excellent model system
for studying various aspects of polarized cell growth such as Ca?*- or small
GTPase-signaling. Reactive oxygen species (ROS) produced by NAD(P)H oxi-
dases have long been recognized as important factors during pollen tube growth,
however, their precise function during this process has remained largely un-
known.

In this work, the biological function of pollen-expressed NAD(P)H oxidases
was further explored. The model plant Arabidopsis thaliana has two pollen-
specific NAD(P)H oxidase isoforms, RBOHH and RBOHJ, which have overlap-
ping functions during pollen tube growth. Confocal laser scanning microscopy
of pollen tubes expressing fluorescently labelled NAD(P)H oxidases showed that
RBOHH and RBOHJ are located at overlapping and distinct plasma membrane
regions. Both enzymes were internalized after application of the exocytosis in-
hibitor Brefeldin A, albeit with different kinetics, indicating that RBOHH and
RBOHJ are continouusly recycled during pollen tube elongation.

Genetic loss of RBOHH and RBOHJ in homozygous double mutants severely
compromises plant fertility, which is caused by a male gametophytic defect. Al-
though rbohh rbohj double mutant pollen was able to germinate, the resulting
pollen tubes prematurely collapsed, significantly affecting fertilization. Using
kinematic analysis of growing pollen tubes, it is further shown that rbohh rbohj
pollen tubes have altered growth dynamics. Life cell imaging of exocytic dynam-
ics in growing pollen tubes revealed that these alterations are most likely caused
by an imbalance between the rate of cell expansion and the rate of exocytosis.
The enhanced growth oscillations of rbohh rbohj pollen tubes are accompanied
by growth dependent Ca?*-oscillations which do not occur in WT. Based on
these findings a model is proposed in which NAD(P)H oxidase produced ROS
and Ca?* comprise a simple feedback loop that dampens the amplitude of in-
trinsic growth rate oscillations thus stabilizing growth. These findings not only
elucidate the function of ROS during pollen tube growth, but have also profound

implications for other processes involving NAD(P)H oxidases.
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1 EINLEITUNG

1.1 Eine kurze Einfiihrung in die pflanzliche Reproduktion

Die sexuelle Reproduktion in Pflanzen ist gekennzeichnet durch den Wechsel zwischen
diploider vegetativer Generation (Sporophyt) und der haploiden reproduktiven Ge-
neration (Gametophyt). In Bliitenpflanzen ist die gametophytische Generation stark
reduziert, d. h. nach der Meiose durchlauft der Gametophyt nur wenige Mitosen. Der
weibliche Gametophyt (Embroysack) der Angiospermen entwickelt sich innerhalb des
sporophytischen Gewebes (entspricht der Bliite) und besteht in der Regel aus sieben
Zellen: Drei Antipoden, zwei Synergidzellen, eine Fizelle und die Zentralzelle. Der
ménnliche Gametophyt (das Pollenkorn) ist meist dreizellig, wobei die eine vege-
tative Zelle (die Pollenzelle) zwei generative Zellen (Spermien) enthélt. Die beiden
generativen Zellen befruchten die Ei- und Zentralzelle des weiblichen Gametophyten,

woraus sich anschlieffend Zygote bzw. Endosperm entwickeln.

1.2 Die Zellbiologie des mannlichen Gametophyten

Pflanzliche Spermien besitzen keine Flagellen und sind nicht selbstdndig motil. Um
zur weiblichen Fizelle zu gelangen bildet sich aus dem dreizelligen Pollenkorn ein
Pollenschlauch, eine extrem polarisierte Zelle, die tiber das Tausendfache des ur-
spriinglichen Pollenkorndurchmessers elongieren kann. Der Pollen keimt auf der Nar-
be des Fruchtblattes und der gebildete Pollenschlauch durchwéchst den Stylus und
das Ovarium um zu den dortigen weiblichen Gametophyten zu gelangen. Nach erfolg-
tem Kontakt mit den Synergidzellen des weiblichen Gametophyten werden die beiden
sich in dem Pollenschlauch befindlichen Spermien freigegeben und es kommt zur dop-
pelten Befruchtung. Aufgrund seiner fundamentalen Bedeutung fiir die pflanzliche
Reproduktion und seiner bemerkenswerten zelluldren Eigenschaften ist der Pollen-
schlauch mittlerweile eine wichtiges Modelsystem zur Untersuchung von Zell-Zell-
Kommunikation und polarem Zellwachstum in Pflanzen.

Abbildung 1.1 zeigt eine schematische Darstellung eines Pollenschlauchs, in der
die polare Unterteilung der Zelle in Apex, subapikale und distale Region gezeigt
wird. Die Elongation von Pollenschlauchen erfolgt durch Spitzenwachstum, weshalb
es in der apikalen und subapikalen Region zu einer Akkumulation von Transport-
vesikeln kommt, die neues Zellwand- und Zellmembranmaterial durch Exozytose an
der Spitze deponieren oder durch Endozytose {iberschiissiges Zellmembranmaterial
internalisieren (Chebli et al., 2013)). Diese invers kegelférmige Vesikelakkumulation

ist umgeben von einem Aktinkranz, einem Ring von kortikalen Mikrofilamenten, der
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Subapikale Region
methyliertes Pektin

S\
Apex .- .

demethyliertes 3,
Pektin N

Distale Region

Vegetativer Nukleus
Vakuole

Callose

Ca?* Gradient

Golgi-Apparat

Transportvesikel

Mitochondrien generative Nuklei

Aktinkranz alkalisches Band

Mikrotubuli Cellulose

Aktinfilament Callose-Ablagerung

Abb. 1.1: Schematische Darstellung eines Pollenschlauchs. Gezeigt sind die Unterteilung
des Pollenschlauchs in Apex, subapikale- und distale Region, sowie wichtige zellulire Kom-
ponenten. Die rote Schraffierung an der Pollenschlauchspitze korrespondiert mit dem Ca?*-

Gradienten wahrend die griin schraffierte Region dem alkalischen Band entspricht.

unter anderem verhindert, dass grofere Organellen (z.B Vakuole, Mitochondrien) in

die apikale Zone eindringen (Hepler et al.| 2013). Die Pollenschlauchspitze ist au-

ferdem gekennzeichnet durch den Calcium (Ca?*)-Gradienten, der durch apikalen
Ca?*-Einstrom aus dem Apoplast gebildet wird. An der Basis der subapikalen Re-
gion befinden sich zahlreiche Mitochondrien sowie die alkalische Bande, eine Region
mit hoher HT-ATPase-Aktivitit und dementsprechend relativ basischem pH
jO et al) 1999 |Cardenas et al., 2006). Entlang der distalen Region befinden sich
lange Aktinkabel, Mikrotubuli sowie die Vakuole und der vegetative Nukleus (Abb.
[1.1). Letzterer ist assoziiert mit den beiden Spermien (generative Nuklei). Wihrend

des polaren Wachstums verlangert sich der Pollenschlauch um ein vielfaches des ur-

spriinglichen Pollenkorndurchmessers. Periodische Callose-Depositionen trennen alte
Teile des Pollenschlauchs von der wachsenden Spitze ab, so dass sich das Zytoplas-
ma nicht iiber die gesamte Pollenschlauchldnge erstreckt, sondern auf den vorderen
Bereich des Pollenschlauchs beschriankt ist (Franklin-Tong) (1999).

Die Zellpolaritéit des Pollenschlauchs wird auch durch dessen Zellwandzusammenset-

zung reflektiert. Die Pollenschlauchspitze ist angereichtert mit hochverestertem (bzw.
methyliertem) Pektin (Chebli et al.,2012). Pektin-Methylesterasen(PMEs) demethy-
lieren das apikale Pektin, dabei werden negativ-geladene Carboxygruppen frei, wel-
che die Ca?*-vermittelte Quervernetzung der Pektinketten ermdglichen (Jiang et al.,
. Das demethylierte, quervernetzte Pektin befindet sich ebenso wie Callose und
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Cellulose im subapikalen Bereich und erstreckt sich tiber die distale Region (Chebli
et al), 2012)(Abb. [1.1)). Durch diese Verteilung entsteht ein Festigkeitsgradient mit
weichem, nachgebendem Zellwandmaterial (methyliertes Pektin) an der Spitze und
festem Material (demethyliertes Pektin, Callose und Cellulose) in der subapikalen
und distalen Region (Zerzour et al., 2009)).

1.3 Molekulare und biophysikalische Aspekte des Pollenschlauch-

wachstums

Polares Zellwachstum erfordert ein hochprizises Zusammenspiel zahlreicher mole-
kularer und biophysikalischer Faktoren, dazu zdhlen Ca’t- und, Zytoskelettdyna-
mik, Zellwandeigenschaften und Vesikeltransport (Cheung und Wul, |2008]). Die meis-
ten wahrend des Pollenschlauchwachstums messbaren Parameter, z. B. Wachstums-
geschwindigkeit, der Ca?*-Gradient, die subapikale NAD(P)H-Konzentration oder
Exozytoserate oszillieren oft mit gemeinsamer Periode aber phasenverschoben (Mes-
serli et al.2000; |Cardenas et al., 2006, [2008; McKenna et al., 2009)). Beispielsweise ist
die apikale Ca?T-Oszillation im Verhiltnis zur Oszillation der Wachstumsgeschwin-
digkeit leicht verzogert (Messerli et al., 2000)).

Der eigentliche Ursprung der Wachstumsoszillation wurde in den letzten Jahren kon-
trovers diskutiert. Das hydrodynamische Modell besagt, dass in wachsenden Pollen-
schlauchen der Turgor nicht konstant ist, sondern oszilliert und damit die Wachs-
tumsoszillation verursacht (Zonia und Munnik, 2011)). Hingegen wird im Zellwand-
modell postuliert, dass Verédnderungen der mechanischen Eigenschaften der Zellwand
fiir die Oszillation der Wachstumsrate verantwortlich sind (Winship et al., 2010]).
Ein moglicher Mechanismus dafiir ist die periodische Exozytose von neuem Zell-
wandmaterial am Pollenschlauchapex. Dabei wird methyliertes Homogalakturonan
(die Hauptkomponente von Pektin) in den extrazelluliren Raum gegeben, welches
von PMEs demethyliert wird. Die Demethylierung des Homogalakturonans expo-
niert Ca?T-Bindestellen, die mit den Ca?t-Bindestellen von lasttragendem, Ca’*t-
quervernetztem Pektin konkurrieren. Dadurch 16sen sich zunichst Ca?t-Querver-
netzungen, wobei die apikale Zellwand aufgeweicht wird und diese dem konstan-
ten Turgor nachgibt. Mit dem nun einsetzenden Wachstum werden auch die rest-
lichen Homogalakturonan-Molekiile durch Ca?*-vermittelte Quervernetzung in die
Zellwand inkorporiert. Die Ausbildung des Pektinnetzwerks versteift die Zellwand
und das Pollenschlauchwachstum wird verlangsamt (Hepler et al., 2013)).

Polar wachsenden Zellen wie Wurzelhaaren, Pollenschldauchen, Pilzhyphen oder Neu-
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ronen ist die Ausbildung eines Ca?*-Gradienten gemeinsam (Kater et al., [1988; Ra-
thore et al., 1991} |Schiefelbein et al., [1992; Kim et al., 2012)). In Pollenschlduchen
kann dieser apikale Ca?*-Influx u.a. die Aktivitit von Zytoskelett-modifizierenden
Enzymen oder Signaltransduktionskomponenten wie Ca?t-abhingigen Proteinkina-
sen zeitlich und rédumlich beeinflussen (Zhang et al., 2010; (Gutermuth et al., 2013
Zhao et al) 2013). Wie Ca?t dabei in die Zelle eindringt ist noch weitgehend un-
geklart. Zwar wurde gezeigt, dass Glutamat-dhnliche Rezeptoren (glutamate-like re-
ceptors, GLRs) als Ca?*-Kanile in Pollen funktionieren koénnen, deren Verlust hat
jedoch nur Auswirkung auf die zeitliche Komponente der Ca?*-Signatur und nicht
auf den Ca?t-Gradienten selbst (Michard et al.| 2011). Neben GLRs werden auch
zyklische Nukleotid-gesteuerte Kanéle (cyclic nucleotide-gated channels; CNGCs) als
mogliche Ca?*-Kanile fiir die Erzeugung des Ca?*-Gradienten gehandelt (Frietsch
et al., [2007]).

Aufgrund der Phasenverschiebung der Ca?T-Oszillation in Relation zur Wachstums-
oszillation postulieren zudem einige Autoren die Existenz von Streckungs-aktivierten
Ca?*-Kanilen (Dutta und Robinson, 2004; Hepler et al., 2012). Hierbei wire der zu-
sitzliche Ca?*-Einstrom wihrend der Ca?*-Oszillation eine Konsequenz von Wachs-
tums-induzierter Deformierung der Plasmamembran. Dieses Szenario impliziert, dass
der Ca?*-Gradient selbst nicht essenziell fiir das polare Zellwachstum ist. In Wurzel-
haaren konnte in diesem Zusammenhang gezeigt werden, dass Behandlung mit LaCls
(einem Ca?T-Kanal-Antagonisten) zwar die Ausbildung des Ca?*-Gradienten ver-
hindert, Wurzelhaarwachstum jedoch weiterhin stattfinden kann (Monshausen et al.|
2008). Die Autoren jener Studie schlussfolgern daher, dass die tibergeordnete Funk-
tion der Ca?T-Oszillation nicht die Initiation des Wachstums, sondern dessen Stabi-
lisation ist (Monshausen et al., 2008).

1.4 Biologie der reaktiven Sauerstoffspezies

Reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen species; ROS) wie Wasserstoffperoxid
(H202), Hydroxyl-Radikal (-OH) oder Superoxid-Anion-Radikal (O ~) werden als
toxische Nebenprodukte in aeroben Organismen durch Reduktion von molekularem
Sauerstoff produziert. In Mitochondrien werden beispielsweise Superoxid-Anion-Ra-
dikale an Komplex I und Komplex III der Elektronentransportkette gebildet (Raha
und Robinson), [2000). Unter physiologischen Bedingungen wird dieses O~ durch
zytosolische oder mitochondriale Superoxid-Dismutasen (SODs) in HoOq tiberfiihrt,

da O2'~ Enzyme mit Eisen-Schwefel-Clustern (z. B. die Succinat-Dehydrogenase
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und NADH-Ubichinon-Oxidoreduktase) inaktiviert und damit u. a. die Atmungs-
kette stort (Raha und Robinson, 2000). Das membrangéngige Wasserstoffperoxid
kann in Anwesenheit von Fe?* zum hochtoxischen Hydroxyl-Radikal (-OH) reagieren
(Fenton-Reaktion) (Raha und Robinson, [2000). Deshalb wird das durch Superoxid-
Dismutation gebildete HoO9 iiber den Glutathion-Ascorbat-Zyklus zu HoO reduziert
(Jimenez et al., [1997)).

In Chloroplasten werden unter Lichtstressbedingungen ROS in Form von Superoxid-
Anion-Radikalen am Photosystem I (PSI) bzw. in Form von Singulett-Sauerstoff
(!02) am Photosystem II (PSII) generiert (Asadal 1999; Triantaphylidés und Ha-
vaux, 2009). Wie in Mitochondrien miissen auch diese ROS detoxifiziert werden, was
im Falle des O~ durch die anschliefsenden Reaktionen des Wasser-Wasser-Zyklus
vermittelt wird (Asaday, [1999).

Ein weiteres, eng mit der Produktion von ROS verkniipftes Zellorganell ist das Per-
oxisom. Mehrere metabolische Funktionen, die in Peroxisomen préasent sind, fiihren
zur Produktion von ROS, so z. B. die $-Oxidation von Fettsduren, der Abbau von
Xanthin zu Harnséure und die Glykolat-Oxidase-Reaktionen der Photorespiration
(del Rio et al., 2003). Zur Entgiftung der produzierten ROS verfiigen Peroxisomen
neben dem Glutathion-Ascorbat-Zyklus zusétzlich iiber Katalasen, welche die Um-
wandlung von HoO9 zu HoO katalysieren (Nyathi und Baker) [2006).

Die unkontrollierte ROS-Produktion kann fatale Folgen fiir Biomolekiile haben, u.a.
durch Lipidperoxidation und Oxidation von Aminoséureresten in Proteinen (Rhoads
et al., 2006)). Inaktivierung von Eisen-Schwefel-Cluster-haltigen Enzymen durch Su-
peroxid-Anion-Radikal setzt reduziertes Eisen (Fe?*) frei, welches in Fenton-Reak-
tionen Hydroxyl-Radikale erzeugt (Benov, 2001). Hydroxyl-Radikale sind hochre-
aktiv und kénnen unter Generierung weiterer Radikale mit Proteinen, DNA und
Lipiden reagieren. Bei der Lipidperoxidation entstehen z. B. Lipid-Radikale (Farmer
und Mueller, 2013)). Dies ist der Ausgangspunkt eines katalytischen Zyklus, wobei
Lipid-Radikale unter Verbrauch von molekularem Sauerstoff Lipid-Peroxide erzeu-
gen, die wiederum iiber einen Fenton-Mechanismus weitere Fettsdurereste oxidieren
und erneut Lipid-Radikale erzeugen (Mano, [2012). Durch spontanen Abbau dieser
Lipidoxidationsprodukte entstehen reaktive Carbonylspezies, die Proteine und DNA

modifizieren konnen (Esterbauer et al., 1991).
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1.5 Die Funktion der NAD(P)H-Oxidasen

Trotz deren potenzieller Schidlichkeit fiir gibt es zelluldre Mechanismen, die ROS ge-
zielt erzeugen. Diese kdnnen als sekundére Botenstoffe in der Signalweiterleitung fun-
gieren, Zellwandeigenschaften als Antwort auf Pathogenangriff modifizieren oder di-
rekt gegen angreifende Mikroorganismen eingesetzt werden (Lamb und Dixon) (1997
Babior, |1999; Miller et al., [2009)). NAD(P)H-Oxidasen, deren priméres Produkt Su-
peroxid-Anion-Radikal (O2 ™) ist, gehoren zu den wichtigsten Produzenten von ROS
wahrend physiologischer Prozesse.

Die prototypische Saugetier-NAD(P)H-Oxidase ist ein Multienzym-Komplex, zuerst

identifiziert in Phagozyten, bestehend aus drei zytosolischen (p407HOX  p47PHOX

7PHOX) 2PHOX

und p6 und zwei membrangebundenen Untereinheiten (p2 und gp-

917HOX) Die im Ruhezustand getrennten Enzymkomponenten werden nach einem

7PHOX 441 einem mem-

entsprechenden Stimulus mit Hilfe des phosphorylierten p4
branassoziierten Komplex zusammengefiigt (El-Benna et al., [2009). Die integralen
Membranproteine gp917H#OX (auch als NOX2 bezeichnet) und p22P79X formen das
Heterodimer Flavocytochrom b558 (cyt b558), wobei gp917#0X die fiir die enzy-
matische Aktivitit wichtigen Co-Faktoren enthilt wihrend p22P7OX mit den iib-
rigen regulatorischen Untereinheiten (p40PHOX  pa7PHOX ynd p67PHOX) direkt
oder indirekt Interagiert (Leto et all |1994; Sumimoto et al., |1994, (1996} Groemping
und Rittinger} 2005). Die gp91779X Untereinheit enthilt sechs membranspannende
alpha-Helices und eine C-terminale zytosolische Doméne mit FAD- und NAD(P)H-
Bindestelle (Rotrosen et al.,[1992). Uber zwei Histidinpaare sind auferdem zwei Him-
gruppen in gp9177OX koordiniert, wodurch der Elektronentransport vom NAD(P)H
zum molekularen Sauerstoff iiber die Membran gewéhrleistet ist (Yu et al., |1998).

Die ersten genetisch identifizierten NAD(P)H-Oxidasen in Pflanzen wurde 1996 in
Oryza sativa (Groom et al., |1996) und 1998 in Arabidopsis thaliana beschrieben
(Keller et al., [1998; Torres et al., [1998). Die gefundenen Enzyme, genannt RBOHs
fiir resperatory burst oxidase homologue, wurden anhand ihrer Sequenzhomologie mit
gp91PHOX jdentifiziert und sind in Arabidopsis durch eine Genfamilie mit zehn Mit-
gliedern représentiert (Sagi und Fluhr, 2006]). Anders als in Sdugerzellen fehlen in

Pflanzen die {ibrigen regulatorischen Untereinheiten (p22P HOX “hggPHOX pg7PHOX

7PHOX) “jedoch verfiigen pflanzliche NAD(P)H-Oxidasen iiber eine hydrophile

und p6
N-terminale Region mit Ca?*-bindenen EF-Hinden (Keller et al., [1998)) (Abb. .

Auf diese N-terminale zytoplasmatische Doméne wirken mehrere posttranslationale
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Abb. 1.2: Schematische Darstellung einer pflanzlichen NAD(P)H-Oxidase. Gezeigt sind
die sechs membranspannenden Regionen (griin), die zwei komplexierten Fe?* (blau) sowie
die N-terminale regulatorische Doméne mit zwei EF-Hénden (grau) und potenziellen Phos-
phorylierungsstellen (rot). Die C-terminale katalytische Doméne enthélt den FAD-Cofaktor
(grau) fiir die Ubertragung der Elektronen (gelb) von NAD(P)H auf molekularen Sauerstoff.

Modifikationen, wodurch eine gezielte Aktivierung der NAD(P)H-Oxidase ermog-
licht, bzw. unkontrollierte ROS-Produktion verhindert wird. In HEK293 (human
embryonic kidney)-Zellen konnte zum Beispiel gezeigt werden, dass die Aktivitéat der
NAD(P)H-Oxidase RBOHC durch Ca?*-Bindung an die EF-Hiinde stimuliert wird
(Takeda et al., 2008)). Weiterhin befinden sich am N-Terminus konservierte Serin
(Ser)- und Threonin (Thr)-Reste, die z. B. nach Pathogenangriff Ca?*-abhiingig und
Ca®*-unabhingig phosphoryliert werden kénnen (Niihse et al., 2007; Dubiella et al.|
2013} [Kadota et all [2014} |Li et al. 2014). Fiir das Reisenzym OsRBOHB konnte
aukerdem gezeigt werden, dass dessen N-terminale regulatorische Doméne mit der
kleinen GTPase OsRACI interagiert und das Enzym dadurch aktiviert wird
et al.l 2007; Oda et al.,2010). Strukturdaten und FRAP (fluorescence recovery after
photobleaching)-Experimente deuten auferdem daraufhin, dass NAD(P)H-Oxidasen
in ihrem aktiven Zustand als Dimer vorliegen (Oda et al., 2010; Hao et all 2014).

Neben Protein-Protein-Interaktionen spielen auch die subzelluldre Lokalisation und
Endozytose eine wichtige Rolle in der Regulation der NAD(P)H-Oxidase-Aktivitét
(Takeda et al., [2008; Hao et al. 2014). Die Arabidopsis NAD(P)H-Oxidase-Isoform

RBOHD ist beispielsweise mit Lipidmikrodoménen (auch bekannt als Membrane

rafts) assoziiert. Diese Lipidmikrodoménen sind Sterol-reiche Membranregionen, die



1 EINLEITUNG

durch Assoziation mit unterschiedlichen Proteinen funktionelle Kompartimente in-
nerhalb der Plasmamembran definieren (Zappel und Panstruga;, 2008). Die Lokalisa-
tion von RBOHD innerhalb von Lipidmikrodoménen kénnte die Bildung RBOHD-
Dimeren erleichtern und damit indirekt deren Aktivitdt beeinflussen (Hao et al.l
2014]).

Die meisten pflanzlichen NAD(P)H-Oxidasen wurden im Kontext der biotischen und
abiotischen Stressantwort charakterisiert. In Arabidopsis nehmen dabei die beiden
Isoformen RBOHD und RBOHF eine Schliisselstellung ein, da beide Enzyme sowohl
an der Pathogenantwort als auch an der Schlieffung der Spalt6ffnungen nach Zugabe
von Abscisinsidure beteiligt sind (Torres et al., [2002; [Kwak et al., 2003)). Die eigent-
liche Funktion des Superoxid-Anion-Radikals bzw. des Wasserstoffperoxids, was in
beiden Féllen produziert wird, ist dabei nicht immer eindeutig (Torres et al., 2005
Siddique et al., 2014). Wasserstoffperoxid wird jedoch als mogliches systemisches
Signal sowohl in der biotischen als auch abiotischen Stressantwort gehandelt (Mil-
ler et al., |2009; Dubiella et al. |2013; [Suzuki et al., 2013). Es wird postuliert, dass
in der ROS-vermittelten systemischen Signalweiterleitung apoplastisches HoO2 lo-
kal am Ort der Stressperzeption (z.B Verwundung oder Pathogenangriff) produziert
wird und anschlieffend zu benachbarten Zellen diffundiert. Hier wird das HoOs iiber
einen noch unbekannten Mechanismus wahrgenommen, wodurch wiederum RBOH-
vermittelte ROS-Produktion induziert wird. Das ROS-Signal kann sich durch diesen
Mechanismus tiber die gesamte Pflanze ausbreiten (Dubiella et al., [2013;|Suzuki et al.|
2011]).

Neben ihrer Funktion wahrend verschiedener Stressantworten beteiligen sich einige
NAD(P)H-Oxidase Isoformen auch an pflanzlichen Entwicklungsprozessen. Die erste
identifizierte entwicklungsspezifische RBOH-Isoform ist die in Wurzeln exprimierte
RBOHC (Foreman et al.,2003)). Die initiale phanotypische Charakterisierung zeigte,
dass der funktionelle Verlust von RBOHC in der root hair defective2 (rhd2)-Mutante
die Elongation von Wurzelhaaren verhindert (Foreman et all [2003). Dies wurde
primér auf den Verlust des Ca?t-Gradienten in den Wurzelhaarspitzen zuriickge-
fithrt, wobei postuliert wurde, dass RBOHC-abhingige ROS-Produktion die Offnung
von Hyperpolarisations-abhingigen Ca?*-Kanilen stimuliert. Bemerkenswerterweise
konnte das in dieser Studie nur fiir das Hydroxyl-Radikal gezeigt werden, wahrend
Applikation von HoOs alleine keine Auswirkung auf den Ca?*-Einstrom hatte (Fo-
reman et al.| 2003). Unklar ist auferdem der kausale Zusammenhang zwischen dem

Verlust des Ca?*-Gradienten und des Wurzelhaarelongationsdefekts. Eine detaillier-
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tere Charakterisierung des rhd2-Phéanotyps zeigte, dass durch leichte Alkalisierung
des umgebenen Mediums (von pH 5 nach pH 6) das Wurzelhaarwachstum in rhd?2
wiederhergestellt werden kann (Monshausen et al., 2007). Gleichzeitig bilden diese
pH-, komplementierten* rhd2-Mutanten einen Wildtyp-ahnlichen Ca?*-Gradienten
aus.

Einen ersten Hinweis auf die molekulare Funktion von ROS wéhrend der Wurzelhaar-
entwicklung lieferte die Beobachtung, dass ein Grofsteil der rhd2 Wurzelhaare bei pH
5 platzten (Monshausen et all [2007; Macpherson et al., 2008). Die Bedeutung von
RHD2 (RBOHC) fiir die zellulédre Integritdt von Wurzelhaaren impliziert eine mog-
liche Funktion von ROS in der chemischen Modifikation von Zellwdnden. Dass diese
Funktion nicht nur auf Wurzelhaare beschrankt ist, macht die NAD(P)H-Oxidase-
Isoform RBOHF deutlich, die neben ihrer Rolle in der abiotischen und biotischen
Stressantwort fiir die Ausbildung des Casparischen Streifens in Wurzeln benotigt
wird (Lee et al., [2013). Der Casparische Streifen ist eine lignifizierte Zellschicht in der
Wurzelendodermis, der als Diffusionsbarriere dient. Das von RBOHF synthetisierte
Wasserstoffperoxid oxidiert in einer Peroxidase-katalysierten Reaktion Monolignol,
was Ligninpolymerisation und die Ausbildung des Casparischen Streifens zur Folge
hat (Lee et al., 2013).

Die Identifizierung und funktionelle Charakterisierung der Wurzelhaar exprimierten
NAD(P)H-Oxidase RBOHC deutete gleichzeitig auf eine dhnliche Funktion von ROS
wahrend der Pollenschlauchelongation hin, da beide Zellsysteme dhnliche Eigenschaf-
ten besitzen (Foreman et al. 2003; |Cole und Fowler, [2006). In der Tat wurde ge-
zeigt, dass pharmakologische Inhibition sowie RN Ai-vermittelter Gen-Deaktivierung
von Pollenschlauch-NAD(P)H-Oxidasen die Pollenschlauchelongation in Tabak (NVi-
cotiana tabacum) hemmt (Potocky et al., 2007). Dieser Effekt scheint zunéchst im
Einklang mit dem von Foreman et al. (2003) publizierten rhd2 (rbohc)-Phénotyp zu
sein. Aufgrund fehlender genetischer Daten ist die eigentliche Funktion der NAD(P)-

H-Oxidasen wihrend des Pollenschlauchwachstums noch véllig unklar.

10
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1.6 Zielsetzung

Reaktive Sauerstoffspezies produziert von NAD(P)H-Oxidasen sind essentielle Fakto-
ren in diversen biologischen Prozessen, z. B. wahrend der biotischen und abiotischen
Stressantwort sowie zahlreichen Entwicklungsprozessen. Dabei ist der Mechanismus,
durch den ROS diese Prozesse beeinflussen konnen, in den meisten Féllen unbekannt.
Ziel dieser Arbeit war, anhand der funktionellen Charakterisierung der pollenspezi-
fischen NAD(P)H-Oxidasen RBOHH und RBOHJ Erkenntnisse iiber die mdgliche
Funktion von ROS wihrend des Pollenschlauchwachstums in Arabidopsis thaliana
zu erlangen. Durch Analyse von T-DNA-Insertionsmutanten der entsprechenden Ge-
ne sollte einerseits der Einfluss der pollenspezifischen NAD(P)H-Oxidasen auf die
Fertilitat untersucht und andererseits die Rolle von ROS wihrend des Pollenschlauch-

wachstums naher beschrieben werden.

11
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2.1 Material
2.1.1 Pflanzenmaterial und Anzuchtbedingungen

Der Arabidopsis thaliana Okotyp Columbia-0 (Col-0) wurde in allen Experimenten
als Wildtyp (WT)-Kontrolle verwendet. Die in dieser Arbeit verwendeten Transfer-
DNA (T-DNA)-Insertionsmutanten wurden vom Nottingham Arabidopsis Stock Cen-
tre (NASC) bezogen (Tab. [1). Die rbohj-2 (SAIL_31_DO07)-Linie war im quartet
(¢grt)-Hintergrund (Preuss et al., 1994} [Sessions et al., |2002) und musste daher mit
Col-0 riickgekreuzt werden um potenzielle Auswirkungen auf die Pollenkeimungs-
rate auszuschlieften (Boavida und McCormickl, 2007). Die Identitdt der jeweiligen
Mutanten wurde tiber Genotypisierungs-PCRs (Polymerase Kettenreaktion) bestéa-
tigt. Die verwendeten Oligonukleotide fiir die T-DNA-und WT-Reaktionen sind in
Tabelle [7] aufgelistet. Fiir die Bestimmung der exakten Position des linken Endes
der T-DNA (left border) wurden PCR-Fragmente der T-DNA-Reaktionen aufgerei-
nigt und sequenziert. Die Pflanzen wurden auf Erde oder 1/2 Murashige und Skoog
(MS)-Medium (Tab. |3) unter Langtag-Bedingungen (16 h Licht und 8 h Dunkelheit)
bei 22 °C angezogen.

Tabelle 1: Verwendete Arabidopsis thaliana-Linien

Linie Betroffenes Gen/Verwendung Referenz
SALK 058170 (rbohh-1) At5g60100 Alonso et al.
(2003)
SALK 136917 (rbohh-2) At5g60100 Alonso et al.
(2003)
GK_787 E04 (rbohj-1) At3g45810 Rosso et al.| (2003)
SAIL 31 DO7 (rbohj-2) At3g45810 Sessions et al.
(2002)
ProUBQ10::YC3.6 Expression des Ca?t-Sensors YC3.6 Krebs et al.| (2012)
ProRBOHHG675bp::GUS Analyse der gewebespezifischen Expression Diese Arbeit
von RBOHH
ProRBOHH2kb::GUS Analyse der gewebespezifischen Expression Diese Arbeit
von RBOHH
ProLat52::mCherry Expression von mCherry in Pollen Diese Arbeit
ProLat52::mCherry-RBOHH Expression von mCherry-RBOHH in Pollen Diese Arbeit
ProLat52::mCherry-RBOHJ Expression von mCherry-RBOHJ in Pollen Diese Arbeit

ProRBOHHG675::YFP-RBOHH (CL) Komplementation der rboh-1 rbohj-2-Mutante — Diese Arbeit

13
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2.1.2 Bakterienanzucht und Bakterienstimme

FEscherichia coli (Tab. [2) wurde bei 37 °C in LB-Medium (Tab. |3 angezogen. Agro-
bakterium tumefaciens (Tab.[2]) wurde bei 28 °C in YEB-Medium (Tab. 3|) kultiviert.
Die verwendeten Antibiotika sind in Tabelle 4| aufgelistet.

Tabelle 2: Verwendete Bakterienstamme

Stamm Genotyp Verwendung
Escherichia coli F~, endAl, recAl, galE15, galK16, nupG, Klonierung
DHI10b rpsL, AlacX74, ¢80lacZAM15, araD139,

A(ara,leu)7697, mcrA,
A(mrr-hsdRMSmcrBC)A ™~

Agrobacterium
tumefaciens GV3101

pMPY0ORK, Rif", Gm", Kan”

Transformation von

Arabidopsis

Tabelle 3: Zusammensetzung der Medien

Medium Zusammensetzung Verwendung

LB-Medium 1,0 % (w/v) Trypton; 0,5 % (w/v) Anzucht von E. coli
Hefe-Extrakt; 1,0 % (w/v) NaCl; pH 7

YEB-Medium 0,5 % (w/v) Fleisch-Extrakt; 0,5 % (w/v) Anzucht von A. tumefaciens

Pepton; 0,5 % (w/v) Saccharose; 0,1%(w/v)
Hefe Extrakt; 2 mM MgSOy4, pH 7,2

1/2 MS-Medium 2,2 g/1 MS-Salz (Duchefa); pH 5,7 mit KOH Selektion von
einstellen BASTA-resistenten A.

thaliana

Tabelle 4: Verwendete Antibiotika

Name Konzentration Verwendung

Ampicilin 50 mg/ml Selektion von E. coli

Carbenicilin 100 mg/ml Selektion von A. tumefaciens
Gentamycin 15 mg/ml Selektion von A. tumefaciens
Kanamycin 50mg/ml Selektion von A. tumefaciens
Rifampicin 100 mg/ml Selektion von A. tumefaciens

14
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2.1.3 Materialien fiir Molekularbiologie

Tabelle 5: Verwendete Kit-Systeme

Name Hersteller Verwendung

GeneJET Plasmid Miniprep Kit Thermo Scientific ~ Plasmidaufreinigung

peqGOLD Gel Extraction Kit PeqLab Aufreinigung von DNA aus Agarosegelen
FastRNA PROTM BLUE KIT MP Biomedicals ~ RNA-Isolation aus Pollen

CloneJET PCR Cloning Kit Thermo Scientific ~ Klonierung von PCR-Fragmenten

Tabelle 6: Verwendete Enzyme

Name Hersteller Verwendung

Fast Digest® Restriktions Endonukleasen = Thermo Scientific =~ Klonierung

T4 Ligase Thermo Scientific ~ Klonierung

GoTaq Promega Standard-PCRs

Phusion® HF DNA Polymerase Thermo Scientific ~ Klonierungs-PCR

MMLV-Reverse Transkriptase Promega cDNA-Synthese

DNAse I Thermo Scientific = DNA-Degradation fiir cDNA-Synthese
Cellulase R10 Onozuka Zellwandverdau

Pektinase Sigma-Aldrich Zellwandverdau

2.1.4 Verwendete Antik6rper

Der MAC207-Antikérper (Carbosource Services, Complex Carbohydrate Research
Center, Athens, Georgia, USA) erkennt ein saures Trisaccharid (GlcAS [1->3]| GalA«a
[1->2] Rha), welches in Arabinogalaktan-Proteinen vorkommt (Yates et al., |1996).
Die chemische Struktur des JIM11 (PlantProbes, Paul Knox Lab, University of Leeds,
UK)-reaktiven Antigens ist unbekannt, jedoch bindet JIM11 an glykosyliertes Exten-

sin (Ribeiro et al., |2006). Fiir die fluoreszenzmikroskopische Detektion der Antikor-

perbindung wurde ein Alexa 488-konjugierter sekundérer anti-Ratte IgG Antikdrper

(Life Technologies®) verwendet.
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Tabelle 7: Verwendete Oligonukleotidprimer fiir Klonierung und Genotypisierung

Oligonukleotide

Sequenz (5 -> 3’)

Verwendung

rbohh SALK 058170 For
rbohh SALK 058170 Rev
rbohj SAIL31D07 For
rbohj SAIL31D07 Rev
rbohj GK787E04 For
rbohj GK787E04 Rev
GABI LB primer
SalkLbal

LB1 for Sail lines
RBOHH EcoRI For
RBOHH FL Smal Rev
RBOHJ EcoRI For
RBOHJ Smal Rev
ProRBOHHG675bp Ascl for
ProRBOHH Sacl rev
Ubiquitin assoc. For

Ubiquitin assoc. Rev

GAGCCTACTCAAGCAGCCG
CTTCGTACATGCTTGTTAAGTAG TTATGC
GAATCTCTTGGGAGCCAAGC
CTCCTAATGCTCTTATGTGAACGC
AAGGCGATAGTTCTGTGAAACAACC
TACCCAATGCTTCGTATACTTTTGC
ATATTGACCATCATACTCATTGC
TGGTTCACGTAGTGGGCCATC
TTTTCAGAAATGGATAAATAGCCT TGCTTC
CCGAATTCATGAAAAGTAACACTC CTACGG
AACCCGGGTTAAAAATTTTCCTTG TGG
CCGAATTCATGAAAAACAACAAAA AGGTTGG
ATCCCGGGTCAGAAATTCTCTTTG TGAAAAG
TTGGCGCGCCGATTTTGATTTTTG
AAGAGCTCAGTATTATTATTTATTC TTTCTCCGCC
AAGATGAAATCGAGAGACAAGAAG GTC
GCTACTTTTGCCCCACCATCATC

Genotypisierung von SALK 058170 und SALK 136917 und RT-PCR
Genotypisierung von SALK 058170 und SALK 136917 und RT-PCR
Genotypisierung von SAIL 31 D07 und RT-PCR

Genotypisierung von SAIL_31_DO07 und RT-PCR

Genotypisierung von GK 787 E04

Genotypisierung von GK 787 E04

Left border Primer GK-Linien

Left border Primer SALK-Linien

Left border Primer SAIL-Linien

Klonierung der RBOHH-CDS

Klonierung der RBOHH-CDS

Klonierung der RBOHJ-CDS

Klonierung der RBOHJ-CDS

Klonierung der stromaufwérts intergenischen Region von RBOHH
Klonierung von ProRBOHH in pXNS2 YFP-RBOHH
RT-PCR-Primer fiir Ladekontrolle

RT-PCR-Primer fiir Ladekontrolle

NHAQOH.LAW AN TVIHHLVIN ¢
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2.2 Methoden
2.2.1 Molekularbiologische Standardmethoden

Polymerase Kettenreaktion (PCR), Agarose-Gelelktrophorese, Restriktionsverdaue,
DNA-Aufreinigung und Plasmid-Ligation wurden nach den Protokollen beschrieben
in Molecular Cloning: A laboratory manual (Sambrook et al. [2001) und/oder mit
Hilfe von entsprechenden Kits durchgefiihrt (Tab. |5/ und Tab. @

2.2.2 Klonierungen

Promotor und Gensequenzen wurden iiber Phusion-PCR (Tab. @ von genomischer
DNA bzw. cDNA-Template amplifiziert, wobei an den 5-und 3‘-Termini Restrikti-
onsschnittstellen eingefiihrt wurden (Tab. [7)). Die PCR-Produkte wurden zunéchst in
pJetl.2/blunt (Thermo Scientific; Tab. |5) subkloniert und anschliefend komplett se-
quenziert. Das Reporter-GUS-Konstrukt basiert auf einem pl-ProCPK28::GUS Vek-
tor (Matschi et al.| [2013)), in welchem das ProCPK28-Fragment mit ProRBOHHG675
oder ProRBOHHZ2kb ausgetauscht wurde. Fiir die Expression in Pollenschlduchen
wurden die RBOHH und RBOHJ-Sequenzen iiber die neuen, durch PCR eingefiihr-
ten Restriktionsschnittstellen aus pJetl.2 ausgeschnitten und in den pXNS-Vektor
gebracht (Cao et al. 2010)). Der pXNS-Vektor wurde dafiir wie folgt modifiziert:
Die N-terminale Strep-Markierung wurde gegen eine mCherry-kodierende Sequenz
ausgetauscht und der Pro35S-Promotor mit ProLAT52 ersetzt (Twell et al., 1991]).
Fir das Komplementationskonstrukt wurde statt des mCherry ein YFP und statt
des ProLat52- ein ProRBOHH675-Fragment, jedoch das gleiche pXNS-Riickgrat ver-
wendet. Die in dieser Arbeit hergestellten und verwendeten Plasmide sind in Tabelle
aufgelistet.
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Tabelle 8: In dieser Arbeit hergestellte Plasmide

Name Verwendung

pJetl.2 RBOHH CDS Klonierungsvektor; enthilt komplette kodierende Sequenz
(CDS) von RBOHH

pJetl.2 RBOHJ CDS Klonierungsvektor; enthélt komplette kodierende Sequenz
(CDS) von RBOHJ

pJetl.2 ProRBOHH675 Klonierungsvektor; enthélt ein 675 bp umfassendes
RBOHH-Promotorfragment

pJetl.2 ProRBOHH2kb Klonierungsvektor; enthélt ein 2000 bp umfassendes
RBOHH-Promotorfragment

pl ProRBOHH675::GUS Vektor fiir Pflanzentransformation; enthalt
Promotor-Reportergen Fusion

pl ProRBOHH2kb::GUS Vektor fiir Pflanzentransformation; enthalt

Promotor-Reportergen Fusion

pXNS ProLAT52::mCherry-RBOHH Vektor fiir Pflanzentransformation; Expression von
mCherry-RBOHH in Pollen

pXNS ProLAT52::mCherry-RBOHJ Vektor fiir Pflanzentransformation; Expression von
mCherry-RBOHJ in Pollen

pXNS ProLAT52::mCherry Vektor fiir Pflanzentransformation; Expression von mCherry
in Pollen

pXNS ProRBOHH675::YFP-RBOHH  Vektor fiir Pflanzentransformation; Komplementation von
rbohh-1 rbohj-2

2.2.3 Pflanzentransformation

Die bindren pXNS-und pl-Konstrukte wurden iiber Agrobacterium tumefaciens-ver-
mittelte Transformation in Arabidopsis (Col-0) eingebracht. A. tumefaciens Uber-
nachtkulturen (in 200 ml YEB-Medium mit Rifampicin, Kanamycin, Gentamycin
und Carbenicillin bei 28 °C angezogen) wurden abzentrifugiert und in 200 ml 10 %
(w/v) Saccharoselosung mit 0,01 % (v/v) Silwet L-077 resuspendiert. Blithende Ara-
bidopsis-Pflanzen wurden anschliefend 2 — 3 Mal fiir 30 s in die Bakteriensuspension
gehalten und iiber Nacht in Plastikfolie eingepackt. Die resultierenden Samen wurden
als T1-Generation designiert und auf Erde ausgesét. Keimlinge im 2-Blatt-Stadium
wurden mit BASTA® (1:1000 Verdiinnt in HoO) bespriiht um Primértransforman-
den zu selektieren. Die Anzahl der inserierten T-DNAs pro unabhéngiger Linie wurde
iiber Segregationsanalyse der BASTA® Resistenz bestimmt. Dafiir wurden sterili-
sierte T2-Samen auf 1/2 MS-Festmedium (mit 1:1000 BASTA®) ausgelegt und das

Verhéltnis der iiberlebenden zu sterbenden Keimlingen bestimmt.
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2.2.4 RNA-Isolierung und RT-PCR

RNA wurde aus 4 — 6 Wochen-altem Pflanzenmaterial (Wurzel, Blétter, Bliiten)
mittels TRIsure-Reagenz (Bioline) und dem vom Hersteller empfohlenen Protokoll
isoliert. Fiir die Aufreinigung von RNA aus Pollen wurden zunéchst ca. 100 Bliiten in
2 ml Eppendorffgefiafien gesammelt und in 1 ml bidestillierten Wasser (ddH2O) fiir 1
min bei maximaler Intensitét gevortext. Die Pollen konnten anschliefend durch kurze
Zentrifugation (10 s bei 5000*g) am Gefafsboden gesammelt werden. Nach Entfernung
der Bliiten wurde das Pollenpellet in 1 ml FastRNA® Pro Blue-Losung (MP Biome-
dicals) resuspendiert und in ein 2 ml-Schraubdeckelgefdaf mit Lysis Matrix B (MP
Biomedicals) tiberfithrt. Der Zellaufschluss erfolgte durch Homogenisierung in einer
RETSCH®—SChWingmiihle fiir 10 min bei 30 Hz. Die weitere RNA-Aufreinigung wur-
de nach dem FastRNA® Pro Blue-Protokoll durchgefiihrt. cDNA-Synthese wurde
mit MMLV-reverser Transkriptase (Promega) und oligo-dT-Nukleotiden nach Her-
stellerangaben durchgefiihrt. Oligonukleotid Primer fiir die RT-PCR sind in Tabelle
[7 aufgelistet.

2.2.5 DNA-Isolierung fiir die Genotypisierung von Pflanzen

Blattmaterial (0,5 mm ) von Arabidopsis-Pflanzen wurde fiir die Genotypisierung
in 1,5 ml-Eppendorfgefafsen gesammelt und in 200 pul Edwards-Puffer (Edwards
et al., |1991)) homogenisiert. Der Extrakt wurde anschliefsend zur Zelllyse mit 10 pul
10 % [w/v] SDS behandelt und fiir 5 min bei 10000*g abzentrifugiert. Bei Genotypi-
sierungen von mehr als 50 Pflanzen wurden alle folgenden Aufreinigungsschritte in
einer 96-Well-PCR-Platte durchgefiihrt. Dabei wurden 75 pl des resultierenden Uber-
stands in ein einzelnes Well iiberfithrt und nach Zugabe von 75 ul 2-Propanol fiir
5 min bei 3000*g abzentrifugiert. Das DNA Pellet wurde in der 96-Well-PCR-Platte
mit 150 pl 70 % [v/v| Ethanol gewaschen und anschliefiend vollstandig getrocknet.
Die DNA wurde in 50 pl TE-Puffer (10 mM Tris, pH 8; 1 mM EDTA) resuspen-
diert und fiir 10 min bei 65 °C in einem Thermocylcer erhitzt. Fiir die anschliekende

Genotypsierungs-PCR wurden 2 pl DNA als Template eingesetzt.

2.2.6 Histochemische Analyse der Genexpression

Die gewebespezifische Genexpression von RBOHH wurde durch eine Promotor-GUS-
Fusion analysiert. Pflanzengewebe (Bliiten, Blatter, Stengel) von transgenen Arabi-
dopsis-Linien mit ProRBOHHG675::GUS- oder ProRBOHH2kb::GUS-T-DNA-Inser-
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tionen wurden in GUS-Farbelosung (50 mM Natriumphosphat-Puffer, pH 7,2; 0,2 %
[v/v] Triton X-100; 10 mM Kaliumferrocyanid; 10 mM Kaliumferricyanid; 1 mg/ml
X-Gluc [5-Brom-4-chlor-3-indolyl-5-D-glucuronsiure|) getaucht, kurz vakuuminfil-
triert und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Die Féarbelosung wurde anschlieffend ent-
fernt und mit 70 % (v/v) EtOH ersetzt. Das vollstéandig entfarbte Pflanzengewebe

wurde mit einem Nikon SMZ Stereomikroskop untersucht.

2.2.7 Pollenkeimung

Das in dieser Arbeit verwendete Pollenkeimungsprotokoll basiert mit wenigen Veran-
derungen auf der Prozedur beschrieben von Boavida und McCormick (2007). Frisch
gedffnete Bliiten wurden gesammelt und fiir 30 min in einer mit einem feuchten
Tuch abgedeckten 24er-Mikrotiter Platte inkubiert. Wéahrend der Inkubation wur-
de das in wvitro-Pollenkeimungsmedium frisch prépariert. Das Medium bestand aus
0,01 % (w/v) H3BOg, 5 mM CaCly, 5 mM KCI, 1 mM MgSOy, 10 % (w/v) Saccharo-
se 1% (w/v) Biozym® LE-Agarose, auf pH 7,5 eingestellt mit 1 M NaOH und wurde
unter stdndigem Riihren auf einem Heizriihrer erhitzt bis die Agarose vollstandig auf-
gelost war. Fliissiges Medium wurde als diinne Schicht auf Mikroskop-Objekttrager
pipettiert (0,5 ml — 1 ml). Fertige Objekttrager mit abgekiihltem Medium wurden
in quadratischen Petrischalen aufbewahrt. Um Austrocknung des Mediums zu ver-
hindern wurden die Petrischalen mit feuchten Labortiichern ausgelegt. Die Bliiten
wurden nun vorsichtig iiber das Medium gestrichen, wodurch die Pollen an der Ober-
fldche haften blieben. Mittels eines Stereomikroskops wurde dabei sichergestellt, dass
die Pollen auf der Oberflache gleichméfig verteilt waren. Fiir Lebendzellaufnahmen
wurden die Petrischalen bei konstanten 22 °C fiir 3 h inkubiert. Um die Keimungsrate
und Keimungsgeschwindigkeit zu erh6hen wurden in einigen Féllen die Petrischalen
bei konstanten 28 °C inkubiert (Boavida und McCormick, 2007). Die Beschleuni-
gung der Pollenkeimung war bei der NBT-Farbung und Quantifizierung der plat-
zenden Pollenschlduche kritisch, da fiir diese Experimente eine maximale Anzahl an
gekeimten Pollenschlduchen nach minimaler Inkubationszeit bendtigt wurde. Damit
wurde sichergestellt, dass ausreichend lebensfiahige Pollenschlduche analysiert wer-
den konnten. Die hoéhere Inkubationstemperatur hatte nur Auswirkungen auf die

Keimungsgeschwindigkeit und nicht auf die auftretenden Pollenschlauchphénotypen.
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2.2.8 Analyse der Pollenschlauchphinotypen

Der prozentuale Anteil an platzenden Pollenschlduchen wurde nach 4 h Pollen-
schlauchwachstum bei 28 °C mittels eines Nikon SMZ Stereomikroskops ermittelt.
Dafiir wurden iiber ImageJ (Schneider et al., |2012) die Anzahl der geplatzten Pol-
lenschlauche (Zytoplasma kreisformig um die Pollenschlauchspitze verteilt) und die
Gesamtzahl der Pollenschlduche bestimmt. Die Pollenschlauchwachstumsdynamik
wurde nach dreistiindiger Keimungsphase bei 22 °C untersucht. Dafiir wurden die
gekeimten Pollen auf dem festen Keimungsmedium mit 50 pl fliisssigem Medium der
gleichen Zusammensetzung iiberzogen und mit einem Deckglas bedeckt. Fiir die mi-
kroskopische Analyse des Wachstums wurde ein Nikon Eclipse 90i Mikroskop und ein
100x/1,3 NA Plan Fluor Olimmersionsobjektiv verwendet. Fiir die Analyse wurden
Pollenschlduche von ungefahr 100 — 150 pm Lange ausgewéahlt. Die Bewegungsdaten
wurden iiber eine Hamamatsu Digitalkamera (C4742-95) gesteuert iiber Volocity®
(PerkinElmer) aufgenommen. Die Bildrate betrug dabei zwischen 30 und 600 Bildern
pro Minute. Die resultierenden Bildserien der wachsenden Pollenschlauche wurden in
ImageJ in Kymographen umgewandelt oder iiber das Manual Tracking Plugin analy-
siert. Fir das Manual Tracking mussten wegen der geringen Bildauflosung (384 x 256
Pixel) die Bildserien reduziert werden (aus 30 Bildern/min wurden 15 Bilder/min),
da ansonsten keine adédquaten mittleren Wachstumsgeschwindigkeiten zwischen zwei
Zeitpunkten bestimmt werden konnten. Die resultierenden Wachstumskurven wur-

den nochmals gegléattet durch die Bildung eines gleitenden Mittelwertes von 5.

2.2.9 DPI-Behandlung

Fiir die Untersuchung der Wachstumsdynamik nach Diphenyleneiodonium (DPI)-
Behandlung wurden Pollenschlduche nach dreistiindiger Keimungsphase bei 22 °C
mit einer 100 uM DPI-Losung, prapariert in Pollenkeimungsmedium, {iberdeckt. Als
Kontrolle wurde statt DPI die entsprechende Menge Losungsmittel (6 mM DPI-
Stammlosung in DMSO) verwendet. Um die Langzeitwirkung der DPI-Behandlung
zu untersuchen, wurden nach dreistiindiger Keimungsphase die mit Pollenschlauchen
bedeckten Agaroseblocke mit einer Rasierklinge ausgeschnitten und vorsichtig in eine
24-Well Platte transferiert. Dadurch konnten die auf Festmedium wachsenden Pol-
lenschlduche mit 1 ml DPI-haltigen Medium (bzw. der DMSO-Kontrolle) vollstandig
bedeckt und fiir weitere 4 h inkubiert werden. Danach wurde die Fliissigkeit entfernt

und die Agaroseblocke konnten mit einem Stereomikroskop untersucht werden.
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2.2.10 NBT-Farbung

Das in Pollen und Pollenschlduchen produzierte Superoxid-Anion-Radikal wurde mit-
tels NBT (Nitroblau-Tetrazolium)-Farbung sichtbar gemacht. Pollen wurden fiir 4 h
bei 28 °C auf Festmedium gekeimt und wie oben beschrieben in 24-Well-Platten
transferiert. Die Agaroseblocke mit den Pollenschlduchen wurden mit NBT-Férbelo-
sung (5 mg/ml NBT, 7 % [v/v] DMF in fliissigem Keimungsmedium) iiberdeckt und
30 min bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. Die NBT-Férbelosung wurde anschlie-
fend entfernt und die Praparate wurden mit 70 % Methanol gewaschen. Bilder der
NBT-gefarbten Pollenschlduche wurden fiir die Quantifizierung der NBT-Férbeinten-
sitdt mit einem Nikon Eclipse 90i Mikroskop unter Verwendung eines 100x/1,3 NA
Plan Fluor Olimmersionsobjektivs und einer Hamamatsu Digitalkamera (C4742-95)
gemacht. Die Schwarz-Wei-Bilder wurden in ImageJ invertiert und nach Hinter-
grundsubtraktion wurde die Pixelintensitat innerhalb der Pollenschlauchspitze ge-
messen. Farbaufnahmen von NBT-geférbten Pollen und Pollenschlauchen wurden
mit einem Zeiss Axioplan Mikroskop, gekoppelt an eine Canon EOS Digitalkamera,

gemacht.

2.2.11 Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie

Fluoreszenzbilder wurden mit einem Leica TCS SP5 konfokalen Laser-Scanning-
Mikroskop (CLSM) aufgenommen. Die benutzten Anregungslichtquellen waren ei-
ne 405 nm Diode, ein Argon-Laser (458 nm, 488 nm und 514 nm; Laserstirke
bei 20 %) und ein Dioden-gepumpter Festkorperlaser (Ex. 568 nm) Die Exzita-
tions/Emissionsparameter waren dabei wie folgt: ECFP (Ex. 458 nm/Em. 475 —
500 nm), EYFP und cpVenus (Ex. 514 nm/Em. 525 — 550 nm), mCherry (Ex.
561 nm/Em. 580 — 630 nm), FM4-64 (Ex. 514 nm/Em. 580 — 630 nm), Propidi-
umiodid (Ex. 561 nm/Em. 600 — 680 nm), Alexa 488 (Ex.488 nm/520-550 nm)
und Anilin Blau (Ex. 405 nm/Em 500-530 nm). Die gleichzeitigen Aufnahme von
mCherry- und YFP-Fusionsproteinen wurde im sequenziellen Scanmodus durchge-
fiihrt. mCherry und YFP wurden dabei hintereinander mit den entsprechenden Wel-
lenldngen angeregt, was die Trennung der beiden Emissionen erheblich verbesserte.
Fiir die Beobachtung von Pollenschlduchen wurde ein HCX PL APO 63.0x/NA1.20
WATER UV Wasserimmersionsobjektiv verwendet. Bei groferen Priparaten (z. B.
bei der Anilinblaufarbung) wurde ein HC Plan FLUOTAR 10x/NA 0,3 Luftimmer-

sionsobjektiv benutzt.
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Fiir die Brefeldin A (BFA)-Behandlung wurden auf Festmedium wachsende Pollen-
schlauche mit 30 uM BFA (gelost Fliissigmedium der gleichen Zusammensetzung)
bedeckt (BFA-Stammlosung 5 mg/ml in EtOH). Bei Kontrollexperimenten wurde
eine dquivalente Menge Losungsmittel verwendet. Der Farbstoff FM4-64 (Synapto-
Red; Sigma-Aldrich) wurde ebenfalls in Flissigmedium gelost (die FM4-64 End-
konzentration entsprach 2,5 pg/ml). Nach Zugabe des Deckgldschens wurden die
BFA-behandelten, FM4-64-gefarbten Pollenschlduche mittels CLSM mikroskopiert.

2.2.12 Ca’*-Imaging mit Yellow Cameleon 3.6 und R-GECO

Yellow Cameleon 3.6 (YC3.6)-exprimierende WT- oder rbohh-1 rbohj-2-Pollenschlau-
che wurden nach einer Keimungsphase von 3 h mit einem Leica TCS SP5 Mikroskop
analysiert. Fiir maximale Signalausbeute wurde das Pinhole auf 600 ym (maximale
Grofe) gestellt. Dadurch ist keine Konfokalitdt mehr gegeben, was jedoch bei der
Bestimmung der intrazelluliren Ca?t-Dynamik nicht erforderlich ist. Die Abtastra-
te (Scangeschwindigkeit) lag bei 700 Hz mit einem Line-Average (Mittelwert aus
konsekutiv aufgenommenen Line-Scans) von zwei. Die Bildgroke betrug 256 x 256
Pixel bei einem 4x digitalen Zoom. Die Pollenschléuche wurden wie oben beschrieben
(Abschnitt 2.2.8) mit 50 ul Keimungsmedium und einem Deckglas bedeckt. YC3.6
wurde mit der 405 nm (bei 10 % bzw. 5 % Intensitéit) Diode angeregt bei gleichzei-
tiger Aufnahme der ECFP und cpVenus-Emissionswellenldngen. Die Aufnahmerate
betrug dabei entweder 30 Bilder- oder 300 Bilder pro Minute. Bildsequenzen der
ECFP, cpVenus und Hellfeld-Kanéle wurden von der Leica Software als avi.-Format
exportiert und iiber ImageJ analysiert. Zunéchst wurden die Bildsequenzen gefiltert
(Gaussfilter Grofe 3) um das Bildrauschen zu reduzieren. Fiir Generierung der cpVe-
nus/ECFP Ratiobilder wurde das RatioPlus Plugin verwendet (Palmer und Tsien,
2006)). Fiir den Vergleich zwischen intrazelluldrer Ca?*-Konzentration und Wachs-
tumsgeschwindigkeit wurde zunéchst die Verédnderung der Wachstumsrate mittels
Motion Tracking bestimmt. Danach wurde die jeweilige cpVenus/ECFP Ratio inner-
halb einer definierten ROI (Region of interest) in der Pollenschlauchspitze gemessen.
Die Messung der intrazelluliren Ca?t Dynamik mittels R-GECO wurde mit einem
Nikon Eclipse 90i Mikroskop und einem 20x/ 0,5NA Plan Fluor Objektiv durch-
gefiihrt. Eine Kurzbogen-Quecksilberdampflampe diente dabei als Lichtquelle. Fiir
die Aufnahme von R-GECO-Fluoreszenz wurde ein CY3.5 Filterset (Chroma®) mit
einem 565/30 nm Exzitations- und 620/60 nm Emisionsfilter verwendet. Die Auf-
nahmerate betrug 600 Bilder pro Minute.
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2.2.13 Anilinblau-Firbung

Entfarbtes Anilinblau wurde in 108 mM K3POy (pH 11) gelost (Anilinblau-Konzen-
tration 0,1 % [w/v]) und tiber Nacht bei 4 °C stehen gelassen. Danach wurde die
Losung durch Aktivkohle gefiltert und mit Glyzerin versetzt (Endkonz. 2 % [v/v]).
Emaskulierte Col-0-Bliiten wurden mit Col-0 oder rbohh-1 rbohj-2-Pollen bestéaubt
und nach 16 h mit Eisessig/EtOH (im Verhiltnis 1:3) fiir 2 h fixiert. Uber eine EtOH-
Serie (10 %, 50 %, 30 %, ddH20) wurden die Bliiten rehydriert und anschliefiend zum
Aufweichen iiber Nacht in 8 M NaOH inkubiert. Die Bliiten wurden danach zweifach
mit ddH2O gewaschen und mit entfarbtem Anilinblau gefarbt. Die Pollenschlauche
innerhalb des Fruchtblatts konnten nun durch konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie

sichtbar gemacht werden (siehe oben fiir verwendete Aufnahmeparameter).

2.2.14 Propidiumiodid-Farbung

Dynamische Zellwandexozytose wurde durch Propidiumiodid-Férbung und CLSM
visualisiert. Nach dreistiindiger Keimungsphase auf Festmedium wurden die Pollen-
schlduche mit 30 uM Propidiumiodid (PI) (gelost in fliisssigem Keimungsmedium)
bedeckt (50 pl). Bei der Analyse der Pl-gefarbten Pollenschlauche fiel auf, dass sich
ab einer bestimmten Lénge (ca. 150 pum) PI innerhalb der Zellen anreicherte. Da-
her wurden nur Pollenschlduche mit einer Ladnge von bis ca. 100 pm analysiert,
wobei hier das PI-Signal fast ausschlieklich extrazelluldr (bzw. assoziiert mit der
Zellwand) war. Die Scangeschwindigkeit betrug 700 Hz bei einem 8-fachen digitalen
Zoom und einer Bildgrofie von 256 x 256 Pixeln. Bilder wurden in 2 s- oder 5 s-
Inkrementen aufgenommen. Die Auswertung der PI-Signalintensitdt in Relation zur
Wachstumsgeschwindigkeit wurde wie oben beschrieben (Ca?*-Imaging, Abschnitt
2.2.12) durchgefiihrt.

2.2.15 In situ Detektion von Zellwandkomponenten

WT- oder rbohh-1 rbohj-2-Pollen wurden 4 h auf festem Keimungsmedium inkubiert.
Anschlieflend wurde der mit Pollenschlauchen bedeckte Block Festmedium (1 cm x
1 cm) ausgeschnitten und in eine 24-Well Platte gelegt. Die Pollenschlduche wurden
mit Formaldehyd fiir 1 h fixiert (4 % [v/v] Formaldehyd; 50 mM Pipes-Puffer, pH 6.9;
2 mM MgSOy4) und anschliefend dreimal mit PBS-Puffer (135 mM NaCl; 6,5 mM
NagHPOy; 2,7 mM KCI; 1,5 mM KHoPOy, pH 7,3) gewaschen. Fiir den Zellwand-

verdau wurden Pollenschléduche fiir 5 min mit Cellulase/Pektinase-Losung behandelt
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(2 % |w/v] Cellulase R-10 [Tab.[6]; 1 % [w/v]; 2 % [w/v| Pektinase [Tab.[6] in 15 mM
MES, pH 5,5; 400 mM Mannitol; 5 mM CaCly) und danach zweimal mit PBS-Puffer
und einmal mit 0,05 % (v/v) Triton X-100 in PBS-Puffer gewaschen. Unspezifische
Antikorperbindestellen wurden mit 3 % (w/v) Milchpulver in PBS-Puffer geblockt.
Die Pollenschlauche wurden danach {iber Nacht mit den priméren Antikérpern (1:10
verdiinnt in PBS-Puffer mit 1 % [w/v| Milchpulver) bei 4 °C inkubiert. Nach dreima-
ligem Waschen mit PBS-Puffer und 0,05 % (v/v) Triton X-100 wurde der sekundére
Antikérper (1:60 in PBS-Puffer) hinzugegeben. Nach 1 h bei Raumtemperatur wur-
den die Proben nochmals dreimal mit PBS-Puffer und 0,05 % (v/v) Triton X-100

gewaschen und anschliefend mittels CLSM analysiert.

2.2.16 Elektrophysiologie

Kationen- und Anionenstréme wurden mittels Zwei-Elektroden Spannungsklemme
(two-electrode voltageclamp; TEVC) analysiert. Dafiir wurden Mikropipetten aus
zwei Borosilikat-Glaskapillaren hergestellt, wie in [Becker et al.| (2004)) beschrieben.
Die beiden Mikropipetten wurden mit einer 3 M KCI-Losung befiillt und tiber Ag/Ag-
Cl-Drihte mit einem Mikroelektroden-Verstérker (TEC-05X, NPI Electronic GmbH)
verbunden. Spannungsklemmen-Protokolle wurden mittels PULSE-Software (HEKA-
Electronics) appliziert. Pollenschlduche wurden auf festem Keimungsmedium fiir
2 — 3 h inkubiert und anschliefsend mit Fliissigmedium derselben Zusammensetzung
iiberdeckt. Fiir elektrophysiologische Experimente wurde ein modifiziertes Medi-
um folgender Zusammensetzung verwendet: 1 mM MES, 1,6 mM HsBOj3, 1 mM,
5, 10 oder 20 mM K-Gluconat, pH 6,5 mit Tris HCl. Fiir die Messung der Anionen-
strome wurde das K-Gluconat mit CaNOs ersetzt. Osmolaritat wurde auf 370 mosmol*
kg~! (Vapor Pressure Osmometer 5520, Wescor, Vapro) with D(+)-Saccharose ein-
gestellt. Nach dem Einstich der Mikropipetten in die Pollenschlduche wurde zunéchst
das Membranpotenzial bestimmt um anschliefsend die Membranspannung auf Werte
zwischen -200mV bis +80 mV (in 20 mV-Inkrementen) zu klemmen und dabei die re-
sultierenden Stréme zu messen. Fiir die iontophoretische Injektion von Cs* wurde die
Mikropipette mit 300 mM CsCl gefiillt und ein positiver Strom von 0,01 nA bis 0,05
nA appliziert. Fiir die pharmakologische Inhibition der NAD(P)H-Oxidasen mittels

DPI und die fiir Behandlung mit HoO2 wurde ein Perfusionssystem verwendet.
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3.1 Identifikation pollenspezifischer NAD(P)H-Oxidasen

Das Genom der Modellpflanze Arabidopsis thaliana enthélt zehn fiir NAD(P)H-Oxi-
dasen-kodierende Gene (RBOHA-RBOHJ) (Abb.[3.1]A) (Sagi und Fluht} 2006)). Gen-
expressionsdaten basierend auf organspezifischen Microarrayanalysen zeigen, dass
zwei RBOH-Isoformen, RBOHH und RBOHJ, spezifisch in Pollen exprimiert sind
(Abb. B.IB) (Potocky et all, [2007)). Mittels reverser-Transkriptions-PCR (RT-PCR)
wurde dieses Expressionsmuster bestétigt (Abb. ) Weiterhin wurden strom-
aufwirts liegende DNA-Sequenzen von RBOHH (675 bp bzw. 2000 bp umfassend,
stromaufwérts vom Start-Codon) mit dem GUS-Reportergen (kodiert fiir die [-
Glucoronidase aus Escherichia coli) fusioniert um die gewebespezifische Expression
von RBOHH zu tiiberpriifen. Diese Promotor-Reportergenfusionen wurden durch
Agrobacterium tumefaciens vermittelte Transformation stabil in Arabidopsis-Pflanzen
(Col-0) integriert. Unterschiedliche Gewebe der resultierenden transgenen Linien
wurden mit dem chromogenen Substrat X-Gluc behandelt, wodurch die pollenspezi-
fische Aktivitdt des RBOHH-Promotors bestiitigt wurde (Abb. [3.2)). Die Promotor-
region von RBOHJ liefs sich zwar nicht klonieren, dennoch ist aufgrund der RT-PCR

Daten davon auszugehen, dass auch RBOHJ spezifisch in Pollen exprimiert wird

(Abb. ).
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Abb. 3.1: Phylogenie und gewebespezifische Expression der NAD(P)H-Oxidase-
kodierenden Gene in Arabidopsis thaliana. A) Das Arabidopsis-Genom enthélt zehn fiir
NAD(P)H-Oxidasen-kodierende Gene. Gezeigt sind die phylogenetischen Verhéltnisse zwi-
schen den Arabidopsis Enzymen (AtRBOHA — AtRBOHJ) und den Sdugetier-NAD(P)H-
Oxidasen (HsNOX2 und HsNOXS5) sowie den verwandten Eisenchelat-Reduktasen (AtFRO1
und AtFRO2). Die pollenspezifischen Enzyme RBOHH und RBOHJ sind in rot markiert.
Der gezeigte Stammbaum basiert mit wenigen Verédnderungen auf dem publizierten Stamm-
baum von Sagi und Fluhr (2006). B) In silico-Analyse der gewebespezifischen Expression
der RBOH-Genfamilie mittels Genevestigator. Die Heatmap zeigt das Expressionspotenzial
der einzelnen RBOH-Gene in verschiedenen Geweben. Das Expressionspotenzial ist ein Mafs
fiir die maximale Expression eines Genes und ist definiert als das Mittel der obersten 1 %
Signalwerte eines Microarray-Probesets {iber alle in der Analyse verwendeten Experimente.
Von mehr als 10000 hier ausgewerteten Microarray Datensétzen war demnach die hochste
Expression von RBOHH und RBOHJ in Pollenexperimenten detektiert worden.C) Rever-
se Transkriptions-PCR-Analyse der Genexpression von RBOHH und RBOHJ in Wurzeln,
Rosettenbldttern, Bliiten und Pollen. Das UB(Q associated-Gen wurde als Ladekontrolle ver-

wendet.
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Abb. 3.2: Promotor-GUS-Analyse der RBOHH-Expression. GUS-Farbung transgener Li-
nien mit ProRBOHH2kb (A und B) oder ProRBOHHG75bp C). Bei einer Stufe 10 — 11
Bliite (A) beschrinkt sich die GUS-Farbung auf die Antheren, wihrend bei Stufe 12 Bliiten
auch GUS-Farbung auf der Narbe sichtbar ist (B). Die GUS-Farbung auf der Narbe kommt
von den adhérierenden Pollen bei der Selbstbestdubung. Grofenbalken, 0,3 mm (A, B) und
0,1 mm (C).

3.2 Zellbiologische Charakterisierung von RBOHH und RBOHJ

Kritisch fiir die Funktion von NAD(P)H-Oxidasen ist deren subzelluldre Lokalisati-
on (Hao et al., 2014)), insbesondere im Hinblick auf die fiir Pollenschlduche typische
Zellpolaritét. Die subzelluldre Lokalisation von RBOHH und RBOHJ wurde anhand
transgener Arabidopsis-Linien untersucht. Diese exprimierten RBOHH oder RBOHJ,

die beide jeweils N-terminal mit dem Fluoreszenzproteinen mCherry (monomeric
Cherry, ein DsRed-Derivat) oder YFP (yellow fluorescent protein) fusioniert waren.
Mit Hilfe des pollenspezifischen ProLAT52-Promotors (Twell et al.,[1991)) oder eines

Fragmentes des RBOHH-Promotors wurden die rekombinanten Proteine in Pollen

und Pollenschlduchen exprimiert. Fiir die Lokalisationsexperimente wurde transge-
ner Pollen auf Keimungsmedium aufgetragen und nach 3 h Pollenkeimung und Pol-
lenschlauchwachstum mittels konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie analysiert. Das
stiarkste Fluoreszenzsignal in mCherry-RBOHH und mCherry-RBOHJ exprimieren-
den Pollenschlduchen konnte jeweils an der Zellperipherie innerhalb der subapikalen
Region beobachtet werden (Abb. , B). Dieses Signal korrespondiert mit hoher
Wabhrscheinlichkeit mit der Plasmamembran. Bei mCherry-RBOHH erstreckte sich
diese Region iiber 10-15 pm relativ zum Apex, wihrend das mutmafliche Plasma-
membransignal von mCherry-RBOHJ auch weiter distal vom Apex detektiert wurde
(bis zu 40 pm) (Abb. B.3A, B). Das intrazellulire mCherry-Signal, das in beiden
Féllen (mCherry-RBOHH und mCherry-RBOHJ) beobachtet werden konnte, setzt
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ProLAT52::mCherry-RBOHH

ProLAT52::mCherry-RBOHJ

ProLAT52::mCherry

Abb. 3.3: Subzellulire Lokalisation der NAD(P)H-Oxidasen RBOHH und RBOHJ.
A) Lokalisation von mCherry-RBOHH in wachsenden Pollenschlduchen. Pollen von
ProLAT52::mCherry-RBOHH-Linien wurde 4 h auf in vitro-Keimungsmedium inkubiert
und mittels CLSM analysiert. Die translationale Fusion von mCherry und RBOHH ist nicht
nur im Zytoplasma sondern auch an der subapikalen Plasmamembran lokalisiert. B) Neben
dem dominanten Plasmamembransignal in der subapikalen Region zeigt mCherry-RBOHJ
ein schwaches Signal in distalen (relativ zur Pollenschlauchspitze) Plasmamembranregionen.
C) Das Fluoreszenzprotein mCherry ist nur im Zytoplasma detektierbar. Grofenbalken,

10 pm.

sich vermutlich sowohl aus freiem mCherry als auch aus intrazellulér transportiertem
mCherry-RBOHH bzw. mCherry-RBOHJ zusammen (Abb. [3.3]A, B). Pollenschléu-
che, die als Kontrolle nur mCherry exprimierten, zeigten ausschliefslich ein gleichmé-
Riges Fluoreszenzsignal innerhalb Zelle (Abb. [3.3[C).

Um zu iiberpriifen, ob RBOHH und RBOHJ tatsédchlich in distinkten Plasmamem-
branregionen vorkommen, wurden YFP-RBOHH und mCherry-RBOHJ gleichzeitig
in einer Pflanze exprimiert. Die Co-Expression von YFP-RBOHH und mCherry-
RBOHJ bestétigte die distinkten und iiberlappenden subzelluldren Lokalisationen
beider Proteine (Abb. [3.4). Zeitrafferaufnahmen von wachsenden Pollenschlduchen
zeigen auferdem, dass die jeweiligen Plasmamembransignale von mCherry-RBOHH
und mCherry-RBOHJ der sich bewegenden Pollenschlauchspitze dynamisch folgen
(Abb. . Diese Beobachtung deutet daraufhin, dass beide Enzyme wéhrend des
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ProRBOHHG675bp::YFP-RBOHH

ProLAT52::mCherry-RBOHJ

Uberlagerung

Abb. 3.4: Co-expression von RBOHH und RBOHJ in wachsenden Pollenschlduchen. CLSM-
Aufnahme eines in witro wachsenden Pollenschlauchs. Die Expression von YFP-RBOHH
und mCherry-RBOHJ wurde durch ein RBOHH-Promotorfragment (ProRBOHHG675)
bzw. durch den pollenspezifischen ProLAT52-Promotor gesteuert. Die Uberlagerung der
YFP- und mCherry-Signale macht die RBOHH- und RBOHJ- spezifischen Plasmamem-

brandoménen sichtbar. Grofenbalken, 10 pm.

Wachstums kontinuierlich in die Plasmamembran integriert und iiber Endozytose
rezykliert werden. Zudem haben vorangegangene Studien gezeigt, dass Exo- und En-
dozytose einen fundamentalen Einfluss auf die Lokalisation von NAD(P)H-Oxidasen
in Wurzelhaaren haben (Takeda et al., |2008).

Mit dem Exozytose-Inhibitor Brefeldin A (BFA) wurde nun {iberpriift, ob die pol-
lenspezifischen NAD(P)H-Oxidasen einer stiandigen Rezyklierung unterliegen. BFA
hemmt die Exozytose jedoch nicht die Endozytose, wodurch man testen kann, ob
und in welchem zeitlichen Mafse bestimmte Proteine von der Plasmamembran en-
dozytiert und wieder rezykliert werden (Parton et al., 2001; Wang et al., 2005]).
Zunédchst wurden YFP-RBOHH exprimierende Pollenschlauche mit dem lipophilen
Farbstoff FM4-64 angeféarbt, wodurch die Plasmamembran selbst, sowie die Plasma-
membran-spezifische Lokalisation von YFP-RBOHH gezeigt werden konnte (Abb.
. Nach 20-miniitiger Behandlung mit 30 uM BFA wurde das Plasmamembran-
assoziierte YFP-RBOHH Fluoreszenzsignal nicht mehr detektiert (Abb. [3.6). Das
Plasmamembran-lokalisierte mCherry-RBOHJ war zu einem geringeren Mafe BFA-
sensitiv (Abb. , B). Der Zeitraffer verdeutlicht, dass nach BFA-Zugabe, das
Plasmamembransignal von YFP-RBOHH und mCherry-RBOHJ vom subapikalen

Bereich zum Apex wandert, wobei sich letzteres langsamer bewegt und nach 20 min
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ProLAT52::mCherry-RBOHH

ah
160's

60s  80s 120's 180 s

205

Os 40s 100 s 140s

Abb. 3.5: Dynamische Lokalisation von mCherry-RBOHH und mCherry-RBOHJ wéhrend
des Pollenschlauchwachstums. Montagen von Zeitrafferaufnahmen zeigen die Lokalisation
von mCherry-RBOHH und mCherry-RBOHJ in 20 s-Inkrementen. Beide Proteine folgen
der Pollenschlauchspitze wiahrend des Wachstums. Grofenbalken, 5 pm.

Kontrolle +30 uM BFA

Synaptored  YFP-
(FM4-64) RBOHH

Uber-
lagerung

Abb. 3.6: BFA-abhingige Internalisierung von RBOHH. Ein YFP-RBOHH exprimierender
Pollenschlauch wurde mit dem lipophilen Membranfarbstoff Synaptored (FM4-64) gegenge-
farbt und mit dem Exozytose-Inhibitor BFA behandelt. Nach 20 min ist mit 30 pM BFA das
Plasmamembran-lokalisierte YFP-RBOHH-Signal vollstdndig internalisiert. Grofenbalken,
20 pm
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noch nicht vollstdndig internalisiert ist (Abb. , B). Die rasche Internalisierung
der RBOHs nach BFA-Zugabe macht deutlich, dass auch pollenspezifische NAD-
(P)H-Oxidasen einer standigen Relokalisation unterworfen sind. Die BFA-abhéngige
Verschiebung des sonst subapikalen Fluoreszenzsignals in Richtung Apex zeigt, dass
die RBOHs in die subapikale Plasmamembran exozytiert und am Apex endozytiert
werden. Die unterschiedliche Lokalisation RBOHH und RBOHJ geht daher vermut-

lich auf Unterschiede in der Endozytose zuriick.

A

0 min 5 min 10 min 20 min
+ 30 uM BFA + 30 uM BFA + 30 uM BFA + 30 uM BFA

mCherry-  YFP-
lagerung RBOHJ RBOHH

Uber-

w

60 60 40

PM
60 ‘
40 40
4 20
2 20 20
0 0 0

012345678910 012345678910 012345678910 0123[45]678910
um

o o

Pixel Intensitat [AU]

Abb. 3.7: Verdnderung der RBOHH- und RBOHJ-Lokalisation nach BFA-Behandlung.
A) Ein YFP-RBOHH und mCherry-RBOHJ co-exprimierender Pollenschlauch wurde mit
30 uM BFA behandelt. Gezeigt ist die subzelluldre Lokalisation von YFP-RBOHH und
mCherry-RBOHJ in einem Pollenschlauch zum Zeitpunkt der Behandlung (0 min) sowie
5 min, 10 min und 20 min nach Zugabe von BFA. Beide Fluoreszenzsignale bewegen sich
nach BFA-Zugabe in Richtung Pollenschlauchspitze. B) Fluoreszenzprofile verdeutlichen die
Plasmamembranlokalisation von YFP-RBOHH (griin) und mCherry-RBOHJ (magenta) in
der durch die weifse Linie markierten Region (A). PM, Plasmamembran. Grofenbalken,

10 pm.
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3.3 Genetische Charakterisierung von rboh Einzel- und Doppelmu-

tanten

Um die Funktion der pollenspezifischen NAD(P)H-Oxidasen RBOHH und RBOHJ
in Arabidopsis zu untersuchen, wurden T-DNA-Insertionslinien charakterisiert. Diese
transgenen Arabidopsis-Linien enthielten T-DNA-Insertionen in den RBOHH- oder
RBOHJ-kodierenden Sequenzen (Abb. [3.8). Die entsprechenden Mutanten wurden
wie folgt bezeichnet: rbohh-1 (SALK 058170; enthélt eine Insertion in Intron 8),
rbohh-2 (SALK 136917; enthélt eine Insertion in Exon 10), rbohj-1 (GK787 _E04;
enthélt eine Insertion in Exon 1) und rbohj-2(SAIL 31 DO07; enthélt eine Inser-
tion in Intron 4). Bis auf rbohj-1 konnten fiir alle Mutanten homozygote Linien
mittels Genotypisierungs-PCR identifiziert werden. Die Nachkommen von selbst-
befruchteten, heterozygoten (-/-+) rbohj-1 hatten entweder ausschlieklich Wildtyp-
Allele (+/+) oder waren heterozygot (-/+) fiir die Insertion. Homozygote (-/-) Indi-
viduen konnten nicht gefunden werden. Demnach lag ein signifikanter Segregations-
defekt vor (n = 137, p < 0,001 in }2-Test) (Tab. @) In rbohh-2 (-/-) rbohj-1 (-/+)-
Doppelmutanten wurde zudem ein makroskopischer Phianotyp beobachtet (kleinere
Pflanzen, leicht gerollte Blatter), der mit der rbohj-1-Insertion co-segregierte (Daten
nicht gezeigt). Ob dieser dominante Effekt auf einer Fehlexpression einer funktionalen
RBOHJ basiert oder durch Fehlexpression eines angrenzenden Genes verursacht wird,
ist noch unklar. Unmittelbar stromauf- bzw. stromabwérts von RBOHJ (At3g45810)

rbohh-2
SALK_136917
e
rbohh-1
5 ATG. SALK 058170
AtRBOHH
At5g60100 3049bp 3410 bp
rbohj-1 rbohj-2
5.aTG, O 787_E04 SAIL_31_D07
AtRBOHJ i I
At3g45810
234 bp 2149 bp b

—_—

Abb. 3.8: Genstruktur von AtRBOHH und AtRBOHJ. Gezeigt ist die Intron/Exon zusam-
mensetzung mit der Lokalisation der T-DNA-Insertionen relativ zum Translationsstart. Ex-
ons und T-DNA-Insertionen sind dargestellt als schwarze Késten bzw. werden durch Dreiecke
angezeigt. Die Pfeilrichtung {iber dem Dreieck verdeutlicht die durch DNA-Sequenzierung
bestimmte Orientierung und Position der T-DNA-[eft border.
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Tabelle 9: Aufspaltung der rbohh- und rbohj-Allele in selbstbefruchteten Einzel- und Dop-

pelmutanten

Parentale Linie Homozygot Heterozygot Wildtyp FErwartete Aufspaltung  x2-Test

rbohj-1(-/+) 0 87 52 34: 68: 34 p < 0,001
rbohh-1(-/4) rbohj-2(-/-) 0 57 48 26: 53: 26 p < 0,001
rbohh-1(-/-) rbohj-2(-/+) 4 44 53 25: 51: 25 p < 0,001

befinden sich hauptsachlich Gene unbekannter Funktion, jedoch auch PHOTOTRO-
PIN1 (PHOT1; At3g45780), das fiir einen Blaulicht-Rezeptor kodiert, der u.a. in
der Wachstumsregulation eine Rolle spielt (Takemiya et al., 2005). Weiterhin ist zu
kléaren, ob das Fehlen einer homozygoten rbohj-1 auf einem gametophytischen Defekt
basiert.

Da fiir rbohj-1 keine homozygoten Individuen isoliert werden konnten, wurde in
dieser Arbeit hauptséchlich mit rbohh-1 und rbohj-2 gearbeitet. Weil es sich bei
beiden Allelen um Insertionen in Intronregionen handelt, wurde mittels RT-PCR
iiberpriift, ob die jeweiligen T-DNAs durch Spleifsen entfernt werden. RT-PCR, mit T-
DNA-flankierenden Oligonukleotid-Primerpaaren ergaben kein entsprechendes Pro-
dukt (Abb. 3.9A). Das bedeutet, dass die T-DNA bei der Transkription erhalten
bleibt. Damit wird mit hoher Wahrscheinlichkeit die Translation der fiir die Aktivitat
essentiellen C-terminalen katalytischen Doméne gestort. Es ist also anzunehmen, dass
es sich bei rbohh-1 und rbohj-2 um loss-of-function-Allele handelt. Beide Einzelmu-
tanten zeigten jedoch in Bezug auf Fertilisation und Produktivitit (z. B. die Anzahl
der Samen) keine auffilligen Defekte (Abb.[3.9B). Es wurden Doppelmutanten gene-
riert, um zu iiberpriifen ob RBOHH und RBOHJ teilweise tiberlappende Funktionen
wahrend der Pollenentwicklung ausiiben. Dadurch kénnten auftretende Defekte in
den Einzelmutanten von der jeweiligen intakten Isoform kompensiert werden. Die
Nachkommen der selbstbefruchteten F2-Generation, rbohh-1(-/+) rbohj-2(-/-) bzw.
rbohh-1(-/-) rbohj-2(-/+), zeigten einen signifikanten Segregationsdefekt, was einen
ersten Hinweis auf einen moglichen gametophytischen Defekt darstellte (Tab. E[)
Trotz des Segregationsdefektes konnten homozygote Doppelmutanten, rbohh-1(-/-)
rbohj-2(-/-), isoliert werden. Diese Pflanzen zeigten im Vergleich zum WT signifikant
verkiirzte Schoten und enthielten weniger Samen pro Schote (Abb. ) Im Ein-
klang mit der pollenspezifischen Expression beider Gene waren, mit Ausnahme der

Schoten, sporophytische Gewebe nicht betroffen (Abb. , D, E).
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A B

N 9 Schotenldnge [cm] Samen pro Schote
&\K\ 60\' o\’Q © O = =N P
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Col-0
—
AtRBOHH o rbohh-1 (/=) rbohj-2 (~I-) :
*
AtrBoH, rbohh-1 (+1-) rbohj-2 (/-)

rbohh-1 (=/-)
— —— e
UBQ assoc. rbohj-2 (~1-)

Col-0 rbohh-1 rbohj-2 Col-0 rbohh-1 rbohj-2

Abb. 3.9: Phénotypische Charakterisierung von rbohh-1 rbohj-2-Doppelmutanten. A) RT-
PCR-Analyse mit cDNA aus Col-0, rbohh-1- und rbohj-2-Pollen. Eine PCR mit T-DNA-
flankierenden Primern ergab kein Produkt in den jeweiligen Einzelmutanten. Das UBQ-Gen
wurde als Ladekontrolle verwendet. B) Fertilitdtsparameter in Col-0- und rboh-Einzel- und
Doppelmutanten. Schotenlénge und Anzahl der Samen pro Schote sind signifikant redu-
ziert in doppelt-homozygoten rbohh-1 rbohj-2-Mutanten. *** entspricht p < 0,001 in t-Test.
C) Gesamthabitus von rbohh-1 rbohj-2-Mutanten im Vergleich zum Wildtyp. D) Vergrofe-
rung der Bildausschnitte in (C). E) Bliitenhabitus ist nicht veréndert in rbohh-1 rbohj-2-

Mutanten. GréRenbalken, 1 mm.
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Um zu bestétigen, dass das Fehlen der pollenspezifischen NAD(P)H-Oxidasen diesen
Phéanotyp verursacht, wurde ein Komplementationsexperiment durchgefiithrt. Dafiir
wurde ein rekombinantes DNA-Konstrukt generiert, welches fiir ein N-terminal YFP-
markiertes RBOHH codiert, dessen Expression durch ein RBOHH -Promotorfragment
(ProRBOHHG75bp) kontrolliert wird. Uber A. tumefaciens vermittelte Transfor-
mation wurde dieses Konstrukt stabil in das Arabidopsis-Genom integriert, wobei
zwei unabhéngige transgene Linien mit Einzelinsertionen isoliert werden konnten
(CL#2 und CL#11). Es war notwendig das Komplementationskonstrukt zunéchst
in den rbohh-1(-/-)-Hintergrund zu bringen, da die homozygote Doppelmutante zu
wenig Samen produziert und die Transformationseffizienz durch A.tumefaciens ge-
ring ist. Nach mehrmaligem kreuzen der rbohh-1(-/-) CL-Linien mit der rbohh-1(-/-)
rbohj-2 (- /-)-Linie konnten durch Genotypisierung rbohh-1(-/-) rbohj-2(-/-) CL(-/+)-
Individuen isoliert werden (Abb. , B). Diese Pflanzen hatten WT-dhnliche Scho-
ten, demnach konnte der Schotenphénotyp durch die Expression von YFP-RBOHH
im rbohh-1(-/-) rbohj-2(-/-)-Hintergrund komplementiert werden (Abb. [3.10C).

Es wurden zudem Transmissionsanalysen durchgefiihrt, um zu {iberpriifen, ob der
Phénotyp der homozygoten Doppelmutante sowie der beobachtete Segregations-
defekt der rbohh-1(-/+) rbohj-2(-/-)- bzw. rbohh-1(-/-) rbohj-2(-/+)-Nachkommen
durch eine Fehlfunktion des ménnlichen Gametophyten verursacht wurde. Dafiir wur-
den rbohh-1(-/4) rbohj-2(-/-)- oder rbohh-1(-/-) rbohj-2(-/+)-Individuen mit WT-
Individuen reziprok gekreuzt und die Verteilung der jeweiligen T-DNA-Insertionen in
der resultierenden F1-Population analysiert. Im Falle der ménnlichen Transmission
war die gleichzeitige Weitergabe der rbohh-1- und rbohj-2-Allele signifikant reduziert
(Tab. [10). Die weibliche Transmission der rbohh-1- und rbohj-2-Allele war nicht be-
eintréichtigt (Tab.[L0). Jedoch zeigten rbohh-1(-/-) rbohj-2(-/+) CL(-/+)-Individuen,
d.h. Doppelmutanten mit dem Komplementationskonstrukt, eine erh6hte mannliche
Transmissionseffizienz (Tab. . Auferdem entwickelten sich aus rbohh-1 rbohj-2
Bliiten, die mit WT-Pollen bestdubt wurden, WT-artige Schoten (Abb. . Diese
Daten bestétigen, dass der rbohh-1 rbohj-2-Phénotyp durch einen Defekt im ménn-
lichen Gametophyten verursacht wird. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit der
pollenspezifischen Expression von RBOHH und RBOHJ. Zudem zeigt die erfolg-
reiche Komplementation des rbohh-1 rbohj-2-Phanotyps durch YFP-RBOHH, dass
die zuvor beobachtete subzelluldre Lokalisation der NAD(P)H-Oxidasen (Abb.
oben) den in vivo-Zustand darstellt und nicht durch die N-terminale Markierung

beeintrachtigt wird.
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Abb. 3.10: Komplementation des rbohh-1 rbohj-2-Phanotyps. A) Schematische Darstellung

des Komplementationsexperiments. B) Typisches Genotypisierungsexperiment mit WT- und

T-DNA-PCR Reaktion nebeneinander aufgetragen. Gezeigt sind Genotypsierungsergebnisse
von 3 Kreuzungsnachkommen (#21-#23) und Col-0 als Kontrolle. Die WT-Reaktion wur-
de mit T-DNA-flankierenden Primern durchgefiihrt dadurch ergab sich im WT eine Bande
nicht jedoch in Individuum #21, welches homozygot fiir rbohh-1 ist, das Komplementations-
konstrukt aber nicht trégt. Individuen #22 und #23 zeigen in der WT-Reaktion eine Bande,
die jedoch kleiner als beim WT ist. Da fiir die Klonierung von YFP-RBOHH Pollen cDNA

verwendet wurde, deutet dieses Ergebnis darauf hin, dass #22 und #23 das Komplemen-

tationskonstrukt tragen. C) Zwei unabhéngige Komplementationslinien zeigen WT-artige

Schotenléngen. Grofenbalken, 1 cm.
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Tabelle 10: Transmissionseffizienz der kombinierten rbohh- und rbohj-Allele

Mannlich x  Weiblich rbohh-1(-/+) rbohh-1(+/+) rbohh-1(-/+) Transmissions-
rbohj-2(-/+) rbohj-2(-/+) rbohj-2(+/+) Effizienz ( % )°

rbohh-1(-/+) rbohj-2(-/-) Col-0 47 41 - 114,6°

rbohh-1(-/-) rbohj-2(-/+) Col-0 46 - 39 117,9°

Col-0 rbohh-1(-/+) rbohj-2(-/-) 16 78 - 22,2¢

Col-0 rbohh-1(-/-) rbohj-2(-/+) 16 - 72 20,5¢

Col-0 rbohh-1(-/-) rbohj-2(-/+) CL#2 35 - 51 68,6%

Col-0 rbohh-1(-/-) rbohj-2(-/+) CL#21 40 - 19 50,6%

a, Transmisionseffizienz entspricht der Anzahl der (4 /-)(+/-) Individuen /Anzahl der (+/-)(+/+) Individuen *100 = TE

b, Abweichung von der erwarteten 1:1 Aufspaltung ist nicht signifikant (x2-Test)
¢, hochsignifikante Abweichung von der erwarteten 1:1 Aufspaltung (x2-Test)

d, signifikanter Unterschied zur nicht-komplementierten Linie (Fischer’s Exact-Test)

HSSINGHDYH €



3 ERGEBNISSE

rbohh-1 rbohj-2 Q  rbohh-1 rbohj-2
geselbstet

X
WT &

Abb. 3.11: Der Schotenphénotyp von rbohh-1 rbohj-2 wird durch den Pollen iibertragen.
Gezeigt ist eine rbohh-1 rbohj-2 Infloreszenz mit den typischen kurzen Schoten. Bestdubung

mit Wildtyp-Pollen (linker Pfeil) resultiert in Wildtyp-artiger Schotenlinge.

3.4 Charakterisierung des in wvivo Pollenschlauchwachstums von
rbohh-1 rbohj-2

Die genetischen Untersuchungen an der rbohh-1 rbohj-2-Doppelmutante deuteten
auf einen Defekt im méannlichen Gametophyten hin, jedoch blieb unklar, ob es sich
dabei um z. B. verringerte Pollenkeimung oder defektes Pollenschlauchwachstum
handelte. Direkte Lebendzellaufnahmen von Pollenschlauchen wiahrend der Befruch-
tung sind zwar prinzipiell méglich, erfordern jedoch einen betréchtlichen technischen
Aufwand (Cheung et al., 2010). Um Pollenschlauchwachstum innerhalb der Blii-
te zu visualisieren wurde daher Anilinblau verwendet. Anilinblau bindet spezifisch
an Callose, ein Polysaccharid aus -1 -> 3-verkniipften Glucose-Monomeren, wel-
ches in Pollenschlauchzellwédnden angereichert ist. Wildtyp-Bliiten wurden mit WT-
oder rbohh-1 rbohj-2-Pollen handbestdubt und nach 16 h Pollenkeimung und Pol-
lenschlauchwachstum der Anilinblau-Farbung unterzogen. Mittels konfokaler Laser-
Scanning-Mikroskopie wurden die Pollenschlduche innerhalb des Ovariums sichtbar
gemacht (Abb. ) Im Vergleich zum Wildtyp wurden bedeutend weniger rbohh-1
rbohj-2-Pollenschlduche innerhalb des Ovariums beobachtet, obwohl eine grofe An-
zahl die Narbe und den Griffel penetrieren konnten. Demnach scheint die Pollen-
keimung in rbohh-1 rbohj-2-Mutanten nicht fundamental betroffen zu sein. Fiir eine

genauere Aufklarung des in vivo Verhaltens von WT- und rbohh-1 rbohj-2-Pollen-
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schlauchen wurde eine begrenzte Handbestdubung durchgefiihrt. Hierbei wurden nur
vereinzelte Pollenkorner auf die Narbe aufgetragen, wodurch einzelne Pollenschlau-
che in der Anilinblaufarbung besser sichtbar wurden. Anders als WT-Pollenschlduche
erreichten rbohh-1 rbohj-2-Pollenschlauche nicht den unteren Bereich des Ovariums
(Abb. ), was auch durch die Verteilung der sich entwickelnden Samenanlagen
in selbstbefruchteten rbohh-1 rbohj-2-Bliiten reflektiert wird (Daten nicht gezeigt).

B vereinzelte Bestaubung
rbohh-1 rbohj-23 Col-08 rbohh-1 rbohj-23
X X X
Col-09 Col-09 Col-09

Abb. 3.12: In vivo Pollenschlauchwachstum. Emaskulierte WT-Bliiten wurden mit WT-
oder rbohh-1 rbohj-2-Pollen bestdubt. Nach 16 h wurden die bestdubten Bliiten fixiert und
mit Anilinblau gefarbt. Mittels konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie wurden die Pollen-
schlauche innerhalb des Fruchtblattes sichtbar gemacht. A) Gezeigt sind Z-Projektionen von
4 optischen Schnitten von Anilinblau-gefirbten Fruchtblittern. B) Vereinzelte Bestdubung
zeigt, dass weniger rbohh-1 rbohj-2-Pollenschlauche die unteren Regionen des Ovariums er-

reichen. Groftenbalken, 250 pm.
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3.5 Bestimmung der Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies

Die Detektion von reaktiven Sauerstoffspezies in lebenden Zellen ist technisch an-
spruchsvoll und jede der zu diesem Zeitpunkt bekannten Methoden hat Vor- und
Nachteile. Das primére Produkt der NAD(P)H-Oxidasen ist das extrazelluldre Su-
peroxid-Anion-Radikal, welches enzymatisch oder nicht-enzymatisch in Wasserstoff-
peroxid iiberfiihrt werden kann. Anders als Wasserstoffperoxid ist Superoxid nicht
membranpermeabel, deshalb erfordert eine direkte Messung der in vivo-NAD(P)-
H-Oxidase-Aktivitéat, die Detektion von extrazellulirem ROS. Gelost wurde dieses
Problem von Monshausen et al. (2007), die mit Hilfe eines BSA-konjugierten Fluo-
reszeinderivates (OxyBurst Green®) oszillatorische ROS-Produktion in wachsenden
Wurzelhaaren messen konnten. Durch die Kopplung an BSA ist OxyBurst Green®
nicht membranpermeabel und laut vorangegangener Studien und Herstellerangaben,
detektiert es spezifisch Superoxid-Anion-Radikale (Monshausen at al., 2007). Um
extrazellulare ROS-Produktion in lebenden Pollenschlauchen zu visualisieren wur-
de daher zunéchst OxyBurst Green® verwendet. Wachsende WT-Pollenschliuche
wurden mit OxyBurst Green® (gelost in Pollenkeimungsmedium) behandelt und
anschlieffend mittels CLSM untersucht. Im Gegensatz zu den bereits publizierten
Studien in Wurzelhaaren wurde hier jedoch kein Fluoreszenzsignal (weder extra-
noch intrazellulédr) detektiert (Daten nicht gezeigt).

Als Alternativimethode zur Detektion von Superoxid-Anion-Radikal wurde der Farb-
stoff Nitroblau-Tetrazolium (NBT) gewahlt. Die in situ-Superoxid-Detektion mittels
NBT wurde bereits 1983 von Doke beschrieben und hat sich seit dem als zwar krude
aber dennoch verldssliche Methode insbesondere in der Phytopathologie durchgesetzt
(Dokel 1983; 'Torres et al., [2005). NBT ist ein wasserlosliches Ditetrazoliumsalz, das
nach Superoxid-vermittelter Reduktion in das unlosliche, blduliche Formazan iiber-
fithrt wird (Berridge et al., |2005). Durch die Prézipitation des Formazan-Farbstoffs
kann Superoxidproduktion gewebespezifisch, oder im Fall von Pollenschlduchen und
Wurzelhaaren, subzellulér lokalisiert werden (Torres et al., 2005; |Jones et al., [2007).
Die NBT-Féarbung ist keine Lebendzellfirbung und erlaubt daher keine Riickschliis-
se auf die Dynamik der ROS-Produktion, sondern gibt nur die Stérke der ROS-
Produktion zum Zeitpunkt der Behandlung wieder.

Fiir die in situ Detektion von Superoxid in Pollenschlduchen wurden zunéchst WT-,
rbohh-1 rbohj-2- und rbohh-2 (-/-) rbohj-1 (-/+)-Pollen auf in vitro-Pollenkeimungs-
medium inkubiert. Nach 4 h Inkubation wurden WT- und rbohh-1 rbohj-2-Pollen-
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schlduche fiir 30 min mit NBT behandelt. Durch die Zytotoxizitdt der Farbelosung
verlieren nach der NBT-Behandlung alle Zellen ihre Lebensfahigkeit, was sich deut-
lich durch die Kondensation des Zytoplasmas zeigt (Abb. , B). Bei ungekeimten
Pollenkoérnern war die NBT-Féarbung auf kleinere Regionen konzentriert, was mogli-
cherweise auf die Initiationsstelle des sich bildenden Pollenschlauchs hindeutet (Abb.
3.13C)(Speranza et al., 2012). Bemerkenswerterweise zeigten auch rbohh-1 rbohj-2-
Pollenkérner dieses lokalisierte NBT-Signal (Abb. ) WT-Pollenschléduche ak-
kumulierten nach NBT-Behandlung das blauliche Formazanprazipitat an der Pollen-
schlauchspitze und im subapikalen Bereich. Intakte rbohh-1 rbohj-2-Pollenschlauche
zeigten nur eine geringe oder gar keine Férbung (Abb. B.I3[E, F; Abb. 3.14A, B).
Die geringe Farbung in der Pollenschlauchspitze und subapikalen Region zeigte, dass
Superoxidproduktion in rbohh-1 rbohj-2 zwar signifikant reduziert ist, jedoch stellt
sich die Frage der Herkunft des verbleibenden Superoxids, da weder RBOHH noch
RBOHJ prasent sind. Die positive Nettoladung des NBT ldsst den Farbstoff in die
Zelle diffundieren (Berridge et al., |2005), weshalb auch intrazellular gebildetes Su-
peroxid detektiert werden kann. Dieses kann beispielsweise als Nebenprodukt der
aeroben Respiration in den Mitochondrien gebildet werden (Turrens| [2003), welche
sich in Pollenschlduchen innerhalb der subapikalen Region befinden (Céardenas et al.|
2006)). Es ist daher moglich, dass das detektierte Superoxid in rbohh-1 rbohj-2-Pollen-
schlduchen intrazelluldren Ursprungs ist. Pollenschlauche von rbohh-2 (-/-) rbohj-1
(-/+)-Pflanzen zeigten ebenso eine signifikante Reduktion der Superoxidprodukti-
on (Abb. 3.14B). Die NAD(P)H-Oxidasen RBOHH und RBOHJ sind demnach die

wichtigsten Superoxid-produzierenden Enzyme in Pollenschlduchen.
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Unbehandelt NBT behandelt

Col-0

rbohh-1 rbohj-2

Col-0

rbohh-1 rbohj-2

Abb. 3.13: Die Detektion von Superoxid-Anion-Radikal mittels Nitroblau-Tetrazolium.
Pollen wurden zur Keimung auf in wvitro-Pollenkeimungsmedium inkubiert und nach 4 h
mit NBT geféirbt. A) Ein unbehandelter, wachsender WT-Pollenschlauch. B) Kondensati-
on des Zytosols nach NBT-Féarbung. C) Lokalisierte NBT-Farbung bei einem ungekeimten
Pollenkorn. D) NBT-Féarbung eines rbohh-1 rbohj-2-Pollenkorns. E) Ein elongierter WT-
Pollenschlauch mit dem typischen Formazan-Gradienten nach der NBT-Farbung. F) Ein

NBT-geféarbter rbohh-1 rbohj-2-Pollenschlauch. Grofenbalken, 5 pym (A, B) und 10 pm
(C-F).
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Abb. 3.14: Superoxidproduktion in rbohh-1 rbohj-2-Pollenschlduchen ist signifikant redu-
ziert. A) WT- und rbohh-1 rbohj-2-Pollenschliuche gefirbt mit NBT. Grofenbalken, 5 pm.
B) Quantifizierung der NBT-Fiarbung in WT und rbohh rbohj-Pollenschlauchen. Die NBT-
Férbeintensitét ist signifikant reduziert in rbohh rbohj-Doppelmutanten. Das Balkendia-
gramm gibt die Pixelintensitdt innerhalb der Pollenschlauchspitze in willkiirlichen Einhei-
ten wieder (arbitrary units [AU]). *** p < 0,001 in Dunn’s post hoc-Test nach Kruskal
Wallis-Test (n > 120).

3.6 Phanotypische Charakterisierung der rbohh-1 rbohj-2-Pollen-

schlauche

Die mikroskopische Auswertung der NBT-Féarbung zeigte, dass ein Grofsteil der
rbohh-1 rbohj-2-Pollenschlauche an der Spitze geplatzt waren, wodurch sich das Zy-
toplasma ringférmig um die Pollenschlauchspitze verteilte (Abb. , B). Das Pol-
lenschlauchplatzen wurde nach 4 h Inkubationszeit auf Pollenkeimungsmedium bei
50 % der gekeimten rbohh-1(-/-) rbohj-2(-/-) und bei 25 % der gekeimten rbohh-2
(-/-) rbohj-1 (-/+)-Pollenschlauche beobachtet (Abb. ) Ahnliche Phénotypen
wurden bereits in fritheren Studien beschrieben. Der Verlust der Pollen exprimier-
ten Pektin-Methylesterase VANGUARDI fiihrt beispielsweise zu verfrithtem Pollen-
schlauchplatzen, was auf eine Verringerung der Ca?f-vermittelten Quervernetzung
und Verfestigung von Pektin zuriickzufiihren ist (Jiang et al., 2005). Die chemischen
Eigenschaften von Zellwandkomponenten sind demnach kritisch fiir die Erhaltung
der zelluldren Integritit, daher konnte der rbohh-1 rbohj-2-Phanotyp auf einen mdog-
lichen Defekt in der Zellwandverfestigung hindeuten. Die Zellwandelastizitdt bzw.
Viskositéat hat wiederum Einfluss auf die Dynamik des polaren Zellwachstums. Zum

Beispiel werden die fiir Pollenschlduche typischen Oszillationen in der Wachstums-
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Abb. 3.15: Mikroskopische Charakterisierung des rbohh-1 rbohj-2-Phinotyps. A) Auf in
vitro-Keimungsmedium wachsende Col-0-Pollenschléduche. B) rbohh-1 rbohj-2-Pollenschléu-
che platzen wahrend der Elongation. Weifse Pfeilspitzen deuten auf geplatze Pollenschlauche.
GroRenbalken, 0,1 mm. C) Anteil der geplatzen Pollenschlduche nach 4 h Inkubation auf in
vitro-Pollenkeimungsmedium. Fehlerbalken représentieren die Standardabweichung aus drei
Experimenten mit jeweils mindestens 300 Pollenschlduchen. *** p < 0,0001 in Fisher’s

exact-Test.

geschwindigkeit durch periodische Veréinderungen der Zellwandelastizitét verursacht
(Winship et al., [2010)).

Um die Wachstumsdynamik von rbohh-1 rbohj-2-Pollenschlauchen zu untersuchen,

wurden Zeitrafferaufnahmen gemacht, wobei das Pollenschlauchwachstum bei einer

Aufnahmerate von 30 Bildern pro Minute festgehalten wurde. Die resultierenden

Bildserien wurden mit dem Programm ImageJ (Schneider et al., 2012) in Kymo-

gramme umgewandelt. In den generierten Bewegungskymogrammen représentiert
jeder Pixel in der x- bzw. y-Dimension Distanz und Zeit, dabei wird die Verdnde-
rung der Position der Pollenschlauchspitze iiber die Zeit als diagonale Kante sicht-
bar (Abb. B.16JA). Die glatte Kante im WT-Kymogramm zeigt, dass die Wachs-
tumsgeschwindigkeit des WT-Pollenschlauchs kaum fluktuiert (Abb. ) In dem
rbohh-1 rbohj-2 Wachstumskymogramm deutet die gezackte Kante jedoch auf re-
gelméfige und starke Fluktuation in der Wachstumsrate hin (Abb. 3.16C). Mittels
Manual Tracking wurde als néchstes die Verdnderung der Wachstumsrate iiber die
Zeit quantifiziert. Die Wachstumsrate von WT-Pollenschlduchen war typischerwei-
se zwischen 0,05 pm/s und 0,1 pm/s, wahrend rbohh-1 rbohj-2-Pollenschlauche auf
weit hohere Wachstumsraten beschleunigten (bis tiber 0,2 pm/s) um anschliefend
abrupt stehen zu bleiben, gefolgt von erneuter Beschleunigung (Abb. [3.17A). Aller-
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Abb. 3.16: Analyse der Wachstumsdynamik von WT- und rbohh-1 rbohj-2-Pollenschlau-
chen. A) Generierung eines Kymographs mit Hilfe von ImageJ. Die Bewegungsdaten werden
als Bilderstapel (Image stack bzw. Film) in ImageJ geladen. Danach wird die Bewegungs-
achse des Pollenschlauchs mit einer segmentierten Linie nachgezeichnet (magenta). ImagelJ
legt die segementierten Linien aus jedem einzelnen Bild des Bilderstapels iibereinander (gel-
ber Pfeil entspricht der Zeit). Im Kymograph (B und C) entspricht damit jedes Pixel in
der y-Dimension 2 s, da die Zeitserien mit einer Bildrate von 30 Bildern pro Minute auf-
genommen wurden. B) Typischer Kymograph eines wachsenden WT-Pollenschlauchs. Die
Abbildung entspricht 5 min kontinuierlichem Wachstums. Die diagonale Kante ist die sich
stetig fortbewegende Pollenschlauchspitze. C) rbohh-1 rbohj-2-Pollenschlduche zeigen eine
verdnderte Wachstumsdynamik. Die gezackte Linie verdeutlicht, dass der Pollenschlauch
nicht stetig wéchst sondern kurze Phasen der Beschleunigung und des plétzlichen Anhaltens

aufeinander folgen.

dings war die Frequenz dieser Oszillation nicht stabil, sondern erhéhte sich mit der
Zeit, wobei die Amplitude gleichzeitig sank (Abb. ) Bei rbohh-1 rbohj-2-Pol-
lenschlauchen konnten daher zwei distinkte Wachstumsphasen unterschieden werden:
Wachstumsoszillationen mit niedriger Frequenz und hoher Amplitude sowie Wachs-
tumsoszillationen mit hoher Frequenz und niedriger Amplitude (Abb. ) Die
mittlere Wachstumsgeschwindigkeit war bei Hochfrequenz-Wachstumsoszillationen
von rbohh-1 rbohj-2-Pollenschlauchen im Vergleich zum WT signifikant erhoht (Abb.
, C). Die detaillierte Analyse der Wachstumsdynamik erméglichte es rbohh-1
rbohg-2-Pollenschlauche (15 von insgesamt 45 Aufnahmen) kurz vor bzw. wéihrend
des Platzens zu beobachten. Diese zeigten vor dem Kollaps fast ausschliefslich Hoch-
frequenz-Wachstumsoszillationen, weshalb hier die mittlere Wachstumsrate signifi-
kant erhoht war. Die mittlere Wachstumsgeschwindigkeit von WT-Pollenschlauchen
betrug 0,091 pm/s (Stabw.: 0,016; n = 16) wihrend die Wachstumsgeschwindigkeit
vor dem Kollaps bei rbohh-1 rbohj-2-Pollenschlauchen 0,153 pm/s (Stabw.: 0,038;

n = 15) betrug. Zusammengenommen deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass der
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Verlust der zelluldren Integritdt nicht unmittelbar mit geringerer Zellwandfestigkeit
zusammenhéangt. Vielmehr impliziert die Korrelation von Pollenschlauchkollaps und
Hochfrequenz-Wachstumsoszillationen, dass hier die verdnderte Wachstumsdynamik
von rbohh-1 rbohj-2 die entscheidende Rolle spielt.

A

Col-0
rbohh-1 rbohj-2 ===

Hohe Amplitude

0.25+
0.204

0.154 l
0.104
0.054
000

100 150 200 250 300 350 400

Niedrige Amplitude
c Bestimmung der maximalen

Q
g
= 025- & mittleren Wachstumsrate
2 0.204 l =
© 0.15 g
@ = 0.20_
= 0.10 o *kk
S 005 -
o o.oo — . 5 0.15]
S 100 150 200 250 300 350 400 g
= 0.25 5 010
0.20 5
0.15 S 0.05
0.10 =
0.05 P
o.oo . - 0.00.
100 150 200 250 300 350 400 \,0 9
P N\
Zeit [s] {00
A
6(\‘(\
I\

Abb. 3.17: Quantitative Auswertung der Pollenschlauchwachstumsdynamik. A) Verénde-
rung der Wachstumsrate iiber die Zeit. Gezeigt sind Bewegungsdaten von jeweils drei WT-
und drei rbohh-1 rbohj-2-Pollenschlauchen, aufgenommen iiber einen Zeitraum von min-
destens fiinf Minuten. Die mittlere Pollenschlauchwachstumsrate zwischen 4 s-Inkrementen
wurde mittels des ImageJ Manual Tracking Plugins bestimmt. Die geringe Auflésung der
original Bildsequenzen verursachte erhebliches Rauschen in den resultierenden Wachstums-
kurven, weshalb diese mittels eines gleitenden Mittelwertes von 5 Datenpunkten gegléttet
wurden. Insbesondere bei den rbohh-1 rbohj-2 Wachstumskurven wird dadurch die Am-
plitude der Ostzillationen verringert. Der schwarze Pfeil deutet jeweils auf den Zeitpunkt
bei dem die rbohh-1 rbohj-2-Pollenschlauche platzen. B) Kymograph eines rbohh-1 rbohj-2-
Pollenschlauchs mit den zwei Wachstumsphasen. C) Die maximale mittlere Wachstumsrate
von WT- und rbohh-1 rbohj-2-Pollenschlduchen. Um die maximale mittlere Wachstumsrate
zu bestimmen wurden Kymographdaten ausgewertet wobei der Abschnitt mit der flachsten
Steigung (entspricht der hochsten Wachstumsgeschwindigkeit) zur Bestimmung der Wachs-
tumsrate verwendet wurde(siehe B). Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung.
K p < 0,001 in t-Test (n = 16-22).
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3.7 Pharmakologische Inhibition pollenspezifischer NAD (P)H-Oxi-

dasen

Die erste Studie tiber die mogliche Funktion von pollenspezifischen NAD(P)H-Oxi-
dasen zeigte, dass eine pharmakologische Inhibition der ROS-Produktion das Pol-
lenschlauchwachstum hemmt (Potocky et al.; 2007)). Im Gegensatz dazu wurde oben
gezeigt, dass der genetische Verlust der ROS-Produktion verstdrkte Wachstumsos-
zillationen sowie eine Erhohung der Pollenschlauchwachstumsrate verursacht (Abb.
. Daher wurde getestet, ob die pharmakologische Inhibition der NAD(P)H-
Oxidase vermittelten ROS-Produktion einen Einfluss auf die Pollenschlauchwachs-
tumsdynamik hat. Der Flavoenzym-Inhibitor Diphenyleniodonium (DPI) hat sich
seit vielen Jahren als NAD(P)H-Oxidase Inhibitor etabliert (Cross und Jones| |1986;
Foreman et al., [2003; Potocky et al. |2007; Miiller et al., 2009). WT-Pollenschliu-
che, die mit 100 uM DPI behandelt wurden, zeigten im Vergleich zu Kontrollzellen
vermehrt Fluktuationen in der Wachstumsgeschwindigkeit, dhnlich wie bei rbohh-1
rbohj-2-Pollenschlauchen (Abb. . DPI verursachte jedoch gleichzeitig eine signi-
fikante Verminderung der mittleren Wachstumsgeschwindigkeit (Abb. [3.19A). Eine
verlangerte Behandlung mit DPI (4 h) fiihrte nicht zu Pollenschlauchplatzen sondern
inhibierte lediglich die Pollenschlauchelongation (Abb. ) Die DPI-abhéangige
Verminderung der Wachstumsgeschwindigkeit wird daher womoglich nicht durch In-
hibition der NAD(P)H-Oxidasen verursacht, sondern durch Interferenz mit anderen,
durch Flavoenzyme gesteuerten, enzymatischen Reaktionen (Wind et al., 2010). Die
partielle Rekapitulation des rbohh-1 rbohj-2-Wachstumsphanotyps durch DPI kénnte
auferdem darauf hindeuten, dass das Dampfen der Wachstumsoszillation in Pollen-
schlduchen die primére Funktion von RBOHH und RBOHJ ist.
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Abb. 3.18: Qualitative Analyse der Pollenschlauchwachstumsdynamik nach pharmakolo-
gischer Inhibition der NAD(P)H-Oxidasen. In vitro-wachsende Pollenschlduche wurden mit
100 uM DPI oder DMSO (Kontrolle) behandelt. Die Kymographen zeigen jeweils 3 min

Wachstum von 30 einzelnen Pollenschlauchen.
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Abb. 3.19: Pharmakologische Inhibition von Pollenschlauch NAD(P)H-Oxidasen verlang-
samt das Wachstum. A) Bestimmung der mittleren Wachstumsrate von DMSO und DPI-
behandelten Pollenschliuchen. Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung. ** p <
0,01 in t-Test (n = 30). B) Langzeit-Behandlung mit 100 pM DPI fiihrt nicht zu ver-
mehrtem Pollenschlauchkollaps. WT-Pollen wurden fiir 3 h zur Keimung auf in wvitro-
Keimungsmedium inkubiert und anschliefend mit DMSO oder 100 uM DPI (beides geldst

in Keimungsmedium) beschichtet und weitere 4 h inkubiert. Grofenbalken, 100 pm.
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3.8 Analyse der Exozytoserate von Zellwandkomponenten in wach-

senden Pollenschlauchen

Wachstumsoszillationen von Lilium longiflorum-Pollenschlauchen sind mit periodi-
schen Verdnderungen in der Festigkeit der apikalen Zellwand assoziiert (Zerzour et al.)
2009). McKenna et al. (2009) postulieren, dass diese Variation in der Zellwandfestig-
keit durch periodische Deposition von neuem Zellwandmaterial verursacht wird. Da-
bei wird durch Exozytose neues Zellwandmaterial, z. B. Homogalakturonan (Haupt-
bestandteil von Pektin), an der Pollenschlauchspitze deponiert, was die existierende
Zellwand aufweicht, wodurch Wachstum induziert wird (Proseus und Boyer, |2006;
Rojas et al., 2011; [Proseus und Boyer}, 2012). Die Frequenz der Zellwandexozytose
ist damit entscheidend fiir die Wachstumsdynamik und fungiert als Schrittmacher
fiir die Wachstumsgeschwindigkeit. Wie oben gezeigt (Abb. , hat der Verlust
der NAD(P)H-Oxidase-vermittelten ROS-Produktion in Pollenschlduchen dramati-
sche Auswirkungen auf die Wachstumsgeschwindigkeit- und dynamik. Fine mdégliche
Erklarung fiir diesen Phénotyp ist, dass die Zellexpansionsrate (die Wachstumsge-
schwindgkeit wihrend einer Wachstumsperiode) und die Exozytoserate in diesen Mu-
tanten voneinander entkoppelt sind. Die Zellexpansionsrate ist dabei zu schnell fiir
den internen Oszillator, der periodisch neues Zellwandmaterial am Apex deponiert.
Um diese Hypothese zu tiberpriifen, wurde die Wachstumsdynamik zusammen mit
der Exozytosedynamik in WT- und rbohh-1 rbohj-2-Pollenschlauchen untersucht.

Fiir die Lebendzellanalyse der Zellwandexozytosedynamik in wachsenden Pollen-
schlduchen wurde der Fluoreszenzfarbstoff Propidiumiodid (PI) verwendet (McKen-
na et al., [2009; Rounds et al, [2011)). Propidiumiodid bindet kompetetiv an die Ca’*t-
Bindestellen von demethoxyliertem Homogalakturonan und erméglicht bei geringer
Arbeitskonzentration die in wvivo-Visualisierung von Zellwandexozytose (McKenna
et al.,[2009; Rounds et al., 2011). Anders als bei L. longiflorum-Pollenschldauchen sind
Wachstumsoszillationen und damit auch Oszillationen in der Zellwandexozytose in
Arabidopsis schwierig zu visualisieren, womdglich aufgrund der normalerweise niedri-
gen Amplitude. Daher zeigten PI-gefarbte WT-Pollenschlduche wihrend des kontinu-
ierlichen Wachstums keine Fluktuationen des apikalen PI-Signals (Abb.[3.20A). Wh-
rend Niedrigfrequenz-Wachstumsoszillationen zeigten rbohh-1 rbohj-2-Pollenschlau-
che hingegen ein starkes PI-Signal am Pollenschlauchapex (Abb. 3.20B, C). Dieses
fluktuierte antiproportional zur Wachstumsoszillation, d.h. die PI-Signalstéarke ver-

ringerte sich mit zunehmender Wachstumsgeschwindigkeit und erhohte sich wieder
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Abb. 3.20: Analyse der apikalen Exozytose mittels Propidiumiodid-Féarbung. A) Kymo-
graph eines wachsenden WT-Pollenschlauchs gefarbt mit 30 uM Propidiumiodid (PI). Bei
stetigem Wachstum zeigen WT-Pollenschléduche keine Fluktuationen in der apikalen PI-
Fluoreszenz. B) Kymograph eines wachsenden rbohh-1 rbohj-2-Pollenschlauchs gefdarbt mit
30 uM PI. Wahrend des oszillatorischen Wachstums zeigt der Pollenschlauch periodisch
auftretende Verdickungen der apikalen Zellwand (magenta Pfeile). Die Bildserien zur Er-
stellung der Kymographen wurden mit einer Aufnahmerate von 30 Bildern pro Minute auf-
genommen. C) Phasenverhiiltnis der Wachstumsoszillation und der Oszillation der apikalen
PI-Fluoreszenzintensitét. Aufgetragen sind die Wachstumsrate (schwarze Kreise) und die
PI-Fluoreszenzintensitit tiber die Zeit (weife Kreise). Die Abbildung darunter ist eine Fo-
tomontage des korrespondierenden mit PI gefarbten rbohh-1 rbohj-2-Pollenschlauchs. Jeder
Datenpunkt des Graphen entspricht der darunterliegenden Abbildung.
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Abb. 3.21: Korrelation von Wachstumsrate und Exozytoseereignissen. A) Verdnderung der
Wachstumsrate (schwarze Linie) und apikalen PI-Fluoreszenz (rote Linie) iiber die Zeit.
Mit zunehmender Frequenz der Wachstumsoszillation erhoht sich die Frequenz der Exozy-
toseereignisse. Zur Glattung der Kurven wurde ein gleitender Mittelwert von 5 gebildet. B)
Kymographen von wachsenden rbohh-1 rbohj-2-Pollenschlauchen. Bei Wachstumsoszillatio-
nen mit niedriger Amplitude (Kymograph rechts) gibt es keine Fluktuation in der apikalen
PI-Fluoreszenz. Aufnahmeparameter sind wie in Abb. und B

nachdem der Pollenschlauch abrupt stehen blieb (Abb. [3.20B, C). Das beobachtete
apikale PI-Signal ist daher mit hoher Wahrscheinlichkeit identisch mit Zellwandexo-
zytoseereignissen. Mit der Verringerung der Periode zwischen den einzelnen Exozyto-
seereignissen erhohte sich gleichzeitig die Frequenz der Wachstumsoszillation (Abb.
3.21]A), dass heifit beide Parameter scheinen korreliert zu sein. Bei Hochfrequenz-
Wachstumsoszillationen in rbohh-1 rbohj-2-Pollenschlduchen war die Fluktuation des
apikalen PI-Signals dhnlich wie beim WT maskiert (Abb. ) Diese Ergebnisse
sind im Einklang mit der oben vorgeschlagenen Hypothese, wobei ROS-vermittelte
Verlangsamung der Zellexpansion die Koordination von Zellexpansion und Exozyto-

seereignissen ermoglicht.
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3.9 Untersuchung der intrazelluliren Ca?*"-Dynamik in Pollenschliu-

chen

Der apikale Ca?*-Einstrom ist essentiell fiir das Pollenschlauchwachstum, jedoch
ist dessen Funktion noch nicht vollstdndig aufgeklédrt. Eine mogliche Aufgabe des
apikalen Ca?*-Gradienten besteht in der Aktivierung der NAD(P)H-Oxidasen, da
diese iiber Ca?*-bindende EF-Hinde verfiigen und Ca?T-abhiingig ROS produzie-
ren (Takeda et al., [2008). In wachsenden Wurzelhaaren wurde die Existenz einer
Vorwirtskopplung postuliert, bei der Ca?T die RBOHC-abhingige ROS-Produktion
stimuliert. Diese aktiviert wiederum ROS-abhiingige Ca?*-Kanile (Takeda et all
2008). Die Existenz eines dhnlichen Mechanismus wurde fiir Pollenschlduche vorge-
schlagen (Boisson-Dernier et al., 2013).

Fiir die Analyse méoglicher Verdnderungen des Ca?*-Gradienten in rbohh-1 rbohj-2-
Pollenschlduchen, wurde der genetisch-kodierte Ca?*-Sensor Yellow Cameleon 3.6
(YC3.6) verwendet (Miyawaki et al., [1999; Krebs et al., [2012]). YC3.6 ist ein auf
Forster-Resonanzenergietranfer (FRET) basierender Ca?*-Reporter, bestehend aus
einem ECFP und einem cpVenus (circularly permuted Venus, ein YFP-Derivat), die
durch einen M13-Linker und einem Calmodulin miteinander verbunden sind (Miya-
waki et al.,[1999). Die Detektion des YC3.6 wurde mittels CLSM durchgefiihrt, wobei
das ECFP durch eine 405 nm-Diode angeregt wurde unter gleichzeitiger Aufnahme
der ECFP-und cpVenus-Emissionswellenlingen. Bindet Ca?* an das Calmodulin des
Y(C3.6, kommt es zu einer Konformationsénderung innerhalb des Proteins, wodurch
die FRET-Effizienz zwischen dem angeregten ECFP und dem cpVenus erhéht wird.
Dabei verringert sich das emittierte ECFP-Signal unter gleichzeitiger Erhéhung des
emittierten cpVenus Signals. Die einfachste Methode die resultierenden FRET-Daten
auszuwerten, ist die Generierung von ratiometrischen Bildern, wobei die cpVenus-
Signale durch die ECFP-Signale dividiert werden. Dieses Verfahren ist mdglich, da
beide Fluoreszenzproteine innerhalb eines Molekiils vereint sind und demnach in ei-
nem identischen molaren Verhéltnis vorliegen.

Fiir die Untersuchung der intrazelluliren Ca?t-Dynamik in Pollen wurde eine trans-
gene Arabidopsis-Linie mit einer ProUBQ10::YC3.6-Insertion mit der doppelt-homo-
zygoten rbohh-1 rbohj-2 gekreuzt. Nach wiederholter Kreuzung mit rbohh-1 rbohj-2
als Pollendonor, wurde in der F2-Generation eine doppelt-homozygote rbohh-1 rbohj-2
mit der ProUBQ10::YC3.6 Insertion isoliert.

Diese zeigte im Vergleich zu der parallel angezogenen parentalen ProUBQ10::YC3.6-
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Abb. 3.22: Expression des Ca?*-reporters Yellow Cameleon 3.6 in rbohh-1 rbohj-2-Pollen-
schléduchen. (Fortsetzung auf der néchsten Seite)
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Abb. 3.22: (Fortsetzung von vorheriger Seite) Expression des Ca’t-Reporters Yellow
Cameleon 3.6 in rbohh-1 rbohj-2-Pollenschliuchen. A) Ratiometrische Analyse des Ca?™-
Gradienten in YC3.6-exprimierenden WT- und rbohh-1 rbohj-2-Pollenschlduchen. Die Auf-
nahmeparameter waren fiir beide Genotypen identisch. Grofenbalken, 15 ym. B) Fluores-
zenzprofil der in A) gezeigten Pollenschlduche. Die Pfeile deuten auf die Position der je-
weiligen Pollenschlauchspitze. C) Analyse des Ca?*-Gradienten mit unterschiedlichen An-
regungsintensitiaten. WT- und rbohh-1 rbohj-2-Pollenschlduche wurden mit Ausnahme der
Anregungsintensitéit mit identischen Parametern aufgenommen. Die relative Laserintensitét
ist 20 % (WT) bzw. 100 % (rbohh-1 rbohj-2). Grofenbalken, 10 pm.

Linie im WT-Hintergrund ein um das Dreifache reduziertes Signal (Abb. [3.22A).
Dadurch waren die absoluten ECFP /cpVenus-Ratiowerte in rbohh-1 rbohj-2-Pollen-
schlduchen niedriger waren als im WT (Abb. [3.22A). In beiden Genotypen wur-
de jedoch der charakteristische Ca?*-Gradient an der Pollenschlauchspitze beob-
achtet, d.h. beide haben vergleichbare relative Ratiowerte (Abb. 3.22]A, B). Durch
Erhéhung der Laserintensitat konnte die YC3.6-Signalintensitat im rbohh-1 rbohj-2-
Hintergrund jedoch derart verstirkt werden, dass die resultierenden cpVenus/ECFP-
Ratiowerte identisch mit dem WT wurden (Abb. [3.22C). Die Diskrepanz in den ab-
soluten Ratiowerten resultiert daher aus den unterschiedlichen Expressionsstérken
und der Nicht-Linearitét des Mikroskopdetektors und reflektiert keinen biologischen
Unterschied in der Menge an intrazellulirem Ca?*. Die verringerte YC3.6-Expression
im rbohh-1 rbohj-2-Hintergrund wird vermutlich durch eine partielle Gen-Stilllegung
hervorgerufen verursacht durch die hohe Anzahl T-DNA-Insertionen und CaMV
(Cauliflower Mosaic Virus) 35S-Promotoren in diesen Pflanzen (Tang et al., 2007;
Daxinger et al., |2008)). Zwar erlaubt der Unterschied in der YC3.6-Signalstérke kei-
nen Vergleich der absoluten cpVenus/ECFP-Werte, jedoch ist er vernachléssigbar bei
der Analyse der Ca?*-Dynamik. Aufgrund des schwachen YC3.6-Signals im rbohh-
1 rbohj-2-Hintergrund mussten die Aufnahmeparameter fiir die Langzeitaugnahmen
flir maximale Signalausbeute bei minimaler Laseranregung angepasst werden. Gleich-
zeitig musste die Aufnahmegeschwindigkeit erhoht werden, um die Ca?t-Dynamik
wahrend des Pollenschlauchwachstums zu detektieren. Bei einer Laseranregung von
10 % und einer Aufnahmerate von 30 Bildern pro Minute, konnten wachsende Pol-
lenschléuche fiir einen Zeitraum von iiber 20 min beobachtet werden.

WT-Pollenschlauche zeigten wihrend Wachstumsphasen keine regelméfigen Ver-

dnderungen in der apikalen Ca?*-Konzentration. Wie in vorangegangenen Studi-
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en bereits gezeigt wurde, traten diese nur wihrend Wachstumspausen auf (Abb.
3.23]A) (Iwano et al., 2009). Diese wachstumsunabhingigen Ca?*-Oszillationen wur-
den ebenso bei rbohh-1 rbohj-2-Pollenschlduchen beobachtet, d.h. die periodischen
Verinderungen der intrazelluldren Ca?*-Konzentration sind unabhingig vom hypo-
thetischem ROS-sensitiven Ca?-Kanal (Abb. [3.23B). Bei Niedrigfrequenz-Wachs-
tumsoszillationen zeigten rbohh-1 rbohj-2-Pollenschliuche wachstumsabhiingige Ca?t-
Oszillationen (Abb. , D). Dabei erhohte sich die apikale Ca?"-Konzentration
wahrend der kurzen Wachstumsphasen und verringerte sich wieder bei Wachstums-
pausen. Der Ubergang von Niedrigfrequenz- zu Hochfrequenz-Wachstumsoszillationen
verdeutlicht die Korrelation zwischen der Ca?*-Dynamik und der Wachstumsdyna-
mik, da sich die Frequenz der Ca?*-Oszillation ebenfalls erhoht (Abb. ) In ei-
nigen Fillen konnte der Verlust der Zellintegritit wiahrend der Hochfrequenz-Wachs-
tumsoszillation beobachtet werden. In dem gezeigten Beispiel entstand eine kleine
Lésion im apikalen Bereich, wodurch sich die intrazellulire Ca?t-Konzentration mas-
siv erhohte und kurz danach wieder auf das basal Niveau sank (Abb. [3.24).
Zusammengefasst deuten diese Daten daraufhin, dass Verdnderungen der intra-
zelluliren Ca?t-Konzentration in Pollenschlduchen mit Verdnderungen der Wachs-
tumsgeschwindigkeit korreliert sind. Es ist demnach vorstellbar, dass der Ca’*t-
Einstrom wachstumsabhéingig ist und durch Streckungs-aktivierte Ca?*-Kanile ver-
mittelt wird. Direkte Hinweise auf die Existenz eines ROS-abhiingigen Ca?*-Kanals
konnten nicht beobachtet werden. Da ROS jedoch, wie oben gezeigt, potenziell nega-
tive Regulatoren des polaren Wachstums sind, kénnten diese, anders als postuliert,
indirekt auch den Ca?*-Einstrom negativ beeinflussen. In diesem Szenario wiirden
ROS und Ca?* eine negative Riickkopplungsschleife konstituieren, was wiederum eine
Oszillation der Ca?*-Konzentration zur Folge hitte. Jedoch konnten mit den bisher
verwendeten Aufnahmeparametern keine wachstumsabhiingige Ca?*-Oszillation in
WT-Pollenschlauchen beobachtet werden.
Es wurde daher iiberpriift, ob die potenziell auftretenden Ca?T-Oszillationen durch
die zu niedrige Aufnahmerate maskiert wurden. Durch Reduzierung der Laserinten-
sitdt und Erhohung der Abtastrate konnten wachsende YC3.6-Pollenschlduche (im
WT-Hintergrund) bei einer Bildrate von 300 Bildern pro Minute beobachtet wer-
den. Diese zeigten eine Ca?t-Oszillation mit einer Periode von 10 s (Abb. )
Mit der standardméfigen Aufnahmerate von 30 Bildern pro Minute konnte diese
Oszillation nicht detektiert werden (Abb. ) Um auszuschliefsen, dass es sich

bei den beobachteten Oszillationen um ein technisches Artefakt handelt wurde ein
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Abb. 3.23: Analyse der Ca?*-Dynamik in Col-0- und rbohh-1 rbohj-2-Pollenschliuchen. A,
B) Kymographen von YC3.6-exprimierenden Col-0- und rbohh-1 rbohj-2-Pollenschléduchen.
Ca?*-Oszillationen in langsam wachsenden Col-0- (A) und rbohh-1 rbohj-2-Pollenschliuchen
(B). C) Veriinderung der Ca?T-Dynamik withrend der Wachstumsoszillation und stetigem
Wachstum in einem rbohh-1 rbohj-2-Pollenschlauch. Die Regionen in den magenta Bo-
xen sind jeweils vergréfert angezeigt. D) Zeitliches Verhiltnis von Wachtums- und Ca?*-
Dynamik. Die Verdnderung der Wachstumsrate (schwarze Linie) und cpVenus/ECFP-Werte

(rote Linie) iiber die Zeit wihrend des oszillatorischen Wachstums eines rbohh-1 rbohj-2-
Pollenschlauchs.
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d403/shuspdo

Abb. 3.24: Verlust der Zellintegritéit fiihrt zu Ca?t-Einstrom. Gezeigt ist eine Bildserie ei-
nes rbohh-1 rbohj-2-Pollenschlauchs mit dem Ca?*-Reporter YC3.6. Der Pfeil in der Durch-
lichtaufnahme deutet auf eine spontan entstehende Lésionen, sichtbar durch den Ausfluss
des Zellinhalts. Nach 20 s ist die Lasion noch vergleichsweise klein, daher entsteht nur eine
geringfiigige Erhchung der intrazelluliren Ca?*-Konzentration. Nach 100 s hat sich die Li-
sion vergrofert, so dass sie als schwarzer Fleck im Durchlicht erscheint. Gleichzeitig kommt
es zu einer starken, jedoch reversiblen Erhéhung der Ca?t-Konzentration. Gréfenbalken,

5 pm.

anderer Ca?T-Sensor (R-GECO) verwendet. R-GECO ist eine Weiterentwicklung des
nicht-ratiometrischen GCaMP2 Ca?*-Sensors (Zhao et al., |2011)). Letzterer setzt sich
zusammen aus einem N-terminalen Calmodulin-bindenden M13-Peptid, einem zirku-
lar permutiertem EGFP (cpEGFP) und einem C-terminalen Calmodulin (CaM). Bei
Ca?*T-Bindung an die CaM-Domine des urspriinglichen GCaMP2 kommt es zu ei-
ner Anderung in der Interaktion zwischen dem M13-Peptid und CaM, wobei sich
die chemische Umgebung der EGFP-chromophoren Gruppe dndert und somit dessen
Fluoreszenzintensitiat (Akerboom et al.,2009). R-GECO-exprimierende Pollenschléu-
che wurden mittels Epifluoreszenzmikroskopie bei einer Bildrate von 600 Bildern
pro Minute analysiert. Auch hier wurde eine periodische Fluktuation der R-GECO-
Signalintensitit in der Pollenschlauchspitze beobachtet (Abb. [3.25C). Die YC3.6-
und R-GECO-Daten zeigen, dass die intrazellulire, apikale Ca?t-Konzentration in
wachsenden Arabidopsis-Pollenschldauchen mit einer Periode von 10 s oszilliert (Abb.
3.25)).
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Abb. 3.25: Hochfrequenz-Ca?*-Oszillationen in wachsenden WT-Pollenschliiuchen. A) Ky-
mograph eines wachsenden YC3.6-Pollenschlauchs (im WT-Hintergrund) bei einer Bildrate
von 300 Bildern pro Minute. B) Dieselbe Aufnahme wie in A) bei einer Bildrate von 30 Bil-
dern pro Minute. C) Kymograph eines R-GECO-exprimierenden WT-Pollenschlauchs bei
einer Bildrate von 600 Bildern pro Minute. Die Daten in (A) und (B) wurden mit einem
konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop erfasst, wihrend R-GECO mit einem Epifluoreszenz-
mikroskop ausgelesen wurde. D) Die graphische Auswertung der Kymographdaten zeigt,

dass beide Ca?*-Reporter Ca?*-Oszillationen mit einer Periode von ca. 10 s wiedergeben.
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3.10 Histochemische Analyse von Pollenschlauch-Zellwandbestand-

teilen

Laut dem Zellwandmodell des Pollenschlauchwachstums werden Oszillationen der
Wachstumsrate durch periodische Verdnderungen der mechanischen Eigenschaften
der Zellwand verursacht. Das abwechselnde Aufweichen und Erhérten der Zellwand
fiihrt dabei, unter konstantem Turgor, zur Beschleunigung bzw. Verlangsamung des
Pollenschlauchs. Die erhhten Wachstumsraten, die bei rbohh-1 rbohj-2-Pollenschlau-
chen beobachtet wurden, insbesondere wiahrend Wachstumsoszillationen mit hoher
Amplitude, deuten auf eine mogliche Veranderung der Zellwandfestigkeit in diesen
Mutanten. Eine direkte chemische Analyse von Pollenschlauchzellwidnden ist zwar
prinzipiell moglich (Dardelle et all 2010), jedoch in dem hier vorliegenden Fall auf-
grund der geringen Verfiigbarkeit von adaquatem biologischen Material nicht prakti-
kabel. Als Alternative wurde eine indirekte, qualitative Analyse der Zellwandkompo-
sition mittels zellwandspezifischer Antikorper und Fluoreszenzmikroskopie durchge-
fiihrt. ROS in Form von HoO9 kénnen, wenn extern appliziert, Zellwandkomponenten
quervernetzen und somit die Zellwandrigiditdt erh6hen (Smirnova et al., 2013). Zu
den moglichen Kandidaten fiir ROS-vermittelte Quervernetzung gehéren Zellwand-
assoziierte Hydroxyprolin-reiche Glykoproteine (HRGPs) wie Arabinogalactan-Pro-
teine (AGP) oder Extensine (Kjellbom et al.,[1997; Ribeiro et al.,2006; |Pereira et al.|
2011). Unter Verwendung von spezifischen Antikérpern konnten AGPs (monoclonal
antibody, mAb MAC207) (Pennell et al., 1989; |Yates et al. 1996) und Extensine
(mAb JIM11) (Smallwood et al.| |1994)) in Pollenschlauchzellwénden detektiert wer-
den. JIM11-reaktive Zellwandepitope waren in Col-O0- und rbohh-1 rbohj-2-Pollen-
schlauchen gleichméfig iiber die Zellwand verteilt, jedoch gab es jeweils eine Sub-
population von Pollenschlduchen, in denen ein starkes Fluoreszenzsignal am Pollen-
schlauchapex detektiert wurde (Abb.[3.26]A, B). Das Vorhandensein von zwei distink-
ten Farbungsmustern in beiden Genotypen reflektiert moglicherweise die periodische
Exozytose der JIM11-reaktiven Zellwandkomponenten. Die Markierung mit MAC207
zeigte ebenfalls eine einheitliche Farbung der Pollenschlauch-Zellwand, dabei waren
auch hier keine Unterschiede zwischen Col-0 und rbohh-1 rbohj-2 zu erkennen (Abb.
3.26C).

Pflanzliche Zellwidnde sind komplexe Strukturen bestehend u.a. aus Pektin, Hemi-
cellulose, Cellulose und Proteoglykanen. Die einzelnen Komponenten sind jedoch

nicht isoliert voneinander, sondern interagieren iiber kovalente und nicht-kovalente
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Abb. 3.26: Detektion von AGPs und Extensinen. Pollenschlduche wurden fiir 4 h auf in
vitro-Keimungsmedium inkubiert und anschlieffend mit Formaldehyd fixiert. Die fixierten
Pollenschlduche wurden mit monoklonalen Primérantikorpern gegen Extensin (JIM11) oder
AGPs (MAC207) behandelt. Zur Detektion der Antikérperbindung in situ wurde ein Alexa
Fluor 488-konjugierter sekundérer Antikorper verwendet. A) Konfokale Bilder von JIM11-
markierten WT- und rbohh-1 rbohj-2-Pollenschlduchen. Bei einer Subpopulation der Pollen-
schlduche sind JIM11-reaktive Epitope an der gesamten Zellwand des Pollenschlauchs und
an der Pollenschlauchspitze detekierbar. B) Bei der anderen Subpopulation sind die JIM11-
reaktiven Epitope homogen iiber die gesamte Zellwand verteilt. C) MAC207-Markierung von
Col-0- und rbohh-1 rbohj-2-Pollenschlauchen. Grofenbalken, 10 pm (A, B) und 5 pm (C)
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Abb. 3.27: Extensin-Detektion nach enzymatischem Abbau von Zellwandpolysacchariden.
Col-0- und rbohh-1 rbohj-2-Pollenschlduche wurden mit Formaldehyd fixiert und anschlie-
fend mit Cellulase und Pektinase behandelt. JIM11-reaktive Epitope sind nur noch intra-
zellular detektierbar. Grofenbalken, 5 pm.

Bindungen. Extensine und AGPs sind beispielsweise mit Pektinen assoziiert
let al., 2009; |Tan et al., 2013)). Um zu testen, ob NAD(P)H-Oxidase vermittelte ROS-

Produktion einen direkten oder indirekten Einfluss auf die Assoziation von Pro-

teoglykanen und Polysacchariden hat, wurden Formaldehyd-fixierte Pollenschlduche
mit Cellulase und Pektinase behandelt. Der enzymatische Abbau der Zellwandpo-
lysaccharide entfernte gleichzeitig die JIM11-reaktiven Zellwandepitope (Abb. .
Daher wurde in Col-0- und rbohh-1 rbohj-2-Pollenschlduchen nur noch intrazellulares
JIM11-Signal beobachtet (Abb. [3.27)). Die Cellulase/Pektinase-Behandlung entfern-
te ebenso MAC207-reaktive Zellwandepitope, jedoch nur in der apikalen und sub-
apikalen Region von Col-0-Pollenschlauchen (Abb. ) Zellwandregionen distal
vom Apex waren weiterhin MAC207-reaktiv (Abb. [B.28A). Im Unterschied zu Col-0
waren die apikalen, MAC207-reaktiven Zellwandepitope von rbohh-1 rbohj-2-Pollen-
schlauchen teilweise unempfindlich gegentiber der Cellulase/Pektinase-Behandlung.
Bei mehr als 50 % der beobachteten rbohh-1 rbohj-2-Pollenschlauche wurde MAC207-
reaktive Zellwand in der apikalen und subapikalen Region detektiert (Abb. —F).
Kontrollexperimente zur Pektin und Cellulose-Detektion (mit JIM5 und CBM3a)
zeigten, dass die Cellulase/Pektinase-Behandlung in beiden Genotypen die entspre-
chenden Polysaccharide vollstéandig abgebaut hatte (Daten nicht gezeigt). Die partiel-
le Unempfindlichkeit der MAC207-reaktiven Zellwandepitope gegeniiber der Cellula-
se/Pektinase-Behandlung in rbohh-1 rbohj-2-Pollenschlauchen wurde demnach nicht

durch eine verminderte Effizienz des Zellwandverdaus verursacht.
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Abb. 3.28: Detektion von Zellwand-AGPs nach Cellulase/Pektinase-Behandlung.
A) Eine Z-Projektion optischer Schnitte eines Cellulase/Pektinase-behandelten Col-0-
Pollenschlauchs. MAC207-reaktive Epitope sind nur noch intrazellulir oder in distalen
Zellwand-Regionen detektierbar. B) und C) Apikale MAC207-reaktive Zellwandepitope sind
teilweise (B) oder vollstindig (C) resistent gegeniiber Cellulase/Pektinase-Behandlung in
rbohh-1 rbohj-2-Pollenschlauchen. Grofenbalken, 5 pm. D) Schematische Darstellung der
beobachteten MAC207-Markierungsmuster. Vollsténdiger (I), partieller (II) oder kein (III)
Verdau der apikalen Zellwand. Die schematischen Markierungsmuster entsprechen den ge-
zeigten Pollenschlduchen in (A) — (C). E) Héufigkeit der beobachteten Markierungsmuster
in Col-0- (n = 151) und rbohh-1 rbohj-2-Pollenschlduchen (n = 141).
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3.11 Elektrophysiologische Charakterisierung

Der Zellturgor ist die treibende Kraft des Zellwachstums in pflanzlichen Zellen. Ka-
lium ist dabei das wichtigste anorganische Osmolyt und spielt somit auch beim
Pollenschlauchwachstum eine wichtige Rolle. Eine Erhohung des Zellturgors, ver-
mittelt durch Kaliumeinstrom, wurde zudem als ein moglicher Mechanismus zur
Freigabe der Spermien postuliert. Dabei wurde in Zea mays eine Klasse Defensin-
ahnlicher Cystein-reicher Proteine entdeckt (ZmES1-4), die bei externer Applikation
Wachstumsarrest, Pollenschlauchplatzen und Spermienfreigabe verursachen (Amien
et al., 2010). Kurz vor dem ZmES-induzierten Pollenschlauchkollaps kommt es zu
einer Membrandepolarisation durch Erhéhung des Kaliumeinstroms. Die Autoren
jener Studie spekulieren, dass dieser Kaliumeinstrom verantwortlich fiir den Pollen-
schlauchkollaps ist. Die Ahnlichkeit des rbohh-1 rbohj-2-Phénotyps mit dem ZmES-
induzierten Pollenschlauchplatzen deutet auf eine mogliche Verbindung zwischen
ROS-Produktion und Kaliumstromen. Unter den bekannten Kaliumkanélen wurde
zudem der STELAR KT OUTWARD RECTIFYER (SKOR) als ROS-sensitiver,
auswartsgerichteter Kaliumkanal identifiziert (Garcia-Mata et al., 2010). Da SKOR
auch in Pollen exprimiert wird (Loraine et al., 2013)), wurde tiberpriift, ob der Verlust
der pollenspezifischen NAD(P)H-Oxidasen Verdnderungen der Ionenstréme, insbe-
sondere der Kaliumstrome, verursacht.

Die im Folgenden beschriebenen Experimente wurden in Kollaboration mit Dr. Kai
Konrad und Dipl. Biol. Timo Gutermuth an der Universitdt Wiirzburg durchge-
flihrt. Die Ionenstréme in intakten Pollenschlauchen wurden mittels Zweielektro-
den Spannungsklemme (Two-electrode voltageclamp, TEVC) analysiert. Bei einem
TEVC-Experiment werden Pollenschlauche mit einer Doppelelektrode angestochen,
wobei mit der einen Elektrode die Spannung gemessen und mit der anderen Elektro-
de Strom appliziert wird. Das Membranpotenzial wird mit Hilfe der intrazelluldren
Spannungselektrode bestimmt und mit einer vorgegebenen Sollspannung verglichen.
Durch einen Riickkopplungsverstarker ist die Spannungselektrode mit der Strom-
gebenden Elektrode verbunden, so dass bei einer Differenz zwischen Sollspannung
und gemessener Spannung zum Ausgleich ein in Vorzeichen und Amplitude ent-
sprechender Strom appliziert wird. Der applizierte Strom ist proportional zu den
Ionenstromen, die bei Anderung des Membranpotenzials durch die Membrankansle
fliefsen.

In dem verwendeten Standardprotokoll wurden verschiedene Membranspannungen
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Abb. 3.29: Messung von K*-Strémen in lebenden WT-Pollenschliuchen mittels TEVC.
A) Typische Stromspuren von Col-0-Pollenschliuchen auf Medium mit 0 mM K*, 5 mM
KT, 10 mM K™ oder 20 mM K. Per Konvention sind die bei unterschiedlichen Membran-
spannungen gemessenen Strome iibereinander gelegt. B) Vergleich der in Pollenschlduchen
gemessenen Gleichgewichtsstrome bei verschiedenen K+-Konzentrationen und Membran-
spannungen. Beim Standardprotokoll wurden die Gleichgewichtsstrome nach Applikation
von 400 ms dauernden Spannungsspriingen von -200 mV bis +80 mV in jeweils 20 mV-
Inkrementen gemessen. C) und D) Représentative Stromspuren von Col-0-Pollenschlduchen
bei intrazellulirer Zugabe des KT-Kanal-Blockers Caesium (CsT). E) Gleichgewichtsstrome
bei Cs™-Behandlung oder unter Kontrollbedingungen.
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Abb. 3.30: Externe Zugabe von HyOg erhoht KT -Einwirtsstrome. A) und B) Typische
Stromspuren von Col-0-Pollenschliuchen unter Kontrollbedingungen (A) oder nach Zugabe
von 10 mM H04 (B). C) Gleichgewichtsstrome bei unterschiedlichen Membranspannungen.
Zugabe von H,O, fiihrt bei hyperpolarisierter Membran zu erhéhten K+-Einwértsstromen.
* p < 0,05 in t-Test, n = 6.

angelegt (von -200 bis 480 mV in 20 mV Inkrementen) und die daraus resultierenden
Strome gemessen. Um die Ladungstriager dieser Strome zu identifizieren, wurden die
Pollenschlduche in Medien mit unterschiedlicher Zusammensetzung inkubiert oder
mit spezifischen Inhibitoren (z. B. K*-Kanal-Inhibitoren) behandelt. Bei Erh6hung
der K*-Konzentration des Mediums unter Konstanthaltung der iibrigen Ionen (C1™,
Nat, Ca?"), verstirkten sich die gemessenen Einwirts- und Auswirtsstréme (Abb.
, B). Im Gegensatz dazu verringerten sich die gemessenen Strome nach Zu-
gabe des KT-Kanal-Blockers Caesiumchlorid, womit bestitigt wurde, dass es sich
bei den gemessenen Stromen um K*-Strome handelt (Abb. , D, E). Die Zu-
gabe von HoOs fiihrte bei einer Konzentration von 10 mM zu einer Erhéhung der
Einwérts- nicht jedoch der Auswirtsstréme (Abb. 3.30]A, B, C). Pharmakologische
Inhibition der NAD(P)H-Oxidase-Aktivitat mittels 100 uM DPI fiihrte hingegen zu
einer signifikanten Reduktion der KT-Ein- und Auswiirtsstrome im Vergleich zur
DMSO-behandelten Kontrolle (Abb. 3.31A, B, C). AuRerdem wurden in rbohh-1
rbohj-2-Pollenschlduchen im Vergleich zum WT ebenfalls verringerte Einwérts- und
Auswértsstrome gemessen, wobei die Unterschiede nur im letzteren Fall aufgrund
der starken Variabilitit der Messdaten signifikant waren (Abb. 3.31D, E, F, G).
Bei einem Membranpotential von 420 und +80 mV zeigen rbohh-1 rbohj-2-Pollen-
schlduche eine Reduktion der K*-Auswiirtsstrome um 25 % bzw. 30 % (Abb.[3.31]G).
Zur Analyse der Anionenstréme wurden Col-0- und rbohh-1 rbohj-2-Pollenschlauche

auf K'-freiem, NO3~-basierendem Medium angezogen. Bei 40 mM NO3~ konnten
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bei stark negativem Membranpotential (> -120 mV) langsam deaktivierende Strome
typisch fiir S-Typ-Anionenkanéle gemessen werden. Diese waren in rbohh-1 rbohj-2-
Pollenschlduchen im Vergleich zum WT nicht verédndert (Abb. [3.32]A, B, C).
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Abb. 3.31: NAD(P)H-Oxidase vermittelte ROS-Produktion beeinflusst K*-Strome. A) —
C) Pharmakologische Inhibition der NAD(P)H-Oxidase-Aktivitit verringert K*-Ein- und
Auswirtsstrome. Typische Col-0-Pollenschlauchstromspuren unter Kontrollbedingungen mit
DMSO (A) oder nach Behandlung mit 100 uM DPI (B). C) Vergleich der Gleichge-
wichtsstréme bei verschiedenen Membranspannungen unter Kontrollbedingungen oder DPI
Behandlung (n = 5). D) und E) Représentative Stromspuren von Col-0- und rbohh-1
rbohj-2-Pollenschléauchen. F) und G) Vergleich der Gleichgewichtsstrome von Col-0- und
rbohh-1 rbohj-2-Pollenschlduchen bei verschiedenen Membranspannungen. G) Vergroferung
der Gleichgewichtsstrome bei positivem Membranpotential verdeutlicht die signifikante Re-
duktion der KT-Auswirtsstrome in rbohh-1 rbohj-2-Pollenschliuchen. *, p < 0,05 in t-Test
(n=9).
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Abb. 3.32: Anionenstréme in Col-0- und rbohh-1 rbohj-2-Pollenschlduchen. Zur Analyse der
Anionenstréome wurden Pollenschlduche auf Medium mit 40 mM NO3;~ angezogen. A) und
B) Reprisentative Stromspuren von Col-0- und rbohh-1 rbohj-2-Pollenschlauchen auf 40 mM
NOj3~-Medium zeigen bei stark negativem Membranpotential die langsame Deaktivierungs-
kinetik typisch fiir S-Typ-Anionenkanile. C) Gleichgewichtsstrome auf NOs~-basierendem
Medium zeigen keine Unterschiede zwischen Col-0 und rbohh-1 rbohj-2 (n = 9).
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4.1 RBOHH und RBOHJ regulieren die Wachstumsdynamik von

Pollenschlauchen

Die Allgegenwartigkeit der NAD(P)H-Oxidasen unter den Eukaryoten verdeutlicht,
dass die gezielte Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies ein essenzieller Bestand-
teil zahlreicher biologischer Prozesse ist (Kawahara et al., 2007). Dabei sind neben
den mikrobiziden Eigenschaften von ROS vor allem deren Funktion in Signaltrans-
duktion und Entwicklung von immer grofierem Interesse. In dieser Arbeit konnte
durch eine detaillierte phanotypische Charakterisierung die Funktion der NAD(P)H-
Oxidase-vermittelten ROS-Produktion wahrend des Pollenschlauchwachstums aufge-
klart werden. Im Gegensatz zu fritheren Studien wurde gezeigt, dass ROS nicht fiir
die Pollenschlauchelongation essenziell sind, sondern im Gegenteil als negative Re-
gulatoren des Wachstums fungieren (Potocky et al., 2007; Lassig et al., [2014]). Diese
Eigenschaft von ROS bietet auch eine mdogliche Erklarung fiir die Tatsache, dass die
rbohh-1 rbohj-2-Doppelmutante nicht vollstandig steril ist. Zwar platzt ein Grofsteil
der rbohh-1 rbohj-2-Pollenschléauche, jedoch erreichen einige dennoch den weiblichen
Gametophyten und wachsen dabei sogar schneller als der Wildtyp. Evolutionér ge-
sehen balancieren ROS zwei gegensétzliche Selektionsdriicke aus: Da jeder weibliche
Gametophyt nur von einem Pollenschlauch befruchtet wird, wirkt sich Selektion po-
sitiv auf die Pollenschlauchwachstumsgeschwindigkeit aus. Andererseits unterliegt
das polare Zellwachstum physikalischen Grenzen, d.h. die Integritéit der wachsenden
Zelle ist ab einer bestimmten Wachstumsrate nicht mehr gegeben. Es ist daher anzu-
nehmen, dass die durchschnittliche Wachstumsgeschwindigkeit (artspezifisch) einem
Wert entspricht, der beiden Kriterien gerecht wird, wobei NAD(P)H-Oxidasen hier
eine kritische Rolle spielen.

Die NAD(P)H-Oxidasen RBOHH und RBOHJ verlangsamen die Wachstumsschii-
be wahrend der Wachstumsoszillation, damit die Exozytose und Zellexpansionsrate
miteinander koordiniert sind. Dieses Szenario wird durch folgende Beobachtungen ge-
stiitzt: 1) Wahrend der Niedrigfrequenz-Wachstumsoszillation ist die Wachstumsge-
schwindigkeit von rbohh-1 rbohj-2-Pollenschlauchen signifikant erhoht (0,2 pm/s im
Vergleich zu 0,1 pm/s im WT), ii) nach diesem Wachstumsschub kommt der rbohh-1
rbohj-2-Pollenschlauch abrupt zum Stillstand, als begegnete er einer physikalischen
Barriere, iii) neues Zellwandmaterial wird sekretiert nachdem der Pollenschlauch an-
hiilt und iv) die Ca?*-Oszillation ist korreliert mit der Wachstumsoszillation, was

einen moglichen Riickkopplungsmechanismus darstellen konnte. Dabei stimuliert ein
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Wachstumspuls den Ca?*t-Einstrom, was gleichzeitig die ROS-Produktion erhoht,
wodurch die Amplitude der Wachstumsoszillation geddmpft werden wiirde. Durch
diesen Mechanismus ermdoglichen RBOHH und RBOHJ ein stabiles Pollenschlauch-
wachstum mit einer gleichméfigen Wachstumsgeschwindigkeit (Abb. .

Die primére Funktion von RBOHH und RBOHJ scheint demnach die Inhibition der
Zellelongation zu sein. Dies scheint plausibel besonders im Hinblick auf die partiel-
le Rekapitulation des rbohh-1 rbohj-2-Wachstumsphéanotyps bei pharmakologischer
Inhibition der ROS-Produktion mittels DPI. Obwohl DPI-behandelte Pollenschlau-
che verstérkt oszillieren, bleiben sie dennoch intakt. Dies ist wahrscheinlich bedingt
durch die gleichzeitige Verlangsamung des Wachstums verursacht durch unspezifi-
sche Nebenwirkungen des FAD-Enzyminhibitors (Wind et al., 2010). Das Platzen der
rbohh-1 rbohj-2-Pollenschlduche kénnte demnach ein sekundérer Effekt sein, der nur
mittelbar mit der reduzierten ROS-Produktion verbunden ist. Die detaillierte Analy-
se der Wachstumsdynamik zeigte, dass der Pollenschlauchkollaps fast ausschliefslich
wahrend Hochfrequenz-Wachstumsoszillationen mit signifikant erhéhten Wachstums-
raten stattfindet. Die Erhohung der Wachstumsgeschwindigkeit scheint jedoch nicht
der Ausloser fiir das Platzen zu sein, da Pollenschlduche auch wahrend Niedrigfre-
quenz- Wachstumsoszillationen kurze Schiibe mit extrem erhéhten Zellexpansionsra-
ten durchlaufen. Dies deutet darauthin, dass die Dynamik der Wachstumsoszillation
und nicht die Wachstumsgeschwindigkeit entscheidend fiir die zelluldre Integritit in
rbohh-1 rbohj-2-Pollenschléduchen ist.

Wie die Propidiumiodid-Féarbung zeigte, ist die Frequenz der Wachstumsoszillati-
on gekoppelt mit der Frequenz der Exozytose. Daraus folgt, dass vor dem Pollen-
schlauchkollaps die Exozytoserate erhoht sein miisste. Dies scheint zunéachst der Er-
wartung zu widersprechen, da mit erhohter Exozytoserate auch vermehrt Zellwand-
material sekretiert wird. Von einigen Autoren wird daher postuliert, dass der rbohh-1
rbohj-2-Phéanotyp durch eine verminderte Exozytoserate und der damit einherge-
henden Schwéchung der Zellwand hervorgerufen wird (Boisson-Dernier et al., 2013]).
Allerdings kénnen rbohh-1 rbohj-2-Pollenschlauche vor dem Kollaps iiber mehrere
Minuten mit im Vergleich zum W' signifikant erh6hter Geschwindigkeit wachsen,
was nur durch eine verstirkte Deposition von Zellwandmaterial moglich ist (Cheb-
li et al., 2013). Eine Erklarung, wie es trotz erhohter Exozytoserate zum Pollen-
schlauchkollaps kommen, kann bietet das Zellwandmodell des Pollenschlauchwachs-
tums. In diesem Szenario verursacht die apikale Sekretion von Zellwandmaterial (hier

Pektin) das Aufweichen der apikalen Zellwand durch die Verfiigbarkeit von neuen
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Ca?*-Bindestellen und der damit einhergehenden Auflésung von Ca?T-vermittelten
Quervernetzungen (Hepler et al., 2013)). Es ist demnach vorstellbar, dass bei einer
drastisch erhohten Exozytoserate die apikale Zellwand mit Baumaterial {iberladen
wird und die periodische, Ca?*-vermittelte Quervernetzung gestért ist. Eine Erho-
hung der extrazelluldren Ca?*-Konzentration miisste daher theoretisch der exzessiven
Sekretionsrate und dem damit verbundenen Pollenschlauchkollaps entgegenwirken.
Dieses Experiment wurde von Boisson-Dernier et al. (2013) durchgefiihrt und das
Ergebnis entspricht in der Tat der Erwartung, d.h. bei hoherer Ca?*-Konzentration
kollabieren weniger rbohh-1 rbohj-2-Pollenschlauche.

Nichtsdestotrotz ist eigentliche der Ausloser fiir die Erhéhung der Exozytosera-
te unbekannt. Experimentelle Daten und Computer-Simulationen deuten auf einen
moglichen Zusammenhang von Turgor und der Frequenz der Wachstumsoszillation
in Pollenschlduchen (Messerli und Robinson, [2003; Kroeger et al. 2011). Kalium ist
dabei das wichtigste anorganische Osmolyt und ist maftgeblich an der Ausbildung des
Turgors beteiligt (Fan et al., 2001)). Verlust der ROS-Produktion in rbohh-1 rbohj-2-
Mutanten oder durch pharmakologische Inhibition hat eine Verringerung der K-
Einwarts- und Auswartsstrome zur Folge. Die Regulation des Turgors durch ROS ist
daher prinzipiell vorstellbar. Alternativ konnte das Auftreten von Niedrigfrequenz-
Ostzillationen die Erh6hung der Exozytoserate verursachen. Dafiir miisste ein Mecha-
nismus existieren, der das Ungleichgewicht zwischen Exozytoserate und Zellexpansi-
onsrate perzipiert und daraufhin die Exozytoserate erhoht. Der bei Niedrigfrequenz-
Wachstumsoszillationen auftretende mechanische Stress konnte zum Beispiel auf das
Zytoskelett wirken und dadurch auch den Vesikeltransport und die Exozytoserate

beeinflussen.
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Abb. 4.1: Vereinfachtes Modell der negativen Wachstumsriickkopplung durch ROS. A) In
WT-Pollenschlduchen induziert Zellwandexozytose (in griin) einen Wachstumsschub (Ta),
wodurch Ca?* in die Zelle eindringt (Ila) und NAD(P)H-Oxidasen (in blau) aktiviert wer-
den. ROS-Produktion verlangsamt das Wachstum (IIIa). Neues Zellwandmaterial wird exo-
zytiert bevor das alte vollstindig aufgebraucht ist. Durch welchen Kanal Ca?t in die Zelle
eintritt ist hierbei unklar. Aufgrund der Korrelation von Wachstum und Ca?*-Influx wird
an dieser Stelle die Existenz eines mechanosensitiven Ca?*-Kanals postuliert, der sich durch
Wachstums-induzierte Streckung der Plasmamembran 6ffnet. B) In rbohh-1 rbohj-2-Pol-
lenschlauchen wird Wachstum ebenfalls durch Exozytose induziert (Ib), jedoch folgt dem
Ca?*-Einstrom keine Verlangsamung des Wachstums (IIb). Der Pollenschlauch kommt erst

zum Stehen, wenn sdmtliches Zellwandmaterial inkorporiert ist (IIIb).
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4.2 Regulation der NAD(P)H-Oxidase-Aktivitit

Die gezielte Produktion von ROS in biologischen Systemen unterliegt einer strikten
Regulation, da unkontrollierte ROS-Produktion fatale Konsequenzen fiir den Orga-
nismus haben kann. Zu den bekannten regulatorischen Mechanismen zur Kontrolle
der NAD(P)H-Oxidase-Aktivitit gehoren u.a. Ca?*-Bindung an die N-terminalen
EF-Hénde, Phosphorylierung konservierter Ser- und Thr-Reste und Bindung von
Rho-GTPasen an den N-Terminus (Niihse et al. 2007; Wong et al., 2007; (Take-
da et all |2008). Die meisten regulatorischen Faktoren der pflanzlichen NAD(P)H-
Oxidasen wurden im Kontext des Wurzelhaarwachstums und der Pathogenabwehr
entdeckt, jedoch existieren wahrscheinlich dhnliche Mechanismen auch fiir die Pol-
lenspezifischen RBOHH und RBOHJ (Potocky et al., 2012; Boisson-Dernier et al.,
2013; [Kaya et al., [2014]).

4.2.1 Aktivierung von RBOHH/J durch Rezeptor-dhnliche Kinasen

Boisson-Dernier et al.| (2013)) postulieren, dass RBOHH und RBOHJ durch die pol-
lenspezifischen Rezeptor-dhnlichen Kinasen (Receptor-like kinase; RLK) ANXURI1
und ANXUR2 (ANX1/2) reguliert werden. ANX1 und 2 gehoren zu der Unterfami-
lie der Cantharus roseus RLK1-like (CrRLK1L)-Rezeptorkinasen, die in Arabidopsis
mit 17 Isoformen vertreten ist (Lindner et al., 2012). Die extrazelluldre, Liganden-
bindende Doméne der CrRLK1Ls hat Ahnlichkeiten mit der Zucker-bindenden Do-
méne des Xenopus laevis-Proteins Malectin, weshalb CrRLK1L-Rezeptorkinasen als
mogliche Sensoren des Zellwandstatus’ gehandelt wurden (Turner, 2007; Boisson-
Dernier et al., 2011; /Cheung und Wu, 2011)). Der einzig identifizierte Ligand fiir eine
CrRLK1L Rezeptorkinase ist jedoch ein von Pflanzen sekretiertes Peptid, bekannt
als RAPID ALKANIZATION FACTOR (RALF) (Haruta et al [2014)). Funktioneller
Verlust der pollenspezifischen CrRLK1Ls-Rezeptorkinasen ANX1/2 in homozygoten
anxl anz2-Mutanten fiihrt dhnlich wie bei den rbohh rbohj-Mutanten zu verfrithtem
Pollenschlauchkollaps (Boisson-Dernier et al., 2009; |Miyazaki et al.|2009). Allerdings
ist liber die eigentliche Funktion und iiber stromabwérts-liegende Signalkomponen-
ten von ANX1/2 bisher wenig bekannt.

Das ANXUR-Homolog FERONIA (FER) spielt im Wurzelhaarwachstum und wéh-
rend der Zell-Zell-Kommunikation zwischen Pollenschlauch und weiblichem Game-
tophyten eine wichtige Rolle (Escobar-Restrepo et al., 2007; |[Duan et al., 2010). Die
FERONIA-abhéngige Regulation der Zellelongation in Wurzelhaaren wird durch Ak-
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tivierung von ROP-GTPasen (rho of plants) vermittelt, die wiederum, wahrscheinlich
iiber RBOHC, ROS-Produktion und Wurzelhaarwachstum stimulieren (Duan et al.
2010). Diese Daten deuteten daraufhin, dass auch RBOHH/J iiber einen dhnlichen
Signaltransduktionsweg aktiviert werden konnten (Potocky et al. 2012). Passend da-
zu ist die Beobachtung, dass anz! anz2- und rbohh rbohj-Mutanten einen scheinbar
dghnlichen Phénotyp zeigen. Weiterhin wurde eine mogliche genetische Interaktion
von ANX1/2 und RBOHH /J beobachtet: Uberexpression von ANXI1-YFP fiihrt
zur partiellen Inhibition der Pollenkeimung, jedoch nur im WT- und nicht im rbohh
rbohj-Hintergrund (Boisson-Dernier et al. 2013).

Eine direkte Interaktion zwischen den pollenspezifischen NAD(P)H-Oxidasen und
den CrRLK1L-Rezeptorkinasen, bzw. den ROP-GTPasen, die benttigt wiirden um
RBOHH/J zu aktivieren, wurde nicht gezeigt. Ebenso ist unklar, ob in rbohh rbohj-
und anz! anz2-Mutanten tatséchlich das gleiche Phdnomen zu sehen ist. Wie in der
vorliegenden Arbeit sowie in einer anderen Studie gezeigt wurde, kollabiert unter in
vitro-Bedingungen ein Grofteil der rbohh rbohj-Pollenschlduche nach der Elongation,
d. h. bei einer Lange von weit mehr als 10 ym (Boisson-Dernier et al. 2013). Un-
ter denselben Bedingungen initiieren anz! anx2-Pollen zwar einen Pollenschlauch,
dieser platzt jedoch noch vor der Elongation (nur 3,4 % werden dabei langer als 10
pum) (Boisson-Dernier et all 2009). Auferdem wurde weiter oben gezeigt, dass der
primére Phéanotyp von rbohh rbohj die verdnderte Wachstumsdynamik ist und nicht
der Pollenschlauchkollaps (Abschnitt 3.6 und 3.7). Ob die Pollenschlauchwachstums-
dynamik in anz! anz2-Mutanten betroffen ist, bleibt unbekannt.

Auch die genetische Interaktion zwischen ANX1/2 und RBOHH /J ist nicht ein-
deutig belegt. Die Uberexpression von ANX1-YFP fiihrt zur partiellen Inhibition
des Pollenschlauchwachstums und der Pollenkeimung, wobei diese Effekte propor-
tional zu der Expressionsstiarke von ANX1-YFP sind (Boisson-Dernier et al., [2013)).
Damit wire ANXI-YFP nur dann epistatisch zu RBOHH /J, wenn das Expressions-
niveau von ANX1-YFP in WT-und rbohh rbohj-Linien gleich ist. Im Hinblick auf die
verringerte YC3.6-Expression in rbohh-1 rbohj-2-Pflanzen ist es denkbar, dass die
beobachtete Aufhebung des ANX1-YFP-Effektes im rbohh rbohj-Hintergrund eben
nicht auf Epistase beruht, sondern auf eine geringere ANX1-YFP-Expression im Ver-
gleich zum WT-Hintergrund. Dieser kritische Punkt wird von |Boisson-Dernier et al.
(2013)) allerdings nicht beriicksichtigt, weshalb unklar bleibt, ob hier tatséchlich eine

genetische Interaktion vorliegt.
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4.2.2 Regulation der NAD(P)H-Oxidase-Aktivitit durch Ca?"-und Phos-
phorylierung

Bereits mit der genetischen Identifizierung der NAD(P)H-Oxidasen in Arabidopsis
thaliana wurde die Rolle von Ca?* als potenziellem regulatorischen Faktor deutlich,
da innerhalb der N-terminalen Domine zwei Ca?t-bindende EF-Hand-Motive de-
tektiert wurden (Keller et al., |1998]). Die N-terminalen EF-Hand-Motive sind zwar
charakteristisch fiir pflanzliche NAD(P)H-Oxidasen, allerdings kommen sie auch in
NAD(P)H-Oxidasen anderer Organismen vor (z. B. NOX5 in H. Sapiens) (Kawaha-
ra et al. 2007). Samtliche Arabidopsis RBOH-Enzyme verfiigen iiber zwei EF-Hand-
Motive, wovon das zweite jedoch nicht der EF-Hand-Konsensussequenz entspricht
(Abb. (Keller et al., 1998} |Gifford et al., 2007; Kawahara et al., |2007)). Ak-
tivitédtstests in HEK293-Zellen zeigten {iberraschenderweise, dass die Abweichung
von der kanonischen EF-Hand-Sequenz in EF-Hand II, die Ca?*-abhiingige Ak-
tivitdt der RBOH-Enzyme nicht beeintrachtigt. Im Gegenteil, die Wiederherstel-
lung der Konsensussequenz in EF-Hand II verringerte die Ca?t-abhingige ROS-
Produktion (Ogasawara et al. 2008, Kimura et al. 2012). Mittels des HEK293-
Testsystems konnte auferdem die Ca?*-Abhingigkeit der pollenspezifischen NAD-
(P)H-Oxidasen RBOHH und RBOHJ demonstriert werden (Kaya et al., 2014)).
Wie in mehreren Phosphoproteom-Studien gezeigt wurde, spielt fiir die RBOH-
Aktivierung neben der Ca?*-Bindung auch Phosphorylierung des N-Terminus’ eine
bedeutende Rolle (Niihse et al.,2007; Mayank et al., 2012; Dubiella et al., 2013 Kado-
ta et al., 2014)). Experimente in HEK293-Zellen zeigen, dass die Phosphorylierung des
N-Terminus’ und Ca?*-Bindung eine synergistische Wirkung auf NAD(P)H-Oxidase-
abhangige ROS-Produktion haben (Ogasawara et al., |2008; Drerup et al., |2013; |Ka-
ya et al.l [2014). Ein Sequenzvergleich zwischen der gut-charakterisierten Isoform
RBOHD und den pollenspezifischen Isoformen RBOHH/J zeigt sowohl RBOHD-
und RBOHH /J-spezifische als auch in allen drei Proteinen konservierte Phosphory-
lierungsstellen (Mayank et all 2012; Dubiella et all 2013; Kadota et al., [2014; |Li
et al, [2014)) (Abb. [4.2).

Die in der Pathogenabwehr involvierte RBOHD wird von mindestens drei Kina-
sen, CPK5, BIK1 (BOTRYTIS INDUCED KINASE1) und PBL1 (PBS1-LIKE),
phosphoryliert (Dubiella et al., 2013; Kadota et all [2014; Li et al., [2014)). BIK1
und PBL1 gehoren zu der Familie VIla der zytoplasmatischen Rezeptor-dhnlichen
Kinasen (receptor-like cytoplasmic kinase; RLCK) und phosphorylieren bzw. akti-
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vieren RBOHD nach FLS2 (FLAGELLIN INSENSITIVE2)-vermittelter Perzeption
des bakteriellen Elizitors flg22 (Kadota et al., 2014; Li et al., 2014]). Die RLCK VIla-

Proteinfamilie besteht in Arabidopsis aus 25 Isoformen (Anhang Abb.[6.1]A), wovon
mindestens zwei spezifisch in Pollen exprimiert sind (Anhang Abb. [6.1B) (Zimmer-
mann et al., [2004)). Das von BIK1/PBL1 phosphorylierte Ser343 (P-Site VII) der
RBOHD ist in RBOHH und RBOHJ konserviert (Abb. , was auf eine mogli-
che Funktion von RLCK VIla-Proteinen in der Steuerung der NAD(P)H-Oxidase-
abhéngigen ROS-Produktion wahrend des Pollenschlauchwachstums hindeuten kénn-
te.

CPK5 gehort zu den Ca?*t-abhiingigen Proteinkinasen (calcium-dependent protein
kinase; CDPK), welche eine Kinase-Effektordoméne und eine Ca?*-Sensordomiine in
einem Molekiil enthalten (Cheng et al., [2002). Durch eine Erh6hung der intrazellula-
ren Ca’t-Konzentration kénnen CDPKs aktiviert werden und ihre Zielproteine, wie
z. B. RBOHD, phosphorylieren (Harper und Harmon| 2005). Die CDPK-Genfamilie
besteht in Arabidopsis aus 34 Mitgliedern mit 12 in Pollen exprimierten Isoformen

(Cheng et al., [2002; |Myers et al., 2009). Von den pollenspezifischen CDPKs wurden
die Isoformen CPK2, 20, 11, 24, 17 und 34 auf genetischer Ebene charakterisiert
(Myers et al., 2009; Gutermuth et al., 2013} |Zhao et al., 2013). Allerdings wurde bis-
her noch keine Einzel- oder Mehrfachmutante mit rbohh rbohj-a&hnlichem Phénotyp
identifiziert. Dennoch ist die Regulation der Pollen-RBOHs durch CDPKs ein plau-
sibles Szenario, da die CPKb5-abhéngigen Phosphorylierungsstellen Ser148 (P-Site
IV), Ser163 (P-Site VI) und Ser347 (P-Site VIII) ebenso in RBOHH und RBOHJ zu
finden sind (in RBOHH/J ist eine S163T Substitution) (Abb. [4.2)).

Ca?" hiitte damit eine Doppelfunktion bei der Aktivierung von NAD(P)H-Oxida-
sen, einerseits durch direkte Bindung an die N-terminalen EF-Hédnde und anderer-
seits durch Aktivierung von Ca?*-abhiingigen Proteinkinasen, die den N-Terminus
phosphorylieren und damit die Enzymaktivitdt regulieren konnen. Eine Bedeutung
dieses mehrschichtigen Regulationsmechanismus’ liegt mit Sicherheit in der Préven-
tion einer unkontrollierten Aktivierung der ROS-Produktion. Im Kontext des Pol-
lenschlauchwachstums impliziert diese doppelte Regulation durch Ca?* zudem die
Moglichkeit einer weitaus plastischeren und weniger ortsgebundenen Aktivierung der
NAD(P)H-Oxidasen. Wire allein die Bindung von Ca?" an die EF-Hinde fiir die
Aktivierung von RBOHH und RBOHJ verantwortlich, wiirde als Konsequenz des
apikalen Ca?*-Gradienten ein ROS-Gradient entstehen, der in seiner zeitlichen und

rdumlichen Dynamik eng an den Ca?t-Gradienten gebunden wire. Die zusitzliche
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Abb. 4.2: Multiple Sequence-Alignment der RBOHD, RBOHH und RBOHJ N-Termini. Die

RBOHJ (296) Q
kompletten Aminoséuresequenzen wurden iiber ClustalW verglichen (Larkin et all 2007).

Identische Aminosduren (AS) sind in rot mit gelber Schattierung, zwischen zwei Sequenzen
konservierte AS sind in dunkelblau mit hellblauer Schattierung und AS mit dhnlichen che-
mischen Eigenschaften sind mit griiner Schattierung angezeigt. Das Ausmafs der jeweiligen
N-terminalen regulatorischen Doméne wurde iiber die Vorhersage der Transmembrantopo-
logie mittels TMHMM bestimmt (Krogh et al., [2001). Die Ca®*-Bindeschleifen wurden mit
Prosite Scan identifiziert (de Castro et al., 2006). In vivo-Phosphorylierungsstellen (P-sites)
wurden aus Mayank et al., (2012), (P-site III) Dubiella et al. (2013) (P-Site I, IV-VIII) und
Kadota et al., (2014) (P-Site I, II, IV-VII) iibernommen.
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Phosphorylierung und synergistische Aktivierung durch CDPKs oder RLCKs ermog-
licht, in Abhéngigkeit der subzelluldren Lokalisation der jeweiligen Kinase, eine noch
prézisere raumliche Steuerung der ROS-Produktion.

Interessanterweise findet man die CPK5-abhéngige Phosphorylierungsstelle an Ser148
(P-Site IV) nur in RBOHJ und nicht in RBOHH (Abb. [4.2)), was méglicherweise dar-
aufhin deutet, dass RBOHH und RBOHJ differenziell durch CDPKs aktiviert werden
konnten. Die Phosphorylierungsstelle an Ser77 (in RBOHH) bzw. Ser86 (in RBOHJ)
(P-Site III) ist abwesend in RBOHD (Abb. [4.2)), weshalb man hier von einem pol-
lenspezifischen Regulationsmechanismus ausgehen kann. Dabei ist prinzipiell sowohl
eine negative als auch eine positive Regulation der Enzymaktivitdt durch Phospho-

rylierung vorstellbar.

4.2.3 Subzelluldre Lokalisation von RBOHH und RBOHJ

Neben postranslationalen Modifikationen hat auch die Lokalisation der NAD(P)H-
Oxidasen innerhalb von diskreten Membrankompartimenten einen Einfluss auf deren
Aktivitat (Hao et al) |2014). In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass
RBOHH und RBOHJ in distinkten und {iberlappenden subapikalen Plasmamem-
bran (PM)-Regionen lokalisiert sind. Dabei werden beide Proteine kontinuierlich in
der subapikalen Region in die Plasmamembran integriert und wahrscheinlich am
Apex iiber Endozytose internalisiert. Das RBOHH-Signal war auf eine PM-Region
von ca. 15 pm relativ zum Apex entlang der Pollenschlauchachse beschrinkt, wéh-
rend die RBOHJ-Domaéne sich weiter distal erstreckte. Fine mogliche Erklarung fiir
dieses distinkte Lokalisationsmuster ist die unterschiedliche Sensitivitit gegeniiber
der Rekrutierung zur endosomalen Rezyklierung, denn anders als RBOHJ war das
RBOHH-Plasmamembransignal nach 20-miniitiger BFA-Behandlung vollstandig In-
ternalisiert.

Die dynamische Lokalisation der NAD(P)H-Oxidase Isoform RBOHD wird sowohl
iiber Clathrin-abhéngige als auch Clathrin-unabhéngige Endozytose durch Assoziati-
on mit Sterol-reichen Plasmamembranregionen (Lipidmikrodoménen) reguliert (Hao
et al., 2014)). In Picea meyeri-Pollenschlduchen und Arabidopsis-Keimlingen wurde
gezeigt, dass NAD(P)H-Oxidasen mit Lipidmikrodoménen assoziieren (Liu et al.
2009; [Hao et al., 2014)). Die Lokalisation innerhalb dieser Lipidmikrodoménen hat
auch funktionelle Relevanz, da genetische oder pharmakologische Storung der che-
mischen Zusammensetzung von Sterol-reichen Plasmamembranregionen die ROS-
Produktion beeintrachtigt (Liu et al., [2009; [Posé et al., 2009). Lipidmikrodoménen
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sind in P. meyeri-Pollenschlauchen polar ausgerichtet mit der héchsten Dichte von
Sterol-reichen PM-Regionen am Pollenschlauchapex (Liu et al.; 2009)). Wahrend des
Pollenschlauchwachstums bewegen sich RBOHH und RBOHJ in Richtung Apex und
damit in die Sterol-reiche Region der Pollenschlauch-Plasmamembran. Dies kénn-
te moglicherweise die NAD(P)H-Oxidase-Aktivitét durch verstiarkte Dimerisierung
weiter stimulieren (Oda et al., 2010; Hao et al., [2014) (Abb. . Bei einer Seque-
strierung der apikalen Sterole wird dagegen die ROS-Produktion am extremen Apex
reduziert (Liu et al., 2009). Die Unterschiede in der subzelluldren Verteilung von
RBOHH und RBOHJ kénnten durch differenzielle Assoziation mit Lipidmikrodo-
ménen verursacht werden. Ein moglicher Mechanismus dafiir wére die differenzielle
Phosphorylierung des N-Terminus’ (z. B. an P-Site IV; Abb. , da bekannt ist,
dass der Phosphorylierungszustand von RBOHD einen Einfluss auf deren Assoziati-
on mit Sterol-reichen PM-Regionen hat (Hao et al. 2014).

Unklar bleibt jedoch die biologische Implikation der distinkten Lokalisation von
RBOHH und RBOHJ, da beide genetisch redundant zu sein scheinen. Letzteres wird
unterstiitzt durch das Fehlen eines Phéanotyps in rbohh-1- und rbohj-2-Einzelmutanten,
sowie durch die Komplementation des rbohh-1 rbohj-2-Phénotyps durch Expression
von YFP-RBOHH. Da jedoch keine homozygote rbohj-1-Linie isoliert werden konnte,
ist es dennoch denkbar, dass RBOHJ zusétzliche Funktionen wahrend der Pollenent-

wicklung austibt.
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Abb. 4.3: Schematische Darstellung der RBOHH /J-Lokalisation und der polaren Organi-
sation der PollenschlauchPlasmamembran. NAD(P)H-Oxidasen liegen als Monomere vor,
dimerisieren jedoch in Abhéngigkeit zur Membrankomposition. Bei héherem Sterol-Gehalt
kommt es zur Dimerisierung (ggf. auch Heterodimerisierung zwischen RBOHH und RBOHJ)
und Aktivierung. Die NAD(P)H-Oxidasen werden am Apex endozytiert und in der suba-
pikalen Region in die PM integriert. Zur Vereinfachung sind als stromaufwirts-agierende
Kinasen nur CDPKs dargestellt jedoch konnten hier auch RLCKs eine Rolle spielen. Die
CDPXKs sind mittels eines Myristoyl/Palmitoylankers mit der PM assoziiert.
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4.3 Ca’"-abhingige ROS-Produktion — ROS-abhingiger Ca?"-Influx?

Pflanzliche Zellen reagieren auf diverse externe und interne Stimuli (z. B. Kélte,
Pathogene, Pflanzenhormone) mit einer raschen Erhohung der intrazelluliren Ca?*-
Konzentration (Zhu et al., 2013). Wahrend des polaren Zellwachstums in Pollen-
schlauchen und Wurzelhaaren kommt es, anders als bei der Stimulus-abhéngigen Er-
hohung der intrazelluldren Ca?*-Konzentration, zu einem scheinbar kontinuierlichem
Ca’?*-Einstrom an der jeweiligen Zellspitze. Jedoch ist in beiden Fillen die moleku-
lare Identitét der fiir den Ca?*-Influx hauptverantwortlichen Ionenkanile nicht be-
kannt. Einige Autoren postulieren die Existenz eines ROS-abhingigen Ca’t-Kanals,
der eine zentrale Funktion sowohl in der Stimulus-abhéngigen als auch Stimulus-
unabhingigen [Ca?"]z,-Erhohung erfiillt (Pei et al., 2000; Foreman et al., 2003;
Demidchik et al., [2007)). In zwei unabhéngigen Studien aus dem Jahr 2013 und 2014
wurde gezeigt, dass die zellulire Ca?t-Konzentration in rbohh rbohj-Pollenschliu-
chen signifikant reduziert ist (Boisson-Dernier et al., [2013)) und, dass durch Zugabe
von HyOs oder Hydroxyl-Radikalen die Ca?*-Konzentration in Pollenschliduchen er-
héht wird (Duan et all 2014). Diese experimentellen Daten belegen jedoch nicht
zwingend die Existenz eines ROS-abhingigen Ca?*-Kanals in Pollenschlduchen.

In der Studie von Boisson-Dernier et al. (2013) wurde der ratiometrische Ca?*-Sensor
YC3.6 verwendet und wie in der hier vorliegenden Arbeit wurde eine Reduktion der
cpVenus/ECFP-Ratiowerte in rbohh rbohj-Pollenschlauchen beobachtet. In beiden
Fillen hatte diese Reduktion keine Auswirkungen auf den Ca?t-Gradienten, d.h. die
relativen Ratiowerte waren in beiden Genotypen vergleichbar. Im Falle der vorlie-
genden Arbeit wurde jedoch gezeigt, dass das Expressionslevel des Ca?t-Sensors in
der rbohh rbohj-Mutante um das Dreifache reduziert ist. Problematisch wird dies,
wenn der Zusammenhang zwischen dem emittierten Signal der Probe und dem vom
Mikroskopdetektor wahrgenommenen Signal nicht linear ist. In der Tat ist das ein be-
kanntes Problem des Leica TCS SP5-Detektors, welcher in dieser Arbeit, aber auch in
der Studie von Boisson-Dernier et al. (2013) verwendet wurde. Die Nichtlinearitét des
Detektors fiihrt dazu, dass FRET- aber auch FRAP-Werte von Proben mit geringe-
rem Fluoreszenzsignal im Vergleich zur Kontrolle niedriger sind. Es ist also mdéglich,
dass die Reduktion der Ca?*-Konzentration in rbohh rbohj-Pollenschliuchen, wie sie
Boisson-Dernier et al.| (2013) beobachten, tatséchlich auf einem technischen Artefakt
beruht und nicht durch einen biologischen Effekt verursacht wird.

In der Studie von Duan et al. (2014) wurde ebenfalls YC3.6 verwendet um Ver-
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anderungen der intrazelluliren Ca?t-Konzentration nach Zugabe von HyOs oder
Hydroxyl-Radikal zu messen. Kurz nach der Zugabe von ROS wurde in beiden Fal-
len ein massiver Anstieg der [Ca®"|z,; beobachtet, unmittelbar gefolgt von Pollen-
schlauchplatzen. Die Autoren der Studie postulieren daher, dass i) ROS einen Ca?*-
Kanal aktiviert und ii) der Ca?*-Einstrom den Pollenschlauchkollaps verursacht.
Jedoch zeigen die Autoren keine den Fluoreszenzdaten korrespondierenden Durch-
lichtbilder, wodurch Aussagen iiber die Herkunft des Ca?*-Einstroms nicht méglich
sind. Wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt wurde kommt es bei kleinen Beschadi-
gungen an der Pollenschlauch-Zellwand und -Zellmembran zu einer massiven Erho-
hung der intrazelluldren Ca?*-Konzentration, oft gefolgt von Pollenschlauchplatzen.
Es ist demnach denkbar, dass der von Duan et al. (2014) beobachtete Ca?*-Einstrom
durch eine Beschédigung der Zellintegritit hervorgerufen wird, verursacht durch die
Zugabe von hohen Mengen HoO2 oder Hydroxyl-Radikal (Fry, [1998; Miller und Fryl,
2001} Schopfer, [2001)).

Die Existenz eines ROS-abhingigen Ca?t-Kanals in Pollenschliuchen ist aufgrund
der vorangegangenen Argumente noch nicht belegt. Die Annahme, dass dieser exis-
tiere stiitzt sich daher hauptséchlich auf Daten anderer Zellsysteme. In einer ein-
flussreichen Studie von 2003 wurde beispielsweise gezeigt, dass Wurzelhaare der
rbohc-Mutante keinen Ca?*-Gradienten vorweisen (Foreman et al., 2003)). Wie sich
jedoch herausstellte, sind der Verlust des Ca?T-Gradienten und die fehlende ROS-
Produktion in rbohc-Mutanten nicht unbedingt kausal miteinander verbunden (Mons-~
hausen et al., [2007).

Elektrophysiologische Experimente in Schliefizellen zeigten, dass HoOo Zugabe be-
stimmte Einwirtsstrome verstirkt, die als Ca?*-Strome identifiziert wurden (Pei
et al.l [2000; Kwak et al., [2003]). Diese Studien belegen, dass sich die intrazellulére
Ca?*-Konzentration als Antwort auf ROS-Zugabe erhoht. Es bleibt jedoch offen, in
wie weit die exogene ROS-Zugabe der endogenen NAD(P)H-Oxidase vermittelten
ROS-Produktion, die als primédres Produkt Superoxid-Anion-Radikal hervorbringt,
entspricht. In diesem Zusammenhang besonders bemerkenswert ist die Studie von
Rant et al| (2011), in der die frithe zelluldre Antwort auf den bakteriellen Elizi-
tor flg22 analysiert wurde. Nach flg22-Behandlung reagieren Pflanzen mit einer ra-
schen, NAD(P)H-Oxidase-abhéngigen Produktion von ROS (ozidative Burst) und
einem Anstieg der intrazelluliren Ca’t-Konzentration. Die flg22-abhiingige Ca?*-
Antwort entspricht einer Kurve mit zwei aufeinander folgenden [Ca?*]z,-Maxima

gefolgt von einem raschen Abfall der Ca?T-Konzentration. In rbohd-Mutanten fehlt
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der flg22-abhéngige oxidative Burst vollstandig, doch ist im Fall der flg22-abhéngigen
Ca?T-Erhéhung nur das zweite [Ca?|z,,-Maximum betroffen. NAD(P)H-Oxidasen
werden demnach nicht grundsitzlich fiir die Aktivierung von Ca?*-Kanéilen benétigt,
sondern modulieren scheinbar deren Aktivitat.

Bisher konnte in keiner Studie gezeigt werden, dass der Ca?*-Einstrom withrend des
polaren Zellwachstums von Wurzelhaaren oder Pollenschlduchen die Aktivitat von
NAD(P)H-Oxidasen benétigt, da der charakteristische Ca?*-Gradient in allen rele-
vanten rboh-Mutanten vorhanden war. Trotzdem wurde die Existenz einer Vorwérts-
kopplung postuliert, bei der Ca?t die ROS-Produktion stimuliert, wodurch wiederum
ROS-sensitive Ca?T-Kaniile aktiviert werden. Dieser Mechanismus wiirde den konti-
nuierlichen apikalen Ca?*-Einstrom verursachen. In der vorliegenden Arbeit wurde
jedoch gezeigt, dass i) bei Verlust der NAD(P)H-Oxidasen Ca?* nach wie vor ein-
stromt, ii) dieser Einstrom mit der Wachstumsdynamik korreliert, also Ca?* wachs-
tumsabhéngig einstromt, iii) ROS ein negativer Regulator des polaren Zellwachstums
ist und iv) wachsende WT-Pollenschliuche eine Ca’*-Oszillation mit einer Periode
von 10 s zeigen. Zusammengenommen deuten diese Beobachtungen vielmehr auf die
Existenz einer negativen Riickkopplung. Dabei dringt Ca?* durch Zellexpansion und
der damit verbundenen Offnung mechanosensitiver Ca?T-Kanile in die Zelle ein und
aktiviert anschliefend die apikalen NAD(P)H-Oxidasen, wodurch der Pollenschlauch
verlangsamt wird. Das verringert den Einstrom von Ca?* und resultiert in der De-
aktivierung der NAD(P)H-Oxidasen. Dieser negative Riickkopplungsmechanismus
verbindet die Zellexpansion mit der ROS vermittelten Verlangsamung des Wachs-
tums und stellt demnach eine Art zelluliren Tempomat dar. Allerdings bleibt es
offen, ob die bei Col-0-Pollenschlduchen beobachtete Hochfrequenz-Ca?*-Oszillation

in rbohh-1 rbohj-2-Mutanten noch vorhanden ist.

4.4 Die Molekulare Funktion von ROS wahrend des Pollenschlauch-

wachstums

Die tibergeordnete Funktion der NAD(P)H-Oxidasen RBOHH und RBOHJ ist die
Regulation der Wachstumsgeschwindigkeit wahrend der Pollenschlauchelongation,
jedoch ist unklar welche chemischen Komponenten dabei von Superoxid-Anion-Ra-
dikalen bzw. Wasserstoffperoxid modifiziert werden. Die Erhchung der Zellelongati-
onsrate in rbohh-1 rbohj-2-Pollenschlauchen deutet auf eine mogliche Funktion von
ROS in der Verfestigung der Zellwand hin. Die oxidative Modifikation von Zell-

wandkomponenten kann prinzipiell sowohl erhértend als auch aufweichend wirken
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(Passardi et al., 2004). Zellwandpolymere kénnen z. B. durch Hydroxyl-Radikale ge-
spalten werden, die iiber eine Fenton-Reaktion aus H2O9 generiert werden kénnen
(Schopfer, |2001)). Dagegen kann durch oxidative Quervernetzung von Extensinen oder
Arabinogalactan-Proteinen (AGPs) die Zellwand erhérten (Brownleader et al., [1995;
Kjellbom et al., |1997; Ribeiro et al., [2006; Pereira et al. 2011)).

Extensine und AGPs gehoren zu den Hydroxyprolin-reichen Glykoproteinen (HRGP),
einer diversen Klasse von hochgradig (AGPs) und moderat glykolysierten (Exten-
sine) Proteinen, die bis zu 20 % des Zellwandtrockengewichts ausmachen koénnen
(Kieliszewski und Shpak, 2001). HRGPs bestehen aus einem Proteinriickgrat mit
fiir die jeweilige Klasse charakteristischen repetitiven Aminosduremotiven, die reich
an O-glykosyliertem Hydroxyprolin sind. Die Polysaccharid-Seitenketten der AGPs
bestehen aus bis zu 150 Zuckermolekiilen, darunter hauptséchlich Arabinose und
Galactose aber auch anderen Zuckerresten wie Fucose (Seifert und Roberts, 2007)).
Zusétzlich zu ihrer moglichen Funktion wéhrend der Pathogenabwehr (Brisson et al.l
1994; Wei und Shirsat|, 2006; |Deepak et al., [2007) sind Extensine und AGPs auch in
Entwicklungsprozesse wie z. B. Zellelongation involviert (Yang et al.,[2007; [Velasquez
et al., 2011]).

Mittels AGP- und Extensin-spezifischer Antikérper wurde in der vorliegenden Arbeit
iiberpriift, ob der Verlust der NAD(P)H-Oxidase vermittelten ROS-Produktion einen
Einfluss auf Zellwandglykoproteine hat. Die Verteilung von AGPs und Extensinen
in rbohh-1 rbohj-2-Pollenschlduchen war unverandert im Vergleich zum WT. Nach
enzymatischem Abbau von Pektin und Cellulose wurden sowohl anti-Extensin (mAB
JIM11) als auch anti-AGP (mAb MAC207) reaktive Epitope von der Zellwand ent-
fernt. Auffallend war, dass in einem Grofsteil der rbohh-1 rbohj-2-Pollenschliduche die
MAC207-reaktiven Epitope resistent gegeniiber dem Zellwandabbau waren. AGPs
sind sowohl iiber einen GPI-Anker mit der Plasmamembran assoziiert als auch kova-
lent mit anderen Zellwandpolysacchariden wie Pektin verbunden (Showalter et al.|
2010; 'Tan et al., 2013). Zudem konnte gezeigt werden das AGPs nach Verwundungs-
stimulus und in Abhéngigkeit von HoO9 zu grofseren Komplexen aggregieren (Kjell-
bom et al., 1997)). Es wurde spekuliert, dass die ROS-abhéngige Komplexformation
der AGPs in Analogie zu der Extensin-Quervernetzung durch di-Tyrosin Briicken
vermittelt wird (Kjellbom et al., |1997; [Held et al., |2004).

NAD(P)H-Oxidasen konnten zusammen mit Zellwand-Peroxidasen an der Formation
dieser quervernetzten AGP-Komplexe beteiligt sein. Ein Abbau der Zellwand mit-

tels Pektinasen und Cellulasen wiirde so nicht nur individuelle, mit Pektinen kovalent
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verbundene AGPs entfernen, sondern gleichzeitig die untereinander quervernetzten
AGPs ablosen. Letztere wiren bei Verlust der ROS-Produktion weniger anfillig ge-
geniiber Zellwandabbau und wiirden ggf. weiter mit der &ufseren Plasmamembran
assoziiert bleiben. Um dieses Szenario zu iiberpriifen bedarf es allerdings noch zu-

satzlicher und unabhangiger Experimente.

4.5 In vivo Detektion von ROS

Ein zentrales Hindernis fiir die funktionelle Charakterisierung von pflanzlichen NAD-
(P)H-Oxidasen ist das Fehlen von addquaten ROS-Sensoren. Die in der vorliegenden
Arbeit verwendete NBT-Farbung hat sich zwar {iber die Jahre als verlédssliche Me-
thode zur Bestimmung der Superoxidproduktion in pflanzlichen Geweben erwiesen,
jedoch ermoglicht NBT keine Aussagen iiber deren Dynamik und genaue subzellu-
lare Lokalisation, da es keine Lebendzellfarbung ist. Fiir die Messung von ROS in
lebenden Zellen werden Chemilumineszenz- oder Fluoreszenz-Methoden verwendet.
Die Aktivitdt der NAD(P)H-Oxidase RBOHD kann z. B. nach flg22-Stimulus in
Blattscheiben oder Keimlingen {iber eine Luminol-Meerrettichperoxidase (horsera-
dish perozidase; HRP)-Reaktion detektiert werden (Keppler et al. (1989 |Gomez-
Gomez et all 1999)). Dabei wird durch HoOg vermittelte Oxidation des Luminols,
katalysiert durch die HRP, Licht emittiert, was iiber ein Luminometer gemessen
werden kann. Fiir eine subzelluldre und dynamische Detektion von ROS ist diese
Methode jedoch ungeeignet, da die Intensitdt des emittierten Lichts fiir die meisten
Mikroskopdetektoren zu gering ist. In Pollenschlauchen, Wurzelhaaren aber auch
Schliefzellen, wurde stattdessen HobDCFDA (2’, 7’-Dichlorodihydrofluorescein diace-
tat) benutzt, welches nach Oxidation irreversibel in das stark fluoreszierende DCF
(2’, 7-Dichlorofluorescein) iiberfithrt wird (Kim et al., 2006; [Potocky et al., 2007;
Desclos-Theveniau et al., 2012). Aufgrund der Irreversibilitdt der Reaktion ist die
Messung dynamischer ROS-Produktion mit HoDCFDA nicht moglich.

Belousov et al. (2006) generierten daher einen genetisch-kodierten, fluoreszierenden
ROS-Sensor, genannt HyPer, der die ROS-Produktion in lebenden Zellen dynamisch
messen kann. HyPer basiert auf einem zirkular permutierten YFP (cpYFP) fusioniert
mit einer ROS sensitiven OxyR-Doméne aus Escherichia coli (Belousov et al., [2006)).
Wie YC3.6 kann HyPer als ratiometrischer Sensor verwendet werden, da es zwei An-
regungsmaxima besitzt, die sich durch Oxidation von zwei Thiolresten innerhalb der
OxyR~Doméne verschieben. Unter sequentieller Anregung mit den Wellenldngen die-

ser beiden Maxima, bei gleichzeitiger Detektion einer Emissionswellenldange kénnen
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so Ratiobilder generiert werden. In Pflanzen wurde HyPer verwendet um Anderungen
der HoOs-Konzentration in Peroxisomen und Zytoplasma zu messen (Costa et al.,
2010)). Boisson-Dernier et al. (2013) exprimierten HyPer in Col-0-Pollenschlduchen
und konnten dadurch die Dynamik der ROS-Produktion wihrend des Pollenschlauch-
wachstums beschreiben.

Ein kritischer Faktor bei der Interpretation von HyPer-Signalen ist dessen pH-Sensi-
tivitdt (Belousov et al., 2006; Roma et al. 2012). Im Falle der HyPer-Expression in
Pollenschlduchen fillt dabei die polare Verteilung des HyPer-Signals auf (Boisson-
Dernier et al. 2013): Minimale HyPer-Ratio (ROS-Konzentration) an der Pollen-
schlauchspitze und maximale HyPer-Ratio in der distalen Region. NBT- und Hs-
DCFDA-Féarbungen zeigen jedoch eine entgegengesetzte Verteilung von intra- und
extrazelluldirem ROS (Potocky et al., 2007, 2012). Daher ist anzunehmen, dass HyPer
in diesem Fall nicht die Verteilung von ROS anzeigt, sondern Regionen mit unter-
schiedlichem pH (Feijo et al., |1999). Die pH-Sensitivitdt von HyPer schrénkt dessen
Verwendbarkeit als ROS-Sensor fundamental ein, weshalb einige Autoren vorschlagen
HyPer nur unter gleichzeitiger Messung des intrazelluldren pH zu benutzen (Meyer
and Dick 2010).

Die chemischen Eigenschaften von ROS erschweren das Design eines effektiven Sen-
sors. Bei den Verfiigharen Ca?*-Sensoren (z. B. YCU3.6 oder R-GECO) bindet Ca?*
reversibel an Calmodulin-Doménen, wodurch intramolekularer FRET (YC3.6) oder
eine Verdnderung der Signalintensitdt (R-GECO) verursacht wird. Das jeweilige Si-
gnal des Reporters verdndert sich damit dynamisch in Abhéngigkeit der umgebenden
Ca?*-Konzentration. Anders als bei den Ca?*-Sensoren ist bei einem ROS-Sensor
die Perzeption mit einer chemischen Verdnderung Sensors selbst verbunden. Damit
HyPer als reversibler ROS- Sensor fungieren kann, muss die durch Oxidation ent-
standene Disulfid-Briicke in der OxyR-Doméne reduziert werden. In E.coli wird die
Reduktion des OxyR-Transkriptionsfaktors durch das Glutathion-System vermittelt,
weshalb man davon ausgeht, dass auch HyPer durch Glutaredoxin reduziert wird
(Zheng et al., 1998; Meyer und Dick, [2010). Die Reversibilitdt von HyPer und da-
mit dessen Signalintensitét ist daher abhéngig von der Verfiigbarkeit von NAD(P)H
und reduziertem Glutathion. Eine Storung des Glutathion-Systems wiirde bei gleich-
bleibender HyOs-Konzentration zu einer Erhohung des HyPer-Signals fiihren (Meyer,
und Dick, [2010)). Damit ist HyPer ein Sensor des generellen Redox-Status der Zelle
und nicht spezifisch fiir NAD(P)H-Oxidase vermittelte ROS-Produktion.

Fiir die Untersuchung von extrazellularer ROS-Produktion insbesondere von Super-
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oxid-Anion-Radikal -Synthese gibt es, bis auf das weiter oben diskutierte OxyBurst®-
Green (siehe Abschnitt 3.5), wenig experimentelle Alternativen. Die Sensitivitat von
Eisen-Schwefel-Clustern gegeniiber Oz~ ist ein moglicher Ansatzpunkt fiir die Ent-
wicklung von Superoxid-spezifischen, genetisch-kodierten Sensoren (Lukyanov und
Belousov, [2014). Um ein Fluoreszenzprotein auf der extrazelluldren Seite der Plas-
mamembran zu verankern, kann man eine Transmembrandoméne (TM23) des Homo
sapiens lysosomalen Proteins LAMP1 verwenden (Martiniére et al., [2012)). Eine Fu-
sion von TM23 mit einem ROS-Sensor kénnte die extrazelluldre Detektion von ROS
auf subzelluldrer Ebene ermdglichen. Allerdings bleiben auch hier die diskutierten
Probleme in Bezug auf pH und Reversibilitédt bestehen.

Eine moégliche Alternative fiir die Messung der RBOH-Aktivitat konnte die Bestim-
mung der NAD(P)H-Oxidationsrate sein. Cardenas et al. (2006) machten sich die
Autofluoreszenz von NAD(P)H zu nutze um NAD(P)H-Oszillationen in L. longifio-
rum-Pollenschlauchen zu visualisieren. Das stiarkste NAD(P)H-Signal war, &hnlich
wie die NAD(P)H-Oxidasen in Arabidopsis, innerhalb der subapikalen Region loka-
lisiert und intensivierte sich nach DPI-Zugabe. Da NAD(P)H autofluoresziert, nicht
aber die oxidierte Form NAD(P)*, ist diese Methode minimal invasiv und wiirde ei-
ne dynamische Messung ermoglichen. Allerdings ist zu beachten, dass NAD(P)H an
einer Vielzahl von metabolischen Prozessen beteiligt ist und wahrscheinlich fungiert
nur ein kleiner Bruchteil der zelluldren Gesamtmenge als Elektronendonor fiir RBOH-
Proteine. Mit der in dieser Arbeit charakterisierten rbohh-1 rbohj-2 Doppelmutante
lieRe sich jedoch leicht iiberpriifen, ob die von Cardenas et al. (2006) beobachtete
NAD(P)H-Fluktuation eine oszillatorische Aktivierung von NAD(P)H-Oxidasen re-
flektiert. Nichtsdestotrotz bleibt die Entwicklung von spezifischen ROS-Sensoren eine

Herausforderung fiir die Zukunft.

4.6 Ausblick

Anhand der in dieser Arbeit generierten experimentellen Daten wird postuliert, dass
die pollenspezifischen NAD(P)H-Oxidasen RBOHH und RBOHJ als negative Regu-
latoren des Pollenschlauchwachstums fungieren, vermutlich durch oxidative Modifika-
tion von Zellwandkomponenten. Die detaillierte phanotypische Charakterisierung der
rbohh-1 rbohj-2-Pollenschlauche erlaubt generelle Aussagen iiber die Funktion von
RBOHH und RBOHJ zu treffen, allerdings ist der molekulare Mechanismus durch
den Og '~ das Pollenschlauchwachstum verlangsamt noch unbekannt. Die in dieser

Arbeit durchgefiihrten Zellwandmarkierungen bieten einen ersten moglichen Hinweis

90



4 DISKUSSION

auf eine oxidative Modifikation von spezifischen Zellwandkomponenten. Nichtsdesto-
trotz ist eine unabhingige Bestatigung dieser Ergebnisse durch chemische Analyse
der entsprechenden Zellwandkomponenten aufgrund der schlechten Zugénglichkeit
des biologischen Materials vorerst nicht absehbar.

Um dennoch Einblicke in die molekulare Funktion des NAD(P)H-Oxidase produ-
zierten Oy~ zu erlangen, bedarf es daher genetischer Ansétze. Lee et al. (2013)
identifizierten eine Klasse-III-Peroxidase (PER64), die zusammen mit RBOHF fiir
die oxidative Polymerisierung von Lignin verantwortlich ist. Eine durch Klasse-III-
Peroxidasen-vermittelte Quervernetzung von anderen Zellwandkomponenten (z. B.
HRGPs) stellt damit einen moglichen Mechanismus zur Zellwanderhéartung dar (Brown
et al., [1998; Daudi et al) 2012). RBOHH und RBOHJ kénnten dabei im Pollen-
schlauchapoplast, dhnlich wie RBOHF in der Wurzelendodermis, das HoO9 fiir die
Peroxidase-Reaktion liefern (Lee et al., 2013). Der distinkte Wachstumsphénotyp
von rbohh rbohj-Mutanten und DPI-behandelten Col-0-Pollenschlduchen sollte da-
bei die Identifikation von NAD(P)H-Oxidase-abhéngigen Reaktionskomponenten er-
leichtern. Falls Pollenschlauch-exprimierte Klasse-III-Peroxidasen fiir die ROS-ver-
mittelte Zellwanderhartung benotigt werden, miisste pharmakologische Inhibition
der Peroxidaseaktivitdt mittels Salicylhydroxamsaure den rbohh rbohj-Wachstums-
phénotyp rekapitulieren. Ahnliches gilt fiir die entsprechenden Einzel- oder Mehr-
fachmutanten der pollenspezifischen Klasse-III-Peroxidasen.

Die in dieser Arbeit hergestellten Mutanten-Linien bieten den Idealen Ausgangs-
punkt um néhere Erkenntnisse iiber die Regulation von RBOHH/J zu gewinnen. Der
bereits makroskopisch sichtbare rbohh-1 rbohj-2-Phénotyp erlaubt z. B. die Identi-
fikation von funktional relevanten Phosphorylierungsstellen innerhalb von RBOHH
und RBOHJ durch Komplementationsexperimente mit entsprechenden Enzymvari-
anten. Im Gegensatz dazu wird sich die genetische Identifikation von stromaufwérts-
liegenden Kinasen bedeutend schwieriger gestalten. Im Idealfall wiirden Mutanten
von RBOHH /J-spezifischen Kinasen (z. B. CDPKs oder RLCKSs) einen rbohh rbohj-
ghnlichen Pollenphénotyp zeigen, jedoch ist dies, insbesondere bei Kinasen mit meh-
reren Zielproteinen, eher unwahrscheinlich. Alternativ kénnten NAD(P)H-Oxidase-
Aktivitatstest in heterologen Expressionssystemen wie HEK293-Zellen oder Nicotia-
na benthamiana-Blattern die Identifikation moglicher stromaufwérts-Kinasen erleich-
tern. Aufgrund derartiger funktioneller Daten und den bereits bekannten Phosphory-
lierungsstellen konnte man gezielte massenspektrometrische Analysen (z. B. mittels

selected reaction monitoring; SRM) mit den entsprechenden Mutanten durchfiih-

91



4 DISKUSSION

ren, um differenziell phosphorylierte Aminoséurereste zu finden. Die YFP-RBOHH
und mCherry-RBOHJ co-exprimierende Arabidopsis-Linie eignet sich zudem fiir eine
Untersuchung der potenziellen Assoziation von NAD(P)H-Oxidasen mit Lipidmikro-
doménen. Nach pharmakologischer Sequestrierung von Membran-Sterolen (z.B mit
Fillipin) kénnte man die Lokalisation beider NAD(P)H-Oxidase Isoformen analysie-
ren und ggf. Riickschliisse auf deren differenzielle Lokalisation in Abhéngigkeit zur
Membrankomposition ziehen.

Der Fokus dieser Arbeit lag hauptséchlich auf der Funktion von ROS wihrend des
Pollenschlauchwachstums. Dass ROS vermutlich auch wahrend der Pollenkeimung
wichtig sind, illustriert die NBT-Farbung, die lokalisierte Superoxid-Anion-Radikal-
Produktion in ungekeimten Pollenkérnern sowohl von Col-0 als auch rbohh-1 rbohj-2
zeigte. Bestatigt wurde dies durch pharmakologische Experimente mit Kiwipollen
(Speranza et al.l 2012). Ob die hier charakterisierten NAD(P)H-Oxidasen ebenfalls
an der Pollenkeimung beteiligt sind, bleibt noch offen, da sich die Bestimmung der
Pollenkeimungsrate in der Doppelmutante als besonders problematisch erwies. Be-
zeichnend ist jedoch, dass Pollenkeimung in rbohh-1 rbohj-2 noch stattfinden konnte,
was auf eine zusétzliche RBOH-Isoform hindeuten kénnte, die an der Pollenschlauchi-
nitiation beteiligt ist. Microarray- und RNA-seq-Expressionsdaten haben bisher nur
RBOHH und RBOHJ als pollenspezifische NAD(P)H-Oxidasen identifizieren kon-
nen. Allerdings fand eine massenspektrometrische Analyse des Arabidopsis Pollen-
Proteoms zusétzlich ein RBOHA-Peptid (Grobei et al., 2009). Die Funktion von
RBOHA wurde bisher nicht ndher untersucht. Microarray Transkriptomdaten deu-
ten auf eine Expression in Wurzeln hin (Zimmermann et al. 2004), was eine mdgliche
Rolle in der Pollenkeimung jedoch nicht prinzipiell ausschliefst.

Zusammenfassend wurde in dieser Arbeit ein kritischer Grundstein fiir die weitere
funktionelle Analyse der pollenspezifischen NAD(P)H-Oxidasen gelegt. Die daraus
gewonnen Erkenntnisse sind nicht begrenzt auf Pollenbiologie, sondern haben auch
wichtige Implikationen fiir andere biologische Prozesse in denen ROS eine zentrale

Rolle spielen.
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Abb. 6.1: Stammbaum der RLCK VIIa Proteinfamilie in Arabidopsis. A) Der Stamm-
baum wurde von (Guy et al|(2013)) ibernommen und modifiziert. In rot umrandet sind die
pollenspezifischen RLCK VIIa Proteine. B) In silico Expressionsanalyse der RLCK VIla
Genfamilie. Die 6ffentlich zugédnglichen Microarraydaten wurden wie in Abb3.1 beschrieben
analysiert (Zimmermann et al., 2004).
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