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Zusammenfassung

ZUSAMMENFASSUNG

Phytosulfokin-a (PSK-a) ist ein disulfatietes Pentapeptid mit der
Aminosauresequenz Tyr(SOsH)-lle-Tyr(SO3H)-Thr-Gin, welches als autokriner
Wachstumsfaktor wirkt. Uber physiologische und molekulargenetische Ansatze
wurden in Arabidopsis thaliana Funktionen von PSK-a und eine mdgliche
Komponente des Signalweges identifiziert. PSK-Praproproteine werden in
Arabidopsis durch finf Gene kodiert. Die Perzeption des Peptids erfolgt in
Arabidopsis durch zwei Rezeptorkinasen mit Leuzinreichen
Wiederholungssequenzen, PSKR1 und PSKR2. Spezifische Expressionen von
PSK-Praproproteingenen und PSKR1 wurden in Wurzeln, Hypokotylen und
reproduktiven Organen und nach Verwundung nachgewiesen. In diesen
Geweben kann PSK-a wahrscheinlich synthetisiert und perzipiert werden. PSK-
o férderte konzentrationsabhangig die Streckung der Zellen von Wurzeln und
Hypokotylen von Arabidopsis-Keimlingen. Die Regulation des
Wurzelwachstums durch PSK-a erfolgte tUber beide PSK-Rezeptoren, wahrend
das Hypokotylwachstum und die Expansion von Protoplasten, die aus dem
etiolierten Hypokotyl isoliert wurden, nur Gber PSKR1 reguliert wurden.
Analysen von T-DNA-Insertionslinien fir PSKR1 zeigten, dass PSK-a und
PSKR1 wahrend der Reproduktion die Pollenschlauchorientierung und das
synchrone Wachstum von Staubblattern und Fruchtknoten regulieren. PSK-o ist
auBerdem in die Antwort auf Verwundung und Befall durch Pathogene
involviert. Uber bioinformatische Analysen wurden Gene identifiziert, die mit
PSKR1 und PSKR2 koexprimiert sind. Koexprimierte Kandidatengene wurden
an Hand von Knockout Linien auf eine mdégliche Funktion bei der Regulation
von Hypokotyl- und Wurzelwachstum durch PSK-a untersucht. PSI1 ist ein
Protein mit unbekannter Funktion, das méglicherweise eine Komponente des
PSK-Signalweges ist. psi1-1 Keimlinge hatten kirzere Wurzeln und Hypokotyle
und pskri-3/pskr2-1/psi1-1 Dreifachmutanten zeigten einen nicht-additiven
Wachstumsphanotyp.



Summary

SUMMARY

Phytosulfokine-aa  (PSK-a) is the disulfated pentapeptide Tyr(SOsH)-lle-
Tyr(SOsH)-Thr-GIn, which acts as an autocrine growth factor. Physiological and
genetic approaches were chosen to identify physiological functions of PSK-a
and putative components of its signaling pathway in Arabidopsis thaliana. In
Arabidopsis, PSK-a is encoded by five precursor genes and perceived by two
leucine-rich repeat receptor kinases termed PSKR1 and PSKR2. Distinct and
overlapping expression patterns of PSK precursor genes and of PSKR1 were
detected in roots, hypocotyls and reproductive tissues, and after wounding.
These findings supported the idea that PSK-a is synthesized and perceived in
these tissues. Root and hypocotyl growth were promoted by PSK-a in a dose-
dependent manner and resulted in an increase in final cell size. While root
growth was promoted by both PSK receptors, hypocotyl growth and expansion
of protoplasts which were isolated from etiolated hypocotyls were promoted by
PSK-a exclusively through PSKR1. Analysis of T-DNA insertion lines for PSKR1
revealed that PSK signaling regulates pollen tube guidance and synchronized
growth of stamen and carpel during reproduction. In addition, PSK signaling
may play a role in response to wounding and infection with pathogens. Finally,
co-expression analysis based on publicly available databases identified genes
which are co-expressed with PSKR1 and PSKR2. Hypocotyl and root lengths
and responsiveness to PSK-a were studied in knockout lines of the co-
expressed candidate genes. psi1-1 seedlings had shorter roots and hypocotyls
and pskri-3/pskr2-1/psi1-1 triple mutants showed an non-additive growth
phenotype. PSI1 is a protein of unknown function, which may participate in PSK

signaling.



Einleitung

EINLEITUNG

Peptide regulieren das Wachstum, die Entwicklung und die
Pathogenabwehr bei Pflanzen

Biochemische und genetische Studien haben gezeigt, dass Peptide eine Rolle
beim Wachstum und in der Entwicklung von Pflanzen spielen. Sie regulieren
Kalluswachstum, Meristementwicklung, Wurzelwachstum, Selbstinkompatibilitat
und Organabscission und sind an der Regulation von Abwehrmechanismen
gegen Pathogene und an der Antwort auf Verwundung beteiligt (Matsubayashi,
2011; Matsubayashi und Sakagami, 2006). CLAVATAS3 (CLV3) gehdrt zu einer
Gruppe von Proteinen, die das Gleichgewicht zwischen dem Erhalt und der
Differenzierung von Stammzellen im Sprossapikalmeristem von Arabidopsis
regulieren. CLV3 kodiert fur ein 96 Aminosduren langes Peptid mit einem
Signalpeptid (Fletcher et al., 1999; Torii, 2004). Das funktionale sekretierte
CLV3 Peptid hat eine Lange von 78 Aminosauren. CLV1 kodiert flr eine
rezeptorahnliche Serin/Threonin-Kinase, die aus einer extrazellularen Doméane
mit leuzinreichen Wiederholungssequenzen, einer Transmembrandomane und
einer cytoplasmatischen Kinasedoméne besteht (Clark et al., 1997; Abbildung
2). CLV2 kodiert fir ein Rezeptorprotein, welches CLV1 strukturell sehr ahnlich
ist, jedoch eine kleinere intrazellulare Domane ohne Kinase-Funktion aufweist
(Jeong et al, 1999). CLV1 und CLV2 bilden zusammen einen durch
Disulfidbriicken stabilisierten, heterodimeren Rezeptorkomplex (Trotochaud et
al., 1999), an den CLV3 extrazellular bindet (Fletcher et al., 1999). Die Bindung
von CLV3 an CLV1 wurde mit einer Dissoziationskonstante (Kyq-Wert) von 17,5
nM  Ober Liganden-Bindungsstudien und  Photoaffinitats-Markierung
nachgewiesen (Ogawa et al., 2008). CORYNE (CRN) ist eine weitere
rezeptorahnliche Kinase, die an der Perzeption von CLV3 beteiligt ist (Miiller et
al., 2008). CRN hat keine extrazellulare Doméane. CRN und CLV2 interagieren
dber ihre Transmembrandomanen und bilden einen funktionalen
Rezeptorkomplex (Mdaller et al., 2008). Eine schwache Interaktion zwischen
CLV1 und CRN wurde von Bleckmann et al. (2010) nachgewiesen. Receptor-
like Protein Kinase 2 (RPK2), auch bekannt als TOADSTOOL 2 (TOAD2), bildet
Homo-Oligomere und ist ebenfalls an der Ubertragung des CLV3 Signals
beteiligt. RPK2 ist nicht mit CLV1 oder CLV2 assoziiert und bildet einen dritten,
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Einleitung

unabhangigen CLV3-Signalweg (Kinoshita et al., 2010). CLV3 wird von den
Stammzellen des Apikalmeristems sekretiert und agiert als parakrines
Signalmolekil, dessen Aktivitdt in einer Zellschicht ausreicht, um die
Proliferation und Differenzierung der Zellen im gesamten Apikalmeristem zu
kontrollieren (Fletcher et al., 1999). Nach der Bindung von CLV3 an einen
Rezeptorkomplex kommt es zu einer Herunterregulierung der Expression von
WUSCHEL (WUS; Schoof et al., 2000). Bei WUS handelt es sich um einen
Homdodomanen-Transkriptionsfaktor, der die Proliferation und Differenzierung
der Stammzellen unterstiitzt. Uber einen riickgekoppelten Signalweg induziert
WUS wiederum die Expression von CLV3, wodurch das Gleichgewicht der
Stammzellen im Sprossmeristem reguliert wird (Brand et al., 2000). Die
rickgekoppelte Regulation aktiviert einen Signaltransduktionsweg, der die WUS
Expression negativ beeinflusst. POLTERGEIST (POL) ist ein negativer
Regulator des CLV3 Signalweges (Yu et al.,, 2000). POL kodiert fir eine
Proteinphosphatase 2C, die die Expression von WUS induziert (Yu et al., 2000;
Yu et al., 2003; Song und Clark, 2001; Song et al., 2006). SHEPHERD (SHD),
ein HSP90 &ahnliches Protein, reguliert das Falten des funktionellen CLV
Rezeptorkomplexes (Ishiguro et al., 2002).

CLV3 gehoért zur Gruppe der CLE Proteine (CLAVATA3/ENDOSPERM
SURROUNDING REGION (ESR)). Mit Ausnahme einiger verwandter Proteine
in parasitaren Wirmern sind sie auf das Pflanzenreich beschrankt (Wang und
Fiers, 2010). In Arabidopsis sind 32 CLE Proteine bekannt. CLE Proteine
besitzen ein Signalpeptid und ein hochkonserviertes, 14 Aminosauren langes
CLE-Motiv am C-Terminus (Fiers et al., 2007). Einige der Proteine aus
Arabidopsis sind an der Regulation der Proliferation und Differenzierung von
Zellen beteiligt (Fiers et al., 2007). CLE Proteine spielen eine Rolle bei der
Ausbildung und der Erhaltung des Wurzelapikalmeristems (Clark, 2001). Die
Zugabe von CLV3, CLE19 und CLE40 fUhrte in Arabidopsis auf Grund eines
stark  verkleinerten Wurzelmeristems zu einem stark verringerten
Wourzelwachstum (Fiers et al., 2005). Die Behandlung von Keimlingen mit
CLE14 und CLE20 verursachte eine starke, irreversible Reduktion der
Zellteilungsrate. Die Zellstreckung im Wourzelapikalmeristem war nicht
beeinflusst (Meng und Feldman, 2010).

Auch die CLV Rezeptoren regulieren Wachstum und Entwicklung. Sie
tragen zum Gleichgewicht zwischen Zellproliferation und Zelldifferenzierung im
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Einleitung

Sprossmeristem bei (Clark et al., 1996). Die CLV Rezeptoren CLV1 (Abbildung
2), CLV2, CRN und RPK2 sind essentielle Komponenten in der Regulation der
Zellproliferation. CRN agiert zusammen mit CLV2 und parallel zu CLV1 (Muller
et al., 2008). Die Blutenmeristeme von clv1, clv2 und clv3 Pflanzen sind bis zu
zweimal so groB3 wie die des Wildtyps, weil sich die Zellen des Blitenmeristems
weiter teilen anstatt sich zu differenzieren (Clark et al., 1996). crn Pflanzen
zeigen vergleichbare Phanotypen wie clv1, clv2 und clv3. Zuséatzliche Organe in
allen vier Wirteln der Bllte sind auf ein vergréBertes Meristem zurlckzufihren,
welches wahrend der Blutenentwicklung gebildet wird (Maller et al., 2008). rpk2
Pflanzen weisen einen vergleichbaren Phanotyp wie clv Pflanzen auf. Die
Phéanotypen von clv1/mok2 und clvZ2/rpk2 Pflanzen sind additiv. Daraus wurde
geschlossen, dass die Ubertragung des CLV3 Signals iber RPK2 einen
unabhangigen Signalweg darstellt (Kinoshita et al., 2010).

In Tomate wurde eine Familie von Peptiden identifiziert, die an
intrazellularen Signalprozessen bei der Antwort auf Verwundung beteiligt sind
(Ryan und Pearce, 2003). Systemin wird von Pflanzen als systemische Antwort
auf Verwundung an Verwundungsstellen sekretiert (Scheer und Ryan, 1999).
Es wird mit Ausnahme von Wurzeln ubiquitar in der Pflanze gebildet (Ryan et
al., 1992). Das Peptid ist 18 Aminosauren lang und wird aus dem C-Terminus
eines 200 Aminosauren langen Praproproteins, Prosystemin, proteolytisch
prozessiert (McGurl et al., 1992; McGurl und Ryan, 1992). Prosystemin hat kein
fir sekretierte Peptide typisches Signalpeptid. Dies lieB vermuten, dass das
Peptid nicht Uber den sekretorischen Weg synthetisiert und prozessiert wird
(McGurl et al.,, 1992). Systemin induziert die Expression von
Proteinaseinhibitoren in den Blattern von jungen Tomaten-Pflanzen (Pearce et
al., 1991). Die Perzeption von Systemin findet Uber die LRR Rezeptorkinase
SR160 statt (Scheer und Ryan, 2002). In der frihen Antwort auf Verwundung
wird die MBP Kinase aktiviert, die zur MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase)
Familie der Proteinkinasen gehért (Stratmann et al., 2000). Phosphorylierung
eines Tyrosins durch SR160 aktiviert die MBP Kinase (Meindl et al., 1998).
Nach Verwundung aktiviert Systemin Gene, die fir Enzyme kodieren, die in die
Synthese von Jasmonséaure involviert sind (Ryan, 2000; Schilmiller und Howe,
2005). Jasmonsaure steuert verschiedene Prozesse der Abwehr von
Pathogenen und der Wundantwort. Nach der Perzeption von Jasmonsdure

kommt es zur Aktivierung von verschiedenen Verteidigungsmechanismen, die
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Einleitung

mit einer starken Veranderung der Genexpression einhergehen (Pauwels et al.,
2008). Salicylsaure inhibiert die Synthese von Proteinaseinhibitoren, die durch
Systemin und Jasmonsaure induziert werden (Doares et al., 1995). In Tabak
und Tomate wurden Systemin-ahnliche, 15 bis 20 Aminosauren lange,
glykosylierte und Hydroxyprolin-reiche Peptide, TobHypSys | und Il (Tobacco
hydroxyproline-rich  systemin) und TomHypSys Il und Il (Tomato
hydroxyproline-rich systemin), identifiziert, die ebenfalls aus Praproproteinen
gebildet werden (Ryan und Pearce, 2003). Im Gegensatz zu Systemin tragen
sie ein Signalpeptid (Ryan und Pearce, 2003).

Sulfatierte Peptide regulieren das Wachstum von Pflanzen

Das Arabidopsis-Genom enthalt 979 Gene, die fur putative, sekretierte
Peptide kodieren (Matsubayashi, 2011). Es wurde nachgewiesen, dass post-
translationale  Modifikationen  wie  Sulfatierung,  Hydroxylierung  und
Arabinosylierung wichtig fir die Funktion einiger dieser Peptide sind
(Matsubayashi, 2011). Die Sulfatierung von Tyrosinen ist fiir die Funktion von
verschiedenen pflanzlichen und tierischen Peptiden essentiell (Moore, 2003).
Sekretierte Proteine und Membranproteine wie Vitellogenin Il aus Drosophila
melanogaster werden an Tyrosinen sulfatiert (Yang et al., 2000). Die O-
Sulfatierung von Tyrosinen wird in Pflanzen und Tieren von Tyrosylprotein-
Sulfotransferasen (TPST) katalysiert. Diese Ubertragen ein Sulfat von 3'-
Phosphoadenosin 5'-Phosphosulfat (PAPS) auf die Phenolgruppe des Tyrosins
(Moore, 2003; Moore, 2009). O-Sulfatierung von Tyrosinen ist in tierischen
Organismen weit verbreitet (Huttner, 1984). In Saugetieren wird die O-
Sulfatierung der Tyrosine von zwei strukturell &hnlichen Proteinen, TPST-1 und
TPST-2, katalysiert (Beisswanger et al., 1998; Ouyang et al., 1998). TPSTs sind
etwa 50 kDa groBe Typll-Transmembranproteine, die im trans-Golgi Netzwerk
lokalisiert sind. lhre katalytische Domane ist zum Lumen orientiert (Baeuerle
und Huttner, 1987). In Pflanzen ist fur die Sulfatierung von Tyrosinen ein
Aspartat N-terminal vom Tyrosin essentiell. Saure Aminosduren in der
Umgebung des Tyrosins erhdhen ebenfalls die Wahrscheinlichkeit einer
Sulfatierung (Hanai et al.,, 2000). TPST Aktivitdt wurde in mikrosomalen
Fraktionen von Daucus carota nachgewiesen (Hanai et al., 2000). Komori et al.
(2009) identifizierten in Arabidopsis thaliana die erste pflanzliche TPST. Diese
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zeigt weder Sequenziibereinstimmung noch strukturelle Ahnlichkeit zu
tierischen TPSTs (Komori et al.,, 2009). Es handelt sich um ein Typl-
Transmembranprotein, das im Golgi-Netzwerk lokalisiert ist. Die TPST aus
Arabidopsis katalysiert die Sulfatierung bestimmter Tyrosine von RGFs (Root
Meristem Growth Factors, Matsuzaki et al., 2010) und der Praproproteine PSY1
(Plant Peptide Containing Sulfated Tyrosine 1, Amano et al., 2007) und
Phytosulfokin (PSK) in vitro (Komori et al., 2009; Abbildung 1). TPST wird in
Arabidopsis durch ein einzelnes Gen kodiert. TPST ist am starksten im
Wourzelapikalmeristem exprimiert (Komori et al., 2009). Knockout Pflanzen aus
Arabidopsis ohne endogene TPST Aktivitat sind zwergwdichsig. Sie haben eine
reduzierte Anzahl an Bliten und Schoten, hellgrine Blatter, ein kleineres
Wurzelapikalmeristem und stark verklrzte Wurzeln (Komori et al., 2009). Die
Wourzellange konnte durch Zugabe von RGFs, PSY1 und die disulfatierte Form
des PSK zu ipst-1 Keimlingen vollstandig komplementiert werden, was
bedeutet, dass alle drei Arten von sulfatierten Peptiden essentiell fir das
Wachstum der Arabidopsis-Wurzel sind (Komori et al., 2009; Matsuzaki et al.,
2010). PSY1 ist ein 18 Aminosduren langes Glykopeptid, dessen Tyrosin
sulfatiert wird (Amano et al., 2007; Abbildung 1). Fehlende O-Sulfatierung des
Tyrosins und fehlende Glykosylierung fihren zum vollstdndigen Ausschalten
der Aktivitat von PSY1. Ein nicht-glykosyliertes PSY1 Analogon hatte nur eine
geringe Aktivitdt. PSY1 Analoga, die weder die L-Arabinose Reste noch ein
Sulfat am Tyrosin enthielten, besaBen keine biologische Aktivitat. PSY7 wird
ubiquitdar in  Arabidopsis exprimiert mit starkster Expression im
Sprossapikalmeristem und in der Streckungszone der Wurzel. Die PSY1
Expression wird durch Verwundung induziert. Die Perzeption von PSY1 findet
uber eine LRR Rezeptorkinase, den PSY1 Rezeptor, statt. Proliferation und
Expansion von Zellen werden durch PSY1 in nanomolaren Konzentrationen
gefdrdert. Die Proliferation von Mesophyllzellen von Asparagus officinalis wurde
durch PSY1 stark stimuliert. 100 nM PSY1 férderte auBerdem das Wachstum
von Arabidopsis-Wurzeln um 25% (Amano et al., 2007). Die Uberexpression
von PSY1 in Arabidopsis flhrte zu langeren Wurzeln und gréBeren
Kotyledonen. Dieser Effekt war hauptsachlich auf groBere Zellen
zurickzufihren (Amano et al., 2007).
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A

Tyr(SOzH)-lle-Tyr(SO;H)-Thr-Gin PSK-o
Asp-Tyr(SOzH)-Gly-Asp-Pro-Ser-Ala-Asn-Pro-Lys-His-Asp-Pro-Gly-Val-(L-Ara3-)Hyp-Hyp-Ser PSY1

Asp-Tyr(SO4H)-Ser-Asn-Pro-Gly-His-His-Pro-Hyp-Arg-His-Asn RGF1

saure Region alkalische Region
1 22 78 82 87

v~ N -coor

SP PSK-Sequenz

Signaturmotiv

Abbildung 1: Sulfatierte Peptide in Pflanzen. A Aminosduresequenzen der sulfatierten
Peptide PSK-a, PSY1 und RGF1 (in Anlehnung an Matsubayashi et al., 1996; Amano et al.,
2007; Komori et al., 2009). RGF1 ist beispielhaft fir RGFs ausgewahlt worden. B Schematische
Darstellung des PSK2 Praproproteins aus Arabidopsis (in Anlehnung an Lorbiecke und Sauter,
2002). Das PSK2 Praproprotein hat eine Ldnge von 87 Aminosduren. Am N-terminalen Ende
tragt es ein 22 Aminoséauren langes, sekretorisches Signalpeptid (SP, grau), am C-terminalen
Ende die PSK-Sequenz (schwarz). Etwa in der Mitte des Praproproteins befindet sich eine
Region mit vermehrt sauren Aminosauren (,saure Region", Lorbiecke und Sauter, 2002). Am C-
Terminus von PSK2 sind vermehrt alkalische Aminosauren lokalisiert (,alkalische Region",
Lorbiecke und Sauter, 2002). Die Region des Signaturmotivs Cx(4.9)[E/D/Q]xCx(2)RRx(3.
A)AH[T/L/V]DYIYTQ ist ebenfalls markiert.

Matsuzaki et al. (2010) identifizierten mit den RGFs weitere Peptide, die
sulfatiert werden. Im Arabidopsis-Genom wurde nach Genen gesucht, deren
Primérsequenzen 70 bis 110 Aminoséauren lang sind und die wenig Cysteine,
ein Sekretionsignal und ein Asparagin-Tyrosin Motiv enthalten. Diese
Eigenschaften kénnen Hinweise auf Peptide sein, die posttranslational
modifiziert werden kdnnen. At5g60810 (RGF1) wurde in Arabidopsis
Uberexprimiert und das gebildete Peptid (Abbildung 1A) Uber
Massenspektrometrie identifiziert. Analysen von Mutanten, in denen mehrere
RGF Gene ausgeschaltet wurden, zeigten, dass RGFs eine Gruppe von
funktionell redundanten Peptiden sind (Matsuzaki et al., 2010; Abbildung 1A). In
Arabidopsis wurden neun Gene identifiziert, die fir RGFs kodieren. RGFs
werden aus etwa 100 Aminosauren langen Praproproteinen gebildet. Die
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funktionalen Peptide bestehen aus 13 Aminosauren. AuBer fir RGF8 wurde flr
alle  nachgewiesen, dass sie die meristematische Aktivitat des
Wourzelapikalmeristems férdern. Alle RGFs enthalten ein Tyrosin, welches
sulfatiert wird. Die Peptide werden sekretiert und hauptsachlich im Bereich des
ruhenden Zentrums der Wurzel und der innersten Schicht der zentralen
Columella-Zellen exprimiert. Die biologische Aktivitdt von RGFs, die nicht
sulfatiert sind, ist stark reduziert. RGFs sind an der Bildung der
Stammzellnische des Wurzelapikalmeristems und der Proliferation von Zellen
beteiligt. RGF1 aus Arabidopsis férdert die Lange der Wurzel und die GrdBe
des Wurzelmeristems ab einer Konzentration von 0,1 nM. Arabidopsis-Wurzeln,
die mit RGF1 angezogen wurden, hatten langere Wurzeln. RGFs sind essentiell
fir den Erhalt der Stammzellnische des Wurzelmeristems und die Proliferation
von Zellen (Matsuzaki et al., 2010). RGFs regulieren das Wurzelwachstum,
indem PLETHORA Transkriptionsfaktoren stabilisiert werden, die spezifisch im
Wurzelmeristem exprimiert werden (Matsuzaki et al., 2010; Zhou et al., 2010).

Struktur und Wirkungen von PSK-a

PSK-a ist ein disulfatiertes Pentapeptid mit der Aminoséuresequenz
Tyr(S0sH)-lle-Tyr(S03H)-Thr-GIn ~ (Matsubayashi und Sakagami, 1996;
Abbildung 1A). Es wurde zuerst aus Spargel Mesophylizellen isoliert. PSK-a
fungiert als autokrines Signalmolekil in Pflanzenzellen und stimuliert die
Proliferation von Suspensionszellen, die in geringer Dichte wachsen
(Matsubayashi und Sakagami, 1996). PSK-a ist wasserléslich, hitzestabil und in
nanomolaren Konzentrationen wirksam (Matsubayashi et al., 1996, 1997,
2002). Neben dem Pentapeptid wurde eine weitere, verkirzte Form des PSKs,
PSK-B, aus konditioniertem Medium von Spargel Mesophylizellen identifiziert
(Matsubayashi et al., 1996). Das Tetrapeptid ist C-terminal verkilrzt und hat die
Aminosauresequenz Tyr(S0sH)-lle-Tyr(S0sH)-Thr. Analysen von PSK-a, PSK-B
und weiterer Analoga ergaben, dass PSK-B 8% der mitogenen Aktivitat von
PSK-a aufwies. Flr weitere Analoga wie [Ser4]PSK-a und [Val2]PSK-a wurde
eine Aktivitat von 2% beziehungsweise 4% von PSK-o nachgewiesen
(Matsubayashi et al., 1996). Die Analyse weiterer Analoga zeigte, dass die
Sulfatierung der Tyrosine essentiell fur die mitotische Aktivitat des Peptids ist.
Fehlende Sulfatierungen am ersten oder zweiten Tyrosin fUhrten zu einer
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mitotischen Aktivitat von 0,6% beziehungsweise 4%. Fir das unsulfatierte
Peptid wurde eine mitotische Aktivitat von weniger als 0,1% nachgewiesen
(Matsubayashi et al., 1996). PSK-a wurde auch aus konditioniertem Medium
von Suspensionskulturen von Oryza sativa (Matsubayashi et al., 1997), Zinnia
elegans (Matsubayashi et al., 1999) und Daucus carota (Hanai et al., 2000)
isoliert.

PSK-o wird aus einem inaktiven, hdhermolekularen Praproprotein
gebildet. Dies erfordert posttranslationale Modifikation und schrittweise
Prozessierung (Yang et al., 2000). Wie fir PSY1 und RGFs ist auch fiir PSK-a
die Sulfatierung der Tyrosine, welche durch die TPST katalysiert wird (Komori
et al., 2009), essentiell fir die biologische Aktivitat. Yang et al. (1999)
beschrieben die erste Primarsequenz eines PSK Praproproteins, OsPSK1. Es
ist 89 Aminosauren lang und besitzt ein hydrophobes Signalpeptid und die
hochkonservierte PSK-Sequenz nahe dem C-Terminus (Yang et al., 1999).
Weitere Gene, die fur PSK Praproproteine kodieren, wurden von Lorbiecke und
Sauter (2002) identifiziert. Aus ESTs, cDNAs und genomischen Sequenzen
wurden unter anderem aus Oryza sativa, Zea mays und Arabidopsis thaliana
Sequenzen von homologen Praproproteinen nachgewiesen. In Arabidopsis
kodieren finf paraloge Gene flir PSK Praproproteine (Matsubayashi et al.,
2006; Yang et al.,, 2001; Lorbiecke und Sauter, 2002). Die Subtilisin Serin
Protease AtSBT1.1 katalysiert spezifisch die proteolytische Spaltung des
Praproproteins PSK4 aus Arabidopsis (Srivastava et al., 2008). Fur andere
Praproproteine wurde die proteolytische Spaltung noch nicht verifiziert.
Abbildung 1B zeigt die schematische Darstellung von PSK2 aus Arabidopsis (in
Anlehnung an Lorbiecke und Sauter, 2002). PSK2 ist 87 Aminoséauren lang und
weist ein 22 Aminosauren langes Signalpeptid auf. PSK Praproproteine
besitzen geringe Homologien auf Ebene der Primarsequenz, aber &hnliche
Sekundérstrukturen (Lorbiecke und Sauter, 2002). Dariiber hinaus sind
Regionen aus vermehrt sauren und basischen Aminosauren in der Mitte sowie
am C-terminalen Ende flir PSK Praproproteine charakteristisch (Abbildung 1B).
Weitere konservierte Aminosauren wurden im Bereich der PSK-Sequenz des
Praproproteins identifiziert. Die Konsensussequenz Cx(s4.9)[E/D/Q]XCx(2)RRX(3-
4)AH[T/LA/IDYIYTQ wurde als Signaturmotiv bezeichnet. Dabei stellen die mit

X" gekennzeichneten Aminosauren variable Aminosauren dar.
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Neben der Proliferation von Suspensionszellen, die in niedriger Dichte
wachsen, stimuliert PSK-o die Zellproliferation und die Bildung somatischer
Embryonen in Zellkulturen von Daucus carota (Kobayashi et al., 1999; Hanai et
al., 2000) und die in vitro Keimung von Nicotiana tabacum Pollen in Kulturen
geringer Dichte (Chen et al., 2000). Die in vitro Pollenkeimung ist abhangig von
der Dichte der Pollen (Pasonen und Kapylda, 1998) und der
Pollenpopulationseffekt kann durch Zugabe von exogenem PSK-a gefdrdert
werden (Chen et al., 2000). Des Weiteren férdert PSK-a die Bildung von
Adventivwurzeln an Hypokotylen von Cumunis sativus. Nach Behandlung der
Hypokotyle mit 1 uM PSK-o war die Anzahl der Adventivwurzeln um das 2- bis
2,5-fache erhéht (Yamakawa et al., 1998).

Die Perzeption pflanzlicher Peptide durch Rezeptorkinasen mit
leuzinreichen Wiederholungssequenzen

Die vollstandige Sequenzierung des Arabidopsis-Genoms zeigte, dass
mindestens 610 Gene fir putative Rezeptorkinasen kodieren (Torii, 2004).
Pflanzen nutzen Rezeptorkinasen, um interne und externe Signale
weiterzugeben. Rezeptorkinasen regulieren eine Vielzahl an
Entwicklungsprozessen und steuern Pathogenabwehr (Torii, 2004). Die
unterschiedliche Struktur ihrer extrazellularen Doméanen dient der Einteilung in
unterschiedliche Klassen. Mit ungefahr 220 Mitgliedern stellen die
Rezeptorkinasen  mit  leuzinreichen  Wiederholungssequenzen  (LRR
Rezeptorkinasen) die gréBte Gruppe dar (Shiu und Bleecker, 2001; Yin et al.,
2002). LRR Rezeptorkinasen bestehen aus einem Signalpeptid, einer
extrazelluldaren LRR Doméne, einer Transmembrandomane und einer
cytoplasmatischen Proteinkinase-Domane (Torii, 2004; Abbildung 2). In
Arabidopsis variiert die Anzahl der LRRs zwischen 1 und 32. Viele LRRs
werden von einer Inseldomane unterbrochen (Shiu und Bleecker, 2001a). LR-
Elemente kdnnen durch gepaarte Cysteine, die durch sechs Aminosauren
voneinander getrennt sind, flankiert sein (Torii, 2004). Rezeptoréhnliche
Proteine, denen die cytoplasmatische Kinasedomane fehlt, werden
Rezeptorproteine mit leuzinreichen Wiederholungssequenzen genannt (LRR
Rezeptorproteine). Genetische Studien haben gezeigt, dass LRR
Rezeptorproteine oftmals als Korezeptoren fir LRR Rezeptorkinasen agieren
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(Torii, 2004). Die gepaarten Cysteine kdénnen an der Heterodimerisierung
zwischen Rezeptorkinase und Rezeptorprotein beteiligt sein (Trotochaud et al.,
1999).

e SN W [ coon g1
A NSNS O W T -coon Pk

(L I T -coon sz
e~ SN W T coom oLV

I]Sinalpeptid $ Gepaarte Cysteine I LRR

Eglnsewoméne ITransmembrandoméne -Kinase

Abbildung 2: Rezeptorkinasen mit leuzinreichen Wiederholungssequenzen (LRR) aus
Arabidopsis. Die Rezeptoren fiir Brassinosteroid (BRI1), PSK-a (PSKR1), Flagellin (FLS2) und
CLAVATA (CLV1) sind LRR Rezeptorkinasen. Sie bestehen aus einem N-terminalen
Signalpeptid, einem extrazellularen Bereich mit einer unterschiedlichen Anzahl von LRRs, die
von gepaarten Cysteinen flankiert sind, einer Transmembrandomane und einer
cytoplasmatischen Kinasedoméne. PSKR1 und BRI1 bestehen aus 21 beziehungsweise 25
LRRs. Diese werden zwischen dem 17. und 18. beziehungsweise 21. und 22. LRR von einer
Inseldoméane unterbrochen. FLS2 wund CLV1 haben 28 beziehungsweise 23

zusammenhangende LRRs.

PSK-a wird von LRR Rezeptorkinasen perzipiert. In der mikrosomalen
Fraktion von Reiszellen wurden Proteine nachgewiesen, die [35S]PSK-a und
[BH]-PSK-a binden (Matsubayashi et al., 1997; Matsubayashi und Sakagami,
1999). Matsubayashi und Sakagami (2000) identifizierten in angereicherten
Vesikeln von Reis 120 kDa und 160 kDa groBe Glykoproteine mit einer hohen
Affinitat for [3H]-PSK-a. PSK-a wird in Daucus carota spezifisch von einer 120
kDa LRR Rezeptorkinase perzipiert (Matsubayashi et al., 2002). AuBerdem
wurde ein 150 kDa Bindeprotein nachgewiesen, das PSK-a weniger stark

bindet. Beide weisen das gleiche Peptidrickrad auf und unterscheiden sich

15



Einleitung

wahrscheinlich in ihrer Glykosylierung (Matsubayashi et al., 2002).
Uberexpression der Rezeptorkinase in Daucus carota Zellen fiihrte zu erhdhter
Proliferation der Zellen nach Zugabe von PSK-o (Matsubayashi et al., 2002).
AuBerdem war die Anzahl der Bindungsstellen von Tritium-markiertem PSK-o
erhéht. Daraus wurde geschlossen, dass PSK-a und PSKR1 als Liganden-
Rezeptor-Paar wirken (Matsubayashi et al., 2002). Fur DcPSKR1 wurde
nachgewiesen, dass PSK-a an die 36 Aminosauren lange Inseldoméne bindet
(Shinohara et al., 2007). Matsubayashi et al. (2006) identifizierten in
Arabidopsis ein PSK Rezeptorgen, das fir eine 1008 Aminosauren lange LRR
Rezeptorkinase kodiert. Das PSKR1 Protein bindet spezifisch [3H]-PSK-a und
ist homolog zu DcPSKR1 (Abbildung 2). Analysen der Bindungsaktivitat von
[BH]-PSK-a an PSKR1 in mikrosomalen Fraktionen von Arabidopsis-Zellen, die
unter der Kontrolle des gen-eigenen Promotors PSKR1 Uberexprimierten,
zeigten, dass die Dissoziationskonstante von AtPSKR1 bei 7,7+0,9 nM liegt
(Matsubayashi et al., 2006). Der KgWert ist mit dem von DcPSKR1
vergleichbar (Matsubayashi et al., 2002). PSKR1 gehért zur Subfamilie X der
LRR Rezeptorkinasen, zu der auch BRI1 zahlt (Shiu und Bleecker, 2001). Die
Sequenzen der Inseldomanen von AtPSKR1 und DcPSKR1 sind hoch
konserviert (Matsubayashi et al., 2006). Die phanotypischen Analysen der
Insertionsmutante pskri-1 aus Arabidopsis zeigten, dass die Proliferation von
pskri-1 Zellen, die mit 10 nM PSK-a behandelt wurden, im Vergleich zum
Wildtyp reduziert war. Die Wurzeln von pskri-1 waren im Vergleich zum Wildtyp
signifikant kurzer (Matsubayashi et al., 2006). Darlber hinaus setzte die
Seneszenz von pskri1-1 Pflanzen verfriiht bereits nach vier Wochen im
Vergleich zu acht Wochen bei Wildtyp Pflanzen ein (Matsubayashi et al., 2006).
Neben PSKR1 wurde eine weitere LRR Rezeptorkinase aus Arabidopsis
identifiziert, die PSK-a perzipieren kann. AtPSKR2 ist 1036 Aminosauren lang
und hat 48,6% Sequenzidentitat zu AtPSKR1 (Amano et al., 2007). [1251]-PSK
bindet spezifisch an AtPSKR2, allerdings ist die Starke der Bindung geringer im
Vergleich zu PSKR1, wie tUber Photoaffinitats-Markierung gezeigt wurde. Die T-
DNA-Insertionslinie pskr2-1 hat einen weniger starken Phanotyp im Vergleich
zu pskri-1. Die Lange der Wurzel ist nur gering reduziert (Amano et al., 2007).
Brassinosteroide werden an der Plasmamembran von der BRI1
(Brassinosteroid Insensitive 1) Rezeptorkinase perzipiert. Die extrazellulare
Domane von BRI1 besteht aus 24 LRRs, die durch eine 70 Aminosaure lange
16
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Inseldomane zwischen der 21. und 22. Wiederholungssequenz unterbrochen
werden (Li und Chory, 1997; Abbildung 2). Die Inseldoméne bindet direkt
Brassinosteroid (Kobe und Kajava, 2001). Im nicht aktivierten Zustand liegt
BRI1 als Homodimer vor. Die Bindung von Brassinosteroid an BRI1 flhrt zur
Autophosphorylierung der cytoplasmatischen Kinasedomane und zur
Interaktion mit einer weiteren rezeptorahnlichen Kinase, BAK1 (BRI1-
Associated Kinase 1). Der BRI1/BAK1 Kinasekomplex wird durch
Transphosphorylierung  aktiviert.  Dies  fihrt  zur  Aktivierung  von
Transkriptionsfaktoren wie zum Beispiel BZR Transkriptionsfaktoren im Nukleus
(Kim und Wang, 2010). Genetische Studien in Arabidopsis zeigten, dass
Brassinosteroide in eine Vielzahl von Wachstums- und Entwicklungsprozessen
involviert sind. Brassinosteroide regulieren Zellstreckung, Differenzierung des
Leitgewebes, Resistenz gegenltber Pathogenen und Trockenheit und férdern
die Seneszenz (Kim und Wang, 2010). Uber die Analyse von Mutanten, die in
der Synthese oder der Perzeption von Brassinosteroiden gestért sind, wurde
eine  groBe  Anzahl von Genen identifiziert, die an der
Brassinosteroidbiosynthese und der Signaltransduktion beteiligt sind (Kim und
Wang, 2010). Diese Mutanten sind zwergwuchsig, haben dunkelgriine Blatter,
eine verzdgerte Reproduktion und sind mannlich steril. Diese fehlerhaften
Entwicklungen sind hauptsachlich auf Defekte in der Zellexpansion
zurlckzufihren (Szekeres et al., 1996; Nakaya et al., 2002; Nakamura et al.,
2006). Brassinosteroide férdern in geringen Konzentrationen unter 1 nM die
Streckung der Wurzel. Konzentrationen, die héher als 1 nM sind, hemmen das
Wurzelwachstum (Massig et al.,, 2003). Dariber hinaus regulieren
Brassinosteroide das Wachstum von Hypokotylen im Dunkeln. Die in planta
Konzentrationen an Brassinosteroiden sind nicht limitierend und exogene
Zugabe férdert deshalb das Wachstum der Hypokotyle nicht (Sasse et al.,
1992). Mittlerweile wurde gezeigt, dass exogen applizierte Brassinosteroide das
Wachstum von Hypokotylen im Licht férdert (Srivastava et al., 2009). Mutanten
wie bri1 und bak1, die Defekte in der Brassinosteroidbiosynthese oder -antwort
aufweisen, haben verklrzte Hypokotyle und sind insensitiv beziehungsweise
haben eine geringere Sensitivitdt gegenlber Brassinosteroiden (Kauschmann
et al., 1996; Clouse et al., 1996; Li et al., 1996; Klahre et al., 1998; Schumacher
et al.,, 1999). awf4 (dwarf4), das Uber eine T-DNA Mutagenese identifiziert
wurde und einen zwergwlchsigen Phanotyp hat (Feldmann und Marks, 1987;
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Azpiroz et al., 1998), besitzt ebenfalls kiirzere Hypokotyle (Azpiroz et al., 1998).
Die Phanotypen sind auf Defekte in der Zellstreckung zuriickzuflihren. Das
Hypokotyl von Hoéheren Pflanzen setzt sich aus wenigen Zellschichten
zusammen: Epidermis, Kortex, Endodermis und Leitgewebe. Savaldi-Goldstein
et al. (2007) zeigten, dass Brassinosteroide Uber die Epidermis das Wachstum
des Hypokotyls regulieren. Wurde BRI1 unter der Kontrolle des
epidermisspezifischen Promotors ML1 (Meristem Layer 1) im bri1 Hintergrund
exprimiert, war der bri1 Phanotyp aufgehoben und die Pflanzen entwickelten
sich wie der Wildtyp (Savaldi-Goldstein et al., 2007).

Auch in der Antwort auf Pathogenbefall spielen Peptide eine Rolle, die
von LRR Rezeptorkinasen perzipiert werden. Der Drosophila melanogaster Toll
Rezeptor hat extrazelluldare Domanen, die denen pflanzlicher LRR
Rezeptorkinasen &hneln (Diévart und Clark, 2004). Die Untersuchungen von
Mutanten, die insensitiv auf Flagellin reagierten, einem Peptid, das von
Bakterien abgegeben wird, fihrten zur Entdeckung des FLS2 Rezeptors aus
Arabidopsis (Gomez-Gémez et al.,, 1999; Gémez-Gémez und Boller, 2000;
Abbildung 2). Sequenzanalysen zeigten, dass es sich hierbei um eine LRR
Rezeptorkinase handelte (Gémez-Gomez und Boller, 2000). Die direkte
Interaktion von Flagellin mit FLS2 wurde von Chinchilla et al. (2006) gezeigt.
Mutationen sowohl in der LRR- als auch in der Kinasedoméane flhrten dazu,
dass Flagellin nicht mehr perzipiert wurde (Gémez-Gémez et al., 2001). Die
Kinase-assoziierte Proteinphosphatase KAPP ist ein negativer Regulator des
FLS2 Signalweges (Gémez-Gomez et al., 1999). Darlber hinaus bindet der
EFR Rezeptor (Elongation Factor Tu Receptor) den Elongationsfaktor EF-Tu
(Zipfel et al., 2006). Nach Bindung von Flagellin an FLS2 und von EF-Tu an
EFR wird eine Immunantwort ausgelést, die zur Resistenz der Pflanzen gegen
bakterielle Pathogene fuhrt (Chinchilla et al., 2007). Auch BAK1 spielt eine
Rolle in der Immunantwort, die durch Flagellin ausgelést wird (Chinchilla et al.,
2007; Heese et al., 2007). BAK1 wirkt als ein positiver Regulator des FLS2
Signalweges (Chinchilla et al., 2007; Heese et al., 2007). bak1 Pflanzen weisen
zwar eine normale Bindung von Flagellin auf, es wird allerdings keine friihe
Immunantwort ausgelést und sie zeigen eine reduzierte frihe, durch EF-Tu
ausgeldste, Immunantwort (Chinchilla et al., 2007).

Peptide sind auf vielfaltige Art und Weise in die Regulation des
Wachstums und die Entwicklung von Pflanzen involviert. Physiologische und
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molekulargenetische  Ansatze  helfen, um  Wirkungen und die
Regulationsmechanismen verstehen zu kénnen. Die Analyse von Knockout
Mutanten und die Suche nach bekannten Phanotypen kdnnen dabei

Ruckschlisse auf mégliche Funktionen geben.
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Zielsetzung

ZIELSETZUNG

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Funktion des disulfatierten Pentapeptids
PSK-a in Arabidopsis thaliana physiologisch und molekulargenetisch untersucht
werden. Ein Ziel war es, Uber Expressionsanalysen von Praproprotein-Genen
und PSK Rezeptorgenen zu klaren, in welchen Geweben PSK-a synthetisiert
und perzipiert werden kann. Ein weiteres Ziel der Arbeit war es, die Regulation
von Wourzel- und Hypokotylwachstum durch PSK-o zu analysieren.
Phéanotypische Analysen zeigten dariber hinaus, dass PSK Signalperzeption
bei der Reproduktion eine Rolle spielt, da pskr1 Pflanzen eine verringerte
Fertilitat aufwiesen. In dieser Arbeit sollten mdgliche Ursachen untersucht
werden. SchlieBlich sollte versucht werden, mdgliche Signalkomponenten des
PSK-Signalweges zu identifizieren. Koexprimierte Kandidatengene sollten an
Hand von Knockout Linien auf eine mdgliche Funktion bei der Regulation von

Hypokotyl- und Wurzelwachstum durch PSK-a untersucht werden.
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KAPITEL 1

In Arabidopsis thaliana fordert PSK-o das Wurzelwachstum (iber die LRR
Rezeptorkinasen PSKR1 und PSKR2

Es wurde untersucht, ob das Wurzelwachstum von Arabidopsis thaliana Uber
den PSK-Signalweg reguliert wird. Uber Expressionsanalysen wurde gezeigt,
dass PSK Praproprotein-Gene und PSKR1 in der Wurzel differentiell exprimiert
werden. Dies deutete darauf hin, dass PSK-a in diesen Geweben
wahrscheinlich synthetisiert werden kann. In Arabidopsis Keimlingen wurde das
Wurzelwachstum durch PSK-a dosisabhdngig geférdert. Die optimale
Konzentration lag bei 1 pM PSK-o und fihrte zu einer um etwa 20%
verlangerten Wurzel. Das Sprosswachstum hingegen wurde durch PSK-a nicht
beeinflusst. Kinematische Analysen zeigten, dass das erhéhte Wurzelwachstum
hauptséchlich auf langere Zellen zurlckzufiihren war. Neben der Hauptwurzel
forderte PSK-a auch das Wachstum der Lateralwurzeln. Um zu untersuchen,
tber welchen PSK Rezeptor das Wurzelwachstum kontrolliert wird, wurden
homozygote T-DNA-Insertionsmutanten fir die PSK Rezeptorgene PSKR1,
pskr1-3, und PSKR2, pskr2-1, sowie die Doppelmutante pskr1-3/pskr2-1
analysiert. pskr1-3 Keimlinge hatten um etwa ein Drittel kiirzere Wurzeln als der
Wildtyp. Uber kinematische Untersuchungen wurde nachgewiesen, dass dies
hauptsachlich auf klrzere Zellen zurlickging. PSK-o férderte das
Wurzelwachstum in pskr1-3 Keimlingen, allerdings geringer als im Wildtyp.
pskr2-1 Keimlinge hatten um 15% kleinere Wurzeln als der Wildtyp und PSK-a
férderte das Wurzelwachstum um 9% im Vergleich zu 20% im Wildtyp. In der
Doppelmutante férderte PSK-a das Wurzelwachstum nicht. Daraus kann
gefolgert werden, dass Wurzelwachstum Uber beide PSK Rezeptoren reguliert
wird.

Von den in diesem Kapitel vorgestellten Arbeiten wurden von mir die
Versuche zur Bestimmung der MeristemgréBe an Pgycs1.1:Gus Keimlingen und
die Analysen der Wurzellangen an den pskri-3, pskr2-1 und pskri-3/pskr2-1
Linien durchgefihrt.
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Summary

¢ Phytosulfokine-a (PSK-a) is a disulfated pentapeptide described to act as a growth
factor in suspension cells. In this study, the involvement of PSK signaling through the
PSK receptor gene AtPSKRT in Arabidopsis root growth was assessed.

e Expression studies of PSK precursor genes and of AtPSKR7 were performed in
roots with RT-PCR and P:GUS analyses. Root elongation, lateral root formation, cell
production and root cell elongation were analyzed in wild-type (wt) and in the
receptor knockout mutant Atpskri-T treated with or without synthetic PSK-c.

e Phytosulfokine and AtPSKR7T genes are differentially expressed in roots. PSK-o
induced root growth in a dose-dependent manner without affecting lateral root
density. Kinematic analysis established that enhancement of root growth by PSK-o.
was mainly caused by an increase in cell size. In Atpskri-T, the primary roots were
shorter as a result of reduced mature cell size and a smaller root apical meristem
composed of fewer cells than in wt.

¢ The results indicate that PSK-a signaling through AtPSKR1 affects root elongation
primarily via control of mature cell size. Root organogenesis, on the other hand,

is not controlled by PSK-o.

Introduction

The rate at which plant roots grow is an adaptive trait. This is
obvious in natural ecotypes which are adapted to different
environmental conditions. Up to fourfold differences in
primary root growth rates were observed when 18 ecotypes of
Arabidopsis thaliana were compared (Beemster ez al., 2002).
Direction and rate of root growth are also influenced by
external factors, such as gravity, water and nutrients. The rate
at which roots grow is determined by two parameters: cell
production rate and mature cell length. The cell production
rate in the meristem in turn depends on the number of
meristematic cells and the average duration of a cell cycle. An
increase in cell division rate can thus directly promote root
growth. Accelerated root elongation rates during Arabidopsis
development were shown to be almost exclusively the result of
increased cell production in the meristem, with little change
in cell expansion rates (Beemster & Baskin, 1998). In roots,
cell division occurs in the apical meristem but also in pericycle
cells that initiate formation of lateral roots, and in lateral root
primordia. Cell growth, on the other hand, also occurs in
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meristems and in the elongation zone proximal to the
meristem (Beemster & Baskin, 1998).

Phytosulfokine-o. (PSK-0v) is an autocrine growth factor
found in cell cultures from dicot and monocot plants where
it promotes proliferation of cells kept at low density (Yang
et al., 2000). PSK-o. is perceived by leucine-rich repeat (LRR)
receptor kinases conserved in carrot (Matsubayashi ez a/., 2002)
and Arabidopsis (Matsubayashi ez 2/., 20006). In Arabidopsis,
two PSK-0t receptors were identified based on the homology
towards the receptor from carrot. They were named AtPSKR1
(encoded by At2g02220) and AtPSKR2 (encoded by
At5g53890). [PH]PSK-0 binding activity was enhanced in
microsomal fractions of Arabidopsis cells overexpressing
AtPSKRI (Matsubayashi ez al., 2006) and a genetic approach
confirmed the redundant role of AtPSKR2 in PSK-ot signaling
(Amano ez al., 2007). Genes encoding PSK precursors appear
to be ubiquitously expressed in higher plant organs (Yang
et al., 2001; Lorbiecke & Sauter, 2002; Matsubayashi ez 4/.,
2006). However, detailed analysis in reproductive tissues of Zea
mays L. revealed cell type-specific and gene-specific expression
patterns for several members of the maize PSK precursor gene
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family (Lorbiecke ez al., 2005). Some of the sites of PSK
precursor gene expression identified iz planta coincided with
functions of PSK-a predicted from cell culture experiments.
For instance, germination of pollen from Nicotiana tabacum
L. kept at low density was promoted by PSK-at 77 vitro in a
concentration-dependent manner (Chen ez a/., 2000). It was
coincidentally found in maize (Lorbiecke ez al., 2005) and
Arabidopsis (A. Kutschmar & M. Sauter, unpublished) that
pollen contains high amounts of PSK-o. precursor mRNA.
Since PSK-0u was shown to act as a growth factor in tissue-
cultured cells, the question arose as to whether it may play a
growth regulatory role iz planta as well. Matsubayashi ez al.
(2006) provided evidence that root elongation was enhanced
in AtPSK4 overexpressing Arabidopsis seedlings. Insertional
knockout of the receptor gene AzPSKRI, on the other hand,
led to reduced root elongation. In this study, the putative sites
of PSK-a activity in roots were analyzed in detail by the use
of promoter:Gus lines of the five PSK genes present in the
Arabidopsis genome and of the A#PSKRI receptor gene. To
specify the effect of PSK-01 on root growth, a detailed analysis
of main and lateral root elongation and of lateral root initiation
was performed. Finally, cell elongation was compared in wt
and Azpskr] mutant treated with or without PSK-a.. Our
findings indicate that PSK-o signaling through AtPSKR1
regulates root growth mainly by controlling cell size.

Materials and Methods

Plant growth

Experiments were performed with Arabidopsis thaliana (L.)
Heynh. ecotype Columbia (Col-0). Unless stated otherwise,
plants were grown in a 1: 1 sand : humus mixture that was
frozen at —80°C for 2 d to avoid insect contamination and
watered regularly with tap water. Before germination, seeds
were stratified at 4°C in the dark for 2 d and then transferred
to a growth chamber under long-day conditions.

For growth experiments on sterile plates, Arabidopsis seeds
were surface-sterilized for 10 min in 1 ml 0.1% (w/v) sodium
hypochlorite, washed five times with autoclaved water and
laid out under sterile conditions on square plates containing
half-concentrated modified Murashige and Skoog-medium
(Murashige & Skoog, 1962) supplemented with 1.5% sucrose
and PSK-a,, dsPSK-0,, or a mixture of amino acids present in
dsPSK at the concentrations indicated (1 pm of amino acid
mixture contained 2 um Tyr, 1 pm Ile, 1 pm Thr, and 1 pm
Gln). The media were solidified with 0.8% agarose. Plants
were grown under long-day conditions.

Atpskr1-T mutant analysis

The mutant line SALK_008585 of A. thaliana ecotype
Columbia-0 was obtained from the NASC (Nottingham
Arabidopsis Stock Centre, University of Nottingham,
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Nottingham, UK). It carries a T-DNA insertion in the Az2PSKRI
gene At2g02220 and was therefore termed Aspskri-T to
distinguish it from the Aspskri-1 knockout mutant previously
described in the ecotype Landsberg erecta (Matsubayashi
et al., 20006). Insertion of the T-DNA in At2g02220 was
confirmed by PCR. Effective knockout of gene expression
from At2g02220 in Atpskri-T was tested through reverse
transcription of mRNA using oligo-dT primers and subsequent
PCR amplification using the AtPSKRI-specific forward primer
5"-GAGCGTTGCAATACAATCAG-3" and reverse primer
5"-CAGTACTTACATGCGTCTCGT-3".

Growth measurements

Lengths of main and lateral roots were measured using a
binocular (Olympus, Hamburg, Germany) and analyzed with
Image ] (National Institute of Health, Bethesda, MD, USA). For
P2 GUS plants, the number of lateral roots, Gus-expressing
lateral root primordia and division active pericycle cells was
determined and lateral root density was calculated per millimeter
main root. Shoot and root fresh weights were measured with

a precision balance (Sartorius, Géttingen, Germany).

Cell size measurements

Using the method described by Beemster ez al. (2002), we
established cell length profiles in the root tip of 5-d-old wt and
Atpskrl-T seedlings. However, instead of using differential
interference contrast microscopy, we used fluorescence
microscopy to visualize cell outlines stained with FM4-64
(Invitrogen, Karlsruhe, Germany), a dye that specifically
inserts into the plasma membrane. In our hands, FM4-64
proved to be more reliable than propidium iodide, which
failed to stain cell walls in the apical root meristem in a
reproducible manner. Pictures were taken with a TCS SP
confocal laser scanning microscope (Leica, Bernsheim,
Germany). Using the software LCS Lite (Leica), cell size was
measured in cortical cell files that could be continuously
followed from the QC up to a distance of at least 600 pm
from the QC. In order to be able to average cell size as a
function of its distance from the QC, each cell length
profile was smoothed and interpolated by means of a kernel
smoothing algorithm essentially as described by Beemster &
Baskin (1998) but using the locpoly function in the statistical
package R (www.r-project.org).

Cloning of promoter:GUS vectors, transformation, and
histochemical Gus detection

For expression analysis of PSK genes and of the PSK receptor
gene AtPSKRI by promoter:Gus analysis, genomic fragments
were amplified upstream of the start codon by PCR as follows.
For AtPSK1 (Atlgl13590), the forward primer 5’-CACCC-
TATACTCCACCTCCCAAATTGA-3’ and the reverse primer

New Phyrologist (2009) 181: 820-831
www.newphytologist.org



822 "Research

5"-CAACACTTCACTTTTCGTCTTCA-3" amplified a
fragment of 1121 bp. For AtPSK2 (At2g22860), a 1229 bp
genomic fragment was amplified with the forward primer
5-CACCGACTGAGTTACGATTGAATCAC-3" and the
reverse primer 5’-GACGGGTTTGGCTTCTTTGT-3". For
AtPSK3 (At3g44735), a 1102 bp genomic fragment was
amplified with the forward primer 5-CACCTATAGC-
ATTAAGGGACAGAAGTGG-3’ and the reverse primer 5’-
GTGAGAAGTTTGTGATAGACAGATAC-3’. For AtPSK4
(At3g49780), a 1116 bp genomic fragment was amplified
with the forward primer 5-CACCGTGTAAGAAGACTT-
TACTAACCT-3" and the reverse primer 5'-AGCAGATGA-
AGCCAGTTAGG-3". For AtPSK5 (At5g65870), a 1198
bp genomic fragment was amplified with the forward primer
5’-CACCTATGATATCACAGGTCTTTC-3 and the reverse
primer 5-GAAGAGGAAGTTATGAAATAGAGG-3’, and
for AtPSKRI (At2g02220) a 1363 bp genomic fragment was
amplified with the forward primer 5-CACCTCGTCTA-
CAACTCACATACGTTACACT-3’ and the reverse primer
5'-CGATGAACACGCATTTCAAGAACAGAG-3’. The
fragments were cloned into the vector pBGWES7 (VIB,
Gent, Belgium) in front of the B-glucuronidase coding
sequence using the Gateway system (Invitrogen). Arabidopsis
plants were transformed with Agrobacterium tumefaciens.
Selection of transformed plants was performed by spraying
with 200 pm BASTA (AgroEvo, Berlin, Germany). For each
construct, several Gus-expressing lines were analyzed. Gus
assays were performed as described (Vielle-Calzada ez al.,
2000). Stained plant material was cleared in chloral hydrate
(Yadegari ez al. 1994) and observed under bright-field
illumination using Leica DM LS (Leica) or Olympus BX41
(Olympus, Hamburg, Germany) microscopes. To obtain tissue
sections, 14-d-old cleared plants were washed and dehydrated
using an ethanol series at 30, 50, 70, 90 and 100% for 60 min
each. Plants were embedded in Technovit 7100 according to
the manufacturer’s instructions (Heraeus Kulzer, Wehrheim,
Germany). Sections 10 pm thick were cut with a Leica RM 2255
microtome and analyzed using a Leica DM LS microscope
(Leica, Bensheim, Germany).

Reverse transcription-polymerase chain reaction

Total RNA was isolated from shoots and roots of 8-d-old
seedlings and 14-d-old plants with Tri-Reagent following
manufacturer’s instructions (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Germany). A 5 pg quantity of DNAse-treated RNA (MBI
Fermentas, Leon-Roth, Germany) was reverse-transcribed with
oligo-dT primers (Invitrogen) and used for PCR amplification.
AtActinll was amplified with gene-specific primers and used
as a control. For PCR amplification of AtPSK1, AtPSK2,
AtPSK3, AtPSK4 and ArPSK5 genes, cDNA from 0.5 pg
RNA was used; for amplification of AtPSKRI cDNA from
1 pg RNA was used; and for amplification of AtActinil,
cDNA from 0.05 pg RNA was used. To be able to distinguish
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between fragments derived from ¢cDNA or genomic DNA,
gene-specific oligonucleotides were positioned to include an
intron, except for the intronless A#PSKRI. Genomic DNA
was isolated and PSK precursor genes and AtPSKRI were
amplified as an additional control. For AtPSK1 (At1g13590),
the forward primer 5-ATG GCT TCA AGT GTT ATT
TTA AGA G-3’ and the reverse primer 5-ATC TTG TGT
ATA GAT GTA ATC GGT G-3" amplified a cDNA fragment
of 203 bp and a genomic DNA fragment of 574 bp. For
AtPSK2 (At2¢22860), the forward primer 5-CAC CAT
GGC AAA CGT CTC CGC-3" and the reverse primer 5’-
TCA AGG ATG CTT CTT CTT CTG GGT-3" amplified a
cDNA fragment of 262 bp and a genomic DNA fragment of
409 bp. For AtPSK3 (At3g44735), the forward primer 5’-
ATG AAG CAA ACC TTG TGC C-3" and the reverse
primer 5-TCA ATG CTT ATG GTG CTG TG-3" amplified
a cDNA fragment of 245 bp and a genomic DNA fragment
of 728 bp. For AtPSK4 (At3¢49780), the forward primer
5-CAC CAT GGC TCT TCT TTG CTC T-3’ and the
reverse primer 5-TTA GGG CTT GTG ATT CTG AGT-3
amplified a cDNA fragment of 238 bp and a genomic DNA
fragment of 502 bp. For ATPSK5 (At5¢65870), the forward
primer 5-ATG GTT AAG TTC ACA ACT TTC CTC-3’
and the reverse primer 5-TTA GGG ATT GTG GTT TTG
AGT GTA-3" amplified a cDNA fragment of 231 bp and a
genomic DNA fragment of 462 bp. For the intronless
AtPSKRI (At2g02220), the forward primer 5-GAG CGT
TGC AAT ACA ATC AG-3’ and the reverse primer 5’-CAG
TAC TTA CAT GCG TCT CGT-3" amplified a fragment
of 1142 bp. For AtActinll, the forward primer 5-CAA AGA
CCA GCT CTT CCA TCG-3’ and the reverse primer
5-CTG TGA ACG ATT CCT GGA CCT-3" amplified a
cDNA fragment of 427 bp and a genomic DNA fragment of
513 bp. PCR was performed for 30 cycles. PCR fragments
were separated on a 1% (w/v) agarose gel and stained with
ethidium bromide.

Results

PSK gene expression in roots

In order to identify putative sites of PSK activity and to link
PSK-a. synthesis to its growth-promoting effect on roots, we
performed expression studies of the five PSK genes that are
expressed in Arabidopsis. All PSK precursor genes encode the
same conserved pentapeptide backbone YIYTQ characteristic
of PSK-a (Lorbiecke & Sauter, 2002). Semiquantitative
RT-PCR analysis showed expression of all five genes in
roots and in shoots (Fig. 1). However, A#PSK1 and, to a
minor degree, AtPSK5 were expressed at higher levels in roots
as compared with shoots. Transcript abundance of A#PSK3
increased with age in shoots. To obtain a more detailed
picture of PSK gene expression, promoter:GUS studies were
performed (Fig. 2).
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Fig. 1 Phytosulfokine (PSK) and PSK receptor genes are expressed in
shoots and roots of Arabidopsis. Semiquantitative RT-PCR analyses
were performed to study expression of AtPSK1, AtPSK2, AtPSK3,
AtPSK4, AtPSK5 and of AtPSKR1 in shoots and roots of 8- and 14-d-
old Arabidopsis plants. RT-PCR analysis of AtActinll was included

as a control for RNA input, and PCR amplification of genomic DNA
was performed as a control for genomic contamination.

Analysis of P, per;7GUS plants indicated expression in
lateral root primordia (Fig. 2B) and in growing lateral roots,
including the growing region at the apex where Gus staining
appeared in a somewhat patchy pattern (Fig. 2A,D). Cross-
sections through lateral roots indicated that P, pq,:Gus was
expressed in all cell layers with stronger expression in the
epidermis (Fig. 2E). Promoters of AtPSK2, AtPSK3, AtPSK4,
and AtPSK5 were active in the central cylinder of main and
lateral roots (Fig. 2). Cross-sections revealed that AtPSK2 and
AtPSK3 expression was confined to the central cylinder
excluding the endodermis (Fig. 2J,0). Gus activity driven by
the promoters of AtPSK4 and AtPSK5 was detected in the
central cylinder and in the endodermal cell layer (Fig. 2T)Y).
Gus staining resulting from the activities of the AtPSK2,
AtPSK3 and AtPSK4 promoters was detected at sites where
lateral roots were connected to the central cylinder of the
parent root, whereas lateral root primordia or young lateral
roots were only weakly stained or not stained (Fig. 2G,L,R).
With respect to the root tip, two types of expression patterns
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were obvious. A#PSK1 and AtPSK3 showed promoter activity
in the root tip (Fig. 2C,D,M,N) whereas the promoters of
AtPSK2, AtPSK4, and ArPSK5 were not active in the very root
tips (Fig. 2H,LR,S,WX).

Taken together, all PSK genes are expressed in roots with
differential and partly overlapping expression patterns. Promoters
of AtPSK2, AtPSK4 and AtPSK5 displayed strongly overlapping
activities in the central cylinder of the differentiated part of
main and lateral roots and no activities in growing root tips.
AtPSKI and AtPSK3 were both expressed in root tips but
displayed otherwise different cell-specific expression patterns.
Promoters of AtPSK2, AtPSK3 and AtPSK4 were particularly
active in the central cylinder of parent roots at sites where new
lateral roots are formed.

Expression of the PSK-a receptor gene AtPSKR1
in roots

The PSK-a. receptor AtPSKRI1, encoded by Ar2¢02220, was
identified in the Arabidopsis genome by sequence homology
to the PSK receptor from carrot (Matsubayashi ez a/., 2002).
The function of AcPSKR1 as a PSK-at receptor was confirmed
by Matsubayashi ez 4/. (2006). In order to compare sites of PSK-
o synthesis with sites of PSK-ot perception, and in order to
specify the cells and tissues that can perceive, and thus respond
to, PSK-0, we analyzed expression of the PSK-ou receptor
gene ArPSKRI in Arabidopsis seedlings. Semiquantitative RT-
PCR studies indicated that AzPSKRI was expressed in shoots
and roots at seemingly low levels (Fig. 1). AtPSKRI promoter-
driven GUS activity was observed in the primary and lateral
roots, including root primordia, but not in the hypocotyl
(Fig. 2a,b). In the primary root and in lateral roots, activity
was particularly high in the very root tip, possibly representing
the root cap, but was present at lower levels throughout
the growing and mature regions (Fig. 2¢,d). Cross-sections
revealed that the receptor gene was expressed in all cell
layers of the root. Based on publicly available microarray
data (Genevestigator at https://www.genevestigator.ethz.ch;
Zimmermann et al., 2004), the second PSK-o receptor
AtPSKR2 is expressed in the root tip. Together with the
promoter:GUS data shown here, this indicates that PSK-o
can potentially be perceived by all cells in the root tip.

PSK-o. promotes root but not shoot growth of
Arabidopsis plants

An AtPSKRI1 T-DNA insertion mutant was identified in the
Arabidopsis thaliana ecotype Columbia and obtained from
NASC. It was named Azpskr1-T to distinguish it from the Ds
insertion mutant pskrl-1 described previously in the ecotype
Landsberg erecta (Matsubayashi ez al., 2006). The T-DNA
was inserted 2337 bp downstream of the start codon of the
intronless AzPSKRI gene (Fig. 3a) and led to loss of detectable
AtPSKRI mRNA (Fig. 3b).

New Phyrologist (2009) 181: 820-831
www.newphytologist.org


https://www.genevestigator.ethz.ch

824 "Research

Shoot/root . .
junction LRP LR Root tip Cross-section

Patpsk1:GUS

— ~ i

ik \:. ! 8
Patpsk3:GUS
K %

100 ym
=

Patpsk4:GUS

Patpskr1:GUS

a

100 um 9 100 pm e 3 f
— 8 — A\ . —— ‘*} — . EEeee—

New
Phytologist

Fig. 2 Promoter:GUS analysis of phytosulfokine (PSK) genes and of the PSK receptor gene AtPSKR1 in Arabidopsis thaliana. 3-Glucuronidase
activity in promoter:Gus lines of AtPSK1, AtPSK2, AtPSK3, AtPSK4, AtPSK5 and AtPSKR1T was analyzed in roots at the shoot-to-root junction
(A, F, K, P, U, @), in lateral root primordia (B, G, L, Q, V, b), lateral roots (C, H, M, R, W, ¢), root tips (D, I, N, S, X, d), and in root cross-sections

(E, J, O, T,Y, e) of 14-d-old seedlings.

New Phytologist (2009) 181: 820-831

© The Authors (2008)

www.newphytologist.org Journal compilation © New Phytologist (2008)



New

Phytologist
(a) 4.4 Kb
| T-DNA //
0.5 kb
ATG TAG

— AtPSKR1 —

(b)

wt Atpskr1-T

AtActinll

Fig. 3 The phytosulfokine (PSK) receptor T-DNA insertion mutant
Atpkr1-T does not express AtPSKR1. (a) The mutant Atpskri-T of
Arabidopsis thaliana ecotype Col-0 has a T-DNA insertion 2337 bp
downstream of the start codon of the AtPSKR1 gene At2g02220
which disrupts the intronless open reading frame. (b) RT-PCR analysis
of AtPSKR1 expression in Arabidopsis wt and Atpskr7-T mutant
showed that AtPSKR7 gene expression is knocked out in Atpskr1-T.
mRNA of AtActinll was reverse-transcribed and amplified as a
control. wt, wild-type.

Wild-type Arabidopsis plants were grown for 14 d in the
presence of PSK-ot at concentrations between 0.1 nm and
10 pM, or without PSK-o. Shoot fresh weight was not
affected by PSK-ot treatment at any concentration in either wt
or Atpskr1-T (Fig. 4a). In roots, a significant increase in fresh
weight was observed at 10 nm and higher concentrations of
PSK-atin the media (Fig. 4b). Atpskr1-T plants grown on MS
medium for 14 d were smaller than wt, indicating that
disrupted AtPSKR1 signaling was limiting plant growth
(Fig. 5a). Shoot fresh weight was reduced by ¢. 20% in
Atpskr1-T plants compared with wt (Fig. 5b), while root mass
was ¢. 40% lower (Fig. 5¢). It is conceivable that shoot growth
was delayed as a result of reduced root mass. When grown on
PSK-ou concentration between 100 nm and 10 pm, plants
displayed an approx. 20% elevated root fresh weight over control
plants. Interestingly, root fresh weight was increased in the
presence of PSK-at not only in wt but also in the AspskrI-T
mutant, which is compatible with the existence of a second
receptor for PSK-o. In Apskri-T, some root growth was
induced by the unsulfated PSK pentapeptide. In wt, treatment
with the unsulfated control peptide also appeared to induce
minor root growth, albeit the effect was not statistically
significant (Fig. 5¢). Treatment with a mixture of the amino acids
composing PSK did not promote root growth. In summary,
PSK-ainduced root growth, and roots of Azpskr1-T produced
¢. 40% less root mass compared with wt, supporting the idea
that PSK signaling influences root growth.
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Fig. 4 Root and shoot fresh weights of phytosulfokine (PSK)-treated
Arabidopsis plants. Arabidopsis plants were grown for 14 d on plates
containing PSK-o. (circles) or desulfated PSK (dsPSK; squares) at the
concentrations indicated. Shoot (a) and root (b) fresh weights were
determined and averages (+ SE) were calculated as a percentage of
control. Fresh weights were determined in three independent
experiments with a total of 10-15 plants per treatment. Values that
are significantly different from the control (P < 0.05) are marked with
an asterisk.

PSK-o affects root length

Increased root fresh weight in the presence of PSK-ot may
result from increased lateral root formation or from longer
roots, or from both. In order to distinguish between these
possibilities, we analyzed both the number of lateral roots and
root length in 7-d-old wt and AspskrI-T mutant seedlings.
Growth of wt seedlings for 7 d on 1 um PSK-o resulted in
an approx. 20% longer primary root (Fig. 6a,b). Primary
roots of Atpskrl-T seedlings, on the other hand, were only
approximately two-thirds the length of roots from wt seedlings
(Fig. 6a,b). In the presence of 1 pm PSK-0., the main root of
receptor mutant seedlings elongated more than in untreated
seedlings but did not reach the length of the main root of wt.
These observations indicated that main root length was
controlled by PSK-ot acting, at least in part, through AtPSKRI.
In Arabidopsis, two genes encoding PSK receptors were
described (Amano ez al., 2007). Analysis of a T-DNA insertion
mutant of the second receptor gene, AtPSKR2 (Supporting
information, Fig. Sla,b), showed that knockout of this
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Fig. 5 Root growth is reduced in Atpskr1-T. (a) Arabidopsis wild-type
(wt) and Atpskr1-T plants were grown for 14 d on plates. Average
shoot (b) and root (c) fresh weights per plant were determined in wt
and Atpskr1-T mutant plants grown on 1 pm PSK-c, 1 pm desulfated
PSK (dsPSK), 1 um of each amino acid (aa) present in dsPSK or
without effector (control), and shoot and root fresh weights were
determined for each plant. Numbers are averages (+ SE) from three
independent experiments with a total of 12-20 plants per treatment.
Different letters indicate statistically significant differences between
treatments in one genotype (P < 0.05). Root fresh weights of wt and
Atpskr1-T shown in (c) are statistically different with P < 0.001.
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Fig. 6 Phytosulfokine-o. (PSK-0)) promotes root growth. (a)
Arabidopsis wild-type (wt) and Atpskr1-T (pskr1-T) seedlings were
grown for 7 d on plates without effector. (b) Arabidopsis wt and
Atpskr1-T (pskr1-T) seedlings were grown for 7 d on plates
containing 1 pm PSK-a, 1 pm desulfated PSK (dsPSK), 1 pm of each
amino acid (aa) present in dsPSK or without addition of an effector
(control), and the length of the primary root and the total length of
lateral roots (c) were determined for each seedling. Average numbers
(£ SE) per plant were obtained from three independent experiments
with a total of 12-20 seedlings analyzed per treatment. Different
letters within one genotype indicate statistically significant differences
between treatments. Lengths of main roots in wt and Atpskr1-T, as
shown in (b), are significantly (P < 0.001) different, while the lengths
of lateral roots between genotypes, as shown in (c), do not differ.
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receptor also reduced main root length (Fig. S1c). However, root
growth was not as impaired in Azpskr2 as it was in Atpskri-T.
As with Atpskr1-T, Atpskr2 was still capable of responding to
PSK-a with increased primary root growth. Azpskri-T/
Atpskr2 plants in which both receptors were knocked out
displayed the shortest roots. Furthermore, Aspskri-T/Atpskr2
plants were no longer capable of responding to PSK-a (Fig. S1c).
The results support the conclusion that PSK signaling of root
growth occurs mainly through AtPSKR1 and, to a lower extent,
through AtPSKR2.

We further analyzed regulation of lateral root length by
PSK (Fig. 6¢). In wt seedlings, 1 um PSK-ot caused an approx.
45% increase in lateral root length. In Aspskri-T, unlike main
root length, lateral root length was not reduced compared
with wt, indicating that AcPSKRI1 plays different roles in the
regulation of main and lateral roots. Treatment of Azpskri-T
seedlings with 1 pm PSK-oLappeared to increase average lateral
root length, but this difference was not statistically significant
(Fig. 6¢). Overall, the number of lateral roots appeared to be
slightly lower in AspskrI-T receptor knockout mutant seedlings
than in wt (Fig. 7a). When seedlings were treated with 1 um
PSK-au for 7 d, the number of lateral roots per seedling
increased by ¢. 27% in both wt and A#pskr!-T mutant as com-
pared with controls, indicating once again that the Aspskr1-T
mutant was capable of responding to PSK-a. (Fig. 7a). Lateral
root numbers were not significantly different when wt or
Atpskr1-T plants were treated with 1 pm desulfated PSK
or 1 pM amino acids as compared with either untreated plants
or plants treated with PSK-o..

To test if the increase in root fresh weight in PSK-oi-treated
plants was a result of increased lateral root density, we used a
Popr,°Gus line which displays promoter activity of the
mitotic CycBI;1 gene in meristematic cells such as in root
primordia or in the root apical meristem. This reporter line
also offered the possibility to study early events of lateral root
initiation since the CycBI;1 promoter is active in pericycle
cells from which lateral roots develop (Beeckman et a/. 2001).
We distinguished between lateral roots that had emerged from
the parent root (Fig. 7b), lateral root initials present within the
cortex (Fig. 7c) and cell division-primed, CycB1;I-expressing
pericycle cells (Fig. 7d). P, ,-Gus seedlings were grown for
7 d with 1 pm PSK-0, 1 pm desulfated PSK or without
effector. The number of lateral roots, lateral root primordia or
CycB1;1 expressing pericycle cells per millimeter main root
were not significantly altered by any treatment (Fig. 7e). Thus,
the observed increase in root fresh weight in PSK-treated
plants was not a result of increased lateral root density.

We conclude from our measurements that the PSK-o-
dependent increase in root mass was the result of a longer main
root with, overall, more lateral roots, which also grew longer in
the presence of PSK-o.. We further conclude that control of main,
but not lateral, root length by PSK-0t is mostly exerted through
AtPSKR1 and only to a minor degree through an AcPSKR1-
independent signaling pathway likely involving AtPSKR2.
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Fig. 7 Effect of phytosulfokine-o (PSK-c) on lateral root formation.
(a) Treatment with PSK-o results in more lateral roots per plant.
Arabidopsis wild-type (wt) and Atpskr1-T (pskr1-T) seedlings were
grown for 7 d on plates containing 1 pm PSK-o, 1 pm desulfated PSK
(dsPSK), 1 um of each amino acid (aa) present in dsPSK or without
addition of an effector (control), and the number of lateral roots was
determined for each seedling. Numbers are averages (+ SE) from
three independent experiments with a total of 12-20 plants per
treatment. P, z,.,:Gus plants show staining of apical root meristems
(b), lateral root primordia (c), and pericycle cells (d) that are primed
to develop into lateral roots. (e) Treatment with PSK-o. does not
increase lateral root density. Average numbers of lateral roots (LR),
lateral root primordia (LRP) and proliferation-primed pericycle regions
(pericycle) were determined in 7-d-old wt Arabidopsis seedlings
treated with 1 pm PSK-a, 1 um desulfated PSK (dsPSK), or without
effector (control). Numbers are averages (+ SE) from three
independent experiments with a total of 12-15 seedlings analyzed
per treatment. No statistically significant differences were detected
between treatments.
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PSK-o signaling promotes root growth by increasing
meristem and cell size

We next asked whether cell division activity in the root apical
meristem or cell elongation in the elongation zone of the
primary root were regulated through PSK-ot. To that end, cell
length profiles were obtained from the tips of primary roots
and final cell lengths were measured in the cortex of wt and
Atpskr1-T seedlings grown in the absence or presence of 1 pm
PSK-a for 5 d. It was previously shown that the apical limit
of the meristem is reached when cells grow above 40 pm
(Beemster & Baskin, 1998). Based on averaged smoothed data
calculated according to Beemster ez a/. (2002), we determined
from root cell length profiles (Fig. 8) the number of cells in
the apical meristem and the meristem size. By dividing root
elongation rates by the average mature cell length, we also
determined cell production rates (Table 1).

120
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Fig. 8 Differences in cell length profiles associated with
phytosulfokine (PSK) signaling. Cell length was measured in cortical
files of primary roots of 5-d-old Arabidopsis seedlings up to a distance
of 700 pm from the quiescent center (QC) in wild-type (wt, open
circles), wt + PSK-a (closed circles), Atpskri-T (open triangles) and
Atpskr1-T + PSK-o (closed triangles). Results are averages (+ SE) of
interpolated values calculated from smoothed profiles of at least five
roots, with two cortical cell files measured per root. The basal border
of the meristem as shown on the x-axis was defined as the distance
from the QC at which cells reach an average length of 40 ym.
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In wt, treatment with PSK-ot induced cells to elongate
more (Fig. 8). Final cell length was on average 175 pm in wt,
and increased significantly, by ¢. 15%, to 204 pm in the
presence of 1 pm PSK-ot (Table 1). The estimated size of the
meristem also increased when wt seedlings were treated with
PSK-a.. This increase most likely resulted from increased cell
size, because the number of cells in the meristem remained
constant and the cell production rate decreased only slightly
(Table 1). An increase in the size of the apical meristem in
response to PSK-0l was confirmed using an independent
approach. The P@ (51:°GUS reporter line was used to determine
the region in the root tip that showed meristematic activity as
indicated by the G2/M phase-specific CycBI;1 promoter
(Fig. 9a). For comparison, the region of the root tip that
expressed AtPSKRI is also shown. It clearly overlapped with,
but was not confined to, the meristem. PCﬂB 1.°GUS activity
was observed over an approx. 10% longer distance in the root
tip when seedlings were grown with PSK-0., a difference that
was statistically significant (Fig. 9b).

In the Atpskr1-T mutant, the elongation rate was significantly
lower than in wt (Student’s #test, P < 0.0003) as was the final
average cell length (Table 1). It was 133 pm in Atpskri-T as
compared with 175 pm in wt, which corresponds to ¢. 24%
shorter cells in the receptor mutant (Table 1; P < 0.0001).
The average final cell length increased significantly in AzpskrI-T
with PSK-o treatment, to 157 pm, but overall remained
significantly smaller than in wt (2= 0.0016), indicating that
redundant PSK-o. signaling pathways did not fully compensate
for the lack of AtPSKR1 activity. The root apical meristem
was on average smaller in Azpskr!-T than in wt (2= 0.0006),
essentially because it contained fewer cells of similar size than
in the wt (Table 1). In the presence of PSK-0., the meristem
in AtpskrI-T became larger, as it did in wt; however, unlike in
wt, the increase in meristem size was essentially the result of
an increased number of cells (7= 0.0039).

Taken together, the results indicate that the promoting
effect of PSK-at on root elongation in wt is essentially the
consequence of a positive effect on cell elongation. In agreement

Table 1 Root elongation rate, mature cell size, cell production rate, meristem size, and number of cells per meristem were determined in primary
roots of Arabidopsis thaliana wild-type (wt) and Atpskr1-T grown for 5 d in the presence or absence of 1 pm phytosulfokine-o. (PSK)

Root elongation rate

Mature cell length

Cell production Meristem size Cells per meristem

Genotype + treatment (um h~" £ SE) (ym % SE) rate (cells h™") (um £ SE) (£ SE)
wt 115+3 175 £ 312 0.6543 489 +17 49+ 2
wt + PSK 120+ 7 204 + 43P 0.5894 521+12 46+ 2
Atpskr1-T 78+3 133 £ 24¢ 0.5893 385+6 39+1
Atpskr1-T + PSK 87+t5 157 + 344 0.5506 460+ 19 45+ 1

Root elongation rates were calculated by dividing final root lengths by growth duration. The mature cortical cell length was measured at 5 mm

from the root tip.

a-dAverages significantly different from each other (with P = 0.0016 for the difference between a and d, and P < 0.0001 for all other pairs). Cell
production rates were calculated by dividing the root elongation rate by the average cell size. Meristem size and number of cells per meristem
were calculated from cell length profiles shown in Fig. 9, taking 40 pm as a threshold size for meristematic cells (Beemster et al., 2002).
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Fig. 9 Phytosulfokine-o (PSK-o) increases root meristem size. (a)

P atpskrs-GUS expression (left) and P, ,.,:GUS expression (right) in
primary roots of 5-d-old Arabidopsis seedlings. Pc,p,.,:Gus seedlings
were grown without (control) or with 1 pm PSK-a. (PSK-at). (b) The
length of the primary root meristems was estimated in plants of the
Pcyep1+-GUS line treated without (control) or with 1 pum PSK-ot (PSK-
o). Averages (+ SE) were calculated from 46 to 49 roots and were
significantly different based on a two-way Student's ¢-test (P < 0.05).

with this conclusion, the Atpskrl-T receptor mutant has a
reduced final cell length. Nonetheless, a redundant receptor,
likely AtPSKR?2, provides responsiveness to PSK-o in Azpskri-T'
such that final cell lengths are partially restored when seedlings
are treated with PSK-o.. PSK-o. signaling in AzpskrI-T also
promotes meristem size such that it is partially restored to wt
size (Table 1). In summary, the results indicate that PSK-a.
signaling through AtPSKRI regulates cell elongation.

Discussion

PSK-o. can be synthesized and perceived in the
root apex

Phytosulfokine-a. is considered an autocrine factor (Yang
et al., 2000). Yet it is conceivable that this small, water-soluble

© The Authors (2008)
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molecule moves or is transported over longer distances to act
distal from its site of synthesis. Therefore, it was of interest to
see to what extent gene expression of ligand and receptor
overlap. Promoter:Gus analyses of AzPSK2, AtPSK3, AtPSK4,
AtPSK5 and of the PSK receptor gene AtPSKRI were shown
previously for whole seedlings but cell- or tissue-specific
expression patterns were not given (Matsubayashi ez al.,
2006). Our detailed analysis indicated that each PSK gene
had a specific expression pattern. Yet taking all patterns into
account, it can be concluded that each root cell produces a
PSK precursor mRNA.

In order to promote root growth rate, PSK-ot must be
active in the root apex. Activity in the meristem is required to
accelerate the rate of cell division for a continuous supply
of new cells. Acceleration of cell elongation contributes to
enhanced growth but is not sufficient to promote long-term
growth without production of new cells from the meristem.
On the other hand, the final length that cells reach can determine
root length. A change in final cell length is sufficient to alter
root size. AtPSK1 and AtPSK3 were expressed throughout the
root, including the apex of primary and lateral roots, and
could thus directly contribute to synthesis of PSK-0. not only
in the cell division zone but also in the elongation zone of
roots. Importantly, A2PSK1 was expressed not only in the central
cylinder but also in cortex and epidermal cells as revealed in
cross-sections. It should also be noted that, at the base of the
meristem, cells move rather quickly. The time it takes to cross
the entire elongation zone is only ¢. 8 h (Beemster & Baskin,
1998). Hence, it is conceivable that the expression of both
PSK precursors and receptors in the meristem will also result
in active signaling in the elongation zone.

Thus, A#PSK1 is expressed in all dividing and elongating
cells and could provide active PSK-0. in an autocrine fashion.
The promoter of the PSK receptor AtPSKRI was also active
throughout the root, including the root tip, supporting the
idea that perception of locally synthesized PSK-0t can occur in
the growth zone of roots.

AtPSK2, AtPSK4 and ArPSK5 were specifically expressed in
the central cylinder of roots where PSK-signaling may contribute
to differentiation of vascular cells. Such a role was shown for
in vitro cultured mesophyll cells from Zinnia. These were
induced to differentiate into tracheal elements upon treatment
with PSK-ot in a dose-dependent manner (Matsubayashi
eral., 1999). The observed elevated expression of AzPSK2,
AtPSK3, and AtPSK4 at sites where a lateral root emerged
from the main root may elevate PSK-o activity to participate
in regulation of vascular development or proper connection of
vasculatures between parent and lateral roots.

PSK-o. promotes root growth in Arabidopsis

Treatment of Arabidopsis plants with PSK-o increased root
biomass in a dose-dependent manner. The dose—response
curve indicated a half-maximal root growth response at
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¢. 10 nm PSK-ou. This value agreed well with the affinity of the
Arabidopsis PSK receptor AtPSKRI to PSK-ot determined in
in vitro binding assays using microsomal membrane fractions
in which the dissociation constant of PSK-0. was estimated to
be 7.7 nm (Matsubayashi et al., 2006). In Azpskri-T plants,
root fresh weight was increased significantly not only when
treated with PSK-at but also when treated with desulfated
PSK (dsPSK) pentapeptide. On the other hand, treatment
with equimolar amounts of the amino acids present in dsPSK
did not show any growth-promoting effect. dsPSK was shown
to weakly compete for PSK-o-binding to rice cells and to
plasma membrane fractions from rice cells and could thus have
weak PSK activity (Matsubayashi ez a/., 1997; Matsubayashi
& Sakagami, 1999). It is conceivable that application of a
relatively high concentration of 1 pm dsPSK was sufficient to
trigger a weak PSK response.

Shoot growth was not stimulated in plants supplied with
PSK-a. Leaf expansion proceeds two-dimensionally. It is con-
trolled by mechanisms which balance cell size and cell number
to maintain a given leaf size. In case of reduced cell production
from the meristem, cells become larger to compensate for
reduced cell number. If cells become larger, for example as a
consequence of altered ploidy, the cell number is adapted.
Unlike leaves, roots do not reciprocally compensate cell size
through cell number (Ferjani ez al., 2007). Rather it seems
that regulation of the cell production rate in the root apical
meristem is independent of cell size control and that root
growth rate is directed by the cell production rate in the
root apical meristem (Beemster & Baskin, 1998; Chen ez 4/.,
2003). It is possibly because of a lack of compensation in roots
thata PSK-a effect on growth is only seen in roots. Longer roots
were observed in Arabidopsis plants constitutively overexpressing
the PSK precursor gene AtPSK4 (Matsubayashi ez al., 2006),
supporting the finding that availability of PSK-ot was limiting
root growth in wt plants. Unlike supply of PSK-0t to growing
roots, overexpression of the PSK receptor AtPSKR! did not
promote root growth (Matsubayashi ¢z 4/., 2006), indicating
that root growth was limited by the abundance of the ligand
and not by the abundance of receptor protein. It should be
interesting to learn under which circumstances plants increase
or reduce synthesis of PSK-0t to boost or limit root elongation.
Auxin and ethylene also interact to alter root growth through
regulation of cell expansion (Swarup ez al., 2007). It is
conceivable that either hormone interacts with PSK-o
production or PSK signaling.

PSK-a signaling through AtPSKR1 promotes cell
elongation

Pharmacological studies and analysis of the PSK-a. receptor
mutant Atpskr]-T revealed a role for PSK signaling in root
growth regulation. The cellular basis of PSK-o. action was
studied by measuring root cell length profiles. Mature cortex
cells were shorter in Atpskrl-T than in wt, pointing to cell
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expansion as a major target of PSK-ot signaling through
AtPSKR1. Furthermore, meristematic cells became larger in
wt plants treated with PSK-q, resulting in an overall larger
meristem. The size of the meristem in wt seedlings was
estimated to be ¢. 490 pm based on the previously published
assumption that cells that leave the meristem have a size of
40 pm (Beemster et al., 2002). Based on the activity of the
mitotic CyeBI;1 promoter, the length of the meristem was
estimated at ¢. 200 pm. CycBI;1 expression is a marker for
entry into mitosis, whereas kinematic data depend on new cell
wall being visible microscopically (i.e. it is a much later event).
Also, CycB1;1 expression is a stochastic event which always
underestimates the meristem. Despite the differing values of
estimated total meristem size, the relative changes in meristem
size that were measured in response to treatment with PSK-a.
were highly comparable when determined by either of the two
methods. PSK-ot increased meristem size. Based on cell size
measurements, this increase was the result of increased average
cell lengths. Thus it is concluded that PSK-o is a positive
regulator of cell elongation growth that acts on meristematic
as well as elongating cells, ultimately resulting in longer
mature cells. The increase in main root length in the presence
of PSK-ot was ¢. 24%. Mature cell length was increased by
¢. 17% in the presence of PSK-0., indicating that cell elongation
can account for the largest part of the growth-promoting
effect of PSK-ot observed in wt roots.

Knockout of AtPSKR2 slightly reduced root lengths, and
knockout of both PSK receptor genes in the Azpskri-T/
Atpskr2 double mutant resulted in somewhat shorter roots
than in the Aspskrl single mutant, indicating that AtPSKR2
participates in root growth regulation. This conclusion is
supported by the observation that AzpskrI-Tknockout mutants
were capable of responding to PSK-ou with accelerated root
growth even though wt root length was not completely
restored. When Atpskrl-T plants were treated with PSK-0,
the number of cells in the root apical meristem increased
significantly, by ¢. 15%, resulting in an enlarged meristem.
These results can be interpreted to mean that PSK signaling
through AtPSKR2 affects cell proliferation rather than cell
elongation. PSK-a signaling through A(PSKR1 and AtPSKR2
might thus initdate divergent signaling pathways, leading to
the activation of different cellular processes, both of which
contribute to enhanced root growth.
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KAPITEL 2

Phytosulfokin-o spielt in Arabidopsis thaliana eine Rolle bei Verwundung
und Befall durch Pathogene

Es sollte eine mégliche Rolle von PSK-a und der PSK Rezeptoren in Antwort
auf Verwundung und Befall durch Pathogene in Arabidopsis untersucht werden.
Promotor-GUS Analysen zeigten, dass die Behandlung von Blattern mit dem
pilzlichen Elicitor E-Fol und den pathogenen Pilzen Alternaria brassiciola und
Sclerotinia sclerotiorum zu einer Induktion der Expression von PSKZ2 und
PSKR1 fihrte. Verwundung von Hypokotylen etiolierter Keimlinge und von
Blattern fUhrte zu einer erhdéhten Expression von PSK3, PSK5 und PSKR1.
Darlber hinaus wurde gezeigt, dass in pskri-3 und pskr2-1 Pflanzen, den
Knockout Mutanten fir die PSK Rezeptorgene PSKR1 und PSKR2, die
Photosyntheseleistung nach Behandlung mit dem pilzlichen Elicitor E-Fol
verringert war. Die verringerte Photosyntheseleistung war ein Hinweis auf eine
geringere pflanzliche Resistenz gegen Pathogenbefall. Die erhdhte Expression
von PSK Praproprotein-Genen und von PSKR1 nach Verwundung und Befall
durch Pathogene, sowie die geringere Resistenz von pskr1-3 und pskr2-1
Pflanzen gegen den Befall durch Pathogene zeigten, dass PSK-a eine Funktion
bei der Abwehr von bestimmten pilzlichen Pathogenen und der Antwort auf
Verwundung hat. Nach Infektion mit Agrobacterium tumefaciens bilden Pflanzen
Tumore. Expression von PSK Praproprotein-Genen und von PSKR1 wurde im
Tumor nachgewiesen. Synthese und Perzeption von PSK-a finden im Tumor
wahrscheinlich statt. Um zu untersuchen, ob die PSK Rezeptoren eine Rolle
beim Wachstum der Tumore haben, wurde die Tumorbildung in pskr1-3 und
pskr2-1 untersucht. pskr1-3 Pflanzen entwickelten im Vergleich zum Wildtyp
und zu pskr2-1 kleinere Tumore. ZellgréBen der Tumore von pskri1-3 waren
nicht vom Wildtyp zu unterscheiden. Es kann geschlussfolgert werden, dass
das Wachstum der Tumore hauptséachlich tber PSKR1 reguliert wird.

Die Analysen zur Expression von PSK Praproprotein-Genen und von
PSKR1 nach Verwundung wurden im Rahmen dieser Promotionsarbeit von mir
angefertigt. Die weiteren Experimente wurden in Kooperation mit den
Arbeitsgruppen von Prof. Roitsch und Prof. Hedrich (Universitat Wrzburg)
durchgeflhrt.
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Introduction

PSK-« is a disulfated peptide that acts as a growth factor in plants. PSK-«
is derived from preproproteins which are encoded by five PSK precursor
genes in Arabidopsis thaliana (L.) Heynh and is perceived by leucine-rich
repeat receptor kinases. Arabidopsis has two PSK receptor genes, PSKR1 and
PSKR2. Although ligand and receptor are well characterized, the biological
functions of PSK signaling are not well understood. Using reporter lines and
receptor knockout mutants of Arabidopsis, a role for PSK signaling in biotic
interactions and in wounding was analyzed. Treatment of Arabidopsis leaves
with the fungal elicitor E-Fol, or the fungal pathogens Alternaria brassicicola
and Sclerotinia sclerotiorum resulted in induction of PSK2 and PSKRT as
shown by promoter:GUS analysis. Wounding of hypocotyls or leaves induced
PSK3:GUS, PSK5:GUS and PSKR1:GUS expression indicating that PSK pre-
cursor genes are differentially regulated in response to specific stresses. The
receptor knockout lines pskri-3 and pskr2-1 showed significantly reduced
photosynthesis in response to the fungal elicitor E-Fol which indicates that
fungal defence is impaired. pskri-3 plants further showed reduced growth
of crown galls after infection with Agrobacterium tumefaciens. A role for
PSK signaling in Agrobacterium tumefaciens tumor growth was supported
by the finding that PSK precursor genes and PSKRT are expressed in crown
galls. Overall, the results indicate that PSK signaling may play a previously
undescribed role in pathogen or herbivore interactions and is crucial for
Agrobacterium-induced cell proliferation in crown gall formation.

are perceived by plant leucine-rich repeat receptor-
like kinases (LRK). The LRKs flagellin-sensitive 2 (FLS2)

Peptide signaling is employed by plants to control
and coordinate growth, development and adaptation to
abiotic and biotic stresses. Some bacterial elicitors, also
termed pathogen associated microbial patterns (PAMPs),
are peptides that are released by the microbe. PAMPs

and elongation factor Tu receptor recognize bacterial
flagellin4 and elongation factor Tu, respectively. After
recognition, an immune response is initiated that results
in resistance against the bacterial pathogen (Chinchilla
et al. 2007). Not only bacteria but also plants produce
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TThese authors contributed equally to this work.

348

Physiol. Plant. 139, 2010



signaling peptides. The 18-amino acid peptide systemin
is involved in resistance of tomato against herbivore
attack (Torii 2004). PSY1 and phytosulfokine-o (PSK-r)
are sulfated plant peptides that regulate plant growth.
The 18-aa tyrosine-sulfated glycopeptide PSY1 promotes
cell proliferation and expansion in Arabidopsis thaliana
(L) Heynh at nanomolar concentrations (Amano et al.
2007). The disulfated pentapeptide PSK-a was identified
as a growth factor that controls cell proliferation in
low-density cell cultures of Asparagus officinalis L. and
rice (Oryza sativa L.) (Matsubayashi and Sakagami 1996,
Matsubayashi etal. 1997). PSK-a preproproteins are
encoded in Arabidopsis by five PSK genes (Lorbiecke and
Sauter 2002, Yang et al. 2001). Proteolytic processing of
the PSK preproprotein by a subtilisin serine protease
was demonstrated for Arabidopsis PSK4 (Srivastava
etal. 2008). The tyrosine sulfatation is catalyzed by
a tyrosylprotein sulfotransferase (TPST; Komori et al.
2009). Abundance of active PSK-a hence depends not
only on gene transcription and transcript translation
but also on post-translational processing events. The
processed active PSK-« is perceived in plant cells
by plasma membrane localized LRKs (Matsubayashi
etal. 2002). In Arabidopsis, two genes, designated
PSKR1 and PSKR2, encode PSK receptor proteins.
The pskri1-1 mutant of Arabidopsis shows reduced
growth of callus from excised discs of mature leaves
indicating that signaling through PSKR1 is required
for cell proliferation during regenerative processes
(Matsubayashi et al. 2006). Reduced callus formation
in pskri-1 was particularly obvious when callus was
derived from mature leaves. PSK-o contributes not only
to cell proliferation in vitro but also regulates root growth
as shown in Arabidopsis (Matsubayashi etal. 2006,
Kutschmar et al. 2009). Exogenous application of PSK-«
resulted in enhanced root growth, whereas knockout of
one or both receptor genes resulted in shorter roots. The
growth effect was shown to be largely a result of reduced
root cell length (Kutschmar et al. 2009).

Aside from growth regulation, additional functions of
PSK signaling in plants are only starting to be unveiled.
Induction of the PSK precursor gene PSK4 in Arabidopsis
was observed after excision of leaf discs at the rims
indicating that PSK signaling may be involved in wound
response signaling (Matsubayashi et al. 2006). This and
the observation that PSKRT mutants appeared to be more
susceptible to pathogens when plants were raised in the
greenhouse indicated that PSK signaling may contribute
to abiotic and/or biotic stress responses in Arabidopsis.
We therefore set out to study expression of PSK and
PSK receptor genes in response to wounding and after
exposure to pathogenic and non-pathogenic microbes or
elicitors. An involvement of PSK signaling in abiotic and
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biotic stress responses was further analyzed in the PSK
receptor mutants pskri-3, pskr2-1 and pskri1-3/pskr2-1.

Materials and methods

Plant material and GUS staining

Experiments were carried out using Arabidopsis thaliana
(L.) Heynh ecotype Columbia-0. The pskri-3 (previ-
ously named pskri-T), pskr2-1, and pskri-3/pskr2-1
T-DNA insertion lines were described previously
(Amano etal. 2007, Kutschmar etal. 2009, Matsub-
ayashi et al. 2006). Promoter:GUS constructs of PSKT,
PSK2, PSK3, PSK4, PSK5 and PSKR1 were generated
as described (Kutschmar etal. 2009). Several inde-
pendent GUS expressing lines were analyzed accord-
ing to the protocol of Vielle-Calzada etal. (2000)
with 5-bromo-4-chloro-3-indolyl B-D-glucuronide (X-
Gluc) as a substrate. Stained plant material was cleared
in chloral hydrate (Yadegari et al. 1994) and observed
under bright-field illumination using a Leica DM LS
(Leica, Wetzlar, Germany) or Olympus BX41 (Olym-
pus, Hamburg, Germany) microscope. To obtain tissue
sections, 5-day-old cleared plants were washed and
dehydrated in an ethanol series at 30, 50, 70, 90 and
100% for 60 min each. Plants were embedded in Tech-
novit 7100 according to the manufacturers’ instructions
(Heraeus Kulzer GmbH, Wehrheim, Germany). 25 um
thick sections were cut with a Leica RM 2255 microtome
and analyzed using a Leica DM LS microscope (Leica).

Infection with pathogens and elicitor treatment

For experiments with pathogens, wild-type and trans-
genic Arabidopsis thaliana ecotype Col-0 were culti-
vated at 22°C in short day (9 h light, 15 h dark) at a
photosynthetic photon flux density (PPFD) of approxi-
mately 180 umol photons m=2 s=!. Experiments were
carried out on rosettes from 5- to 7-week-old plants.
Pseudomonas syringae DC3000 and DC3000 rpm were
cultured at 28°C either on LB agar plates or by shaking
in Kings medium B. The medium contained 50 ugml~!
rifampicillin for both Pseudomonas syringae strains,
and in addition, 5 ugml~" tetracycline for the avirulent
strain DC3000 rpm. For plant infection, Pseudomonas
syringae were harvested by centrifuging. The cells were
re-suspended in 10 mM MgCl, at an optical density
(OD)eoo of 0.2, which corresponds to approximately
1 x 108 cell forming units (cfu) per ml. Plants were
infected by infiltrating 30 pul of a bacterial suspension
with a 1 ml plastic syringe (without needle) through the
stomata into the leaf tissue. The diameter of the inoc-
ulated leaf area was approximately 3 mm. Elicitor from
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the fungus Fusarium oxysporum (E-Fol) was obtained as
described by Link et al. (2002). 100 or 200 ugml~" of
E-Fol, 0.01% polygalacturonic acid (PGA) or 0.01% chi-
tosan were applied to a leaf using a syringe as described
for bacteria. The fungal pathogen Alternaria brassicicola
was cultivated in PD-medium (Difco™ Potato dextrose
Broth, Becton Dickinson GmbH, Germany) in the dark
at 22°C for 3 weeks. To obtain a fungal suspension,
5-10 ml of H,O or PD-medium were applied to a fun-
gus plate. The suspended spores were collected and the
spore quantity was determined using a cell counting
chamber and a microscope. For fungal treatments, two
approaches were taken: either 10 ul of Alternaria bras-
sicicola spore suspension in PD-medium (10° spores
ml~") were applied to a leaf surface with a pipette or
spores were diluted in H,O (4 x 10° spores ml~")
and applied with a syringe as described for bacteria
and elicitors. Because of a low spore yield, Sclerotinia
sclerotiorum was always applied by syringe in a concen-
tration of 4- to 8 x 10* spores per ml. For histochemical
GUS detection, the pathogen of interest was applied to
both sides of the leaf’s middle vein. Control leaves were
treated the same way with either 10 mM MgCl, (for
bacteria treatments) or H,O (for all other treatments).

Crown gall induction with Agrobacterium
tumefaciens

For crown gall development, Arabidopsis plants were
cultivated under short day conditions (8 h light,
120 umol photons m=2 s=! at 22°C; 16 h dark at
16°C). With the onset of flowering, tumors were
induced at the base of a wounded inflorescence stalk
of 2-5 cm in length by applying the nopaline-utilizing
Agrobacterium tumefaciens strain C58 noc® (nopaline
catabolism construct number 584, Max Planck Institute
for Plant Breeding, Cologne, Germany). Three to four
weeks post-infection crown galls were separated from
the inflorescence stalk with a scalpel using a binocu-
lar and the tumor weight was determined. Wounded but
uninfected tumor-free inflorescence stalk segments of the
same age served as reference tissue for comparison. For
analysis of tumor morphology, tumors were embedded
in Technovit 7100 (Heraeus Kulzer GmbH) according to
the manufacturer’s instructions and 5 um cross sections
were prepared. GUS staining was performed accord-
ing to Gallagher (1992) with 200 um cross sections
and complete tumors which were still attached to the
inflorescence stalk.

Wounding

For wounding experiments, seedlings were grown for
five days in the dark or plants were grown for two
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weeks under long-day conditions at 22°C and 70 umol
photons m~2 s~'. For leaf wounding one of the two
oldest leaves was cut on one side with a scissor without
detaching it from the plant. After the times indicated,
the two oldest leaves, of which one was wounded
and the control which remained unwounded, were
harvested and stained for GUS activity. Hypocotyls were
wounded with a needle and left on media together
with the unwounded controls. After 10 h, wounded and
unwounded hypocotyls were stained for GUS activity as
described above. GUS stained hypocotyls of PSKR1:GUS
seedlings were embedded in Technovit 7100 (Heraeus
Kulzer GmbH) and 25 um cross sections were cut with
a rotary microtome.

Chlorophyll fluorescence measurements by
imaging PAM

The chlorophyll fluorescence measurements were per-
formed as previously described by Bonfig et al. (2006).
The kinetics were recorded and the areas of interest
were marked on each leaf’s control and treated sides.
The maximum photosystem Il (PSIl) quantum yield was
automatically averaged over the areas of interest by
using the dark level fluorescence yield and the maxi-
mum fluorescence yield. The chlorophyll fluorescence
measurements were performed 48, 72 and 96 h after the
treatment with E-Fol, or Alternaria brassicicola.

Statistical analysis

Statistical analysis of chlorophyll fluorescence measure-
ments and tumor weights were performed with Minitab
software (Minitab Inc., State College Pennsylvania, PA).
Comparison of means was analyzed for statistical signifi-
cance with an ANOvA (Tukey test). Constant variance and
normal distribution of data were verified before statisti-
cal analysis and the P value was set to P < 0.001 if one
of the two conditions was not achieved. The P value for
the Pearson product moment correlation is indicated in
the figure legends.

Results

Fungal infection induces expression of PSK2, PSK5
and PSKR1 and alters photosynthetic performance
in PSK receptor mutants

Promoter:GUS lines were employed to study promoter
activities of PSK1, PSK2, PSK3, PSK4, PSK5 and PSKR1
in response to pathogen infection or elicitor treatment
in Arabidopsis leaves (Fig. 1A, B). Rosette leaves of
5-7-week-old plants were injected with water as a
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Fig. 1. Fungal infection affects PSK signaling. (A) Representative pictures of PSKR7:GUS and (B) PSK2:GUS leaves that were treated for 3, 24 or 48 h
with H,O as a control, E-Fol, Sclerotinia sclerotiorum, or Alternaria brassicicola. Maximum quantum yield (Fy/Fr) was determined (C) in E-Fol and
(D) Alternaria brassicicola treated leaves of wt, pskri1-3 and pskr2-1 plants. Results are averages (& SE) from (C) 12-14, and (D) 8—10 measurements
per treatment and genotype. Quantum vyields of pskri-3 leaves treated for 96 h with E-Fol, and from pskr2-1 leaves treated for 48 and 96 h with
E-Fol were significantly different from wt at the same time point (P < 0.001, ANOVA, Tukey test).

control or with a bacterial suspension of either the vir-
ulent hemibiotrophic pathogen Pseudomonas syringae
DC3000, or avirulent Pseudomonas syringae DC3000
rpm, with the fungal necrotrophic pathogens Alternaria
brassicicola or Sclerotinia sclerotiorum, or with the fun-
gal elicitor E-Fol. GUS staining was detected 3, 24 or
48 h after infection. Treatment with either virulent or
avirulent Pseudomonas strains did not visibly enhance
GUS activity in any of the six GUS lines. Treatment with
the fungal elicitor E-Fol, or with Sclerotinia sclerotiorum
and Alternaria brassicicola resulted in a local increase
in PSKR1:GUS staining at the site of infection (Fig. TA).
PSKR1:GUS staining increased over time between 3
and 48 h post-inoculation. Of the five PSK genes, only
PSK2:GUS was induced locally after infection with
E-Fol, Sclerotinia sclerotiorum and Alternaria brassici-
cola (Fig. 1B). PSK5:GUS expression was induced by
infiltration with Alternaria brassicicola after 24 h (Sup-
porting information Fig. ST). The fungal elicitor chitosan
and the plant-derived elicitor PGA did not reproducibly
induce PSKR1:GUS or any of the PSK:GUS activities.

In wt, pskri-3 and pskr2-1 plants we next deter-
mined the maximum quantum yield of PSIl which can
be used as a physiological indicator of plant resistance to
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pathogen infection ( Aldea et al. 2006, Zou et al. 2005).
The T-DNA insertion lines pskr1-3 and pskr2-1 were
previously shown to have non-detectable transcript lev-
els of the respective receptor genes PSKRT and PSKR2
(Amano et al. 2007, Kutschmar et al. 2009). Photosyn-
thetic performance was determined after treatment with
E-Fol (Fig. 1C) or with Alternaria brassicicola (Fig. 1D). In
water treated control leaves no effect on photosynthetic
performance was observed in wt, pskri-3 or pskr2-1
after 48, 72 or 96 h of treatment. Treatment with E-Fol
led to decreased F,/Fp, ratios indicating a reduced pho-
tosynthetic performance in all genotypes. However, a
faster and more severe decline in the quantum yield of
PSII was observed in pskri-3 and pskr2-1 plants than
in wt (Fig. 1C). After 96 h, the F,/Fy, value of E-Fol
treated wt plants was 92% of the corresponding con-
trol value, but was reduced to 81% in pskri-3 and to
70% in pskr2-1 plants (Fig. 1C). In leaves treated with
Alternaria brassicicola, photosynthetic performance also
declined in wt, pskri-3 and pskr2-1 (Fig. 1D). How-
ever, Alternaria brassicicola treatment did not lead to
significant differences between the three genotypes at
any time point. In plants that were treated with either
of the Pseudomonas syringae strains no differences
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in photosynthetic performance were detected. More-
over, the elicitors PGA or chitosan did not alter the
photosynthetic performance over a two-week period
after the treatment.

A role for PSK signaling in crown gall cell
proliferation

A transcriptome study was performed to identify genes
which are differentially expressed in 35-day-old tumors
induced by Agrobacterium tumefaciens in Arabidopsis
(Deeken et al. 2006). The PSK genes PSK2 and PSK5
were found to be downregulated and the PSK recep-
tor gene PSKRT was significantly upregulated in tumors
as compared with mock-inoculated Arabidopsis inflo-
rescence stalks. Promoter:GUS lines of PSK2, PSK5
and PSKR1 were employed to localize sites of gene
expression and thus putative sites of PSK signaling in
crown galls. As controls, crown galls of PSK7:GUS and
PSK3:GUS lines were included in the analysis. Crown
galls were induced by infecting the base of a young inflo-
rescence stalk with Agrobacterium tumefaciens strain
C58. After three weeks, whole tumors and cross sections

PSK1

PSK2

A

- stalk

PSK3

of tumors were stained to visualize GUS activity (Fig. 2).
Because it was difficult to infiltrate whole tumors com-
pletely with GUS-staining solution, even under vacuum,
200 um slices of fresh tumor material were stained
for visualizing GUS activity within tumors. PSK1:GUS,
PSK3:GUS and PSK5:GUS were expressed in few cells
at the tumor surface (Fig. 2A). PSK2:GUS activity was
observed at the tumor surface, and more strongly in the
xylem of the inflorescence stalk (Fig. 2A, B). PSKR1:GUS
signals were detected at the tumor surface (Fig. 2A),
and within the tumor, but not in the inflorescence stalk
(Fig. 2B).

In order to study a function of PSK signaling in
crown gall growth, weights of tumors growing on wt,
pskri-3, pskr2-1 and on the double receptor knockout
mutant pskri-3/pskr2-1 were determined (Fig. 2D). In
pskri-3 and pskr1-3/pskr2-1, tumor growth was severely
reduced reaching an average fresh weight of 2.7 mg as
compared with 12.2 mg in wt. This finding indicated
that PSK signaling might be important for crown gall
development. Knockout of PSK receptor 2 had only a
minor effect on tumor growth; tumors weighed 10.0 mg
on average in pskr2-1. In the double mutant, tumor

PSK5 PSKR1

Tumor weight [mg]

o N A O
P T A
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P P 55/«2— 1

Fig. 2. PSKsignaling is involved in crown gall growth. (A) GUS activity was analyzed in 3-week-old tumors grown on PSK1:GUS, PSK2:GUS, PSK3:GUS
and PSK5:GUS plants. PSKR1:GUS activity was analyzed in 30-day-old tumors. (B) Cross section from tumors attached to the inflorescence stalk.
(C) Cross sections of wt and pskri-3 inflorescence stalks with vascular tissue (vs) and surrounding tumor. (D) Crown galls were separated from the
inflorescence stalk of wt, pskr1-3, pskr2-1 and pskri1-3/pskr2-1 plants and tumor weight was determined. Results are averages (+ SE) from 43-95
tumors analyzed per genotype. Tumor weights of pskri1-3 and pskr1-3/pskr2-1 were significantly different from wt and pskr2-1 (P < 0.001, ANOVA,

Tukey test).
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fresh weight was the same as in pskr7-3 indicating that
Agrobacterium-induced tumor growth was mainly reg-
ulated through PSKRT. Detailed analysis of 5 um cross
sections through wt and pskr1-3 inflorescence stalks and
tumors revealed no differences in vessel-like structures
or tumor cell sizes (Fig. 2C).

Wounding induces expression of PSK3, PSK5 and
PSKR1

To study regulation of PSK genes and of PSKRI
by wounding in Arabidopsis, young seedlings and

leaves of plants in the respective P:GUS lines were
employed. Hypocotyls of 5-day-old etiolated seedlings
were analyzed 10 h after wounding (Fig. 3A, Supporting
information Fig. S2A). PSK1:GUS activity was neither
detected in unwounded nor in wounded hypocotyls
(Supporting information Fig. S2A). PSK2:GUS and
PSK4:GUS were expressed in hypocotyls but were not
wound-induced (Supporting information Fig. S2B, C).
PSK3:GUS, PSK5:GUS and PSKR1:GUS lines showed
increased blue staining at the site of wounding (Fig. 3A).
Cross sections through PSKR1:GUS hypocotyls revealed

A PSK3 PSK5 PSKR1 PSKR1
N T | =,

w

control

wou_nded

D
I [h] after GUS activity
wounding| PSK3 PSK5
2 - -
5 + +
10 + +
15 " +

Fig. 3. PSK3, PSK5 and PSKR1 are wound-induced in hypocotyls and leaves. (A) GUS activity driven by the PSK3, PSK5 and by the PSKR1 promoters
were analyzed in hypocotyls of 5-day-old etiolated seedlings. Unwounded hypocotyls are shown on the left as controls. Hypocotyls shown on the
right were wounded with a needle (indicated with an arrow). Ten hours after wounding, hypocotyls were stained for GUS activity. (B) Cross sections
through hypocotyls of PSKR1:GUS reveal no expression in the unwounded control, and expression in cells of the central cylinder, endodermis (e) and
cortical cells (c) of wounded hypocotyls (ep = epidermis). (C) Promoter:GUS analysis of leaves from 2-week-old plants shows PSK3:GUS and PSK5:GUS
expression in intact unwounded leaves (top), and after incision (the incision is indicated by an arrow). Leaves remained attached to the plant until
staining for GUS activity 15 h after wounding. (D) Time course of GUS activity of 2-week-old PSK3:GUS and PSK5:GUS plants. Leaves remained
attached to the plant until staining for GUS activity. Enhanced GUS staining over the unwounded control is indicated by + and was observed as early
as 5 h after wounding in both lines.
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wound-induced expression in cells of the central
cylinder, endodermis and cortex (Fig. 3B).

GUS activity in leaves of 14-day-old plants was
analyzed 15 h after wounding (Fig. 3C, Supporting infor-
mation Fig. S2D-G). PSK1:GUS was neither expressed
in unwounded nor in wounded leaves (Supporting
information Fig. S2D). PSK2:GUS and PSK4:GUS activ-
ities were observed predominately in the vasculature,
but staining was not enhanced in response to wound-
ing (Supporting information Fig. S2E, F). PSK3:GUS was
expressed throughout the leaf including the vasculature
while PSK5:GUS expression was mainly seen in the vas-
culature (Fig. 3C). Both genes showed stronger expres-
sion at the sites of the incision. Enhanced GUS staining
after wounding was observed in the vasculature and in
mesophyll cells. Wound-induced PSK3:GUS expression
was also observed at the site of injection in patho-
genesis experiments irrespective of inoculation. A time
course analysis showed that expression of PSK3:GUS
and PSK5:GUS increased already between 2 and 5 h
after wounding (Fig. 3D). PSKR1:GUS expression was
not increased by wounding in leaves (Supporting infor-
mation Fig. S2G).

Discussion

The results presented here indicate that PSK signaling
might be involved in plant defense against mechanical
wounding and defined fungal pathogens. Our findings
indicate that PSK2 and PSKR1 are induced by fungal
infection (Table 1). The fungal elicitor E-Fol and the two
fungal species, Sclerotinia sclerotiorum and Alternaria
brassicicola, elevated the expression of PSK2:GUS and
PSKR1:GUS as indicated by blue staining at the site
of infection (Fig. TA, B). PSK5 driven GUS expression
was specifically induced by Alternaria brassicicola. No
induction of PSK or PSKRT gene promoter activities was
observed when plants were treated with a virulent or
an avirulent strain of Pseudomonas syringae, or with the
plant-derived elicitor PGA. Only distinct PSK genes were
upregulated after the fungal treatment, indicating that
these genes may play a specific role in plant defense. A
role for PSK signaling in plant immunity was supported
by the finding that the photosynthetic performance of
Arabidopsis plants was impaired in PSK receptor knock-
out mutants when the plants were exposed to the fungal
elicitor E-Fol (Fig. 1C). Both, pskr1-3 and pskr2-1, plants
showed a more rapid and a more severe decline in pho-
tosynthetic performance as compared with wt when E-fol
was applied to the leaves. When leaves were infected
with Alternaria brassicicola, photosynthetic performance
decreased strongly in wt and PSK receptor knockout
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plants (Fig. 1D). These results indicate that PSK signal-
ing provides some protection against elicitor-induced
damage, but is not sufficient to efficiently protect plants
against fungal infection. Nonetheless, these results pro-
vide evidence that PSK receptors may be involved in
immune response signaling. PSK receptors are struc-
turally very similar to the brassinosteroid receptor BRI1
(brassinosteroid insensitive) and to the flagellin 2 recep-
tor FLS2 which recognizes microbial peptide signals
as part of the plant immune defense. It is conceivable
that PSK receptor signaling and BRIT or FLS2 signaling
share resemblance or are linked at the molecular level
(Chinchilla et al. 2009).

The PSK3 and PSK5 genes and the PSK receptor gene
PSKR1 were specifically induced by mechanical wound-
ing such as that which occurs during herbivory (Fig. 3,
Supporting information Fig. S2). In hypocotyls, wound-
ing with a needle resulted in induction of PSK3:GUS,
PSK5:GUS and of PSKR1:GUS at and around the site
of wounding. In leaves, induction of PSK3:GUS and
PSK5:GUS was observed after wounding with scis-
sors. These findings are in line with recently published
results from Zinnia elegans L. which showed that tran-
script abundance of the PSK precursor gene ZePSK1
increased within 24 h when leaves were cut into small
pieces for the isolation of mesophyll protoplasts (Motose
etal. 2009). A previous study showed that exoge-
nously supplied PSK-« enhanced tracheid formation in
a low-density Zinnia mesophyll cell culture in a dose-
dependent manner leading the authors to conclude that
PSK-or was responsible for tracheary element differenti-
ation (Matsubayashi et al. 1999). However, based on
the time course of ZePSK1 gene induction, Motose
etal. (2009) concluded that PSK signaling might play
a role in the wound response in Zinnia rather than
in trans-differentiation processes that eventually lead
to tracheid development. In Arabidopsis, induction of
PSK3:GUS and PSK5:GUS activities by wounding in
leaves occurred with a lag phase of 2-5 h. GUS stain-
ing remained elevated until 15 h after wounding. Later
time points were not analyzed. In a previous study
by Matsubayashi and coworkers, Arabidopsis leaf discs
were excised from 3-week-old PSK4:GUS plants, and
increased GUS staining was observed at the edges of
the discs 12 h after excision (Matsubayashi et al. 2006).
In the work presented here, no increase in PSK4:GUS
expression was observed after incision of leaves. This
might result from different assay conditions. In the work
described here, leaves remained attached to the plant
during wounding, whereas leaf discs were excised from
the plant and incubated in vitro. It is conceivable that
the trigger for the observed PSK4:GUS induction in leaf
discs was actually senescence rather than wounding. PSK
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signaling through PSKRT was proposed to control senes-
cence (Matsubayashi etal. 2006). The pskri-1 mutant
displayed accelerated senescence, whereas a mutant
overexpressing PSKR1 showed delayed senescence in
Arabidopsis.

In Zinnia, the pathogenesis-related gene ZePR1 and
the proteinase inhibitor genes ZePI1 and ZePI2 were
repressed in the presence of PSK-«. Conversely, inhibi-
tion of PSK-« synthesis resulted in prolonged persistence
of ZePR1, ZePI1 and ZePI2 transcripts during tracheid
genesis indicating that PSK may act as a negative reg-
ulator of the wound response. It was hypothesized that
downregulation of the general wound stress response
may be required for the trans-differentiation of meso-
phyll cells into xylem elements in vitro (Motose et al.
2009). Triple knockout plants with insertional mutations
in both PSK receptor genes, PSKR1 and PSKR2, and in the
PSY1 receptor gene were not affected in xylem formation
ruling out an essential role of PSK signaling in xyloge-
nesis during normal plant development (Amano et al.
2007).

Plant tumors induced by Agrobacterium tumefaciens
are referred to as crown galls. They develop upon trans-
fer of bacterial DNA into the host and integration into its
genome. The bacterial-encoded transferred oncogenes
promote biosynthesis of the phytohormones auxin and
cytokinin. These and other hormones were shown to
influence development and growth of crown galls. In
Arabidopsis, virulence of the infecting Agrobacterium is
controlled by ethylene and salicylic acid. Vascular differ-
entiation is induced and controlled by gradients of both
hormones (Aloni et al. 2003, Scarpella et al. 2006). In
addition, ethylene and auxin stimulate the formation of
new vasculature in the growing tumor (Lee et al. 2009).
Upon Agrobacterium infection, enhanced ethylene pro-
duction was measured in Arabidopsis (Efetova et al.
2007), and growth of crown galls in tomato was shown
to be dependent on functional ethylene signaling (Aloni
et al. 1998). Furthermore, growth of crown galls depends
on ABA signaling. In the Arabidopsis abil-1 and abi2-1
mutants of ABA biosynthesis, tumor growth was reduced

to a similar degree as observed for pskr1-3 (Efetova et al.
2007). In turn, the ABA hypersensitive abi1-1R5 mutant
displayed increased tumor growth. A described func-
tion for ABA in crown gall development is to induce
the biosynthesis of a protective suberized periderm-
like layer that regulates water flow into developing
tumors. It was suggested that crosstalk between hor-
mones balances pathogen defense by the host and
tumor growth promoted by Agrobacterium (Lee et al.
2009). PSK signaling may shift this balance in favor of
tumor growth. Additional work will be required to eluci-
date possible interactions of PSK and hormone signaling
pathways.

Crown gall development and physiology are depen-
dent on the activity of plant hormones. Within a crown
gall, meristematic areas and vessel-like structures can
be distinguished. During gall development, vessel-like
structures differentiate de novo and connect to the vascu-
lature of the host plant (Deeken et al. 2006, Ullrich and
Aloni 2000). Agrobacterium-induced galls that devel-
oped on pskri-3 plants were significantly smaller than
tumors that developed on wt plants (Fig. 2D). How-
ever, we did not observe an obvious difference in the
formation of vessel-like structures supporting the con-
clusions by Motose et al. (2009) that PSK signaling does
not contribute to vessel formation. In this study, we
further observed severely smaller crown galls growing
on pskri-3 plants. The cell sizes did not appear to
be changed in Agrobacterium-induced galls growing
on pskri-3 plants as compared with those growing on
wild-type plants (Fig. 2C). This result is in line with the
previous observation that PSK signaling through PSKR1
supports proliferation of Arabidopsis callus cells in vitro
(Matsubayashi et al. 2006). In contrast, PSKR2 did not
contribute significantly to cell proliferation in crown galls
as pskr2-1 tumors reached wt size and crown galls of the
pskr1-3/pskr2-1 double mutant were comparable in size
to crown galls of pskri-1. These results support a role
of PSK signaling specifically through PSKRT in promot-
ing proliferation of undifferentiated cells. In Arabidopsis
plants, regulation of root growth by PSK-« is controlled

Table 1. PSK and PSKRT gene regulation in biotic and abiotic stress responses. Promoter:GUS lines of PSK1, PSK2, PSK3, PSK4, PSK5 and PSKR1
were employed to study gene expression in response to biotic stress and mechanical wounding. —indicates no induction, + indicates gene induction.

Biotic interactions

Gene Sclerotinia sclerotiorum  Alternaria brassicicola — E-Fol  a-/virulent Pseudomonas syringae  Agrobacterium tumefaciens ~ Wounding
PSK1 - — — — + —
PSK2 + + - - + -
PSK3 - — — - - +
PSK4 — — - - - -
PSK5 - + - — — +
PSKR1 + + + - + +
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mainly through regulation of cell size (Kutschmar et al.
2009). Thus, during growth of undifferentiated cells,
PSK signaling appears to target mainly cell prolifera-
tion, whereas in organ growth PSK signaling appears to
regulate mainly cell size.

Taken together, the results presented provide new
insights into the biological functions of PSK signaling.
PSK-dependent proliferation of undifferentiated plant
cells is required for the promotion of crown gall growth
by pathogenic Agrobacterium tumefaciens. Induction of
PSK and PSK receptor genes after fungal infection further
support a function of PSK signaling in the defense against
pathogens.
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Kapitel 3

KAPITEL 3

PSKR1 koordiniert das synchrone Wachstum des Fruchtknotens und der
Staubblatter und tragt zur Pollenschlauchorientierung in Arabidopsis
thaliana bei

Es wurde analysiert, ob der PSK Rezeptor PSKR1 wahrend der
BlUtenentwicklung ~ von  Arabidopsis  eine  Funktion  hat. Uber
Expressionsanalysen wurden Transkripte und Aktivitdt der Promotoren von PSK
Praproprotein-Genen und von PSKR1 in Staubblattern, Fruchtknoten und
Pollen nachgewiesen, was darauf hindeutete, dass Synthese und Perzeption
von PSK-a in diesen Geweben wahrscheinlich stattfinden. In den ersten zehn
Schoten der homozygoten PSKR1 Knockout Pflanzen, pskri-2 und pskri-3,
war die Samenbildung um 50% reduziert. Da Antheren, Fruchtknoten,
Samenanlagen, Embryo und Samen morphologisch nicht vom Wildtyp zu
unterscheiden waren, wurde untersucht, ob das Pollenschlauchwachstum
verandert war. Da die Pollenschlduche in nicht befruchteten Samenanlagen von
pskr1-2 und pskri-3 nicht entlang des Funikulus wuchsen, scheint PSKR1 fir
die funikulare Pollenschlauchorientierung erforderlich zu sein. Darlber hinaus
wurde gezeigt, dass Staubblatter und Fruchtknoten in pskri1-3 asynchron
wuchsen. Die Staubblatter waren im Blitenstadium 14, zum Zeitpunkt der
Befruchtung, um 360 um kirzer als der Fruchtknoten. Dies kénnte die
Bestaubung der Blite erschweren und damit zur reduzierten Samenbildung
beitragen. Durch Handbestaubung wurde die Befruchtungsrate von pskri-3 um
30% erhdht, was bedeutet, dass der Transfer des Pollens auf das Stigma
limitierend flr die Befruchtung war. Zusammenfassend kann gesagt werden,
dass PSKR1 zur Pollenschlauchorientierung beitrdgt und das synchrone
Wachstum von Fruchtknoten und Staubbléttern koordiniert.

Die Arbeiten zu diesem Manuskript wurden wahrend der Doktorarbeit
von Anke Kutschmar begonnen und von mir weitergefihrt. Hierzu habe ich die
Analysen zur Samenbildung in pskri-2 sowie heterozygote Kreuzungen von
pskr1-3 mit Wildtyp durchgefihrt und die Befruchtungsraten bestimmt. Des
Weiteren wurden die Expressionsanalysen von PSK Praproprotein-Genen und
von PSKR1 in Pollen und die Analysen der Fruchtknoten und Staubblatter in
pskri-3 von mir durchgefihrt.
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Abstract

Phytosulfokine-a (PSK-a) is a signaling peptide that is perceived by membrane-bound
leucine-rich repeat receptor kinases. In the homozygous allelic knock out lines pskri-2/pskrl -
2 and pskrl-3/pskri-3 of PSKR1, reduced seed formation by ~50% was observed. Anthers,
pistils and ovules did not display morphological abnormalities and ovules, embryos, and seeds
developed normally in pskri-3/pskri-3. Pollen tube growth through the transmitting tissue of
the style was not altered. However, no pollen tubes grew along the funiculus toward ovules
that had not been fertilized in pskrl-2/pskrl-2 and pskrl-3/pskri-3, indicating that PSK
signaling through PSKR1 may be required for funicular pollen tube guidance. In addition,
asynchronous elongation of stamen and carpel was observed in PSKR1 deficient flowers. This
resulted in stamen that were about 360 um shorter than the pistil at time of pollination,
conceivably rendering pollen transfer physically difficult. Hand-pollination improved fertility
rates supporting the idea that pollen transfer to the stigma was limiting seed formation.
Promoter:GUS analysis showed expression of PSK precursor genes and of PSKRI in
filaments, carpels, and pollen indicating that these tissues were capable of synthesizing and/or
perceiving PSK-a.. In summary, PSK-a signaling through PSKR1 contributes to pollen tube

guidance, and to synchronized elongation of anther and style.
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Introduction

Peptide factors are important signaling components in plants. Their described functions
include defense signaling, meristem size and cell-cell recognition as mediated by systemin,
CLAVATA3 and SCR peptides (Boller, 2005; Matsubayashi, 2003; Matsubayashi et al.,
2001, Matsubayashi and Sakagami, 2006; Takayama and Isogai, 2003). Phytosulfokine-o
(PSK-) is a pentapeptide of the sequence Tyr-Ile-Tyr-Thr-Gln that carries a sulfate group at
each of the two tyrosine side chains. PSK-o was first identified as a bioactive compound
responsible for the feeder effect (Matsubayashi and Sakagami, 1996). Plant cells kept in liquid
culture require a minimum density to undergo cell division. High cell density can be replaced
by conditioned medium taken from cultured cells. PSK-o was identified as the chemical
compound that excerts this feeder effect and was hence classified as a growth factor. In
Arabidopsis thaliana, root growth is promoted by PSK signaling through its receptors
(Matsubayashi et al., 2006). In roots, PSK-dependent growth was primarily supported by
enhanced cell elongation rather than cell division (Kutschmar et al., 2009).

PSK-a precursor genes were identified in monocot and dicot species and appear to be
ubiquitous in higher plants (Lorbiecke and Sauter, 2002; Yang et al., 2000). PSK-a is
processed from approximately 100 amino acid-long preproproteins all of which have an ER
signal sequence that targets the product to the secretory pathway (Yang et al., 1999).
Perception of PSK-o is achieved through a plasma membrane-bound receptor protein
(Matsubayashi and Sakagami, 1999; 2000). A PSK receptor was first identified from carrot
and was shown to possess extracellular leucine rich repeats (LRR), separated by an island
domain, a single transmembrane region, and an intracellular Ser/Thr kinase domain
(Matsubayashi et al., 2002). Subsequently, two similarly structured LRR receptor kinases,
AtPSKR1 and AtPSKR2, were shown to act as PSK receptor in Arabidopsis (Matsubayashi et
al., 2006; Amano et al., 2007).

In callus derived from the Ds insertion mutant pskrl-1, specific binding of PSK-a was
significantly decreased. PSK signaling through AtPSKR1 was shown to promote callus
growth and to delay senescence (Matsubayashi et al., 2006). AtPSKRI appeared to be
expressed ubiquitously at low levels and PSK genes were shown to be expressed in vegetative
tissues but also in flowers (Matsubayashi et al., 2006) possibly indicating a role of PSK

signaling in reproduction.
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Similar to the feeder effect observed in cultured plant cells, the pollen population
effect indicates that pollen kept in vitro at low density will not germinate but can be induced
to do so by addition of medium from a high-density pollen culture. In tobacco (Nicotiana
tabacum L.), addition of PSK-a to pollen cultured at low density promoted germination in a
dose-dependent manner (Chen et al., 2000). In maize (Zea mays L.), two PSK precursor genes
were shown to be specifically expressed in male and female gametophytes including male and
female gametes (Lorbiecke et al., 2005). This evidence supported the hypothesis that PSK-a
has a function in plant reproduction. To further elucidate such a role we analyzed reproductive
structures and reproductive success in the allelic Arabidopsis T-DNA insertion lines pskri-2
and pskrl-3 which lack transcripts of the PSK receptor PSKRI. We further specified
expression of PSK and PSKR1 genes in flowers of Arabidopsis. Our results indicate a role of

PSK peptide signaling in production and transfer of pollen, and in pollen tube guidance.

Results

Knock out of the PSK receptor gene PSKRI results in reduced seed formation in Arabidopsis

Arabidopsis plants of two allelic homozygous T-DNA insertion lines of the PSK receptor
gene PSKRI, pskri-2/pskrl-2 and pskrl-3/pskri-3, were analyzed at the reproductive stage.
These lines were previously shown to have no detectable PSKRI transcripts (Matsubayashi et
al., 2006; Amano et al., 2007; Kutschmar et al., 2009). Phenotypic analysis revealed that
plants of both pskrl/pskrl lines had a larger number of small siliques than wild type (+/+).
This effect was strongest at the first siliques produced by the plants while flowers that
developed later showed a less severe phenotype (Fig. 1A). Formation of small siliques was a
result of reduced seed filling as shown for pskri-3/pskri-3 (Fig. 1, B-D). To quantify this
reproductive effect, seed filling was analyzed in the first ten siliques of +/+, pskri-2/pskrl-2,
and pskri-3/pskri-3 plants (Fig. 1E and F; Table I). The percentage of siliques with a near
complete seed set (less than 10% undeveloped seeds) was significantly reduced by about 40%
in pskrl-2/pskri-2 and pskrl-3/pskrl-3 as compared to +/+ plants. Conversely, the percentage
of undeveloped seeds was increased with a significantly higher frequency of >75%
undeveloped seeds in both pskri/pskrl lines, and a significantly higher frequency of 10-25%

undeveloped seeds was observed in in pskrl-2/pskri-2 as compared to +/+ (Fig. 1E and F;
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student’s #-test). Seeds that did develop were not phenotypically different in either
pskrl/pskrl line than in +/+ (Fig. 1, B-D).

Reduced fertility in pskri-3/pskri-3 is linked to defects in the pistil

To gain more insight into the cause(s) of reduced seed formation, crosses were
performed between homozygous +/+ and pskri-3/pskri-3 plants by hand-pollination (Table
I). Hand-pollination of +/+ stigma with +/+ pollen was overall a bit less successful than self-
pollination in +/+. Hand-pollination of pskri-3/pskri-3 stigma with pskrl-3/pskri-3 pollen
improved seed production over self-pollinated pskri-3/pskri-3 plants, indicating that transfer
of pollen in self-pollinated pskrl-3/pskri-3 plants may be impeded (Table I). Hand-
pollination of pskri-3/pskri-3 with pskri-3/pskri-3 pollen improved reproductive success but
did not fully restore it to +/+ levels pointing to additional factor(s) that were affected in the
receptor knock out line. Two additional, reciprocal crosses were made. Cross-fertilization of
+/+ flowers with pskrl-3/pskri-3 pollen largely restored fertility over pskrl-3/pskrl-3 x
pskrl-3/pskrl-3 crosses with more siliques containing a higher percentage of developed seeds
(Table I). By contrast, cross-fertilization of pskrl-3/pskri-3 flowers with +/+ pollen did not
restore the mutant phenotype indicating that reduced seed production was to a large part
attributable to the female parent.

To distinguish between a sporophytic effect and a gametophytic effect we next
performed reciprocal crosses between homozygous flowers and heterozygous pollen and
analyzed the average seed filling in the first ten siliques of each plant. When +/+ flowers were
crossed to heterozygous pskrl-3/+ pollen, fertilization success was as high as with +/+ x +/+
crosses. With pskri-3/pskri-3 flowers crossed to either pskri-3/pskri-3 or +/+ pollen the
relative frequency of seed formation in hand-pollinated flowers was 65.2% and 66.7%,
whereas heterozygous +/pskri-3 flowers crossed to +/+ pollen resulted in 83.2% seed set
(Table I). This is in accord with a gametophytic transmission, for which a 1:1 segregation of
the phenotype is expected meaning that seed formation would be reduced by ~17%
(homozygous pskri-3/pskri-3 plants have ~34% reduced seed formation). Finally,
heterozygous pskrl-3/+ plants were allowed to self-fertilize. In case of a purely gametophytic
effect, a seed set of 75% would be expected as the seed set in selfed homozygous pskri-
3/pskri-3 plants was 50.2%. The observed value of 61% was however somewhat lower (Table
I, self-pollination). Overall, the results support the view that the pskri-3/pskri-3 phenotype is
by and large caused by defects in the pistil and in the female gametophyte. The segregation
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ratios observed in hand-pollinated flowers were compatible with a female gametophytic
effect. However, the segregation ratios of self-pollinated flowers disagree with a purely
female gametophytic transmission. The involvement of the female sporophyte in reproduction
success is supported by the observation that hand-pollination partially restored reproductive
failure suggestive of impaired pollen transfer. A sporophytic defect was therefore predicted to

partially account for reduced fertility.

PSK genes are differentially expressed in Arabidopsis flowers

Reduced seed formation in pskrl-3/pskri-3 indicated a role for PSK signaling during
reproduction. Expression of the five Arabidopsis PSK genes and of PSKRI was analyzed
using RT-PCR (Fig. 2) and a promoter:GUS approach (Fig. 3). RT-PCR data showed that
PSK genes were expressed throughout the plant life cycle including the reproductive phase
with PSK1 expression being particularly high in roots (Fig. 2). To obtain a more detailed
picture, promoter activities were analyzed in flowers at anthesis and in developing fruits (Fig.
3). No GUS staining was detected in flowers and siliques of Ppgx;:GUS plants (Fig. 3, A-E)
coincident with results obtained by RT-PCR that PSK] was expressed predominately in roots.
Promoter activity of PSK2 was detected at the tip of filaments (Fig. 3H) and at the flower base
in the vasculature of the nectaries (Figure 3I). Furthermore, PSK2 was active in mature pollen
(Fig. 3G and H) as also confirmed by RT-PCR (Fig. 4A). PSK2 was neither expressed in
female reproductive structures nor in developing seeds (Fig.3, F, G and J). The blue staining
observed on the stigma and in the style in Fig. 4G resulted from stained pollen and stained
pollen tubes, respectively. Ppsk>:GUS activity in growing pollen tubes was also detected in in
vitro germinated pollen (Fig. 4B). RT-PCR analysis indicated that PSK2 was the only PSK
gene expressed at detectable levels in mature pollen (Fig.4A). Promoter activity of AtPSK3
was neither detected in mature anthers nor in pollen (Fig. 3, K and M). At anthesis, GUS
staining was observed in filaments mainly at the tip, in the pistil and in the flower stalk with
particularly strong staining at the pedicel to pistil transition (Fig.3, K, L and N). Weak diffuse
staining was detected in developing siliques (Fig. 30). PSK4 was active in the pistil, stamen
and flower stalk at anthesis (Fig.3, P-S). Developing Ppsxs:GUS seeds were stained blue (Fig.
3T) indicating a role for PSK-a not only in fertilization but also during seed development.
Ppsks-driven GUS staining was detected in the vasculature of filaments and style (Fig. 3, U, V
and X), but not in pollen (Figs. 3W and 5A). In fruits, Ppsxs:GUS activity was confined to the

vasculature and was particularly high in nectaries (Fig. 3Y). Taken together, PSK precursor
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genes are expressed in the male gametophyte and in the pistil supporting a role of PSK-a in

reproductive processes.

PSKRI is active in flowers

Previously published RNA blot data (Matsubayashi et al., 2006) and RT-PCR studies (Fig. 2)
indicated that PSKR1 was expressed at overall low levels. PSKRI was expressed in shoots,
roots and flowers, and at lower abundance in young siliques (Fig. 2). Ppsgr;:GUS expression
in stamen was confined to the vasculature and the upper end of the filament strongly
resembling the expression patterns of PSK3, PSK4, and PSKS5. Pollen did not display
detectable GUS activity (Fig. 3b and c) In the pistil, Ppsxg;:GUS activity was localized to
ovules and possibly the transmitting tract (Fig. 3b and d) whereas no GUS staining was
detected during fruit development in seeds or siliques except for the nectary region coincident
with very low PSKRI transcript levels amplified by RT-PCR from siliques (Fig. 2).

In summary, PSK signaling components appear to be synthesized in flowers with high
tissue specificity implicating that PSK signaling plays a role in flower development and/or
function. PSK2 was specifically expressed in pollen whereas PSK3 and PSK4 were active in
the gynoecium. The PSK receptor gene PSKRI was transcribed in filaments but not in anthers
and particularly not in mature pollen, but was active in female reproductive structures. These
results support a role for PSK signaling in plant reproduction. Neither PSK genes nor PSKR]
were active in the stigma indicating that PSK signaling is likely not required for cell-cell

recognition during pollen-stigma-interaction.

Pollen tube attraction is disturbed in pskrl-2/pskri-2 and pskri-3/pskrl-3

To study a possibly effect of PSK signaling on anther morphology, +/+ and pskrl-
3/pskrl-3 flowers were compared at two different developmental stages (classified according
to Sanders et al., 1999). In +/+, at anther development stage 7, tetrads have developed and are
surrounded by the tapetum, middle layer, endothecium, and epidermis in pollen sacs
(Supplemental Fig. S1A). At anther development stage 10 microspores have developed, the
middle layer is degenerated and tapetum degeneration is initiated while the endothecium and
epidermis persist. The stomium is clearly visible on each theka at this stage (Supplemental

Fig. S1C). At either stage, anthers of +/+ and pskrl-3/pskri-3 plants did not show
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morphological differences (Supplemental Fig. S1) and differences in development were not
observed.

To test if the in situ growth of pollen tubes was affected in pskrl knock out plants, +/+
and pskrl-3/pskri-3 flowers were hand-pollinated and pollen tubes were visualized by
staining with aniline blue 10 h after pollination (Fig. SA and B). Although it was not possible
to measure the lengths of all pollen tubes that grew in each pistil, a difference in overall
pollen tube elongation was not observed between the two genotypes. Pollen tubes eventually
grew down the whole length of the pistil which is in agreement with the observation that
undeveloped seeds were found throughout pskri-3/pskri-3 and also pskrl-2/pskri-2 siliques
and not just at one end (Fig. 1), as would be expected if pollen tube growth were arrested
prematurely.

Since growth of pollen tubes through the style occurred at comparable rates in +/+ and
pskrl-3/pskrl-3, it was next analyzed if pollen tube orientation was affected. Pollen tubes
were stained in sifu after fertilization had occurred (Fig. 5C and D). In cases where pskrl-
3/pskrl-3 ovules had not been fertilized, pollen tubes had not grown from the transmitting
tract toward the funiculus of these unfertilized ovules (Table II). On the other hand, some
pollen tubes had grown past these unfertilized ovules, again supporting the observation that
pollen tube extension through the transmitting tract was not prematurely arrested. This
phenotype was confirmed in pskrl-2/pskri-2. Loss of funicular pollen tube guidance was
observed in 35.8% of pskrl-2 flowers and in 21.6% of pskri-3 flowers as compared to 1% in
+/+ (Table II). Loss of micropylar guidance or pollen tubes that failed to enter the micropyle
were observed in 1% or less of all ovules. The results indicate that a distinct phase in pollen
tube guidance, i.e. the exit of the pollen tube from the transmitting tissue and growth along the
funiculus toward the ovule involves PSK signaling through PSKR1. Reduced fertility in pskrl

thus appears to be in part caused by reduced pollen tube attraction to the ovule.

pskrl-3/pskrl-3 stamen are shorter than the pistil at time of fertilization

Reduced fertility was at least in part explained by loss of funicular pollen tube guidance.
However, improved fertilization efficiency was observed with hand-pollination over self-
pollination in pskrl-3/pskrl-3 indicating that an additional defect might exist. To identify
possible morphological changes in pskri-3/pskri-3 flowers that may be responsible for this
defect, cross sections were made of pskrl-3/pskri-3 and +/+ flowers (Supplemental Fig. S2).

These indicated no abnormalities in pskrl-3/pskri-3. Stigmatic cells (Supplemental Fig. S2B
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and C), organ organization and tissues in the gynoecium (Supplemental Fig. S2D and E), at
the flower base (Supplemental Fig. S2F and G), and tissue organization of the flower stalk
(Supplemental Fig. S2H and I) were phenotypically normal in pskrl-3/pskri-3. Wild type
morphology of pskri-3/pskri-3 gynoeceae was also confirmed in longitudinal sections (data
not shown).

We then looked at the development of the female gametophyte in +/+ and in pskrl-
3/pskri-3 (Fig. 6; Supplemental Fig. S3). Development of embryo sacs in pskrl-3/pskri-3
flowers prior to pollination was phenotypically normal (Fig. 6A and B; Supplemental Fig.
S3A and B). 2 days after pollination, essentially all ovules in +/+ flowers had expanded,
whereas in pskrl-3/pskri-3 flowers small ovules were observed. In expanded, fertilized
ovules of either +/+ or pskri-3/pskri-3, embryo development was observed (Fig. 6C, D;
Supplemental Fig. S3E and F).

In order to test if PSK signaling can occur in ovules, promoter:GUS lines were
employed. PSKI and PSK2 were not expressed in the gynoecium (Fig. 3, A-J). PSK5 was
expressed in the vasculature and in a dotted pattern in the pistil (Fig. 3U, V and X). PSK3
(Fig. 7A) and PSK4 (Fig. 7E) promoters were active in ovules prior to and post-fertilization.
The PSK3:GUS signal was detected throughout the ovule before (Fig. 7A) and 2 days after
(Fig. 7B) pollination, albeit with increasing intensity after fertilization. Expression of
PSK4:GUS was localized near the micropyle prior to fertilization (Fig. 7E) and expanded
throughout the ovule after pollination (Fig. 7, E-H). Expanded expression was detected as
early as 24 h after pollination (Fig. 7F). Elevated PSK4:GUS staining was detected in the
developing embryo two and three days after pollination (Fig. 7G and H), and in developing
seeds (Fig. 3T). Expression analysis of the receptor gene PSKRI revealed local promoter
activity at the chalazal pole of the ovule before and after fertilization (Fig. 7C and D). In
summary, PSK3, PSK4 and PSKRI are expressed in distinct patterns in the ovule prior to
fertilization possibly resulting in local gradients of PSK-a or its receptor PSKR1. Since PSK3,
PSK4 and PSKRI promoters were also active in ovules after fertilization had occurred and in
the case of PSK4 also in seeds, a function of PSK signaling in ovule and or seed development
seems likely.

We next studied flower morphology at the time of pollination at flower development
stages 13 to 15 (Roeder and Yanofsky, 2006). Whorl organization, flower organ numbers, and
overall morphology of flower organs were normal in the PSKR1-deficient mutant. However,
differences in stamen and style lengths were observed between wild type and pskrl-3/pskrl-3.

In wild type, filaments elongate between stages 13 and 14 to place stamen above the stigma
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when anthers open to release pollen. This favours successful transfer of pollen from the
mature anther to the stigma and hence efficient self-pollination (Fig. 8A). After pollination,
the pistil elongates to make room for the developing seeds. In pskri-3/pskrl-3 plants, growth
of the filament was not sufficiently enhanced at flower stage 14 to close the distance between
stigma and anthers. Even though pistil elongation was delayed or reduced as well in pskri-
3/pskrl-3, anthers remained about 360 um below the stigma at time of pollination (Fig. 8A
and B).

Discussion

PSKRI signaling is required for funicular pollen tube guidance

The maternal effect on reproduction that was observed in pskrl could result from impaired
pollen tube growth, from disturbed pollen tube guidance, from failed communication between
male and female gametophytes during fertilization, or be caused after fertilization. PSKRI,
PSK3 and PSK4 were active in the style including the ovules prior to and after fertilization
with expression patterns that are compatible with either scenario. Successful pollination
requires many recognition events and signals that need to be spatially and temporally
regulated (Sauter, 2009). Pollen tube guidance can be divided into a sporophytic phase with
pollen germination on the stigma and growth through the transmitting tract, and a
gametophytic phase when pollen tubes grow along the funiculus toward the female
gametophyte.

Staining of pollen tubes in situ indicated that growth of pollen tubes through the
transmitting tract was not impaired in pskrl-3/pskri-3 flowers. Furthermore, the seeds that
did develop in the knockout mutants were randomly distributed throughout the siliques. If
pollen tube growth were restrained, seeds would be expected to preferentially develop in the
upper half of the siliques.

When pollen tubes were stained after fertilization had occurred, it became obvious that
unfertilized ovules had not attracted a pollen tube from the stylar tissue to grow along the
funiculus and into the micropyle. Those embryos and seeds that did develop in pskri-3/pskri-
3 had wild type phenotypes. From these results it is proposed that PSK signaling through
PSKRI1 contributes to funicular pollen tube guidance. Gametophytic pollen tube guidance

depends on signals emitted from the embryo sac (Hiilskamp et al., 1995; Shimizu and Okada,
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2000). In a screen for female gametophytic mutants, Shimizu and Okada (2000) identified two
mutants, maal and maa3, in which pollen tubes grew along the funiculus but failed to enter
the micropyle. Based on this observation, it was suggested that the female gametophyte emits
a funicular guidance signal that directs the pollen tube along the funiculus and a micropylar
guidance signal that redirects the tube toward the micropyle when it comes within a short
distance to it. Laser ablation experiments in Torenia fournieri provided strong evidence that
synergid cells are main sources for the emission of female gametophytic pollen tube
attractants (Higashiyama et al., 2001; Kasahara et al., 2005). Knockout of the sperm cell-
specific HAP2 (Hapless2)/GCS1 (Generative Cell Specificl) gene results in infertility. hap2
pollen tubes lose their orientation once they approach the ovule and fail to fertilize the female
gametophyte (Mori et al., 2006; von Besser et al., 2006). Thus, guidance signals are not only
emitted by the female gametophyte and perceived by the vegetative pollen tube cell. Sperm
cells are actively involved in proper pollen tube guidance.

Mutants revealed that gametophytic pollen tube guidance from the transmitting tract to
the ovule involves multiple signals which may have overlapping functions (Palanivelu and
Preuss, 2006). Diffusible chemoattractants are signaling candidates in this process. The genes
identified in screens as being involved in gametophytic pollen tube guidance have however
not provided clear clues as to what the actual signaling molecules are, that are exchanged
between the ovule or female gametophyte and the pollen tube or sperm cells to ensure
successful fertilization. It was proposed that the signal should be a small, diffusible molecule.
PSK-a is a low molecular weight, highly hydrophilic, secreted molecule that is well suited to
perform such a function. Pollen did not express PSKR! indicating that they are likely not
equipped to perceive PSK through this receptor. By contrast, the PSK precursor gene PSK2
was expressed in pollen and in germinated pollen tubes providing evidence that the pollen
emits the diffusible PSK peptide. In order to elicit a response through PSKR1, this signal
must be perceived by maternal tissues. In fact, Ppsxr;:GUS activity was detected in ovules. It
is therefore proposed that PSK, emitted by the growing pollen tube acts as funicular guidance
signal that is perceived by maternal tissues such as the ovule through PSKR1. Possibly, the
maternal tissue releases factors in response to PSK perception that help guide or support
pollen tube growth. In support of this model, we found that knock out of PSKR/ in maternal
tissues caused a reduction in fertility due to inefficient funicular pollen tube guidance.

The observation that knock out of PSKRI did not abolish pollen tube attraction but
rather lowered the rate of successful funicular guidance, points to an accessory role for

PSKRI1 signaling in funicular guidance. Since multiple chemotropic signals seem to direct
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pollen tubes along their path to the embryo sac, it is conceivable that mutations in one signal
pathway do not abolish but rather reduce successful guidance. PSK signaling appears to
contribute specifically to the long distance gametophytic guidance when the male
gametophyte needs to be redirected from the transmitting tissue toward an ovule. Aberrant
pollen tube growth along the funiculus or around the micropyle was not observed suggesting

that short-range micropylar guidance is not mediated by PSK-a.

Self-fertilization depends on synchronized elongation of stamen and pistil

Fertility of pskri-3/pskri-3 was partially restored by hand-pollination pointing to a physical
constraint in the self-fertilization of PSK receptor knock out flowers. Length measurements of
stamen and style at flower development stages 13 to 15 showed that anthers had not reached
the stigma when pollination occurred. Stamen remained shorter than the pistil during flower
development. At anthesis, between flower development stages 13 and 14, filaments elongate
to place the anthers at the height of the stigma which facilitates pollen transfer (Roeder and
Yanosfsky, 2006). After pollination, the fruit elongates to make room for the growing seeds,
while stamen degenerate. In pskrl-3/pskri-3, the pistil was longer at time of pollination
whereas the stamen remained shorter than in wild type. The increase in pistil length did not
make up for the reduced stamen elongation resulting in a gap between anthers and stigma at
time of fertilization. It was previously described, that PSK signaling controls root elongation
mainly through regulation of cell elongation (Amano et al., 2007; Kutschmar et al., 2009). It
is well conceivable that a similar growth control mechanism exists in filament elongation.
Regulation of pistil and stamen lengths are used naturally by plants as one strategy to promote
self-(in-)compatibility. Stamen that are shorter than pistils are physically handicapped in
placing pollen on the stigma within the same flower, which is therefore favoured to receive
pollen from adjacent plants. This strategy is used to promote cross-fertilization in the self-
incompatible species Lycopersicon peruvianum (Gasser and Robinson-Beers, 1993). PSKR1
and PSK genes are expressed in filaments and analysis of the pskr-3/ mutant revealed that
coordinated elongation of stamen and pistil at anthesis is under control of PSK signaling. As a
result of PSK signaling, self-fertilization is favoured in wild type Arabidopsis. Altering this
signaling pathway, e. g. through exogenous factors that affect PSK gene or PSK receptor

expression or through mutations, may be a means to shift temporally or permanently from
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self-pollination to cross-pollination. This mechanism could contribute to enhanced genetic

diversity.

Conclusion

pskrl/pskrl mutants have a reduced seed set. Our data provide evidence that PSKR1 is
involved, for one, in coordinated elongation of stamen and pistil at the crucial time when
pollination occurs. Without PSKR1, stamen do not reach the stigma resulting in a reduced rate
of self-fertilization possibly with implications for cross-pollination. PSKR1 is further ivolved
in pollen tube guidance with a clear correlation between loss of funicular pollen tube guidance
and ovule development in pskrl/pskrl mutants. Taken together, PSK signaling through

PSKRI1 contributes to successful reproduction in Arabidopsis.

Materials and Methods

Plant growth

Experiments were performed with Arabidopsis thaliana ecotype Columbia (Col-0). Plants
were grown in a 1:1 sand-humus mixture that was frozen at —80°C for 2 days to avoid insect
contamination and watered regularly with tap water. Prior to germination, seeds were
stratified at 4°C in the dark for 2 days and then transferred to a growth chamber under long-

day (16 h light/8 h dark) conditions.

Length measurements

To analyze lengths of pistils and stamen at time of fertilization, flowers at developmental
stages 13 (anthesis), 14 (pollination) and 15 (style elongation) according to Roeder and
Yanofsky (2006) were arbitrarily selected from among the first ten flowers produced. Stamen
and pistils were cut off at the flower base under a camera-equipped microscope (Olympus)
and lengths were determined from photographs using an internal size standard. For analysis of

stamen length only the four longer stamen were considered.
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pskrl mutant analysis

The pskri-2 T-DNA insertion line Sail_673_HO7 and the pskri-3 T-DNA insertion line
SALK_008585 from Arabidopsis thaliana ecotype Columbia-0 were obtained from NASC
(University of Nottingham, UK). The T-DNA is inserted 48 bp (pskri-2), and 2337 bp (pskrl-
3) downstream of the start codon of the intronless PSKR1 gene and leads to loss of detectable
PSKRI mRNA in the homozygous lines (Amano et al., 2007; Kutschmar et al., 2009). All
experiments were carried out on homozygous lines unless specific crosses with heterozygotes
were made as indicated. The female parent is always noted first. Seed formation after self-
fertilization or hand-pollination was analyzed in the first 10 or 15 siliques formed as indicated
in Table 1. Pollen tube guidance, and pistil and stamen lengths were analyzed in the first 10

siliques formed.

Reverse transcription-polymerase chain reaction

Total RNA was isolated from shoots and roots of 8 day-old seedlings and 14 day-old plants,
juvenile leaves, the first and second inflorescence (<10 mm), flowers of 22 day-old plants,
and from stems, cauline leaves, mature leaves, siliques and roots of 36 day-old wild type Col-
0 plants with Tri-Reagent following manufactor instructions (Sigma-Aldrich). Five ug of
DNAse treated RNA (MBI Fermentas) were reverse transcribed with oligo dT primers
(Invitrogen) and used for PCR amplification. ACT2 was amplified with gene specific primers
and used as a control. For PCR amplification of transcripts from PSKI, PSK2, PSK3, PSK4,
PSK5, cDNA reverse transcribed from 0.5 ug RNA was used. For PSKRI transcripts cDNA
from 1 pg RNA, and for ACT2 transcripts cDNA from 0.05 pg RNA were used. To
distinguish between fragments derived from cDNA and genomic DNA, gene specific
oligonucleotides were positioned to include an intron, except for the intronless PSKRI. PCR

was carried out as described previously (Kutschmar et al., 2009).

Cloning of promoter:GUS vectors, transformation and histochemical Gus detection
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For expression analysis of PSK genes and of the PSK receptor gene PSKRI by
promoter:Gus analysis genomic fragments were amplified upstream of the start codon by PCR
as and cloned as described (Kutschmar et al., 2009). For each construct several GUS
expressing lines were analyzed. GUS assays were performed as described (Vielle-Calzada et
al. 2000). Stained plant material was cleared (Yadegari et al. 1994) and observed under
bright-field illumination using a Leica DM LS microscope (Leica Microsystems).

To obtain tissue sections, 14 day-old cleared plants were washed and dehydrated using
an ethanol series (30%, 50%, 70%, 90% and 100%) for 60 min at each step. Plants were
embedded in Technovit 7100 according to manufacturers’ instructions (Heraeus Kulzer). Ten
um-thick sections were cut with a Leica RM 2255 microtome and analyzed using a Leica DM
LS microscope. Images were taken with a Leica DC 300F camera and Leica IM 500 software

(Leica Microsystems) and processed using Adobe Photoshop CS (Adobe Systems Inc.).

Histological analysis

In vivo grown pollen tubes were stained with aniline blue and photographed. To obtain tissue
sections, 14 day-old cleared flowers were washed and dehydrated using an ethanol series
(30%, 50%, 70%, 90% and 100%) for 60 min at each step. Flowers were embedded in
Technovit 7100 according to manufacturers instructions (Heraeus Kulzer). Ten pum thick
sections were cut with a Leica RM 2255 microtome and analyzed using a Leica DM LS
microscope. For analysis of inflorescences 5 to 6 week-old wild type and pskri-3 plants were
embedded and cross sections were made as described above. After staining with 0.05% (w/v)
toluidine blue sections were observed under bright-field optics using a Leica DM LS
microscope. Images were taken with a Leica DC 300F camera and Leica IM 500 software
(Leica Microsystems) and processed using Adobe Photoshop CS (Adobe Systems Inc.).

For analysis of ovules before and after fertilization, flowers at development stages 12
to 14 (Roeder and Yanofsky, 2006) of wild type and pskri-3 were fixed over night in a 9:1
(v:v) ethanol/acetic acid mixture and subsequently washed with 90% and 70% ethanol. After
clearing of tissues as described (Yadegari et al., 1994) whole ovules were isolated and
analyzed with a microscope equipped with Normarski optics (Axiophot, Zeiss) under
differential interference contrast. Images were taken using a Olympus DP 71 camera and the

Olympus Cell" software (Olympus).
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Statistics

Data were statistically analyzed using the Mann-Whitney test (U test) supplied by the internet
programs http://eatworms.swmed.edu/~leon/stats/utest.html (Leon Avery, Southwestern
Medical Center, Dallas, TX USA) and http://faculty.vassar.edu/lowry/utest.html (Richard
Lowry, Vassar College, Poughkeepsie, NY USA), or by student’s t-test as indicated in the

results section.
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Figure legends

Figure 1: pskr1-2/pskri-2 and pskri-3/pskri-3 plants produce fewer seeds.

The first siliques produced by a representative A, wild type (+/+), B, pskri-2/pskri-2, and C,
pskrl-3/pskrl-3 plant are shown from the oldest (to the left) to the youngest silique (to the
right). Siliques were cut open and seeds from B, +/+, and C, D, pskrl-3/pskrl-3 are shown. C
shows one of the first three siliques formed. D shows a younger silique. Black stars indicate
undeveloped seeds. E, Siliques from +/+ and pskri-2/pskril-2 plants or F, from +/+ and pskri-
3/pskrl-3 plants were classified in groups of less than 10%, 10-25%, 25-50%, 50-75%, and
more than 75% undeveloped seeds, and the percentage of siliques in each group was
calculated. Results are averages (x SE) of (E) 300 siliques and (F) 150 siliques analyzed per
genotype. Values at <10% and 75-100% are significantly different in both pskrl lines as
compared to +/+, as is the 10-25% value in pskrl-2/pskri-2 (P<0.001, student’s z-test).

Figure 2: RT-PCR analysis of PSK precursor genes and PSKRI expression in
Arabidopsis.

Expression of PSK1, PSK2, PSK3, PSK4, PSKS5, and PSKRI was analyzed in vegetative and
reproductive tissues of Arabidopsis. Primers were selected such that the amplified products
from genomic DNA included an intron. The PSKRI gene is intronless as indicated by the
same-size band from cDNA and genomic DNA. As a control for RNA input, transcripts of the

actin gene ACT2 were amplified.

Figure 3: Promoter:GUS analyses of PSK precursor genes and PSKRI expression in
flowers.

Promoter activities of A-E, PSK1, F-J, PSK2, K-O, PSK3, P-T, PSK4, U-Y, PSK5, and a-e,
PSKRI were analyzed in flowers at pollination (rows 1-4: flower development stage 14
according to Roeder and Yanofsky, 2006) and (last row) in siliques in the respective P:GUS
lines. The first row shows a flower with petals and sepals removed. The second row shows the
top of the carpel including the stigma. The third row shows an anther and the upper part of the
filament. Rows four and five show the pistil and fruit, respectively, at the pedicel to carpel
transition including nectaries. GUS staining patterns were confirmed in 4 to 11 independent

lines per genotype.
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Figure 4: PSK?2 is expressed in pollen.

A, RT-PCR was performed on RNA isolated from mature pollen to detect transcripts of
PSK1, PSK2, PSK3, PSK4, PSK5, and PSKRI. The data confirmed the results obtained from
P:GUS analysis in that only PSK2 was expressed at detectable levels. B, Pollen of Ppgk2:GUS
was allowed to germinate and then stained for GUS activity. Blue staining was detected in the

pollen and in the growing pollen tube.

Figure 5: Pollen tube orientation is affected in pskri-3/pskri-3.

Flowers from A, wild type (+/4+) and B, pskri-3/pskri-3 were pollinated and pollen tubes
were stained with aniline blue 10 hours after pollination. No obvious differences in pollen
tube germination or in situ growth rates were observed. C, +/+ and D, pskrl-3/pskri-3
flowers were pollinated and pollen tubes in the ovaries were stained 2 days after pollination
when fertilization was completed. No pollen tubes had grown to pskri-3/pskri-3 ovules that
had not been fertilized, i. e. had not expanded in size (white cross). Other pollen tubes had

grown past these unfertilized ovules.

Figure 6: Female gametophyte development appears normal in pskri-3/pskri-3.

Ovules from A, C, pskri-3/pskri-3 and B, D, wild type (+/+) were isolated with female
gametophytes at stage FG6 (A, B), or 2 days after pollination (C, D). Embryo sacs in pskrl-
3/pskrl-3 had the expected number of cells or nuclei. AC: apical cell, AN: antipodal cell

nucleus, EN: egg cell nucleus, CCN: central cell nuclei, SN: synergid nucleus.

Figure 7: Two PSK precursor genes and PSKRI are expressed in ovules.

A, B, Ppsk;:GUS ovules before (A) or 2 days after (B) pollination. C, D, Ppgg;:GUS ovules
before (C) or 2 days after (D) pollination. E-H, Ppsxs:GUS ovules before pollination (E), 1
day (F), 2 days (G), or 3 days (H) after pollination. Female gametophytes in (A,C,E) were at
stage FG7.

Figure 8: Anthers of pskri-3/pskri-3 flowers do not reach the stigma at time of
fertilization. A, Flowers at flower development stages 13 (anthesis), 14 (pollination) and 15
(pistil elongation) according to Roeder and Yanosfky (2006) are shown from wild type (+/+)
(top) and pskrl-3/pskrl-3 (bottom). Orange arrow tips point out the positions of stigma and

anthers. B, Pistil (top), and stamen (middle) lengths were measured from +/+ and pskrl-
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3/pskri-3 flowers and the differences in length (bottom) were calculated at flower
development stages 13, 14 and 15 from the first 10 flowers formed. 15 to 20 flowers from 15
to 20 plants plants per stage and genotype were analyzed. For stamen analysis, only the four
longer of the six stamen were considered for analysis. While pistils were significantly longer
in pskrl-3/pskri-3 at stages 14 and 15, growth of stamen was significantly reduced at all
stages (student’s t-test, P<0.001). As a result of the altered growth of pistil and stamen,
anthers were placed about 360 um below the stigma at time of fertilization (stage 14). This

result was confirmed in an experiment using flowers 1 to 3.
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TABLES

Table I: Frequencies of seed formation from crosses between homozygous or heterozygous
wild type (+/4) and pskri-3/pskri-3 parents after self-pollination or hand-pollination. For
each cross performed the frequency of the control cross between +/+ parents was set to 100%.

n indicates the number of siliques analyzed; 'indicates analysis of the 15 oldest siliques;

0 N9 N B B~ W

10
11
12

13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23

%indicates analysis of the 10 oldest siliques.

Frequency of

Female Male developed seeds [%] n

+/+ +/+ 100 151"

Self-pollination |  pskri-3/pskri-3 pskri-3/pskri-3 50.2 148'
pskrl-3/+ pskril-3/+ 61.1 10712

++ ++ 100 138’

pskrl-3/pskri-3 pskrl-3/pskri-3 65.2 76

Hand- +H+ pskrl-3/pskrl-3 92.6 121
pollination pskrl-3lpskrl-3 it 66.7 95'
++ +Ipskrl-3 102.6 32°

+Ipskrl-3 ++ 83.2 32?




Table II: Funicular pollen guidance is impaired in pskri-2/pskri-2 and pskr1-3/pskri-3.

The percentage of ovules which were fertilized was determined and unfertilized ovules were
classified into three groups: loss of funicular guidance, loss of micropylar guidance, and
pollen tubes (PT) that entered the micropyle. Experiments were repeated three times with at
least 229 ovules analyzed for wild type (+/+), 206 ovules analyzed for pskri-2/pskri-2, and

209 ovules analyzed for pskri-3/pskri-3 in each experiment.

Unfertilized ovules (%)
Fertilized
Genotype ovules (%) Loss of funicular Loss of micropylar PT enters
guidance guidance micropyle
+/+ 99.0 (=0.2) 1.0(x0.2) 0 0
pskrl-2/pskrl-2 63.4 (+3.2) 35.8 (+3.3) 0 1.0(x0.2)
pskrl-3lpskri-3 77.1 (=8.4) 21.6 (=9.1) 0.6 (x0.7) 0.7 (£0.2)




Figure 1

100

E \ |+/+ | | pskrl1-2/pskrl-2
80-+

S 60

(%]

S

g 40-

=
20+

<10 10-25 25-50 50-75 75-100
Undeveloped ovules/silique [%)]

70
F [ ]+/+ [ pskr1-3/pskrl-3

60-+
50+

o gl

<10 10-25 25-50 50-75 75-100
Undeveloped ovules/silique [%]

Siliques [%]
w
e

Figure 1: pskrl-2/pskrl-2 and pskrl-3/pskrl-3 plants produce fewer seeds.

The first siliques produced by a representative A, wild type (+/+), B, pskrl-2/pskrl-2, and
C, pskr1-3/pskrl-3 plant are shown from the oldest (to the left) to the youngest silique (to
the right). Siliques were cut open and seeds from B, +/+, and C, D, pskrl-3/pskrl-3 are
shown. C shows one of the first three siliques formed. D shows a younger silique. Black
stars indicate undeveloped seeds. E, Siliques from +/+ and pskr1-2/pskrl-2 plants or F,
from +/+ and pskrl1-3/pskrl-3 plants were classified in groups of less than 10%, 10-25%,
25-50%, 50-75%, and more than 75% undeveloped seeds, and the percentage of siliques in
each group was calculated. Results are averages (£ SE) of (E) 300 siliques and (F) 150
siliques analyzed per genotype. Values at <10% and 75-100% are significantly different in

both pskrl lines as compared to +/+, as is the 10-25% value in pskrl-2/pskrl-2 (P<0.001,
student’s t-test).



Figure 2

Figure 2: RT-PCR analysis of PSK precursor genes and PSKR1 expression in
Arabidopsis.

Expression of PSK1, PSK2, PSK3, PSK4, PSK5, and PSKR1 was analyzed in
vegetative and reproductive tissues of Arabidopsis. Primers were selected such that the
amplified products from genomic DNA included an intron. The PSKR1 gene is
intronless as indicated by the same-size band from cDNA and genomic DNA. As a
control for RNA input, transcripts of the actin gene ACT2 were amplified.






Figure 3: Promoter:GUS analyses of PSK precursor genes and
PSKR1 expression in flowers.

Promoter activities of A-E, PSK1, F-J, PSK2, K-O, PSK3, P-T, PSK4,
U-Y, PSK5, and a-e, PSKR1 were analyzed in flowers at pollination
(rows 1-4: flower development stage 14 according to Roeder and
Yanofsky, 2006) and (last row) in siliques in the respective P:GUS
lines. The first row shows a flower with petals and sepals removed.
The second row shows the top of the carpel including the stigma. The
third row shows an anther and the upper part of the filament. Rows
four and five show the pistil and fruit, respectively, at the pedicel to
carpel transition including nectaries. GUS staining patterns were
confirmed in 4 to 11 independent lines per genotype.
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Figure 4: PSK2 is expressed in pollen.

A, RT-PCR was performed on RNA isolated from mature pollen to detect
transcripts of PSK1, PSK2, PSK3, PSK4, PSK5, and PSKR1. The data
confirmed the results obtained from P:GUS analysis in that only PSK2 was
expressed at detectable levels. B, Pollen of Ppg,:GUS was allowed to
germinate and then stained for GUS activity. Blue staining was detected in the
pollen and in the growing pollen tube.



Figure 5

Figure 5: Pollen tube orientation is affected in pskrl-3/pskril-3.

Flowers from A, wild type (+/+) and B, pskrl-3/pskrl-3 were pollinated and pollen tubes
were stained with aniline blue 10 hours after pollination. No obvious differences in pollen
tube germination or in situ growth rates were observed. C, +/+ and D, pskrl-3/pskrl-3
flowers were pollinated and pollen tubes in the ovaries were stained 2 days after pollination
when fertilization was completed. No pollen tubes had grown to pskrl-3/pskrl-3 ovules that
had not been fertilized, i. e. had not expanded in size (white cross). Other pollen tubes had

grown past these unfertilized ovules.



Figure 6

Figure 6: Female gametophyte development appears normal in pskri-
3/pskrl-3.

Owvules from A, C, pskrl-3/pskrl-3 and B, D, wild type (+/+) were isolated
with female gametophytes at stage FG6 (A, B), or 2 days after pollination (C,
D). Embryo sacs in pskrl-3/pskrl-3 had the expected number of cells or
nuclei. AC: apical cell, AN: antipodal cell nucleus, EN: egg cell nucleus, CCN:
central cell nuclei, SN: synergid nucleus.
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Figure 7: Two PSK precursor genes and PSKR1 are expressed in ovules.

A, B, Ppsk3:GUS ovules before (A) or 2 days after (B) pollination. C, D, Ppsg1:GUS ovules
before (C) or 2 days after (D) pollination. E-H, Ppsks:GUS ovules before pollination (E), 1
day (F), 2 days (G), or 3 days (H) after pollination. Female gametophytes in (A,C,E) were at
stage FG7.
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Figure 8: Anthers of pskrl-3/pskrl-3
flowers do not reach the stigma at time of
fertilization. A, Flowers at flower
development stages 13 (anthesis), 14
(pollination) and 15 (pistil elongation)
according to Roeder and Yanosfky (2006)
are shown from wild type (+/+) (top) and
pskr1-3/pskrl-3 (bottom). Orange arrow tips
point out the positions of stigma and anthers.
B, Pistil (top), and stamen (middle) lengths
were measured from +/+ and pskr1-3/pskrl-
3 flowers and the differences in length
(bottom) were calculated at flower
development stages 13, 14 and 15 from the
first 10 flowers formed. 15 to 20 flowers
from 15 to 20 plants plants per stage and
genotype were analyzed. For stamen
analysis, only the four longer of the six
stamen were considered for analysis. While
pistils were significantly longer in pskri-
3/pskrl-3 at stages 14 and 15, growth of
stamen was significantly reduced at all
stages (student’s t-test, P<0.001). As a result
of the altered growth of pistil and stamen,
anthers were placed about 360 um below the
stigma at time of fertilization (stage 14).
This result was confirmed in an experiment
using flowers 1 to 3.



Kapitel 4

KAPITEL 4

In Arabidopsis thaliana férdert Phytosulfokin-o. das Hypokotylwachstum
tuber PSKR1

Es sollte untersucht werden, ob der PSK-Signalweg das Wachstum von
Arabidopsis Hypokotylen steuert. PSK-a férderte das Wachstum der Hypokotyle
weder im Wildtyp noch in den T-DNA-Insertionslinien pskr1-2, pskr1-3 und
pskr2-1. Es wurde vermutet, dass die Konzentration von PSK-a séttigend sein
kénnte. Eine Tyrosylprotein-Sulfotransferase (TPST) katalysiert die Sulfatierung
der Tyrosine des Pentapeptids. Daher wurden tpst Keimlinge genutzt, die kein
PSK-a synthetisieren kénnen, um diese Hypothese zu Uberprifen. Hypokotyle
von Ipst Keimlingen waren um 30% kuirzer als die des Wildtyps. In tpst
Keimlingen fihrte die Behandlung mit PSK-a zu einer signifikanten Férderung
des Hypokotylwachstums ab einer Konzentration von 3 nM. Hypokotyle von
pskr1-2 und pskri1-3 Keimlingen waren um 15% kleiner und die Zellen waren
durchschnittlich klrzer als bei pskr2-1 oder Wildtyp. Die Ergebnisse deuten
darauf hin, dass das Hypokotylwachstum durch PSK-a Uber den Rezeptor
PSKR1 geférdert wird. Protoplasten, die aus dem Hypokotyl von etiolierten
Wildtyp und pskr2-1 Keimlingen isoliert wurden, zeigten nach Zugabe von PSK-
o eine dosisabhangige Volumenzunahme. Protoplasten von pskr1-2 und pskri-
3 Keimlingen reagierten dagegen nicht auf PSK-a. Die Volumenzunahme der
Protoplasten war unabhangig von der plasmamembranstandigen H*-ATPase,
da Ortho-Vanadat, welches die H*-ATPase inhibiert, die PSK-a vermittelte
Volumenzunahme nicht hemmte. Zusammenfassend kann gesagt werden, dass
PSK-a die Streckung der Zellen des Hypokotyls und die Volumenzunahme von
Protoplasten Uber PSKR1, nicht aber Gber PSKR2 reguliert. Die Expansion der
Protoplasten wird unabhangig von der plasmamembranstandigen H*-ATPase
reguliert.

Fir das Manuskript habe ich die Hypokotyllangen der pskri1-2, pskri-3,
pskr2-1 und tpst Keimlinge analysiert. AuBerdem habe ich zusammen mit der
kanadischen Austauschstudentin  Amanda Johnson die Promotor:GUS
Analysen der PSK Praproprotein-Gene und von PSKR1 durchgefihrt.
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ABSTRACT

The disulfated peptide growth factor phytosulfokine-a (PSK-a) is perceived by LRR
receptor kinases. In this study, a role for PSK signaling through PSK receptor PSKR1
in Arabidopsis thaliana hypocotyl cell elongation is established. Hypocotyls of
etiolated pskri1-2 and pskr1-3 seedlings, but not of pskr2-1 seedlings were shorter
than wt due to reduced cell elongation. Treatment with PSK-a did not promote
hypocotyl growth indicating that PSK levels were saturating. Tyrosylprotein
sulfotransferase (TPST) is responsible for sulfation and hence activation of the PSK
precursor. The tpst-1 mutant displayed shorter hypocotyls with shorter cells than wt.
Treatment of fpst-1 seedlings with PSK-a partially restored elongation growth in a
dose-dependent manner. Hypocotyl elongation was significantly induced in tpst-1
seedlings at nanomolar PSK-a concentrations. Cell expansion was studied in
hypocotyl protoplasts. WT and pskr2-1 protoplasts expanded in the presence of PSK-
a in a dose-dependent manner. By contrast, pskr1-2 and pskri-3 protoplasts were
unresponsive to PSK-a. Protoplast swelling in response to PSK-a was unaffected by
ortho-vanadate, which inhibits the plasma membrane H*-ATPase supporting the view
that PSK-a acts via a mechanism that differs from acid growth. In maize (Zea mays
L.), coleoptile protoplast expansion was similarly induced by PSK-a in a dose-
dependent manner and was dependent on the presence of K in the media. In
conclusion, PSK-a signaling of hypocotyl elongation and protoplast expansion occurs
through PSKR1, likely involves K" uptake, but does not require extracellular

acidification by the plasma membrane H*-ATPase.
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INTRODUCTION

Phytosulfokine-a (PSK-a) is a disulfated pentapeptide of the sequence Tyr(SOsH)-
lle-Tyr(SO3sH)-Thr-GIn [1, 2]. It is encoded as a preproprotein by five genes in
Arabidopsis (Arabidopsis thaliana) [3, 4]. Tyrosylprotein sulfotransferase (TPST) was
shown to catalyze sulfation of the PSK precursor protein which is required for peptide
activity [5]. The active PSK peptide is perceived by plasma membrane-localized
leucine-rich repeat (LRR) receptor kinases [6]. In Arabidopsis thaliana, two genes
encode for PSK receptors, PSKR1 and PSKR2. PSK-a acts as an autocrine growth
factor that promotes proliferation of suspension-cultured cells kept at low density [7]
and of calli [8]. In Arabidopsis seedlings, PSK-a was shown to regulate root growth
[9, 10]. Analysis of pskr1-3 (previously termed pskr1-T) and pskr2-1 T-DNA insertion
lines indicated that root elongation was predominately controlled through PSKR1.
PSKR1 signaling altered root growth mainly by increasing cell size [10].

Arabidopsis hypocotyl elongation is under the control of several plant
hormones [11]. In etiolated seedlings, positive regulation is exerted by gibberellin and
brassinosteroid signaling, while ethylene strongly inhibits hypocotyl elongation. Auxin
appears to play a dual role by promoting both hypocotyl elongation and ethylene-
mediated inhibition of hypocotyl elongation. A role for PSK signaling in the regulation
of hypocotyl growth has not previously been described.

Growth of cells is an irreversible increase in cell volume and is achieved in
plants by an increase in cell wall extensibility, by the cells’ osmotic potential that
manifests itself as turgor pressure, and through water uptake driven by an increase in
turgor pressure. The main solutes involved in osmoregulation are K*, sucrose, and
accompanying anions such as malate and chloride. K* has a high membrane
permeability due to the presence of numerous K* channels and transporters. In
Arabidopsis, the shaker-like K™ channel KAT1 and the K* transporter KT2/KUP2 have
been implicated in cell elongation in the hypocotyl [12, 13]. The phytotoxin fusicoccin
(FC) causes plant cells to excrete protons by activating the plasma membrane (PM)
H*-ATPase and to thereby promote cell growth and protoplast expansion [14]. FC
stabilizes binding of a 14-3-3 protein to the C-terminus thus locking the H*-ATPase in
a permanently activated state [15]. H" acts as counterion of K*. By stimulation of net
K* uptake and inhibition of K* outward rectifier channels, FC promotes a high turgor
pressure and hence cell expansion [16, 17].
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In this study we identified a promotive effect of PSK-a signaling through
PSKR1 on hypocotyl cell length and consequently on hypocotyl length in
Arabidopsis. Analysis of protoplasts from the hypocotyl indicated that PSK signaling
controls osmotically-driven cell expansion indicating that PSK-a likely acts as an

osmoregulator.

RESULTS

PSK signaling through PSKR1 controls hypocotyl length in Arabidopsis

PSK-a was previously shown to control cell elongation in roots of Arabidopsis [10].
To analyze a possible function of PSK-a in shoot growth, Arabidopsis seedlings were
grown on media lacking PSK-a, or on media supplemented with PSK-a at
concentrations between 1 nM and 1 uM. Hypocotyl lengths were measured after 5
days of treatment. No effect of PSK-a was observed on hypocotyl elongation in dark-
grown seedlings and in seedlings grown in a light/ dark cycle at 80 yE (Figure 1A).
When seedlings were grown in a light/dark cycle at low light conditions (30 pE)
enhanced hypocotyl elongation was observed after treatment with 10 nM PSK-a
indicating a general ability to respond to PSK-oa. Other concentrations were not
effective indicating a narrow range of responsiveness at these conditions. We next
employed the Arabidopsis T-DNA insertion lines pskri-2, pskr1-3 and pskr2-1 that
were shown to be deficient in transcripts of the respective PSK receptor genes
PSKR1 and PSKR2 [8, 10]. Hypocotyl lengths of etiolated wt and pskr2-1 seedlings
did not differ (Figure 1B). By contrast, etiolated seedlings of the two allelic pskri1
lines, pskri-2 and pskr1-3, had significantly shorter hypocotyls than wt or pskr2-1
seedlings indicating that PSK signaling through PSKR1 has a positive impact on
seedling shoot elongation not only at low light but also in the dark. Taken together,
the data indicated that signaling through PSKR1 plays a role in the regulation of

hypocotyl elongation.

PSK signaling through PSKR1 promotes cell elongation
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Arabidopsis hypocotyls possess about 20 epidermal cells from the base to the apical
hook with epidermal cells reaching a length of up to 1 mm in the dark [18]. To find out
if PSKR1 activity was required for cell elongation or for cell division, hypocotyl cell
lengths and numbers were determined in 5-day-old etiolated wt, pskri-2, pskri-3,
and pskr2-1 seedlings (Figure 1C). The average number of cells was between 18
and 21 in the various genotypes. The differences in cell number were not statistically
significant (see Table S1, P<0.05, ANOVA, Tukey test). Average cell lengths were
determined at each cell position starting at the base. The longest cells were found at
cell positions 11 to 13 in wt and reached a maximum length of about 1 mm. Cells at
positions 11 to 13 of pskr1-2, pskr1-3, and pskr2-1 hypocotyls remained shorter
(P<0.05, 2-sample t-test). Specifically, nearly all cells in pskr1-3 hypocotyls were
significantly shorter than in wt (see Table S1, P<0.001, 2-sample ttest). In pskri-2,
cell sizes were reduced in the basal half of the hypocotyl but reached wt length in the
upper half. In pskr2-1 seedlings, cells at cell positions 7 to 11 were shorter than wt,
but cells in the upper half of the hypocotyl were significantly longer (see Table S1,
P<0.001, 2-sample t-test) resulting in a net wt-like hypocotyl length. These results
support the view that PSK signaling through PSKR1 contributes to hypocotyl cell
elongation. A minor effect of PSKR1 knock out on cell division activity cannot be

completely excluded although statistics do not support this.

PSK and PSKR gene expression in the seedling shoot

Since pskr1-2 and pskr1-3 seedlings had shorter hypocotyls than wt, expression of
PSKR1 and of PSK genes was analyzed in the shoot of etiolated Arabidopsis
seedlings. To this end, promoter:GUS lines were employed [10]. In hypocotyls, GUS
activity was observed for PSK2:GUS, PSK3:GUS, PSK4:GUS, and PSK5:GUS
(Figure 2A). To look at cell-specific expression of PSK genes, cross sections at the
upper third of hypocotyls were made. Strongest GUS staining appeared in the
vascular cylinder of PSK2:GUS, PSK3:GUS, PSK4:GUS, and PSK5:GUS seedlings
(Figure 2B, c-j). Staining was also obvious in parenchymal cells of PSK2:GUS,
PSK3:GUS, and PSK4:GUS seedlings (Figure 2B, ceg) and was predominately
found in the upper half of the seedling. No GUS activity was observed in PSK1:GUS
and PSKR1:GUS hypocotyls (Figure 2B, abkl). A more sensitive method was
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therefore chosen to detect PSKR1 transcripts. RT-PCR amplification of PSKR1 and
PSKR2 mRNA was carried out separately for cotyledons and hypocotyl. Transcripts
were detected in both seedling parts (Figure 2C), an expression that was supported
by microarray data as summarized in the genevestigator database
(https://www.genevestigator.com/). Expression analysis revealed that PSK and

PSKR genes were active in the hypocotyl.

ipst-1 seedlings have shorter hypocotyls and respond to PSK-a in a dose-

dependent manner

Hypocotyls expressed PSK precursor genes and hypocotyl elongation was not
promoted by exogenous PSK-a in etiolated wt seedlings. We therefore hypothesized
that PSK-a levels might be saturating in the hypocotyl. To test this hypothesis we
employed the {pst-1 mutant which is deficient of active PSK-a due to its inability to
carry out tyrosine sulfation of the PSK peptide precursor. Hypocotyls of tpst-1
seedlings were 30% shorter than those of wt (Figure 3A, B). The number of cells
were not different in wt and fpst-71; instead cells were shorter (Figure 3D). tpst-1
seedlings responded to PSK-a with significantly enhanced hypocotyl elongation
(Figure 3B). This growth promoting effect was observed at 3 nM and higher
concentrations. Treatment with PSK-a did however not fully restore wt hypocotyl
length. Hypocotyls of fpst-1 seedlings treated with 1 uM PSK-a were still significantly
shorter than those of wt seedlings indicating that additonal sulfated growth promoting
factor(s) are lacking. At the cell level, PSK-a promoted cell elongation and not cell
division (Figure 3E). Dose-dependent growth promotion was also observed for fpst-1
seedling roots which were significantly longer when exposed to as little as 0.3 nM
PSK-a (Figure 3C). Saturation of the growth promoting effect was achieved at 10 nM.

As was observed for hypocotyls, wt root length was not fully restored by PSK-o.

PSK-a promotes protoplast expansion through PSKR1

To study a regulatory role of PSK-a in cell expansion through osmotic adjustment,

protoplasts were isolated from hypocotyls of etiolated Arabidopsis seedlings.
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Protoplast volume was calculated from the circumference that was determined for
each protoplast analyzed at each time point measured [19]. Protoplast sizes were
followed at 5 min intervals over a 30 min period prior to the addition of an effector to
make sure that the protoplasts were vital. After effector application, protoplast
volumes were determined for another 35 min (Figure 4). Protoplasts isolated from
etiolated wt hypocotyls were treated with PSK-a. Addition of 0.1 nM PSK-a resulted
in rapid protoplast expansion within few minutes that continued over the 35 min
period of observation. Treatment with 1 uM PSK-a also caused protoplast swelling
with a slightly weaker response than at 0.1 nM PSK-a. Neither treatment with
unsulfated PSK peptide at 0.1 nM or 1 uM nor with 100 nM of the sulfated control
peptide CCK8 affected protoplast volume indicating that the response was specific
for PSK-a (Figure 4A). To resolve the dose-dependent swelling response,
intermediary PSK-a concentrations and a lower concentration were applied (Figure
4B). Significant protoplast expansion was induced by as low as 0.01 nM PSK-a and
was elevated at all higher concentrations with a maximum response at 0.1 nM PSK-
a. Due to the short lag phase of the swelling response of less than 5 min (Figure 4A)
we hypothesized that swelling occurred independent of protein synthesis. To test this
hypothesis, protoplasts were pretreated with 50 yM cycloheximide to inhibit protein
synthesis (Figure 4C). Treatment with cycloheximide affected neither lag phase nor
degree of protoplast swelling indicating that protoplast expansion in response to
PSK-a was mediated through post-translational events.

We next analyzed expansion of hypocotyl protoplasts from the PSK receptor
mutants pskr1-2, pskr1-3, and pskr2-1. Knock out of the PSKR2 receptor in pskr2-1
did not affect the responsiveness of protoplasts yielding a wild type response to
treatment with 1 nM PSK-a (Figure 4D). By contrast, PSKR1 deficient protoplasts
that were isolated from hypocotyls of the allelic lines pskr1-2 and pskr1-3 were not
responsive to 1 nM PSK-a (Figure 4D). A dose response analysis established that
pskr1-3 protoplasts had lost their responsiveness to PSK-a supplied at
concentrations as high as 1 yM (Figure 4B). This result indicated that PSK-a induced
protoplast expansion was mediated through PSKR1.

PSK-a induced protoplast expansion is insensitive to ortho-vanadate
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In order to analyze if proton extrusion was required for PSK-a induced protoplast
expansion, the effectors fusicoccin (FC) and ortho-vanadate were used. FC activates
the plasma membrane (PM) H*-ATPase. WT hypocotyl protoplasts that were treated
with 1 yM FC expanded rapidly (Figure 5A). This response was unaffected by
cycloheximide treatment as was expected from the known mode of action of FC
(Figure 4C). pskri1-3 protoplasts that were treated with 1 yM FC expanded with a
similar kinetic as observed for wt indicating that the capacity for osmoregulation
through enhanced proton pump activity was not impaired in pskr1-3 (Figure 5C). This
result is compatible with the view that PSKR1 acts upstream or independent of the
PM H*-ATPase. We next analyzed protoplast expansion in the presence of ortho-
vanadate, an inhibitor of P-type ATPases including the PM H*-ATPase [20]. WT
protoplasts were preincubated with 0.5 mM ortho-vanadate for 1 h and subsequently
treated with or without 1 nM PSK-a. In the presence of ortho-vanadate alone,
protoplasts did not change in volume (Figure 5B). When treated with ortho-vanadate
and, in addition, with 1 nM PSK-a, protoplasts expanded with a similar kinetic and to
a comparable degree as with 1 nM PSK-a in the absence of ortho-vanadate (Figure
5A, B). As a control for ortho-vanadate activity, protoplasts that were pre-treated with
0.5 mM ortho-vanadate for 1 h were subsequently exposed to 1 uM FC. Whereas in
the absence of ortho-vanadate, FC induced rapid protoplast swelling, no swelling
was observed in the presence of ortho-vanadate (Figure 5B). Instead, protoplasts
shrank transiently after FC application in the presence of ortho-vanadate but
recovered within 20 min to near control volume. Finally, we treated protoplasts with 1
MM FC and 1 nM PSK-a at the same time. In the absence of ortho-vanadate,
protoplasts expanded similarly as protoplasts that were treated with either FC and
PSK-a alone possibly indicating that the swelling response achieved with either
effector was saturated (Figure 5A). When protoplasts were preincubated with 0.5 mM
ortho-vanadate and subsequently exposed to both, FC and PSK-a, protoplasts
displayed an intermediary response to that observed with either effector alone
(Figure 5B). In other words, PSK-induced protoplast swelling was partially reduced
when FC was applied at the same time; and the inhibitory effect of FC was partially
reversed with PSK-a.

Since protoplast expansion appeared to be independent of proton extrusion
we next studied pH changes in hypocotyls that were isolated from low-light grown
seedlings. When hypocotyls were treated with 10 nM PSK-a, elongation growth was
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significantly promoted (Figure 1A). If this response involved acid growth, the apoplast
would be acidified and this acidification can be measured in the incubation medium
[21, 22]. During the equilibrium phase of the hypocotyls to the media, the pH in the
medium dropped until the acid equilibrium was reached. Addition of 10 nM PSK-a did
not result in further acidification. Rather a slight alkalinization was observed as
compared to the untreated control (Figure 6A, B). As described below, protoplasts
from maize coleoptiles expand in response to PSK-a as do Arabidopsis protoplasts.
When maize coleoptiles were treated with 10 nM PSK-a, the medium neither acidified
as was observed for Arabidopsis hypocotyls; rather the pH slightly increased within 1
h. Our results thus indicate that PSK driven cell and protoplast expansion differs from

acid growth.

PSK-a mediated protoplast expansion is dependent on exogenous K*

When plant cells expand, K* very often acts as osmotically active ion that is taken up
from the surrounding apoplast. The solution in which protoplasts were incubated
contained 10 mM K*. To investigate a possible role of potassium in PSK-a dependent
expansion, protoplasts were incubated in media containing less or no K*. However,
Arabidopsis protoplasts were not stable in solution lacking K*. We therefore used
protoplasts isolated from maize coleoptiles for these experiments. Coleoptiles are
known to grow exclusively through cell expansion. A dose-response analysis
performed on maize protoplasts showed swelling in response to PSK-a at
concentrations as low as 0.05 nM and up to 10 nM (Figure 7A). Higher
concentrations were not tested. As was observed for Arabidopsis protoplasts,
expansion occurred with a very short lag (Fig. 7B), and was maximal at 0.1 nM PSK-
a (Figures 4B & 7A). Treatment with 0.1 nM unsulfated control peptide did not induce
maize coleoptile protoplast swelling (data not shown). In order to test a requirement
of K*, maize protoplasts were subsequently incubated in media containing no K, 1
mM K*, or 10 mM K" (Figure 7B). At 1 mM K", PSK-a induced protoplast swelling
was reduced by about 60% as compared to the expansion observed with 10 mM K.
In the absence of K*, PSK-a did not induce significant protoplast swelling. Hence,
PSK-a induced water uptake into protoplasts was dependent on the availability of K*

in the media in a dose-dependent manner.
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DISCUSSION

PSK-a acts as an autocrine growth factor that is produced in the secretory system,
released into the apoplast, and perceived by plasma membrane-localized LRR
receptor kinases. In Arabidopsis, two PSK receptor proteins, PSKR1 and PSKR2,
perceive PSK-a [6, 9]. Several physiological responses to PSK-a have been
observed, one of which is growth regulation. Suspension cells of Arabidopsis that
were treated with PSK-a developed larger calli. Similarly, transgenic Arabidopsis
cells overexpressing the PSK-a preproprotein gene PSK4 developed larger calli as
compared to wt, and transgenic cells lacking detectable levels of PSKR1 protein
developed smaller calli [9]. In planta studies in Arabidopsis revealed that seedling
roots were shorter in pskri1-2 and pskri-3 than in wt indicating that root elongation
was dependent on PSK signaling through PSKR1 [9, 10]. A minor effect of PSKR2 on
root elongation was also observed.

The current study showed that not only roots but also hypocotyls were shorter
in etiolated pskr1-2 and pskri-3 seedlings. Knock out of PSKR2 was without effect
on hypocotyl length indicating that the two receptor proteins have distinct functions.
Exogenous supply of PSK-a did not induce growth in light-grown or etiolated
seedlings. At low-light conditions a significant growth response was promoted by
PSK-aq, albeit only at a single concentration. Similar to the observation that, at most
conditions tested, PSK-a did not promote hypocotyl growth, it was described that
addition of brassinolide has no or only little effect on hypocotyl elongation whereas
disruption of signaling or biosynthesis results in shorter hypocotyls [11]. Also,
addition of gibberellin does not enhance hypocotyl growth. Loss of biosynthetic
capacity in the gibberellin biosynthetic ga’ or ga20ox mutants however resulted in
shorter hypocotyls, indicating that endogenous gibberellin levels are saturating [23,
24]. The short hypocotyl phenotype of the pskr1 knock out lines and the inefficiency
of exogenous PSK-a to promote growth led us to hypothesize that hypocotyl
elongation was controlled by PSK signaling and that PSK-a was present at saturating
amounts in wt hypocotyls. The PSK preproprotein genes PSK2, PSK3, PSK4, and
PSK5 were found to be active in the hypocotyl as revealed in the respective
promoter:GUS lines indicating that PSK-a was synthesized in this organ. Promoters
of PSK2, PSK3, and PSK4 were particularly active in the upper half of the hypocotyl

where the strongest effect on cell elongation was observed [18].
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To test the hypothesis that wt hypocotyls produce saturating levels of PSK-a
for growth promotion, we employed the fpst-1 mutant. TPST catalyzes the transfer of
sulfate to the two tyrosyl side chains of PSK [5]. The fpst-1 knock out line hence
lacks the ability to synthesize functional PSK-a. tpst-1 seedlings displayed shorter
hypocotyls, a phenotype that was partially restored by the addition of PSK-a.
However, tpst-1 hypocotyls remained shorter than wt hypocotyls even when
supplemented with high PSK-a concentrations supporting the view that one or more
additional sulfated peptides contribute to regulation of hypocotyl growth. Similar to
pskr1 seedlings, tpst-1 seedlings had a wt number of cells which were shorter than in
wt. Taken these data together it can be concluded that PSK signaling controls
hypocotyl cell elongation. tpst-1 seedlings also had shorter roots as was reported
previously [5]. The wt root length was restored by the addition of PSK-a and of
another sulfated peptide PSY1, each supplied at 100 nM [25]. It is conceivable that
PSY1 is the sulfated peptide that participates in the regulation of hypocotyl growth. A
dose-response analysis on (pst-1 seedlings showed that root elongation was
significantly promoted by as little as 0.3 nM PSK-a indicative of high affinity ligand
binding and was saturated at 10 nM PSK-a. In wt seedlings, root growth was
significantly enhanced at 210 nM PSK-a [10]. tpst-1 seedlings thus appeared to be
more responsive to PSK-a than wt.

PSKR1 was expressed at low levels in the hypocotyl. While no PSKR1:GUS
signal was detectable, PSKR1 transcripts were amplified by RT-PCR. This is in
agreement with an earlier report showing overall low PSKR1 expression in
Arabidopsis roots and shoots [9, 10]. Expression of PSK genes was strongest in the
central cylinder but low-level expression was also observed in other cell types. The
epidermis was discussed as being the growth-limiting cell layer [26]; future studies
should clarify if PSK signaling in the epidermis is required for growth promotion.

Reduced root length in pskr1-2 and pskr1-3 was largely caused by reduced
cell length rather than altered cell production providing evidence that PSK-a controls
cell growth [10]. Regulation of cell size through PSKR1 signaling was confirmed in
this study which shows that lengths of epidermal cells in the hypocotyl were shorter
in the pskr1 and in the tpst-1 knock out lines. Cell expansion requires that water is
taken up. Water uptake is driven by a difference in osmotic potential between the
protoplast and the apoplast and requires yielding of the cell wall that surrounds the
protoplast. To test the hypothesis that PSK-a signaling positively affects
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osmoregulation, protoplasts were employed. Protoplasts lack a cell wall and are thus
suitable to measure osmotically driven expansion independent of changes in cell wall
properties. WT protoplasts expanded rapidly in response to PSK-a, but not when
incubated with unsulfated control peptide indicating that the response was specific.
An increase in protoplast volume was observed within a short lag phase of 2 to 5 min
after application of PSK-a and occurred independent of protein synthesis. As was
found for hypocotyl growth, protoplast expansion was mediated through the PSK
receptor PSKR1. pskr1-3, which lacks detectable PSKR1 transcript or PSKR1 protein
levels [9, 10], was unresponsive to PSK-a over a wide concentration range between
0.01 nM and 1 uM PSK-a. By contrast, protoplasts isolated from Arabidopsis
seedlings that lack the second PSK receptor, PSKR2, showed a wt response. In
suspension cells from rice, high-affinity binding of PSK-a to plasma membranes with
a Kp value of 1.4 nM and low-affinity binding with a Kp value of 27 nM was described
[27]. The binding affinity to Arabidopsis microsomes was determined with a Kp of 7.7
nM [9]. A maximal protoplast swelling response was induced at 0.1 nM PSK-a, and
root elongation was promoted at 0.3 nM PSK-a which is one order of magnitude
lower than the dissociation constant measured in Arabidopsis. This may indicate that
only few receptor proteins need to be activated in order to induce a response. On the
other hand, in vivo conditions of receptor-ligand binding may differ from those
provided in binding studies on isolated membrane vesicles. Brassinosteroids are
effective at similarly low concentrations as PSK-a [28]. Incidentally, the
brassinosteroid receptor BRI1 is an LRR receptor kinase that shares high sequence
and structural similarity with PSK receptors. For BRI1 and for the carrot PSK receptor
DcPSKR1 the respective ligands were shown to bind to the single island domain
located in the extracellular LRR region which appears to be particularly suited for
high-affinity ligand binding [29, 30].

Rapid protoplast swelling can depend on different mechanisms. Auxin-induced
growth and protoplasts expansion are dependent on the activation of the PM H*-
ATPase [19] and on K* channels [31]. The PM H*-ATPase is constitutively activated
by FC [15]. Protoplasts isolated from pskr1-3 hypocotyls were not impaired in FC-
induced swelling indicating that PSKR1 was not required for this response possibly
because it acts upstream or independent of the PM H*-ATPase. Inhibition of P-type
ATPases such as the PM H*-ATPase by ortho-vanadate did not inhibit protoplast
swelling in the presence of PSK-a indicating that PSKR1 mediated protoplast
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expansion was independent of PM H*-ATPase activation a view that was supported
by in vivo pH measurements on hypocotyls. Medium pH did not acidify when
hypocotyls from low-light grown seedlings were treated with a growth promoting
concentration of PSK-a. For a comparison, treatment of maize coleoptiles with
indole-3-acetic acid caused a drop in pH of 0.2 units [22]. A requirement for K™ as an
osmolyte in PSK-a induced protoplast expansion was supported by the observation
that a reduction in K™ concentration resulted in reduced swelling of maize protoplasts
in a dose-dependent manner. It is possible that PSK-a exerts an effect on K*
transport in a direct or indirect manner through as yet unidentified signaling proteins.
Both, signaling proteins and targets of PSK signaling are present and likely
posttranslationally regulated in PSK responsive protoplasts.

A role for PSK signaling through PSKR1 in hypocotyl growth is supported by
the observations that pskr1 and tpst-1 seedlings displayed shorter hypocotyls and
shorter cells. Most notably, hypocotyl cell elongation of tpst-1 seedlings was
promoted by PSK-a. Furthermore, PSK-a promoted rapid expansion of protoplasts
obtained from hypocotyls of wt and pskr2-1, but not of protoplasts obtained from
hypocotyls of pskr1-2 or pskr1-3. PSK-a induced protoplast swelling was observed in
the monocot species maize as well as in the dicot species Arabidopsis indicating that
it is a conserved response in higher plants. While a requirement for PM H*-ATPase
activity was not observed, protoplast expansion induced by PSK-a depended on the
presence of K* in the media, indicating that potassium uptake into protoplasts drives
water uptake. Regulation of potassium channel activity may thus be a target of PSK
signaling. Since the swelling response of protoplasts in response to PSK-a was
observed within few minutes and was independent of protein synthesis, regulation of
K* or other channel activities likely occur at the protein level.

MATERIALS AND METHODS

Plant material and growth measurements

Experiments with Arabidopsis thaliana were performed on ecotype Columbia-0. The
pskr1-2, pskr1-3 (previously named pskr1-T), and pskr2-1 insertion lines and P:GUS
lines used in this study were described [8-10]. The tpst-1 (At1g08030) T-DNA
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insertion line SALK_009847 was obtained from the NASC (Nottingham Arabidopsis
Stock Centre, University of Nottingham, Nottingham, UK) and homozygous plants
were identified. Arabidopsis seeds were surface-sterilized for 5 min in 70% (v/v)
ethanol, washed twice with autoclaved water followed by 30 min in 1 ml 2% (w/v)
sodium hypochlorite, washed 5 times with autoclaved water and laid out under sterile
conditions on square plates. Seedlings were grown in the dark or in long-day
conditions at 22°C for 5 days at 30 uE (low light) or 80 uE on plates containing 2
strength Murashige-Skoog media [32] and 1.5% sucrose solidified with 0.38% gelrite
(Duchefa, Harlem, The Netherlands). The media were supplemented with or without
PSK-a (NeoMPS, Strasbourg, France) at the concentrations indicated. Epidermal cell
lengths were determined directly on hypocotyls using an Olympus microscope BX41
with ten-fold magnification and the image software Cell A (Olympus, Hamburg,
Germany). For protoplast experiments, seedlings of Zea mays (cv. Garant) were
grown in the dark at 26°C for 5 days [19].

Molecular analysis and GUS staining

P:GUS lines were generated and analyzed as described [10]. B-glucuronidase
activity was determined in shoots of 5-day-old etiolated Arabidopsis seedlings using
whole mounts. For cell-type specific analysis of GUS expression, hypocotyls were
embedded in Technovit 7100 according to manufacturers’ instructions (Heraeus
Kulzer). 25 pm thick sections were cut with a Leica RM 2255 microtome and
analyzed using a Leica DM LS microscope. Images were taken with a Leica DC 300F
camera and Leica IM 500 software (Leica Microsystems).

RT-PCR analysis of PSKR1 expression in 5-day-old etiolated seedling shoots
was performed on total RNA reverse transcribed with an oligo dT primer. The cDNA
was amplified with primers specific for Actin2 as a control, PSKR1 or PSKR2 as

described [10]. PCR amplification was performed for 38 cycles.

Effector treatments and protoplast analysis

Protoplasts were isolated from hypocotyls of 5-day-old etiolated Arabidopsis
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seedlings or from coleoptiles of 5-day-old Zea mays seedlings. Protoplasts were
isolated by digesting the tissues with cellulase 'Onozuka’ RS for Arabidopsis
protoplasts or with 'Onozuka’ R-10 for maize protoplasts (Duchefa) and pectolyase
(Kikkoman Corporation) for 3 h and 3.5 h, respectively. Net volume changes of
protoplasts were analyzed as described [19]. Only vital protoplasts showing strong
cytoplasmic streaming were used for the experiments. Stock solutions of PSK-q,
unsulfated PSK peptide (usPSK), fusicoccin (FC), ortho-vanadate, cycloheximide,
and cholecystokinin octapeptide (CCK8) (Sigma Aldrich) were prepared in washing
solution or in washing solution without potassium (1 mM CaClz*2H,O, 10 mM MES,
pH 6.5, adjusted with Bis-Tris) and diluted to the concentrations indicated. CCK8 was
used at 100 nM as described [25].

pH measurements

Five-day-old Arabidopsis seedlings were grown at 30 YE in a light/dark cycle, and 5-
day-old Zea mays seedlings were grown in the dark [19]. For Arabidopsis, hypocotyls
were excised. For maize, abraded coleoptile cylinders without 3 mm of the tip and a
length of 1 cm were used. pH measurements of 60 Arabidopsis hypocotyls per
experiment were performed in 350 pl buffer (1 mM CaCl,*2H,0O, 10 mM KCI) and pH
measurement of 8 maize coleoptiles per experiment were performed in 1.25 ml buffer
using a Beckman pH meter (300 series). PSK-a was diluted in buffer adjusted to the
pH of the acid equilibrium and applied at the concentration indicated. The ApH was
calculated at the times indicated.

Statistical analysis

Statistical analysis of net volume change of protoplasts was performed with Minitab
(Minitab Inc.). For a comparison between treatments, values at t=35 min for
Arabidopsis and at t=30 min for maize were statistically analyzed. Comparison of
means was analyzed for statistical significance with an ANOVA (Tukey test) or a 2-
sample t-test. Constant variance and normal distribution of data were verified before

statistical analysis and the P value was set to P<0.001 if one of both conditions was



487  not achieved. The P value for the Pearson product moment correlation is indicated in
488  the figure legends.
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Supporting Information

Table S1. Cell lengths and cell numbers of wt, pskr1-2, pskr1-3, and pskr2-1.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: pskr1-2 and pskr1-3 seedlings have shorter hypocotyls due to shorter
cells.

(A) Arabidopsis seedlings were grown on media containing PSK-a at concentrations
between 1 nM and 1 pyM or without PSK-a for 5 days at long-day conditions with 80
ME light or with 30 pE light (low light), or in the dark. Results are averages (+ SE) of a
minimum of >35 (dark and 80 uE light) or >156 (low light) hypocotyls analyzed per
treatment in 3 independent experiments. No PSK-a-dependent growth response was
observed with seedlings grown in the dark or at normal light conditions (P<0.001,
ANOVA, Tukey test). Seedlings grown at low light conditions had longer hypocotyls
in the presence of 10 nM PSK-a (P<0.001, ANOVA, Tukey test). (B) Hypocotyls of
representative wt, pskr1-2, pskr1-3, and pskr2-1 seedlings grown for 5 days in the
dark. Average (+ SE) hypocotyl lengths determined in 3 independent biological
experiments. Letters indicate significantly different values (n>120, P<0.001, ANOVA,
Tukey test). (C) Hypocotyl cell lengths of wt, pskr1-2, pskr1-3, and pskr2-1 seedlings
were analyzed and plotted against the cell position. On top, a 5-day-old etiolated wt
seedling is shown and cell numbering is indicated from base to top. Results are
averages (+ SE) of 10 hypocotyls analyzed per genotype. Cell numbers did not differ
significantly between genotypes (P<0.05, ANOVA, Tukey test; see also Sopporting
Table S1).

Figure 2: Expression analysis of PSK and PSK receptor genes in seedling
shoots. (A) Promoter:GUS analysis of 5-day-old etiolated PSK1:GUS, PSK2:GUS,
PSK3:GUS, PSK4:GUS, PSK5:GUS, and PSKR1:GUS seedlings. (B) Cross sections
from hypocotyls indicate activity of PSK1:GUS, PSK2:GUS, PSK3:GUS, PSK4:GUS,
PSK5:GUS, and PSKR1:GUS in parenchyma and epidermal cells, and in the central
vascular cylinder of 5-day-old etiolated seedlings. (C) RT-PCR analysis of PSKR1
and PSKRZ2 expression in cotyledons and hypocotyls of 5-day-old etiolated

Arabidopsis seedlings. Actin2 cDNA was amplified as a control for RNA input.

Figure 3: tpst-1 seedlings have shorter hypocotyls and are responsive to PSK-
a. (A) 5-day-old etiolated wt and tpst-1 seedlings grown without PSK-a. (B) Hypocotyl
lengths of etiolated wt and tpst-1 seedlings treated for 5 days with PSK-a at the
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concentrations indicated. Asterisks indicate significantly different values to the
untreated control. Average (xSE) hypocotyl lengths were determined in 2
independent biological experiments with at least 40 seedlings analyzed per data
point (P<0.001, 2-sample t-test). (C) Root lengths of etiolated wt and tpst-1 seedlings
treated for 5 days with PSK-a at the concentrations indicated. Asterisks indicate
significantly different values to the untreated control. Averages (xSE) were
determined in 2 independent biological experiments (n>40; P<0.001, 2-sample t-test).
(D) Hypocotyl cell lengths of 5-day-old etiolated wt and tpst-1 seedlings were plotted
against the cell position from base to top. Results are averages (xSE) of 10
hypocotyls analyzed per genotype. (E) Hypocotyl cell lengths of etiolated wt and tpst-
1 seedlings that were treated with 1 uM PSK-a for 5 days. Results are averages

(xSE) of 10 hypocotyls analyzed per genotype.

Figure 4: Protoplasts from the Arabidopsis hypocotyl expand in response to
PSK-a. Protoplasts were isolated from etiolated hypocotyls and their volume was
determined at 5 min intervals. After 30 min, at t=0 min, effectors were added and
protoplast volumes were recorded for another 35 min. (A) Addition of 0.1 nM or 1 pM
PSK-a caused a rapid and continuous increase in protoplast volume whereas
unsulfated PSK peptide (usPSK) or 100 nM of the sulfated peptide CCK8 did not
(n=3-5, P<0.05, 2-sample t-test). (B) Dose-response curve of protoplast expansion in
wt and pskri1-3 at PSK-a concentrations between 0.01 nM and 1 uyM. The net volume
change was determined 30 min after addition of PSK-a. Results are averages (+SE)
of 3 to 7 protoplasts analyzed per treatment and genotype. Different letters indicate
significantly different values (P<0.05, ANOVA, Tukey test). (C) Protoplasts were
treated with 50 uM cycloheximide (CHX), 50 yM CHX + 1 pM fusicoccin (FC), or 50
MM CHX + 1 nM PSK-a. CHX did not inhibit protoplast expansion induced by FC or
PSK-a (n=4-5, P<0.05, 2-sample t-test). (D) Protoplasts from wt, pskr1-2, pskri-3,
and pskr2-1 were treated with 1 nM PSK-a. Protoplasts from wt and pskr2-1, but not
from pskr1-2 or pskr1-3 seedlings expanded. Results are averages (+SE) of 3 to 7
protoplasts analyzed per treatment and genotype. Rates of net volume change of wt
and pskr2-1 are not significantly different (P<0.05, 2-sample t-test). Expansion of
pskr1-2 or pskri-3 protoplasts is significantly different to wt and pskr2-1 (P<0.05, 2-

sample t-test).
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Figure 5: PSK-a induced protoplast swelling is not inhibited by ortho-vanadate.
(A) Protoplasts from wt hypocotyls were left untreated (control), or were treated with
1 nM PSK-a, 1 uM FC, or 1 nM PSK-a + 1 uM FC at t=0. Results are averages (+SE)
from 4 to 8 protoplasts analyzed per genotype or treatment. Protoplast expansion
was not significantly different between effector treatments (P<0.05, 2-sample t-test).
(B) WT protoplasts were pre-treated with 0.5 mM ortho-vanadate for 1 h. At at t=0
min 1 nM PSK-a, 1 yM FC, or 1 nM PSK-a + 1 uM FC were added, or protoplasts
remained untreated (control). Results are averages (+SE) of 3 or 5 protoplasts
analyzed per treatment and genotype. (C) Protoplasts from pskr1-3 hypocotyls were
treated with or without 1 uM FC at t=0. Protoplasts showed a wt swelling response
(see A; P<0.05, 2-sample t-test).

Figure 6: PSK-a does not cause acidification. (A) pH changes in media containing
Arabidopsis hypocotyls. At t=0 hypocotyls were treated with 10 nM PSK-a or
remained untreated (control). After hypocotyls were added, the pH of the buffer
dropped from pH 5.7 to pH 5.4 within 130 min due to the pH equilibration between
tissue and buffer. Subsequently, PSK-a was applied, or hypocotyls remained
untreated (arrow). (B) The ApH between control and PSK treated hypocotyls was
determined after 0, 30, 60, and 90 min. Results are averages of 5 (controls) or 6 (10
nM PSK-a) experiments with 60 hypocotyls each. The increase in pH was not
significant at any time point (P<0.001, 2-sample t-test). In addition, pH changes were
determined in media containing 8 coleoptiles from etiolated maize seedlings (n=3;
n.d. - not determined).

Figure 7: Maize protoplasts expand in a K*-dependent manner. (A) Protoplasts
were isolated from maize coleoptiles and treated with PSK-a at concentrations
between 0.05 nM and 10 nM. The dose-response curve was highly similar to that
observed with Arabidopsis hypocotyl protoplasts with a maximal response at 0.1 nM
PSK-a. Results are averages (+SE) from 3 to 5 protoplasts analyzed per treatment.
Letters indicate significantly different values (P<0.001, ANOVA, Tukey test). (B)
Maize coleoptile protoplasts were incubated in media containing varying
concentrations of K*. After addition of 0.1 nM PSK-a at t=0 min, protoplast swelling
was recorded for another 100 min. Maximal protoplast expansion was observed at 10

mM K" whereas a weaker response was observed at 1 mM K*. Without K* in the



692  media, protoplasts did not expand (P<0.001, ANOVA, Tukey test).
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Kapitel 5

KAPITEL 5

PSI1 ist eine mogliche Komponente des PSK-Signalweges

Um Kandidaten zu identifizieren, die im PSK-Signalweg eine Rolle spielen
kénnten, wurden Uber die Datenbank CressExpress sieben Gene identifiziert,
die mit den beiden PSK Rezeptoren PSKR1 und PSKRZ2 koexprimiert sind. Fr
sechs dieser sieben koexprimierten Gene wurden homozygote T-DNA-
Insertionslinien charakterisiert. Das Wurzel- und Hypokotylwachstum sowie die
Responsivitat gegenliber PSK-a wurden an Knockout Keimlingen analysiert.
Die Knockout Linie flr At19g34320 zeigte kirzere Hypokotyle und Wurzeln und
eine verringerte Sensitivitdt gegenliber PSK-a. Das Gen At1g34320 wurde PSI1
(Phytosulfokine Insensitive1) genannt. Die biochemische Funktion von PSI1 ist
unbekannt. PSI1 besitzt eine vorhergesagte N-terminale Myristoylierungsstelle.
Die Myristoylierungsstelle von PSI1 wurde mutiert und PSI/1oxg_.4 in den psi1-1
Hintergrund transformiert. Der Wildtyp Phanotyp wurde sowohl durch
PSl1ox/psi1-1 als auch durch PS/1oxg_.a/psi1-1 restauriert, was darauf hin
deutet, dass die Myristoylierungsstelle nicht essentiell fiir die Funktion von PSI1
ist. Uber Lokalisationsstudien wurde PSI1 im Cytoplasma lokalisiert. PSI1
kommt sowohl in mono- als auch in dikotylen Pflanzen, jedoch nicht in
tierischen Organismen oder Mikroorganismen vor. In Arabidopsis wurden zwei
homologe Proteine gefunden, die eine Identitat von 50,4% und 40% zu PSI1
haben. Diese wurden PSI2 (At1g30755) und PSI3 (At5g08660) genannt.
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Einleitung

Phytosulfokin-a, kurz PSK-a, ist ein disulfatiertes Pentapeptid mit der
Aminosauresequenz  Tyr(SOsH)-lle-Tyr(SO3H)-Thr-Gin  (Matsubayashi und
Sakagami, 1996; Yang et al., 2000). Finf Gene kodieren in Arabidopsis flr
PSK-Préproproteine (Yang et al., 2001; Lorbiecke und Sauter, 2002). Die
Bildung von PSK-o aus dem Praproprotein erfolgt durch schrittweise
Prozessierung (Yang et al., 2000). Die Sulfatierung der Tyrosine ist essentiell
fir die biologische Aktivitdt des PSK-o (Matsubayashi et al., 1996). In
Arabidopsis wurde eine Tyrosylprotein-Sulfotransferase (TPST) identifiziert, die
fir die Sulfatierung der beiden Tyrosine des Pentapeptids verantwortlich ist
(Komori et al.,, 2009). Die Subtilisin Serin-Protease AtSBT1.1 katalysiert
spezifisch die proteolytische Spaltung des Praproproteins PSK4 aus
Arabidopsis (Srivastava et al.,, 2008). PSK-a wird von Rezeptorkinasen mit
Leuzinreichen Wiederholungssequenzen (LRR Rezeptorkinasen) perzipiert, die
an der Plasmamembran lokalisiert sind. In Arabidopsis kodieren zwei Gene fir
PSK-Rezeptoren, PSKR1 und PSKR2 (Matsubayashi et al., 2002; Amano et al.,
2008). PSK-a. wirkt als autokrines Wachstumssignal in Zellkulturen, das die
Proliferation von Zellen stimuliert, die in geringer Dichte wachsen
(Matsubayashi und Sakagami, 1996). In Keimlingen von Arabidopsis wurde
gezeigt, dass PSK-a das Wurzelwachstum férdert (Matsubayashi et al., 2006;
Kutschmar et al., 2009). Analysen der pskri-2, pskri1-3 und pskr2-1 T-DNA-
Insertionslinien ergaben, dass das Wurzelwachstum tber PSKR1 und PSKR2
reguliert wird (Kutschmar et al., 2009). Das Wachstum der Hypokotyle wird
ausschlieBlich Uber PSKR1 kontrolliert (Kapitel 4). PSK-a férdert Wurzel- und
Hypokotylwachstum hauptséchlich Gber eine erhdéhte Zelllange (Kutschmar et
al., 2009; Kapitel 4).

Bisher ist das Liganden-Rezeptor-Paar PSK-a/PSKR im Phytosulfokin-
Signalweg bekannt. Mégliche weitere Komponenten eines Signalweges kénnen
Uber die Suche nach einem bekannten Phanotyp identifiziert werden. Diese
Methode wurde beispielsweise fir den CLV3-CLV1 Signalweg erfolgreich
angewendet (Jun et al., 2008). Da allerdings teilweise Gene flir Proteine mit
redundanter Funktion kodieren und Multigen-Familien existieren, kann der
Effekt der Mutation durch genetische Redundanz maskiert werden (Butenko et
al., 2009).
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Microarray-Datenbanken wie ArrayExpress, Genevestigator
(Zimmermann et al., 2004) oder Koexpressions-Datenbanken sind hilfreich, um
Hinweise auf Uberlappende Expressionsmuster zu bekommen. Mit Hilfe der
Koexpressions-Datenbanken ATTED-II (Obayashi et al., 2008), CressExpress
(Srinivasasainagendra et al., 2008) und GeneCat (Mutwil et al., 2008) kdnnen
Gene identifiziert werden, die eine korrelierende Expression mit anderen Genen
zeigen (Butenko et al., 2009). Es wurde gezeigt, dass die Expression von
Genen, die mit der gleichen metabolischen Funktion assoziiert sind,
Koexpressionsmuster aufweisen (lhmels et al., 2003; Kharchenko et al., 2005).
Allerdings bedeutet Koexpression nicht notwendigerweise, dass die
Genprodukte ein und denselben Prozess regulieren (Stuart et al., 2003). Wenn
Gene koexprimiert vorliegen, kénnte dies aber bedeuten, dass diese Gene in
ein und demselben Signal- oder Stoffwechselweg eine Funktion haben kdnnten.

Da bisher nur PSK-a und die PSK Rezeptoren im PSK-Signalweg
bekannt sind, sollten Uber die Datenbank CressExpress Gene identifiziert
werden, die mit den PSK Rezeptoren koexprimiert sind. Fir diese Gene sollten
homozygote T-DNA-Insertionslinien identifiziert werden. Das Wurzel- und
Hypokotylwachstum sowie die Responsivitat gegentber PSK-a dieser Knockout
Keimlinge sollte analysiert werden. Uber diese Analysen sollten mégliche
Komponenten des PSK-Signalweges identifiziert und in der Folge weiter

charakterisiert werden.
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Material und Methoden

Pflanzenmaterial und Anzucht von Arabidopsis thaliana

Die Untersuchungen wurden an Arabidopsis thaliana, Okotyp Columbia-0
durchgefihrt. Neben Wildtyp-Samen wurden die in Tabelle 1 und Seite 114
aufgefihrten Mutanten in die Analysen mit einbezogen. Die Mutanten wurden
vom Salk-/nstitute (La Jolla, Kalifornien, USA) bezogen. Arabidopsis-Samen
wurden auf einem 1:1 Sand-Humus Gemisch ausgebracht und flr zwei Tage
bei 4°C im Dunkeln stratifiziert. Die Anzucht der Pflanzen erfolgte unter
Langtagbedingungen bei 16 Stunden Licht mit 70 pMol Photonen m*? s bei
22°C. Zur sterilen Anzucht wurden die Samen zunachst 30 Minuten in 2%-iger
(W/v) Natrium-Hypochloritlésung oberflachensterilisiert, finfmal in
autoklaviertem Wasser gewaschen und anschlieBend auf Platten ausgelegt, die
0,5x MS-Medium (Murashige und Skoog, 1962), 1,5% (w/v) Saccharose und
0,38% (w/v) Gelrite enthielten. Die Samen wurden ebenfalls stratifiziert und
anschlieBend, wie oben beschrieben, unter Langtagbedingungen oder im
Dunkeln bei 22°C angezogen. In einigen Versuchen wurde dem Medium 1 pM
PSK-a (NeoMPS, StraBburg, Frankreich) zugesetzt.

Tabelle 1: Gene, die mit den PSK Rezeptoren PSKR1 und PSKR2 koexprimiert sind,
wurden mit Hilfe des Programms CressExpress identifiziert. Neben den Genloki sind die T-

DNA-Insertionslinien, die analysiert wurden, aufgefihrt.

Genlokus T-DNA-Insertionslinie
At3926090 CS6537

At5964220 N507027

At1g34320 N521769

At5965240 N530801

At3955270 N613092

At4930360 N541923

At1902890 keine T-DNA-Insertionslinie verfigbar
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Identifizierung von Genen, die mit den PSK Rezeptoren PSKR1 und
PSKR2 koexprimiert sind

Mit Hilfe der Datenbank CressExpress (Srinivasasainagendra et al., 2008)
wurde nach Genen gesucht, die mit den PSK Rezeptoren PSKR1 und PSKR2
koexprimiert sind. Dabei wurden Microarray-Daten von Arabidopsis Keimlingen
verwendet. Es wurde ein cut-off value von 0,15 fiir die Kolmorogov-Smirnov
Qualitéatskontrolle angenommen. Es wurden sieben koexprimierte Gene
identifiziert. FOr sechs von diesen waren T-DNA-Insertionsmutanten verflgbar
(siehe Tabelle 1). AuBerdem wurden zu At1g34320 zwei homologe Proteine
aus dem Arabidopsis-Proteom identifiziert. Fir diese wurden ebenfalls
homozygote T-DNA-Insertionslinien charakterisiert (At1g30755, N666232 und
At5g08660, N655691).

Kreuzungen

Die Bluten etwa sechs Wochen alter homozygoter pskri-3 und pskr2-1
Pflanzen wurden emaskuliert und mit Pollen homozygoter psi7-1 Pflanzen unter
dem Binokular handbestaubt. Doppelt heterozygot getestete Pflanzen wurden
bis zur Samenreife angezogen und aus der Folgegeneration (F4) Pflanzen auf
Reinerbigkeit Gber Genexpressionsanalysen getestet. Doppelt homozygote
Pflanzen wurden fur die Wachstumsmessungen verwendet. AuBBerdem wurden
pskr1-3/pskr2-1  Pflanzen mit psi1-1  Pflanzen gekreuzt und eine
Dreifachmutante pskr1-3/pskr2-1/psi1-1 erzeugt.

Wachstumsmessungen

Finf Tage alte Arabidopsis Keimlinge, die entweder im Langtag oder im
Dunkeln angezogen wurden, wurden fotografiert und die Langen der Wurzeln
und Hypokotyle mit Hilfe von Image J (National Institute of Health, Bethesda,

MD, USA) und eines internen Standards bestimmt.

Molekularbiologische Methoden

DNA aus Arabidopsis Pflanzen wurde nach dem Protokoll von Weigel und
Glazebrook (2002) isoliert. Dazu wurde ein Arabidopsis-Blatt in 400 pl
Extraktionspuffer (200 mM Tris, pH 5, 250 mM NaCl, 25 mM EDTA, 0,5% (w/v)
SDS) gemdrsert und anschlieBend flinf Minuten bei 12000 x g zentrifugiert. 300
ul des Uberstandes wurden in ein neues ReaktionsgefaB tberfiihrt und mit 300
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ul Isopropanol versetzt. Nach einer weiteren Zentrifugation von finf Minuten bei
12000 x g wurde der Uberstand verworfen und 500 pl 70%-iges (v/v) Ethanol
hinzugegeben. Es wurde wiederum funf Minuten bei 12000 x g zentrifugiert und
der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde bei Raumtemperatur getrocknet und
in 50 pl autoklaviertem Wasser resuspendiert. Die Konzentration der DNA
wurde photometrisch bestimmt. Dazu wurde die optische Dichte (OD) der
Nukleinsauren spektralphotometrisch bei 260 und 280 nm gemessen. Eine OD
von 1 bei 260 nm entspricht einer Konzentration von 50 pg/ml doppelstrangiger
DNA und 40 pg/ml RNA. Mit Hilfe des Absorptionsquotienten von 260 und 280
nm wurde die Reinheit der Nukleinsauren bestimmt. Diese sollte zwischen 1,8
und 2,0 liegen.

RNA wurde mit TRI-REAGENT™ nach Anweisung des Herstellers isoliert
(Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland). Arabidopsis-Blatter wurden in
flissigem Stickstoff gemérsert und zu dem Pulver 500 pl TRI-REAGENT™
gegeben. Nach einer finfminltigen Inkubation bei Raumtemperatur wurden die
Proben mit 100 pl Chloroform versetzt, 15 Sekunden geschittelt und drei
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Es folgte eine 15-mindtige
Zentrifugation bei 4°C und 12000 x g. Die wassrige Phase wurde in ein frisches
ReaktionsgefaB tberflhrt und mit je 125 pl Isopropanol und Salzlésung (0,8 M
Natriumcitrat, 1,2 M Natriumchlorid) versetzt. Die L6sung wurde gemischt, zehn
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend zehn Minuten bei 4°C
und 12000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet mit
500 pl 70%-igem (v/v) Ethanol versetzt. Es folgte eine Zentrifugation fir fanf
Minuten bei 4°C und 7500 x g. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet
bei Raumtemperatur getrocknet. Das Pellet wurde in 20 pl autoklaviertem
Wasser resuspendiert und zehn Minuten bei 65°C inkubiert. Im Anschluss an
die RNA-Isolierung wurde eine DNAse-Behandlung durchgefihrt. Dazu wurden
1 pl DNAsel und 1/10 Volumen DNAsel-spezifischer Puffer (MBI-Fermentas, St.
Leon-Rot, Deutschland) hinzugegeben. Das Gemisch wurde eine Stunde bei
37°C inkubiert. Die RNA wurde mit Hilfe einer Phenol-Chloroform-Extraktion
aufgereinigt. Es wurde ein Volumen Phenol/Chloroform im Verhaltnis 1:1
hinzugegeben und eine Minute bei Raumtemperatur und 20000 x g
zentrifugiert. Die wassrige Phase wurde in ein neues Reaktionsgefal3 Gberflhrt
und die Prozedur wurde mit Chloroform wiederholt. Die wéassrige Phase wurde
mit 2,5 Volumen 100%-igem (v/v) Ethanol und 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat
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versetzt und die RNA Uber Nacht bei -20°C geféllt. Am nachsten Tag wurde das
Gemisch bei 20000 x g und 4°C fir 15 Minuten zentrifugiert, der Uberstand
verworfen und das Pellet in 70%-igem (v/v) Ethanol fir 15 Minuten bei 20000 x
g und 4°C gewaschen. Das Pellet wurde getrocknet, in 20 pl autoklaviertem
Wasser geldst und zehn Minuten bei 65°C inkubiert. Die Konzentration der RNA
wurde wie oben beschrieben photometrisch bestimmt. 500 ng der RNA wurde
mit Hilfe von Oligo-dT Oligonukleotiden (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)
revers transkribiert. Dazu wurde die ,Revert Aid™ M-MuLV Reverse
Transkriptase” (Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland) verwendet und die
reverse Transkription nach Angaben des Herstellers durchgeftihrt.

Mit Hilfe der Polymerasekettenreaktion wurden spezifische DNA- oder
cDNA-Sequenzen amplifiziert. Dabei wurde das folgende Standard-PCR-

Programm verwendet:

PCR-Programm:

Initiale Denaturierung 94°C 5 min

Denaturierung 94°C 45s

Annealing Tm 45 s bis 1 min 28 bis 38 Zyklen
Elongation 72°C 45 s bis 4 min

AbschlieBende Elongation 72°C 10 min

Die Anlagerungstemperatur (T,) wurde entsprechend der angegebenen
physikalischen Schmelztemperaturen der Oligonukleotide gewahlt. Die Tag-
Polymerase synthetisiert mit einer Geschwindigkeit von etwa 1000 Basen pro
Minute. Die Zeit flr die Elongation wurde nach dieser Richtgeschwindigkeit
kalkuliert. Wurden fehlerfreie Fragmente flr Klonierungen bendtigt, wurde flr
die Amplifikation die Pfu-Polymerase verwendet, da diese
Fehlerkorrekturaktivitat besitzt. Die Pfu-Polymerase arbeitet langsamer mit etwa
500 Basen pro Minute und die Elongationszeit wurde dementsprechend

verlangert.
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Tabelle 2: Ubersicht iiber die verwendeten Oligonukleotide

Name des Oligonukleotids Sequenz (5"— 3)

At3g26090F1 GCGAGTGGATGTGCTCTACA

At3g26090R1 AACCGGGACTACTGCATCTG

At5g64220F1 GGATAGTCGTCAAGCAAGTTC

At5g64220R1 TCCATGCAATACCTCCAGATG

At1g34320F1 TGGTCTTGCCTTGCATTACG

At1g34320R1 CATGGTGAAGAGTATCTATCC

At5g65240F1 TGGAACCATCCAAGCCTAAG

At5g65240R1 ACTTGAGACCAAGTACAAGG

At3g55270F1 GGGTACAAATTGGTGAATCC

At3g55270R1 TCTATTGTGCTGCTGAGTG

At4g30360F1 CGATATGAGCAGTATAAGTGG

At4g30360R1 GCAGAGAAATCAGGCTCCTCG

SalkLBb GCGTGGACCGCTTGCTGCAACT
At1g34320F2+Stopp CACCATGGGTGGGCTTTGTTCAAG
At1g34320R2+Stopp CACCATTCGAAGCTTGTAG

At1g34320F3-Stopp CGGGGTACCACCATGGGTGGGCTTTGTTCAAGG
At1g34320R3-Stopp CCGCTCGAGTACAAGCTTCGAATGGTGTCCACGCG
At1g34320falseF4+Stopp CACCATGGCTGGGCTTTGTTCAAG
At19g34320R4false+Stopp CACCATTCGAAGCTTGTAG
At1g34320F5false-Stopp CGGGGTACCACCATGGCTGGGCTTTGTTCAAGG
At1g34320R5false-Stopp CCGCTCGAGTACAAGCTTCGAATGGTGTCCACGCG

Die far die Versuche verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma
MWG Biotech AG (Ebersberg, Deutschland) synthetisiert. Die fir diesen Teil
der Arbeit verwendeten Oligonukleotide sind in Tabelle 2 aufgelistet. Die GréBe
von DNA-Fragmenten wurde Uber Gelelekirophorese bestimmt. Abhangig von
der Gr6Be der erwarteten Fragmente wurden Agarose-Konzentrationen von 1%
(w/v) bis 2% (w/v) gewahlt. Als Laufpuffer diente 1x Tris-Acetat-EDTA-Puffer.
DNA wurde durch Ethidiumbromid angefarbt und nach der Auftrennung unter
UV-Licht betrachtet. Zur GréBen- und Konzentrationsbestimmung diente die
~omart Ladder“ (Eurogentec, Seraing, Belgien). DNA wurde aus Agarose-Gelen
mit Hilfe des ,GeneJET™ Gel Extraction Kits“ der Firma Fermentas (St. Leon-
Rot, Deutschland) nach dem vom Hersteller vorgegebenen Protokoll
aufgereinigt. Um Fehler in den DNA-Sequenzen auszuschlieBen und die

Richtung der Insertion zu Uberprifen, wurden die Fragmente in den
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Eingangsvektoren (Tabelle 3) sequenziert (GATC Biotech AG, Konstanz,
Deutschland).

Genetische Analyse von T-DNA-Insertionsmutanten

Jede der T-DNA-Insertionslinien wurde auf Reinerbigkeit getestet. Dazu wurde
zum einen eine PCR mit zwei wildtypspezifischen Oligonukleotiden, zum
anderen eine PCR mit einem wildtyp- und einem insertionspezifischen
Oligonukleotid (SalkLBb) durchgefiihrt. In reinerbig getesteten Pflanzen wurde
auBerdem Uber RT-PCR getestet, ob die Insertion zum Ausschalten der
Expression des betroffenen Gens flhrte. Flir die PCR-gestiitzten Analysen
wurden die in Tabelle 2 aufgefihrten Oligonukleotide verwendet.

Klonierungen und Transformationen

Transformationen wurden mit kompetenten Escherichia coli und Agrobacterium
tumefaciens durchgefthrt. Dazu wurden Bakterien in 200 ml Medium angeimpft
und bei 37°C bzw. 28°C zu einer OD von 0,5 bis 1 angezogen. Danach wurden
die Kulturen kurz auf Eis gegeben und fur funf Minuten bei 3000 x ¢
zentrifugiert. AnschlieBend wurde das Zellpellet in 1 ml 0,1 M Calciumchlorid
resuspendiert. Die Bakterien wurden bis zur weiteren Verwendung bei -80°C
eingefroren. Die fur die Transformationen und Klonierungen verwendeten

Vektoren sind in Tabelle 3 aufgefihrt.

Tabelle 3: Vektoren, ihre Verwendung und die fiir die Selektion verwendeten Antibiotika.

Vektorbeschreibung Verwendung Antibiotikum
pENTR'™ 1A Dual Selection | Grundvektor Kanamycin
pPENTR™/D-Topo Grundvektor Kanamycin
pB7WG2,0 PSl1ox/psit1-1 Spectinomycin
PSI15— a0x/psit-1
pUGT1 Ubi:PSI1-GFP Spectinomycin
pARC428 35S:PSI1-YFP Ampicillin
35S:PSI1-YFP
35S:PSKR1-YFP
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Die Klonierungen wurden mit transformationskompetenten E. coli DH5a-
Zellen durchgefuhrt. Die Transformation von A. thaliana erfolgte mit Hilfe des A.
tumefaciens Stammes GV3101. E. coli Bakterien wurden bei 37°C und 300 rpm
geschittelt. A. tumefaciens Bakterien wurden bei 28°C und 200 rpm
angezogen. 200 pl transformationskompetente DH5a-Zellen wurden auf Eis
aufgetaut. Zu den Zellen wurde 1 pg des zu transformierenden Plasmids
gegeben und die Bakterien wurden 30 Minuten auf Eis inkubiert. Es folgte ein
Hitzeschock bei 42°C fiir 45 Sekunden. AnschlieBend wurden die Bakterien flr
eine Minute auf Eis gegeben. Es wurden 500 pl LB-Medium (USB Corporations,
Cleveland, OH USA) hinzugegeben und die Zellen fir eine Stunde bei 37 °C und
300 rpm geschittelt. AbschlieBend wurden die Bakterien auf Medien mit den
entsprechenden Antibiotika ausplattiert und tGber Nacht bei 37 °C inkubiert.

Zu 200 pl transformationskompetenten Agrobakterien wurde 1 pug des zu
transformierenden Plasmids gegeben. Die Bakterien wurden 30 Sekunden auf
Eis gehalten und anschlieBend eine Minuten in flissigem Stickstoff eingefroren.
AnschlieBend wurden sie bei 37°C aufgetaut und 500 pl YEP-Medium (auf
einen Liter 10 g Hefeextrakt, 10 g Pepton und 5 g NaCl, auf pH 7 eingestellt)
wurde zu den Bakterien gegeben. Die Bakterien wurden drei Stunden bei 28°C
und 200 rpm geschittelt und danach auf den entsprechenden
Selektionsmedien ausplattiert. Die Platten wurden {ber Nacht bei 28°C
inkubiert.

Zur Isolierung von Plasmiden wurde 1 ml der Ubernachtkulturen fiir zwei
Minuten bei 20000 x g zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet
wurde in 100 pl Lésung 1 (50 mM Glucose, 25 mM Tris, pH 8, 10 mM EDTA)
resuspendiert, mit 200 pl Lésung 2 (0,4 M NaOH, 2% (w/v) SDS) gemischt und
anschlieBend funf Minuten auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden 150 pl
Lésung 3 (3 M Natriumacetat, pH 4,8 bis 5) hinzugegeben und zehn Minuten
bei 20000 x g und Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein
neues Reaktionsgefa Uberflhrt und mit 0,7 Volumen Isopropanol gemischt. Es
wurde far zehn Minuten bei 20000 x g und Raumtemperatur zentrifugiert, der
Uberstand verworfen und 500 upl 70%-iges (v/v) Ethanol hinzugegeben. Es
folgte eine zehnminltige Zentrifugation bei 20000 x g und Raumtemperatur. Der
Uberstand wurde verworfen, das Pellet getrocknet und in 50 pl autoklaviertem
Wasser resuspendiert. In einigen Féllen wurden Plasmide auBerdem mit Hilfe

des ,Genedet™ Plasmid Miniprep Kits“ isoliert (Fermentas, St. Leon-Rot,
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Deutschland). Isolierte Plasmide wurden mit Restriktionsenzymen geschnitten,
um den korrekten Einbau der Fragmente zu Uberprifen. Die verdauten
Plasmide wurden anschlieBend elektrophoretisch aufgetrennt.

Arabidopsis wurde nach der Methode von Clough und Bent (1998) mit A.
tumefaciens transformiert. Dazu wurde eine A. tumefaciens Kultur bis zu einer
Dichte von 0,5 bis 1 angezogen. AnschlieBend wurden der Kultur 5% (w/v)
Saccharose und 0,03% (v/v) Silwet hinzugegeben. Die Bliten von etwa sechs
Wochen alten Arabidopsis-Pflanzen wurden etwa zehn Sekunden in die
Bakterienlésung getaucht, einen Tag in TUcher eingewickelt, die Pflanzen in die
Klimakammer gestellt und bis zur Samenreife angezogen. Die geernteten
Samen wurden auf Medien, die das entsprechende Antibiotikum enthielten,
bzw. mit 200 uM Glufosinat Ammonium (Basta, AgrEvo, Berlin, Deutschland)
selektiert.

Analyse der subzellularen Lokalisation von PSI1

Um die subzellulare Lokalisation von PSI1 zu untersuchen, wurden PSI1-
Fusionsproteinkonstrukte sowohl transient in Arabidopsis
Mesophyllprotoplasten als auch stabil in Arabidopsis Pflanzen eingebracht. Far
die transiente Transformation wurde ein Konstrukt mit einem gelb
fluoreszierenden Protein (YFP), fir die stabile Transformation ein Konstrukt mit
einem grin fluoreszierenden Protein (GFP) verwendet. Die Konstrukte wurden
35S:PSI1-YFP und Ubi:PSI1-GFP genannt. Fir die Oligonukleotidsynthese
wurde an das 5° Ende des 5‘—3° Oligonukleotids eine Kpnl- und an das 5° Ende
des 3'‘—>5° Oligonukleotids eine Xhol-Schnittstelle angefligt. Die gesamte
kodierende PSI/1-Sequenz wurde mit den in Tabelle 2 aufgefiihrten Primern
(At1g34320F3-Stopp, At1g34320R3-Stopp) Uber PCR amplifiziert, Uber
Agarose-Gelelektrophorese aufgereinigt und in den Eingangsvektor pENTR™
1A Dual Selection kloniert. Fir die Amplifikation der proteinkodierenden
Sequenz wurde cDNA des Wildtyps als template eingesetzt. Das PSI1-
Fragment wurde mit Kpnl- und Xhol-Schnittstellen restringiert und Gber diese
Schnittstellen in die Vektoren pUGT1 beziehungsweise pARC428 ligiert. Die
Klonierungen wurden nach Angaben des Herstellers durchgefihrt (Invitrogen,
Karlsruhe, Deutschland). Das PSI1-Fusionsproteinkonstrukt Ubi:PSI1-GFP
wurde stabil Uber Agrobakterien in Arabidopsis transformiert. Transformierte
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Pflanzen wurden Uber Kanamycinresistenz selektiert. Finf Tage alte Keimlinge
wurden an einem konfokalen Laser Scanning Mikroskop (CLSM; Leica, Wetzlar,
Deutschland) analysiert. Dazu wurde das GFP bei 488 nm angeregt und die
Fluoreszenz bei 530 nm detektiert.

AuBerdem wurden Mesophyllprotoplasten transient mit dem PSI1-
Fusionsproteinkonstrukt 35S:PSI1-YFP transformiert. Die
Mesophyllprotoplasten wurden nach dem Protokoll von Chen et al. (2006)
isoliert und Uber Nacht mit dem Konstrukt transformiert. AnschlieBend wurden
sie am CLSM analysiert. Das YFP wurde bei 489 nm angeregt und die

Fluoreszenz bei 509 nm gemessen.

Komplementierung von psi7-1 durch PSI1

Es sollte untersucht werden, ob der Phanotyp der psi7-1 T-DNA-Insertionslinie
auf den Knockout von PSI1 zurlckzufuhren ist. Da fir PSI1 keine zweite
unabhéangige T-DNA-Insertionslinie zur Verflgung stand, wurde ein
Komplementierungskonstrukt in psi7-1 Pflanzen eingebracht. Dazu wurde die
kodierende Sequenz von PSI1 mit Hilfe der genspezifischen Oligonukleotide
At1g34320F2+Stopp und At1g34320R2+Stopp (Tabelle 2) Gber PCR aus cDNA
des Wildtyps amplifiziert, aufgereinigt und in den Eingangsvektor pPENTR™/D-
Topo ligiert. Uber homologe Rekombination wurde das Konstrukt in den
Uberexpressionsvektor pB7WG2,0 (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)
kloniert, der zur Expression von PSI1 unter der Kontrolle des 35S-Promotors
fuhrt.

Um zu analysieren, ob die vorhergesagte  N-terminale
Myristoylierungsstelle wichtig fur die Funktion von PSI1 ist, wurde sie so
mutiert, dass ein Aminosaureaustausch von Glyzin zu Alanin erfolgte. Das
PSl1ox und das PSI/1s—a0x-Konstrukt wurden Uber Agrobakterien in psi1-1
Pflanzen transformiert. Wurzel- und Hypokotylwachstum von fanf Tage alten
Keimlingen der F; Generation und ihre Sensitivitdt auf PSK-o wurden

untersucht.
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Statistische Auswertungen

Die statistischen Auswertungen der Ergebnisse erfolgten mit Hilfe der Minitab
Software (Minitab Inc., State College Pennsylvania, USA). Die statistische
Signifikanz der Unterschiede wurde Gber eine ANOVA (Tukey Test) oder einen
zweiseitigen t-Test analysiert. Vor der statistischen Analyse wurden die Werte
auf ihre Normalverteilung und auf ihre Varianz getestet. Wenn eine der
Bedingungen nicht erflllt wurde, wurde eine Fehlerwahrscheinlichkeit (P-value)
von P<0,001, ansonsten von P<0,05 angenommen. In den Abbildungen ist der
Standardfehler (+SE) angegeben.

Datenbankrecherchen
Far  Datenbankrecherchen zu  Sequenzinformationen und  T-DNA-
Insertionsmutanten wurden die folgenden Institutionen und Datenbanken

genutzt:

- The National Center of Biotechnology (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), sowie

dessen Blast Server (http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/)

- The Arabidopsis Information Resource (TAIR, http://www.arabidopsis.org/)

- The Institute for Genomic Research (TIGR, http://www.tigr.org/)

- The Nottingham Arabidopsis Stock Center (NASC, http://arabidopsis.info/)

- Salk Institute Genomic Analysis Laboratory (SIGNAL, http:/signal.salk.edu/)

- Co-expression analysis for Arabidopsis (CressExpress,
http://www.cressexpress.org/)
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Ergebnisse

Identifizierung von Genen, die mit den PSK Rezeptorgenen PSKR1 und
PSKR2 koexprimiert sind

Gene, die mit derselben metabolischen Funktion assoziiert sind oder in ein und
demselben Signalweg eine Rolle spielen,
aufweisen (Ilhmels et al., 2003; Kharchenko et al., 2005). Die Datenbank

kénnen Koexpressionsmuster

CressExpress (Srinivasasainagendra et al., 2008) wurde genutzt, um nach
Genen zu suchen, die mit den PSK Rezeptoren PSKR1 und PSKR2
koexprimiert sind. Dabei wurden Microarray-Daten von Arabidopsis-Keimlingen
verwendet und ein cut-off value fir die Kolmorogov-Smirnov Qualitatskontrolle
von 0,15 und eine Grenze fir die Koexpression von 20,36 angenommen. Es
wurden sieben Gene gefunden, die mit den Rezeptorgenen koexprimiert sind.
Diese Gene kodieren fiir Proteine, die in der Signaltransduktion eine Rolle
spielen kdnnten. Die identifizierten Gene sind zusammen mit ihren in der
beschriebenen oder in Tabelle 4

Literatur vorhergesagten Funktionen

aufgefihrt.

Tabelle 4: Gene, die mit den beiden PSK Rezeptorgenen PSKR1 und PSKR2 aus
Arabidopsis koexprimiert sind. Die Gene wurden Uber Koexpressionsanalysen mit dem
Programm CressExpress identifiziert. Zu jedem Gen ist neben dem Genlokus ein Name
aufgefiihrt, der in der Literatur beschrieben ist oder der den Genen in dieser Arbeit gegeben

wurde. AuBerdem sind in der Literatur beschriebene (putative) Funktionen angegeben.

Name Genlokus | Beschriebene Funktion(en) | Literatur
und Merkmale

RGS1 At3926090 | Regulator of G protein Chen und Jones,
signaling 1 2004

TF At5964220 | Transkriptionsfaktor Bouche et al., 2002

PSI1 At1934320 | unbekannte Funktion -

RLK At5g65240 | LRR &hnliche Rezeptorkinase -

MKP1 At3955270 | MAP Kinase 1 Ulm et al., 2001

CNGC17 | At4g30360 | Cyclic nucleotide gated Reddy et al., 2002
channel 17

ATPase | At1g02890 | ATPase Aktivitat; Nukleotid -
Bindungsaktivitat
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Analyse der T-DNA-Insertionsmutanten

Mégliche Komponenten eines Signalweges kénnen zum Beispiel Uber die
Suche nach einem bekannten Phanotyp identifiziert werden. Fur die
koexprimierten Gene standen T-DNA-Insertionsmutanten zur Verfligung, an
denen untersucht werden sollte, ob sie einen Phanotyp wie pskri-2, pskri-3
und pskr2-1 haben. Fir eines der Gene, At1g02890, war keine Mutante
verfugbar. Daher wurde dieses Gen von den weiteren Analysen
ausgeschlossen. Die T-DNA-Insertionsmutanten wurden auf Reinerbigkeit
getestet und sofern sie reinerbig waren, wurde Uber RT-PCR analysiert, ob die
Insertion zum Ausschalten der Expression des entsprechenden Gens fluhrte. Da
fir At49g30360 zunachst keine reinerbigen Pflanzen identifiziert wurden, wurde
hier direkt eine RT-PCR durchgefihrt. Die Genschemata, die Lokalisation der
Insertionen und die Genexpression in den Insertionslinien sind in Abbildung 1
dargestellt. Zur Kontrolle der cDNA-Synthese und zur Uberpriifung eingesetzter
RNA-Mengen fir die reverse Transkription wurde aus der verwendeten cDNA
Actin2 amplifiziert (Laval et al., 2002; Vielle-Calzada, 1999). In allen T-DNA-
Insertionslinien war tber RT-PCR kein Transkript des entsprechenden Gens
nachweisbar. Fur phanotypische und funktionale Analysen wurden homozygote
Knockout Linien verwendet.
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Gene, die mit den PSK Rezeptorgenen
PSKR1 und PSKR2 koexprimiert sind, und Lokalisation der T-DNA-Insertionen. In der
Abbildung sind die Exons (weiBe Kasten) und Introns (schwarze Striche) der Gene A
At3926090 B At59g64220 C At19g34320 D At5g65240 E At5g55270 F At4g30360 dargestellt. Am
5°Ende wird der Translationsstart durch einen Pfeil verdeutlicht. Die Lokalisation der T-DNA-
Insertion ist fUr die angegebenen Linien schematisch kenntlich gemacht. Die Pfeile geben die
Richtung der T-DNA-Insertion vor. Rechts vom Schema ist die relative Transkriptmenge von
Wildtyp und T-DNA-Insertionslinie gezeigt. Uber RT-PCR wurden die Transkripte mit
genspezifischen Oligonukleotiden amplifiziert. Als Kontrolle wurde jeweils Actin2-mRNA

amplifiziert.
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psi1-1 Keimlinge haben kiirzere Hypokotyle und Wurzeln

Wurzel- und Hypokotylwachstum der pskri-2 und pskri-3 T-DNA-
Insertionsmutanten waren signifikant reduziert (Matsubayashi et al., 2006;
Kutschmar et al., 2009; Kapitel 4). Im Wildtyp fdrderte PSK-o das
Wurzelwachstum von Keimlingen um 20%, wahrend das Wachstum von pskr1-
3 Wurzeln nur um 10% geférdert wurde (Kutschmar et al., 2009). Mdgliche
Komponenten eines Signalweges kdénnen Uber die Suche nach einem
bekannten Phanotyp identifiziert werden. Da die Gene, die mit den PSK
Rezeptorgenen koexprimiert sind, Komponenten des PSK Signalweges sein
kénnten, wurden die T-DNA-Insertionslinien der koexprimierten Gene auf pskri-

3 ahnliche Phanotypen hin untersucht.
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Abbildung 2: psi7-1 Keimlinge haben kiirzere Hypokotyle als der Wildtyp. Arabidopsis
Keimlinge wurden fir finf Tage auf Platten ohne (blauer Balken) oder mit 1 uM PSK-a (oranger
Balken) im Dunkeln angezogen. A Wildtyp und psi7-1 Hypokotyle sind im Vergleich zueinander
dargestellt. Der Balken entspricht 5 mm. B Die Mittelwerte (+SE) der Hypokotyllangen von
Wildtyp (WT), rgst, tf, psi1-1, rlk und mkp1 sind im Vergleich gezeigt. Hypokotyllangen [mm]
wurden von n = 99 Keimlingen in drei unabh&ngigen Experimenten bestimmt. Es wurde eine
ANOVA (Tukey Test) durchgefiihrt (P<0,001). Signifikant unterschiedliche Werte sind durch
unterschiedliche Buchstaben gekennzeichnet.

Die Hypokotylldngen von etiolierten Keimlingen wurden im Vergleich zum
Wildtyp bestimmt. Dazu wurden Keimlinge fir fanf Tage im Dunkeln
angezogen. Die Hypokotyllangen wurden vom Hypokotylhaken bis zum
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Waurzel/Hypokotyl-Ubergang bestimmt (Abbildung 2). psi1-1 Hypokotyle waren
im Vergleich zum Wildtyp um 15% kurzer (Abbildung 2B). Alle anderen
Mutanten wiesen keine statistisch signifikanten Unterschiede zum Wildtyp auf.
Nach Zugabe von 1 uM PSK-a war die Hypokotyllange weder im Wildtyp noch

in einer der untersuchten T-DNA-Insertionslinien verandert.

A WT psi1-1

20+ a

15+

Wurzellange [mm]

WT rgst1 if psi1-1 rlk mkpt

Abbildung 3: Wurzeln von psi1-1 Keimlingen sind kiirzer im Vergleich zum Wildtyp.
Keimlinge von Arabidopsis wurden fir fiinf Tage auf Platten ohne (blauer Balken) oder mit 1 pM
PSK-a (oranger Balken) im Langtag angezogen. A Wildtyp und psi7-1 Keimlinge sind im
Vergleich gezeigt. Der Balken entspricht 1 cm. B Die Mittelwerte (£tSE) der Wurzelldngen von
Wildtyp, rgs1, tf, psi1-1, rlk und mkp1 sind im Vergleich dargestellt. Wurzellangen [mm] wurden
von n 2 100 Keimlingen in drei unabhangigen Experimenten bestimmt. Es wurde eine ANOVA
(Tukey Test) Uber die Kontrollen durchgefiihrt (P<0,001). Signifikante Unterschiede sind durch
unterschiedliche Buchstaben hervorgehoben. AuBerdem wurde ein zweiseitiger tTest
(P<0,001) innerhalb eines jeden Genotyps zwischen Kontrolle und Behandlung durchgefihrt.
Dabei gab es keine signifikanten Unterschiede bei rlk. Alle anderen zeigten signifikante
Unterschiede.

Dartber hinaus wurde das Wurzelwachstum und die Sensitivitat der
Wourzeln gegenitber PSK-o analysiert. Keimlinge wurden fur finf Tage im
Langtag angezogen und die Wurzellangen der Mutanten im Vergleich zum
Wildtyp bestimmt (Abbildung 3). Wurzeln von psi1-1 Keimlingen waren kirzer
im Vergleich zum Wildtyp. Alle anderen Mutanten hatten keine signifikant
veranderten Wurzellangen. In allen T-DNA-Insertionslinien auBer rlk férderte
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PSK-a das Wurzelwachstum. In psi7-1 Keimlingen wurde das Wachstum der
Wurzeln signifikant geférdert, der Effekt war aber prozentual geringer als im
Wildtyp. pit Keimlinge wurden separat von den anderen Knockout Linien
analysiert (Abbildung 4). Hypokotyl- und Wurzelwachstum der pit Keimlinge
waren nicht verandert. Auch die Responsivitat der Wurzeln gegentber PSK-a

war im Vergleich zum Wildtyp nicht verandert (Abbildung 4).

B
10 I Kontrolle 1 1 uM PSK-a B Kontrolle [ 1 uM PSK-a
b

- a 18- p 0
— 8 161 a . -
£ T 14]
g 6- E 121
c 8, 101
) c
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I 2]
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Abbildung 4: Hypokotyl- und Wurzellingen von fiinf Tage alten pit Keimlingen.
Arabidopsis-Keimlinge wurden fur finf Tage auf Platten ohne (blauer Balken) oder mit 1 pM
PSK-a (oranger Balken) im Dunkeln (A) oder im Langtag (B) angezogen. A Die Mittelwerte
(xSE) der Hypokotylldngen und B Wurzellangen von Wildtyp und pit sind im Vergleich gezeigt.
Hypokotyl- und Wurzellangen [mm] wurden von n = 135 beziehungsweise n = 60 Keimlingen in
jeweils drei unabhangigen Experimenten bestimmt. Es wurde eine ANOVA (Tukey Test)
durchgefihrt (P<0,001). Signifikant unterschiedliche Werde sind durch unterschiedliche
Buchstaben gekennzeichnet.

Das Wurzel- und Hypokotylwachstum und die Sensitivitdt der Wurzeln
der psi1-1 Keimlinge gegenltber PSK-a waren reduziert. PSI1 wurde als ein
Kandidat angesehen, der im PSK-Signalweg eine Funktion haben kénnte.
Obwohl PSK-a bei rlk Keimlingen das Wurzelwachstum nicht férderte, wurden

weitere Analysen an rlk zundchst nicht durchgefiihrt.

PSI1 wird im Hypokotyl und in der Wurzel exprimiert

Hypokotyle und Wurzeln von psi1-1 Keimlingen sind im Vergleich zum Wildtyp
kirzer. Um zu Uberprifen, ob PS/1 in diesen Organen exprimiert wird, wurden
Expressionsanalysen Uber semiquantitative RT-PCR durchgefihrt (Abbildung
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5). Neben PSI1 wurde PSKR1 amplifiziert. Die Expressionsanalyse zeigte, dass
PSI1 und PSKR1 sowohl in Kotyledonen und Hypokotylen etiolierter Keimlinge
als auch Sprossen und Wurzeln deetiolierter Keimlinge exprimiert werden
(Abbildung 5).

PSIt

PSKR1

Actin2

Kot Hyp Spr Wur

etioliert Langtag

Abbildung 5: PSI1 wird im Hypokotyl und in der Wurzel von Arabidopsis exprimiert.
Semiquantitative RT-PCR Analysen wurden durchgefiihrt, um die Expression von PS/7 und
PSKR1 in Kotyledonen (Kot), in Hypokotylen (Hyp), im Spross (Spr) und in Wurzeln (Wur) von
Keimlingen, die fir finf Tage im Dunkeln oder im Langtag angezogen wurden, zu analysieren.
Als Kontrolle der cDNA-Synthese und zur Uberpriifung eingesetzten RNA-Mengen wurde
Actin2-mRNA amplifiziert.

PSI1 ist ein pflanzenspezifisches Protein

psi1-1 Keimlinge hatten kirzere Hypokotyle und Wurzeln. Die Sensitivitat
gegentber PSK-a war reduziert. PSI1 kénnte eine mégliche Komponente des
PSK-Signalweges sein und sollte naher charakterisiert werden. Das Protein ist
657 Aminosauren lang und besitzt eine vorhergesagte N-terminale
Myristoylierungsstelle (Abbildung 6) und kdnnte an der Plasmamembran oder
anderen Membranen lokalisiert sein. Das Glyzin an zweiter Aminosaurestelle ist
essentiell fir die Myristoylierung. Durch die Veresterung eines Myristats an das
Glyzin kann das Protein an einer Membran wie der Plasmamembran verankert
werden (Resh, 2004). Charakteristische Merkmale fir eine mdgliche
Myristoylierung sind auBerdem ein Cystein an vierter oder flnfter

Aminosaureposition, ein Asparagin an vierter Aminosaurestelle, ein Serin an
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Position sieben und beziehungsweise oder ein Prolin an Position neun (Boisson
et al., 2003). Die Analyse der PSI1 Sequenz zeigte, dass PSI1 an Position zwei
ein Glyzin und an Position finf ein Cystein aufweist (Abbildung 6). Eine
Myristoylierung und damit eine Lokalisation an Membranen waren damit
zumindest mdglich. Lokalisation an der Plasmamembran wurde beispielsweise
fiir die Ca®**-abhangige Proteinkinase CPK3, die ebenfalls eine N-terminale
Myristoylierungsstelle aufweist, gezeigt (Mehlmer et al., 2010). PSI1 weist
auBerdem eine DUF668 (domain of unknown function 668) auf. Uber eine
mdgliche Funktion dieser Doméne gibt es keine Informationen. Uber PSI1
liegen in den Datenbanken keine Informationen Uber mdgliche biochemische
Funktionen oder bereits in der Literatur beschriebene Doméanen vor. An Hand
von Datenbankrecherchen wurde nach homologen Proteinen aus anderen
Spezies gesucht. Uber eine BLASTp Suche wurden sowohl in mono- als auch
in dikotylen Pflanzen PSI1 Homologe zu der Sequenz gefunden, die aus
Arabidopsis identifiziert wurde (Abbildung 5). Bei der Ahnlichkeit wurde eine
Grenze von 50% flr die Sequenzibereinstimmung definiert. Die identifizierten
Proteine aus Ricinus communis, Vitis vinifera, Populus trichocarpa, Oryza
sativa und Zea mays weisen alle eine vorhergesagte N-terminale
Myristoylierungsstelle auf. Die Sequenzen haben eine ldentitat zu PSI1 aus
Arabidopsis zwischen 63,9% und 74%. Aus tierischen Organismen und
Mikroorganismen wurden keine PSI1 Sequenzen identifiziert. PSI1 ist ein
pflanzenspezifisches Protein. Aus dem Moos Physcomitrella patens wurde ein
PSI1 homologes Protein in den Datenbanken gefunden. Diesem fehlt die
vorhergesagte N-terminale Myristoylierungsstelle (Abbildung 6) und weist eine
Identitat von 40,2% zu PSI1 aus Arabidopsis auf. AuBerdem hat PSI1 aus
Physcomitrella einen verkirzten N-Terminus. Des Weiteren wurden zwei
homologe Proteine aus dem Arabidopsis-Genom identifiziert. Diese weisen eine
Identitat von 40% und 50,4% zu PSI1 aus Arabidopsis auf.
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Abbildung 6: Sequenzvergleiche von PSI1, PSI2 und PSI3 aus Arabidopsis mit
potentiellen PSI1 Proteinen aus anderen mono- und dikotylen Pflanzen und aus dem
Moos Physcomitrella patens. |dentische Aminosduren sind schwarz, Aminosduren mit
ahnlichen chemischen Eigenschaften grau unterlegt. Als Grenze fiir die Uberstimmung wurden
50% angenommen. Rote Striche markieren die Sequenz der vorhergesagten
Myristoylierungsstellen und die Sequenzen der DUF668. Die Myristoylierungsstelle wurde nach
Nagasaki et al. (2008) markiert. At Arabidopsis thaliana (NP_174692.1, NP_564362.1,
NP_680154.2), Rc Ricinus communis (XP_002534019.1), Vv Vitis vinifera (XP_002266039.1),
Pt Populus trichocarpa (XP_002327227.1), Os Oryza sativa (EEC71888.1), Zm Zea mays
(ACR35631.1), Pp Physcomitrella patens (XP_001762417.1).
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PSI1 ist im Cytoplasma lokalisiert

PSI1  besitzt eine vorhergesagte N-terminale Myristoylierungsstelle.
Myristoylierung ist eine post-translationale Modifikation am Glyzin an der
zweiten Aminosaurestelle, was zur Verankerung des Proteins an einer
Membran wie der Plasmamembran flhren kann (Resh, 2004). Es sollte
untersucht werden, ob die vorhergesagte Myristoylierungsstelle essentiell flr
die Lokalisation und die Funktion von PSI1 ist. Dafir wurde PSI1 unter der
Kontrolle eines 35S-Promotors C-terminal an ein Fusionsprotein gekoppelt und
das Konstrukt 35S:PSI1-YFP transient in Mesophyllprotoplasten transformiert
(Abbildung 7).

YFP Durchlicht Uberlagerun

35S:PSI1-YFP

35S:PSKR1-YFP

35S:PSKR2-YFP

Abbildung 7: PSI1 ist im Cytoplasma lokalisiert. Um PSI1, PSKR1 und PSKR2 subzellular
lokalisieren zu kénnen, wurden Mesophyllprotoplasten aus Arabidopsis transient transformiert.
Subzellulare Lokalisation von A PSI1 tber 35S:PSI1-YFP B PSKR1 lber 35S:PSKR1-YFP und
C PSKR2 liber 35S:PSKR2-YFP. Die Bilder wurden am CLSM aus 4 bis 10 Einzelbildern
zusammengesetzt. Die Balken entsprechen 5 pm.
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Die Ergebnisse zeigten eine subzellulare Lokalisation von PSI1 im
Cytoplasma. Die transient mit PSI1 transformierten Protoplasten wurden
auBerdem fir 20 bis 60 Minuten mit PSK-o inkubiert. Es wurde keine
Veranderung der Lokalisation von PSI1 beobachtet (Daten nicht gezeigt). Es
war kein Signal an der Plasmamembran detektierbar. PSI1 wurde auBerdem
unter der Kontrolle eines Ubiquitin Promotors C-terminal an ein Fusionsprotein
gekoppelt und das Konstrukt Ubi:PSI1-GFP stabil in Pflanzen exprimiert. Es
wurden drei Linien selektiert, die resistent gegen das Antibiotikum Kanamycin
waren. Keine der Linien zeigte ein spezifisches GFP-Signal, so dass Uber die
Analyse der Ubi:PSI1-GFP Pflanzen keine weiteren Ruickschlisse auf die
subzellulare Lokalisation von PSI1 gezogen werden konnten (Daten nicht
gezeigt). Die Analyse der LRR Rezeptorkinasen PSKR1 und PSKR2 Uber
transiente Expression von 35S:PSKR1-YFP und 35S:PSKR2-YFP in
Mesophyllprotoplasten  zeigte  Lokalisation ~ hauptsachlich  an  der
Plasmamembran (Abbildung 7B, C).

Die Myristoylierungsstelle ist nicht essentiell fiir die Funktion von PSI1

Aus der Mutantenkollektion des Salk-/nstitute (La Jolla, Kalifornien, USA) stand
keine zweite T-DNA-Insertionslinie fur PSI1 zur Verflgung. psi1-1 wurde
deshalb mit einem PS/1ox Konstrukt komplementiert. Dazu wurde PS/1ox unter
der Kontrolle des 35S-Promotors in den psi1-1 Hintergrund transformiert.
AuBerdem sollte die Funktion der vorhergesagten N-terminalen
Myristoylierungsstelle von PSI1 untersucht werden. Dazu wurde ein
Aminosaureaustausch am ersten Glyzin vorgenommen und dieses durch Alanin
ersetzt, da das Glyzin an zweiter Aminosaureposition essentiell fir die
Myristoylierung von Proteinen ist. Das PS/10xs_.4 Konstrukt wurde ebenfalls in
den psi1-1 Hintergrund transformiert. Die komplementierten Linien wurden
PSl1ox/psi1-1 und PSI1oxg_4/psi1-1 genannt und die Expression von Wildtyp-
beziehungsweise mutierten PSI1-Sequenzen Uber RT-PCR nachgewiesen
(Abbildung 8A). Es wurde in den PSI1ox/psi1-1 und PSIl1oxg_.a/psi1-1 Linien
keine Uberexpression von PS/1 nachgewiesen, obwohl PSI1 und PSI1s_,4 unter
der Kontrolle eines konstitutiven Promotors im psi7-1 Hintergrund

Uberexprimiert wurden (Abbildung 8A).
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Abbildung 8: Hypokotyle und Wurzeln von Keimlingen der komplementierten Linien
PSl1ox/psi1-1 und PSl1oxg_A/psi1-1 sind so lang wie die des Wildtyps. Arabidopsis-
Keimlinge wurden fur finf Tage auf Platten ohne (blauer Balken) oder mit (oranger Balken) 1
UM PSK-a im Dunkeln (B) beziehungsweise im Langtag (C) angezogen. A PSI1 Transkripte
sind sowohl in PSI1ox1/psi1-1 als auch in PSI10x15_4/psi1-1 nachweisbar. mMRNA von Wildtyp,
PSI101-3x/psi1-1 und PSl/1oxg_A/psil-1 wurde revers transkribiert und PS/7T mit
genspezifischen Oligonukleotiden amplifiziert. Als Kontrolle wurde Actin2-mRNA amplifiziert. Es
sind im Vergleich die B Mittelwerte (+SE) der Hypokotyllangen und der C Mittelwerte (+SE) der
Wourzellangen von Wildtyp (WT), PSI/1ox1-3/psi1-1 und PSl1s—x0x1/psi1-1 gezeigt.
Hypokotylldangen [mm] wurden von n = 198 Keimlingen und Wurzelldngen von n = 75
Keimlingen in drei unabhangigen Experimenten bestimmt. B, C Es wurde jeweils eine ANOVA
(Tukey Test) durchgefihrt (P<0,001). Signifikante Unterschiede sind durch unterschiedliche
Buchstaben kenntlich gemacht. C Zwischen Kontrolle und Behandlung wurde ein zweiseitiger t-
Test (P<0,001) durchgeflihrt und signifikant unterschiedliche Werte innerhalb der Genotypen
durch Sternchen gekennzeichnet.

135



Kapitel 5

Um zu untersuchen, ob das reduzierte Hypokotyl- und Wurzelwachstum
der psi1-1 Keimlinge durch Uberexpression von PSI1 beziehungsweise
PSI1-.4 restauriert werden kann, wurden PS/1ox/psi1-1 und PSI1ox16_.4/psi1-
1 Keimlinge hinsichtlich ihres Hypokotyl- und Wurzelwachstums im Vergleich
zum Wildtyp analysiert (Abbildungen 8B, C). Das Hypokotyl- und
Wourzelwachstum von drei unabhangigen PS/1ox/psi1-1 Linien konnte durch
Uberexpression von PSI1 zum Wildtyp Phénotyp restauriert werden, da die
Hypokotyl- und Wurzellangen im Vergleich zum Wildtyp statistisch nicht
signifikant unterschiedlich waren. Auch die Responsivitat der PS/1ox1/psii-1
und PSl1ox2/psi1-1 Wurzeln gegenlber PSK-o konnte zu Wildtyp-Niveau
restauriert werden. In PSI10x3/psi1-1 war der PSK-Effekt mit 6% im Vergleich
zu 20% im Wildtyp geringer. Analysen von PSl1ox1s.4/psi1-1 Keimlingen
zeigten, dass auch durch PSI/15.4 die Hypokotyl- und Wurzellangen zum
Wildtyp-Phanotyp restauriert werden konnten. PSK-a férderte das
Wurzelwachstum in PSl1ox1g_4/psi1-1 um 17% im Vergleich zu 20% im
Wildtyp (Abbildung 8B, C). Obwohl die Myristoylierungsstelle mutiert war,
verhielten sich PSI1ox154/psi1-1 Keimlinge wie der Wildtyp.

PSI1 kénnte eine Komponente des PSK-Signalweges sein

Die T-DNA-Insertionsmutanten flir die PSK Rezeptorgene PSKR1, pskr1-3, und
fur PSI1, psi1-1, zeigten ahnliche Phéanotypen. Keimlinge hatten kirzere
Hypokotyle und Wurzeln. Wurzeln waren weniger responsiv gegentber PSK-o.
Um zu untersuchen, ob PSKR1, PSKR2 und PSI1 in ein und demselben
Signalweg eine Rolle spielen, wurde pskr1-3 beziehungsweise pskr2-1 mit psii-
1 gekreuzt. AuBerdem wurde eine Dreifachmutante pskri-3/pskr2-1/psii-1
erzeugt. Doppelt beziehungsweise dreifach heterozygot getestete Pflanzen
wurden bis zur Samenreife angezogen und aus den Folgegenerationen wurden
reinerbige Pflanzen selektiert. AnschlieBend wurde Uber RT-PCR der Knockout
der entsprechenden Gene nachgewiesen (Abbildung 9A). Das Wurzelwachstum
der Keimlinge und ihre Responsivitat gegeniiber PSK-o wurden analysiert
(Abbildung 9B). pskr1-3 und pskr2-1 Keimlinge hatten um 41%
beziehungsweise 8,4% kirzere Wurzeln als der Wildtyp, wahrend das
Wachstum der psi1-1 Wurzeln um 18% reduziert war. Wurzeln von pskri-
3/psi1-1 Keimlingen waren um 35% kirzer als die des Wildtyps. Die
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Wourzellange von pskri-3/psi1-1 wurde durch PSK-a signifikant geférdert. Die
Effekte des Knockouts beider Gene waren nicht additiv. Es handelte sich um
einen teilweise intermediaren Phanotyp. pskr2-1/psi1-1 Wurzeln waren um
21,4% kirzer und das Wurzelwachstum wurde durch PSK-a signifikant
gefordert. Es handelte sich ebenfalls nicht um einen additiven Phéanotyp. Das
Wachstum der pskr1-3/pskr2-1/psi1-1 Dreifachmutante war um 22% reduziert
und wurde durch PSK-o wie in der pskri-3/pskr2-1 Doppelmutante nicht
signifikant geférdert. Es handelt sich wie bei der Doppelmutante pskri1-3/pskr2-
1/psi1-1 um einen teilweise intermediaren Phanotyp.
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Abbildung 9: Wurzeln von pskr1-3/psi1-1, pskr2-1/psi1-1 und pskri-3/pskr2-1/psi1-1
Keimlingen sind kiirzer im Vergleich zum Wildtyp. Arabidopsis-Keimlinge wurden fir flnf
Tage auf Platten ohne (blauer Balken) oder mit (oranger Balken) 1 uM PSK-a im Langtag
angezogen. A Die mRNA aller Genotypen wurde revers transkribiert und PSI1, PSI2, PSI3,
PSKR1 und PSKR2 mit genspezifischen Oligonukleotiden amplifiziert. In den Mutanten waren
die entsprechenden Transkripte nicht detektierbar. Als Kontrolle wurde Actin2-mRNA
amplifiziert. Es sind die B Mittelwerte (£SE) der Wurzellangen von Wildtyp (WT) und pskri1-3,
pskr2-1, pskri-3/pskr2-1, psil-1, psi2-1, psi3-1, pskri-3/psi1-1, pskr2-1/psi1-1 und pskri-
3/pskr2-1/psi1-1 gezeigt. Es wurden Wurzellangen [mm] von n = 43 Keimlingen in jeweils drei
unabhangigen Experimenten bestimmt. Es wurde eine ANOVA (Tukey Test) durchgefiihrt
(P<0,001). Signifikante Unterschiede sind durch unterschiedliche Buchstaben kenntlich
gemacht. Innerhalb der Genotypen wurde ein zweiseitiger +-Test (P<0,001) zwischen Kontrolle

und Behandlung durchgefiihrt und signifikant unterschiedliche Werte durch Sternchen markiert.
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In Arabidopsis gibt es zwei homologe Proteine zu PSI1

Die Analysen haben gezeigt, dass psi1-1 Keimlinge kirzere Wurzeln und
Hypokotyle im Vergleich zum Wildtyp hatten und die Responsivitat der Wurzeln
gegeniber PSK-a verringert war. Da die Sensitivitat gegentiber PSK-a nicht
vollstdndig ausgeschaltet war, kdnnten homologe Proteine eine redundante
Funktion im PSK-Signalweg haben. Daher wurde ein BLASTp durchgefiihrt, um
zu untersuchen, ob PSI1-Homologe im Arabidopsis-Genom vorkommen. Es
wurden zwei homologe Proteine identifiziert. At1g30755 und At5908660 wiesen
eine Identitdt von 40% beziehungsweise 50,4% auf. FUr die weitere
Vorgehensweise wurde At1g30755 im Folgenden PSI/2 und At5g08660 PSI3
genannt. In Abbildung 6 sind Sequenzvergleiche von PSI1 mit PSI2 und PSI3
gezeigt. PSI2 und PSI3 haben untereinander eine ldentitdt von 34% und
besitzen wie PSI1 eine vorhergesagte N-terminale Myristoylierungsstelle. Um
zu untersuchen, ob PSI2 und PSI3 ebenfalls eine Rolle im PSK-Signalweg
spielen kdénnten, wurden Knockout Linien fir PSI2 und PSI3 identifiziert
(Abbildung 9) und das Wurzelwachstum und die Responsivitat der Wurzeln
gegenlber PSK-a bestimmt. psi3-1 Wurzeln verhielten sich wie die des
Wildtyps. Lange und Sensitivitdt der Wurzeln gegeniiber PSK-a waren nicht
verandert. Die Wurzellange von psi2-1 Keimlingen war im Vergleich zum
Wildtyp nicht reduziert, aber die Wurzeln reagierten nicht auf PSK-a. Diese
Ergebnisse kénnten ein Hinweis darauf sein, dass PSI2 mdglicherweise eine

Rolle im PSK-Signalweg spielt.
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Diskussion

PSI1 kénnte eine Komponente des PSK-Signalweges sein

Im Vergleich zu tierischen Organismen ist in Pflanzen wenig Uber die
Signalwege bekannt, Uber die Peptide wirken. Systemin wurde als das erste
pflanzliche Peptid erst 1991 beschrieben (Pearce et al., 1991). Viele
Signalmolekile in Saugetieren wie Neurotransmitter, Hormone und
Wachstumsfaktoren sind Peptide, die eine Vielzahl von zelluldren Prozessen
regulieren (Butenko et al., 2009). In Pflanzen induziert das disulfatierte
Pentapeptid PSK-a die Proliferation von Suspensionszellen, die in geringer
Dichte wachsen (Matsubayashi et al., 2006). PSK-a reguliert in planta die
Streckung der Zellen von Wurzeln und Hypokotylen (Kapitel 1; Kapitel 4). Das
Wachstum der Wurzel wird in Arabidopsis thaliana tber die beiden bekannten
PSK Rezeptoren, PSKR1 und PSKR2, reguliert (Amano et al., 2007; Kapitel 1).
Uber PSKR1 wird das Hypokotylwachstum kontrolliert (Kapitel 4). Neben dem
Liganden-Rezeptor-Paar PSK-o/PSKR sind keine weiteren Komponenten des
PSK-Signalweges bekannt.

Die Analyse von Mutationen ist einer der effektivsten Wege, um die
Funktion von Genen zu untersuchen. Uber loss-of-function und gain-of-function
Techniken konnten einige Proteine identifiziert werden, die miteinander
interagieren oder in ein und demselben Signalweg eine Rolle spielen (Kuromori
et al., 2009). Durch einen Ansatz, bei dem nach zwergwichsigen Pflanzen
gesucht wurde, wurde das Liganden-Rezeptor-Paar CLV3/CLV1 identifiziert
(Jun et al., 2008). In dieser Arbeit wurde mit Hilfe der Datenbank CressExpress
(Srinivasasainagendra et al., 2008) nach Genen gesucht, die mit den PSK
Rezeptorgenen PSKR1 und PSKRZ2 koexprimiert sind. Durch die Analysen
wurden sieben Gene identifiziert, die fir Proteine kodieren, die in die
Signaltransduktion involviert sein kdnnten. Es wurden Knockout Linien fir diese
Gene auf Wurzel- und Hypokotylphanotypen hin untersucht. psif-1 Keimlinge
wiesen einen ahnlichen Phanotyp wie die PSKR1 T-DNA-Insertionslinie pskr1-3
auf. psi1-1 Hypokotyle und Wurzeln waren kirzer und die Responsivitat der
psi1-1 Wurzeln gegeniber PSK-a war leicht reduziert. Die Wurzeln waren nur
um 14% im Vergleich zu 20% im Wildtyp langer. Der Phanotyp konnte durch die
Komplementation mit PS/71 im psi1-1 Hintergrund vollstandig restauriert werden,
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da Hypokotyle und Wurzeln genauso lang wie die des Wildtyps waren. Der
Phanotyp von psi1-1 war damit auf den Knockout von PSI1 zurlickzufihren.
PSI1 Transkripte wurden wie auch PSKR1 Transkripte im Hypokotyl und in
Wurzeln von Keimlingen nachgewiesen, wie es durch die Koexpressionsdaten
vorhergesagt wurde. PSI1 kénnte damit eine mégliche Komponente des PSK-
Signalweges sein. PSI1 wurde deshalb etwas naher charakterisiert.

Das Hypokotyl- und Wurzelwachstum von Arabidopsis Keimlingen hangt
nicht von einer N-terminalen Myristoylierung von PSI1 ab

PSI1 ist ein Protein mit unbekannter Funktion. Das Protein weist neben einer
vorhergesagten N-terminalen Myristoylierungsstelle eine DUF668-Doméane
(domain of unknown function 668) auf. Die Responsivitat von psi7-1 Wurzeln
gegenltber PSK-a war leicht reduziert, aber nicht vollstandig ausgeschaltet. Es
wurde vermutet, dass homologe Proteine mit redundanter Funktion in
Arabidopsis existieren. Uber eine BLASTp Suche wurden die homologen
Proteine PSI2 und PSI3 mit einer Identitdt von 40% beziehungsweise 50,4%
identifiziert. Diese kdnnten mdglicherweise zusammen mit PSI1 am PSK-
Signalweg beteiligt sein.

Die zwei Mitglieder der MIR159 (MicroRNA 159) Familie, miR159a und
miR159b, regulieren eine Familie der GAMYB-ahnlichen Transkriptionsfaktoren
mit sieben Mitgliedern (Allen et al., 2007). Wahrend die Einzelmutanten mir159a
und mir159b keinen Phanotyp zeigen, hat die Doppelmutante mir159ab
pleiotrope morphologische Defekte. Dies ist ein Hinweis darauf, dass MIR159a
und MIR159b funktionell redundante Proteine sind (Allen et al., 2007). Die MTA
(5"-Methylthioadenosin) Nukleosidase ist ein Enzym des Yang-Zyklus und wird
in Arabidopsis durch zwei Gene, MTN1 und MTNZ2, kodiert (BUrstenbinder et al.,
2010). MTN1 macht ungefahr 80% der MTN-Aktivitdt aus. mitn1 Mutanten
haben ein reduziertes Wachstum, wahrend mtn2 Pflanzen keinen Phéanotyp
zeigen. Die Doppelmutante mtn1-1/mtn2-1 ist steril (Blrstenbinder et al., 2010).
PLT1, PLT2 und PLT3 (Plethora) kodieren fur Transkriptionsfaktoren mit einer
AP2-Doméane. Wahrend von den Einzelmutanten nur plt3 leicht verkirzte
Wurzeln im Vergleich zum Wildtyp aufweist, hat die Doppelmutante pltiplt2
stark verklrzte Wurzeln und die Dreifachmutante plt1plt2plt3 gar keine Wurzeln
(Aida et al., 2004; Galinha et al., 2007). Da die PSK-Antwort in psi1-1 Wurzeln
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nur leicht reduziert, aber nicht ausgeschaltet war, wurde vermutet, dass PSI2
und PSI3 redundante Funktionen haben kénnten. Um dies untersuchen zu
kénnen, wurden Knockout Mutanten fir PSI2 und PSI3, psi2-1 und psi3-1,
identifiziert und analysiert. Bei beiden Linien war die Wurzellange nicht
verandert. Die Sensitivitdt der psi3-1 Wurzeln gegeniber PSK-o war im
Vergleich zum Wildtyp nicht reduziert. psi2-1 Wurzeln hingegen reagierten nicht
auf PSK-a. Die PSK-Antwort war vollstindig ausgeschaltet, woraus
geschlossen werden kann, dass PSI2 eine Rolle im PSK-Signalweg spielen
kénnte. Obwohl die Sensitivitat der psi3-17 Wurzeln nicht verandert war, kénnte
auch PSI3 eine Funktion im PSK-Signalweg haben, falls die Aktivitat von PSI2
im Vergleich zu PSI1 und PSI3 geringer ist, wie es auch fur MTN2 im Vergleich
zu MTN1 der Fall ist (BUrstenbinder et al., 2010). Um eine mdgliche Redundanz
der PSI Proteine zu untersuchen, missten Doppelmutanten und eine
Dreifachmutante generiert und analysiert werden. Dazu mussten psi1-1, psi2-1
und psi3-1 miteinander gekreuzt werden. Doppelt homozygote psii-1/psi2-1
Pflanzen sind schwierig zu identifizieren, da PS/1 und PSI2 beide auf
Chromosom 1 lokalisiert sind. Von daher musste eines der Gene Uber andere
Methoden wie RNA-Interferenz (RNAI) ausgeschaltet oder herunterreguliert
werden (Chuang und Meyerowitz, 2000).

Das Protein PMI1 (Plastid Movement Impaired1) ist ein pflanzen-
spezifisches Protein mit unbekannter Funktion, das in Angiospermen
konserviert vorliegt (DeBlasio et al., 2005). Es kénnte in die Calcium-vermittelte
Signaltransduktion involviert sein. In tierischen Organismen wurden keine PMI1
Homologe identifiziert. Neben den PSI1-Homologen aus Arabidopsis wurden
weitere PSI1-Homologe aus Hoéheren Pflanzen identifiziert, die neben
vorhergesagten Myristoylierungstellen auch die DUF668-Domane aufweisen.
PSI1 Gene wurden in Arabidopsis thaliana, Ricinus communis, Vitis vinifera,
Populus trichocarpa, Oryza sativa und Zea mays gefunden. Die Proteine
weisen eine ldentitdt von bis zu 74% zu PSI1 aus Arabidopsis auf. Der
Proteinsequenz aus Physcomitrella patens fehlt die vorhergesagte N-terminale
Myristoylierungsstelle. In tierischen Organismen und Mikroorganismen wurde
keine PSI1 ahnlichen Proteine gefunden. Daraus kann geschlussfolgert werden,
dass es sich bei PSI1 um ein pflanzenspezifisches Protein handelt.

N-terminale Myristoylierung ist eine irreversible post-translationale
Modifikation (Boisson et al., 2003). Dabei wird eine gesattigte C:14 Fettsaure an
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das erste N-terminale Glyzin verestert. Die Modifikation flihrt zur Verankerung
des Proteins an der Plasmamembran oder an anderen Membranen und ist fir
einige pflanzliche Proteine beschrieben. Die N-terminale Myristoylierung ist
essentiell fir die Membranbindung von Thioredoxin h9 (Meng et al., 2010) und
fir die Calcium-abhangigen Proteinkinasen CPK3, CPK6, CPK9 und CPK13
(Benetka et al., 2008). Fiur CPK6, CPK9 und CPK13 wurde in vitro
nachgewiesen, dass sie Substrate flr die N-terminale Myristoylierung durch die
N-Myristoyl Transferase (NMT) sind (Benetka et al., 2008). Die Mutation der
Myristoylierungsstelle fihrt zu einer veranderten Lokalisation der Proteine. Wird
das N-terminale Glyzin durch Alanin ersetzt, sind die Proteine im Cytoplasma
oder im Kern lokalisiert (Benetka et al., 2008; Mehlmer et al., 2010). Die
Funktion der vorhergesagten N-terminalen Myristoylierungsstelle von PSI1 aus
Arabidopsis wurde analysiert. Daflr wurde die Myristoylierungsstelle mutiert
und das erste Glyzin durch Alanin ersetzt. Das PSI/15—40x Konstrukt wurde in
den psi1-1 Hintergrund transformiert. Der psif-1 Phanotyp wurde durch
PSIl1c—a0x im psi1-1 Hintergrund restauriert. Die Ergebnisse zeigten, dass
damit die vorhergesagte Myristoylierungsstelle nicht essentiell flir die Funktion
von PSI1 ist, da das Wachstum der Hypokotyle und Wurzeln mit dem mutierten
PSI1 Protein zu Wildtyp-Langen komplementiert werden konnten. Ob PSI1
tatsachlich myristoyliert wird, kdnnte enzymatisch untersucht werden, indem
PSI1 als Substrat fir die NMT eingesetzt wird (Benetka et al., 2008). Dies
kénnte auch fur die PSI1 homologen Proteine aus Arabidopsis und anderen
pflanzlichen Spezies analysiert werden.

Wird PSK4 aus Arabidopsis konstitutiv Gberexprimiert, sind die Wurzeln
langer. Auch extern appliziertes PSK-o férdert das Wurzelwachstum
(Matsubayashi et al., 2006; Kutschmar et al., 2009). Uberexpression von
PSKR1 flhrt nicht zu einem verstarkten Wurzelwachstum von Arabidopsis
Keimlingen (Matsubayashi et al., 2006). PSKR1 ist nicht limitierend fir den
PSK-Signalweg. PSIT und PSI1s_.4 wurden im psi1-1 Hintergrund unter der
Kontrolle eines 35S-Promotors exprimiert. Sowohl PSI1 als auch PSl1g.a
wurden im Vergleich zum Wildtyp vergleichbar stark exprimiert. Die Expression
war nicht erhdht, wie es bei Uberexpression unter einem konstitutiven Promotor
zu erwarten ware. Dies kdénnte zum einen daran liegen, dass im psi1-1
Hintergrund, in dem PSI1 Expression ausgeschaltet ist, PSI1 zwar exprimiert

wird, dies aber nicht zur Uberexpression fiihrt. Zum anderen kdnnte
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Uberexpression von PSI1 letal sein, wie es auch fir die konstitutive
Uberexpression des RNA-bindenden Proteins UBA2 gezeigt wurde (Kim et al.,
2008). Ob Uberexpression von PSI1 embryoletal ist, kdnnte geklart werden,
indem PSI/1 im Wildtyp-Hintergrund Uberexprimiert wird. AuBerdem kdnnten
Analysen von PSI1 Uberexpressionslinien im Wildtyp-Hintergrund zeigen, ob
PSI1 limitierend fir das Wurzelwachstum von Arabidopsis ist.

Um PSI1 subzellular lokalisieren zu kénnen, wurden Lokalisationsstudien
durchgefihrt. Die transiente Transformation von Mesophyllprotoplasten mit
35S:PSI1-YFP zeigte, dass PSI1 im Cytoplasma lokalisiert ist. Auch die PSK-
Behandlung von Protoplasten, die mit 35S:PSI1-YFP transformiert wurden,
fihrte nicht zu einer veranderten subzelluldren Lokalisation des Proteins. Da die
Plastiden der Protoplasten wahrend der Isolierung und der Transformation
sedimentieren, ist nicht genau zu erkennen, wo im Cytoplasma PSI1 lokalisiert
ist. CRK1 (Calcium-dependent Related Protein Kinase1) aus Tomate wird N-
terminal myristoyliert und ist an der Plasmamembran lokalisiert. Wurden
kritische Aminosauren wie Glyzin und Cystein mutiert, fihrte dies zu einer
cytoplasmatischen Lokalisation des Proteins (Leclercq et al., 2005). Um die
subzellulare Lokalisation von PSI1 in vivo untersuchen zu kdénnen, wurden
Pflanzen stabil mit einem Ubi:PSI1-GFP Konstrukt transformiert. Es wurden drei
resistente Linien selektiert, in denen allerdings keine Fluoreszenz detektiert
wurde. Dies kdnnte zum einen darauf zurlickzufihren sein, dass PSI1, das an
GFP gekoppelt ist, nicht gebildet wird. Zum anderen kénnte PSI1 wenn es C-
terminal an das fluoreszierende Protein gekoppelt ist, falsch prozessiert und in
der Folge abgebaut werden. PSI1 kdnnte auch durch die Fusion mit GFP falsch
modifiziert werden.

Die LRR Rezeptorkinasen RPK2, CLV1 und CLV2 regulieren zusammen
die Ubertragung des CLV3 Signals. rpk2 Pflanzen weisen einen vergleichbaren
Phanotyp wie clv Pflanzen auf. Die Phanotypen von clv1/rok2 und clv2/rpk2
Pflanzen sind additiv, das bedeutet, dass die Phanotypen der Einzelmutanten in
den Doppelmutanten verstarkt werden. Daraus wurde geschlossen, dass die
Ubertragung des CLV3 Signals Gber RPK2 einen unabh&ngigen Signalweg
darstellt (Kinoshita et al., 2010). pskr1-3 und pskr2-1 Pflanzen wurden mit psi1-
1 Pflanzen gekreuzt und doppelt homozygote pskr1-3/psi1-1 und pskr2-1/psi1-1
Keimlinge wurden analysiert. Dartiber hinaus wurde die Dreifachmutante pskri-
3/pskr2-1/psi1-1 in die Untersuchungen mit einbezogen. pskri1-3 und pskr2-1
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Keimlinge hatten um 41% beziehungsweise 8,4% klrzere Wurzeln als der
Wildtyp. Die Léange der psi1-1 Wurzeln war um 18% reduziert. Wurzeln von
pskr1-3/psi1-1 Keimlingen waren um 35% kirzer als die des Wildtyps. Die
Effekte des Knockouts beider Gene waren nicht additiv, da in diesem Fall noch
kirzere Wurzeln als bei pskr1-3 erwartet werden wurden. Es handelte sich um
einen teilweise intermediaren Phanotyp. Die Reduktion der Wurzellange lag
zwischen der Reduktion der Einzelmutanten. Allerdings lasst sich dies nicht
abschlieBend beurteilen, da die Unterschiede teilweise zu gering waren. Die
Wourzellange von pskr1-3/psi1-1 wurde durch PSK-a signifikant geférdert, was
bedeutet, dass die verringerten Sensitivitdten von pskr1-3 und psi1-1 nicht
additiv waren. pskr2-1/psi1-1 Wurzeln waren um 21,4% kirzer und das
Wurzelwachstum wurde durch PSK-a signifikant geférdert. Es handelte sich
ebenfalls nicht um einen additiven Phanotyp. Das Wachstum der pskri1-3/pskr2-
1/psi1-1 Dreifachmutante war um 22% reduziert und wurde durch PSK-o wie in
der pskri-3/pskr2-1 Doppelmutante nicht signifikant geférdert. Es handelt sich
wie bei der Doppelmutante pskr1-3/psi1-1 um einen teilweise intermedidaren
Phéanotyp. Da in keiner der Doppel- oder Dreifachmutanten additive Effekte
vorlagen und die Phéanotypen teilweise intermediar waren, kann daraus
geschlossen werden, dass PSI1 und die PSK Rezeptoren die gleichen
Prozesse beeinflussen kdnnten, die Wachstum regulieren. Da allerdings die
Sensitivitdt der Wurzeln der psi1-1 Keimlinge gegeniber PSK-o nur leicht
reduziert war, kénnte PSI1 einen Signalweg unabhdngig von PSK-a
beeinflussen. Dies Iasst sich nicht abschlieBend beurteilen. Um zu untersuchen,
ob PSI1 im PSK-Signalweg eine Rolle spielt, kdnnten psi1-1 mit tpst-1 Pflanzen
gekreuzt werden. Sollte die Sensitivitat von Wurzeln und Hypokotylen der psi7-
1/tpst-1 Doppelmutante im Vergleich zu tpst-1 reduziert sein, so ware dies ein
weiterer Hinweis darauf, dass PSI1 im PSK-Signalweg eine Rolle spielt.
Allerdings mussten alternative Methoden zum Ausschalten eines der Gene
angewandt werden, da beide Gene auf Chromosom 1 lokalisiert sind. Die
teilweise intermediaren Phanotypen von pskr1-3/psi1-1 und pskri1-3/pskr2-
1/psi1-1 kénnten auch darauf zurlckzufihren sein, dass PSI1 ein negativer
Regulator des PSK-Signalweges ist.

Uber Ko-lmmunoprazipitation und Yeast-Two-Hybrid kénnte analysiert
werden, mit welchen Proteinen PSI1 interagiert und ob diese mdglicherweise an
der Ubertragung des PSK-Signals beteiligt sind. Eine gezielte Analyse der
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Interaktion von PSI1 mit PSKR1 und beziehungsweise oder mit PSKR2 kénnte
damit ebenfalls durchgefihrt werden, allerdings ist diese auf Grund der

unterschiedlichen subzellularen Lokalisation unwahrscheinlich.
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ABSCHLIESSENDE DISKUSSION UND AUSBLICK

Pflanzen verwenden Peptide als Signale, um Wachstum, Entwicklung und
Anpassungen an abiotischen und biotischen Stress zu kontrollieren und zu
koordinieren. Das 18 Aminosauren lange Peptid Systemin ist in die Resistenz
von Tomate gegen Pathogene involviert (Torii, 2004). PSY1, RGFs und PSK-a
sind sulfatierte Peptide, die pflanzliches Wachstum regulieren. Das Glykopeptid
PSY1 férdert die Zellproliferation und -streckung in nanomolaren
Konzentrationen (Amano et al., 2007). Das disulfatierte Pentapeptid PSK-a
wurde als ein Wachstumsfaktor in Pflanzen identifiziert, der die Proliferation von
Spargelzellen férdert, die in geringer Dichte wachsen (Matsubayashi et al.,
1996). PSK Praproproteine werden in Arabidopsis von finf Genen kodiert
(Lorbiecke und Sauter, 2002; Yang et al., 2001). Expression von PSK
Praproproteinen wurde ubiquitéar in Wurzeln, Hypokotylen, reproduktiven
Organen und nach Verwundung in der Pflanze nachgewiesen. Daraus wurde
geschlossen, dass PSK-a in diesen Geweben synthetisiert werden kann
(Kapitel 1 bis 4). Die proteolytische Spaltung des PSK Praproproteins durch
eine Subtilisin Serin Protease wurde flir PSK4 aus Arabidopsis durch
Srivastava et al. (2008) gezeigt. Die Sulfatierung der Tyrosine wird durch eine
Tyrosylprotein Sulfotransferase (TPST) katalysiert (Komori et al., 2009). Das
prozessierte, aktive PSK-a wird von LRR Rezeptorkinasen perzipiert, die an der
Plasmamembran lokalisiert sind (Matsubayashi et al., 2002). In Arabidopsis
kodieren zwei Gene, PSKR1 und PSKR2, fir PSK Rezeptorproteine
(Matsubayashi et al., 2006; Amano et al., 2007). Transkripte und Aktivitat der
Promotoren wurden fir die PSK Rezeptoren in allen untersuchten Geweben
nachgewiesen. Es kann hier nicht nur die Synthese sondern auch die
Perzeption des Pentapeptids stattfinden (Kapitel 1 bis 4). Ob und wie PSK-a in
Pflanzen transportiert wird, ist unklar.

In der Knockout Linie pskr1-1 war das Wachstum von Kallusgewebe, das
aus abgeschnittenen Blattern gewonnen wurde, reduziert. Dies war ein Hinweis
darauf, dass PSKR1 wéahrend regenerativer Prozesse flr die Zellproliferation
bendtigt wird (Matsubayashi et al., 2006). In Kapitel 2 dieser Arbeit wurden
Ergebnisse gezeigt, die darauf hinweisen, dass das PSK-Signal in
Abwehrmechanismen der Pflanze gegen mechanische Verwundung und
bestimmte pilzliche Pathogene involviert ist (Loivamaki et al., 2010). Promotor-
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GUS Analysen zeigten eine erhéhte Aktivitat der Promotoren von PSK2, PSK3
und PSK5 und PSKR1 nach Behandlung mit pathogenen Pilzen oder
Verwundung von Hypokotylen etiolierter Keimlinge und von Blattern. Dartber
hinaus wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass in pskr1-3 und pskr2-1 Pflanzen die
Photosyntheseleistung nach Behandlung mit dem pilzlichen Elicitor E-Fol
verringert war. Die verringerte Photosyntheseleistung war ein Hinweis auf eine
geringere pflanzliche Resistenz gegen Befall durch Pathogene. Die Ergebnisse
zeigen, dass PSK Rezeptoren in die Immunantwort involviert sein kénnten. Die
PSK Rezeptoren sind den LRR Rezeptorkinasen BRI1 und FLS2 strukturell
ahnlich. Es ist denkbar, dass der PSK-Signalweg Ahnlichkeiten mit denen
aufweist, die Uber FLS2 und BRI1 reguliert werden, oder dass die beiden
Signalwege miteinander verbunden sind (Chinchilla et al., 2009).

In dieser Arbeit konnte darlber hinaus gezeigt werden, dass PSK-a
einige Wachstumsprozesse beeinflusst. Dabei wird sowohl die Zellproliferation
als auch die Zellstreckung beeinflusst. Motose et al. (2009) zeigten, dass in
Zinnia elegans die Expression von ZePSK71 nach 24 Stunden erhéht war,
nachdem Blatter fur die Isolierung von Mesophylliprotoplasten in kleine Stlicke
geschnitten wurden. Exogen appliziertes PSK-a flhrte in nanomolaren
Konzentrationen zu einer erhdhten Bildung von Tracheen in Zinnia-Zellkulturen,
die in geringer Dichte wuchsen (Motose et al., 2009). Daraus kann geschlossen
werden, dass PSK-a die Proliferation von undifferenzierten Zellen férdert, wie
es auch schon von Matsubayashi et al. (1996) gezeigt wurde.

Nach Infektion mit Agrobacterium tumefaciens bilden Pflanzen Tumore.
Um zu untersuchen, ob die PSK Rezeptoren eine Rolle beim Wachstum der
Tumore haben, wurde die Tumorbildung in pskr1-3, pskr2-1 und pskr1-3/pskr2-
17 im Vergleich zum Wildtyp untersucht (Loivamaki et al., 2010). pskr1-3
Pflanzen entwickelten im Vergleich zum Wildtyp und zu pskr2-1 kleinere
Tumore. Zellgr6Ben der Tumore von pskri1-3 waren nicht vom Wildtyp zu
unterscheiden. Es wurde geschlussfolgert, dass die Proliferation der Zellen in
den Tumoren hauptsachlich Gber PSKR1 reguliert wird. Die Tumorbildung ist
ein weiterer Prozess, bei dem die Proliferation von undifferenzierten Zellen
beeinflusst wird.

Neben der Proliferation von Zellen férdert PSK-o Prozesse, bei denen
das Wachstum Uber eine erhéhte Zellstreckung geférdert wird. PSK-a reguliert

Hypokotyl- und Wurzelwachstum (Kapitel 1 und 4) und das synchrone
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Wachstum der Staubblatter und der Fruchtknoten (Kapitel 3). In den ersten
zehn Schoten der pskr1-2 und pskr1-3 Pflanzen war die Samenbildung um 50%
reduziert. Dieser Phanotyp war teilweise darauf zurlckzuflhren, dass
Staubblatter und Fruchtknoten, deren Zellen sich in dieser Phase nur noch
strecken und nicht mehr teilen, in pskr1-3 asynchron wuchsen. Die Staubblatter
waren im BlUtenstadium 14, zum Zeitpunkt der Befruchtung, um 360 um kirzer
als der Fruchtknoten. Dies kdnnte die Bestaubung der Blite erschweren und
damit zur reduzierten Samenbildung beitragen. Durch Handbestaubung wurde
die Befruchtungsrate von pskr1-3 um 30% erhOht, was bedeutet, dass der
Transfer des Pollens auf das Stigma limitierend fur die Befruchtung war. Die
Ergebnisse lieBen den Schluss zu, dass PSKR1 wichtig fir die Fertilitdt der
Pflanze ist. Ob auch das Fehlen von aktivem PSK-a zu einer verringerten
Fertilitat fGhrt, kann an tpst-1 Pflanzen untersucht werden, die selbst kein PSK-
o synthetisieren kénnen. Durch diese Analysen lieBe sich klaren, ob PSK-a das
Wachstum von Staubblattern und Fruchtknoten beeinflusst.

Sowohl in Wurzeln als auch Hypokotylen reguliert PSK-a Wachstum tber
eine erhohte Zellstreckung. pskri-3, pskr2-1 und pskri1-3/pskr2-1 Keimlinge
hatten kiarzere Wurzeln im Vergleich zum Wildtyp und die Responsivitat der
Wourzeln der Einzelmutanten gegeniber PSK-a war reduziert (Kutschmar et al.,
2009). In der Doppelmutante forderte PSK-a das Wurzelwachstum nicht.
Daraus kann gefolgert werden, dass Wurzelwachstum (ber beide PSK
Rezeptoren reguliert wird. Kinematische Analysen zeigten, dass das erhdhte
Wurzelwachstum hauptséachlich auf langere Zellen zurlckzufihren war.
AuBerdem kénnte die Interaktion von PSK-a mit anderen Phytohormonen durch
genetische und physiologische Analysen analysiert werden. Zhou et al. (2010)
zeigten, dass die Regulation des Wurzelwachstums durch Cytokinine in
Interaktion mit Auxin reguliert wird. Knockout Mutanten wurden unter anderem
mit Auxin komplementiert. Grundsatzlich kénnte untersucht werden, ob andere
Hormone und PSK-a eventuell auf Ebene von speziellen Signalkomponenten
wie  Transkriptionsfaktoren interagieren. Das  pflanzliche  Hormon
Gibberellinsaure spielt eine Schllsselrolle bei der Kontrolle des AusmafBes von
Zellteilung und der Richtung und des AusmafBes der Zellstreckung (Achard et
al., 2009; Ubeda-Tomas et al., 2008). Der Transkriptionsfaktor SCL3
(Scarecrow-Like 3), der zur Familie der GRAS-Proteine gehért, wirkt als ein

positiver Regulator des durch Gibberellinsdure vermittelten Wurzelwachstums
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(Heo et al., 2011). Die Sensitivitdt von sc/3 Keimlingen gegeniber PSK-o
kénnte analysiert und eine mdgliche Rolle von SCL3 oder weiteren Scarecrow
Transkriptionsfaktoren im PSK-Signalweg untersucht werden. Dariiber hinaus
wdre es interessant zu untersuchen, ob Brassinosteroide und PSK-a
miteinander interagieren. Die Perzeption von Brassinosteroiden erfolgt Gber den
heterodimeren Rezeptorkomplex BRI1-BAK1 (Kim und Wang, 2010). Bei BRI1
und BAK1 handelt es sich wie bei den PSK Rezeptoren um LRR
Rezeptorkinasen. Um zu analysieren, ob die beiden Signalwege sich
Uberschneiden, kdnnte das Wurzelwachstum von bri1, bak1, pskr1 und pskr2
Knockout Keimlingen nach Zugabe von PSK-a und beziehungsweise oder
Brassinosteroiden untersucht werden. Sollten bri1 und pskr1 insensitiv auf PSK-
o beziehungsweise Brassinosteroide reagieren, so ware dies ein Hinweis auf
eine mdgliche Uberschneidung der beiden Signalwege. Dariiber hinaus kdnnten
die Mutanten miteinander gekreuzt werden, um eine Uberschneidung der
Signalwege zu untersuchen.

Hypokotyle von pskri Keimlingen waren kirzer als die des Wildtyps.
Exogen appliziertes PSK-a férderte nicht das Hypokotylwachstum. Von daher
wurde die Hypothese aufgestellt, dass die Konzentration an PSK-a im
Hypokotyl geséttigt ist. Ahnlich wie PSK-a haben auch Brassinosteroide nur
einen geringen Effekt auf das Wachstum des Hypokotyls (Srivastava et al.,
2009). Knockout von Signal- oder Biosynthesegenen des Brassinosteroid-
Signalweges flihrte zu kirzeren Hypokotylen (Vandenbussche et al., 2005).
Auch Gibberellinsaure férdert nicht das Hypokotylwachstum, wahrend ga? und
ga20ox Keimlinge, die keine Gibberellinsdure synthetisieren kénnen, kiirzere
Hypokotyle haben. Die ist ein Hinweis darauf, dass die endogene Konzentration
an Gibberellinsdure bereits gesattigt ist (Cowling und Harberd, 1999; Rieu et al.,
2008). In tpst-1 Keimlingen wird das Hypokotylwachstum durch PSK-o
dosisabhangig ab einer Konzentration von 3 nM PSK-a signifikant Uber eine
erhéhnte Zellstreckung geférdert (Kapitel 3). Wie auch in der Wurzel reguliert
PSK-a das Wachstum auch im Hypokotyl Uber eine erhdhte Zellstreckung. Die
Epidermiszellen des Hypokotyls von ga? Keimlingen sind durchschnittlich halb
so lang wie die des Wildtyps. Auch Gibberellinsdure reguliert das
Hypokotylwachstum Uber eine erhdhte Zellstreckung (Cowling und Harberd,
1999). Die Epidermis wird als die wachstumslimitierende Schicht des
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Hypokotyls diskutiert (Savaldi-Goldstein und Chory, 2008). Hypokotyle von bri1
und bak1 sind im Vergleich zum Wildtyp verkirzt. Das Hypokotyl von H6heren
Pflanzen setzt sich aus wenigen Zellschichten zusammen: Epidermis, Kortex,
Endodermis und Leitgewebe. Savaldi-Goldstein et al. (2007) zeigten, dass
Brassinosteroide Uber die Epidermis das Wachstum des Hypokotyls regulieren.
Wurde BRI1 unter der Kontrolle des epidermisspezifischen Promotors ML1
(Meristem Layer 1) im bri1 Hintergrund exprimiert, war der bri1 Phanotyp
aufgehoben und die Pflanzen entwickelten sich wie der Wildtyp (Savaldi-
Goldstein et al., 2007). Ob der PSK-Signalweg in der Epidermis flir das
Wachstum verantwortlich ist, kénnten zukilinftige Studien zeigen, indem PSKR1
unter der Kontrolle eines Epidermis-spezifischen Promotors im pskri
Hintergrund exprimiert wird. RALFs (Rapid Alkalinization Factors) sind weitere
Peptidwachstumsfaktoren, die  Alkalinisierung  induzieren und das
Wurzelwachstum von Arabidopsis-Keimlingen inhibieren (Pearce et al., 2001).
RALF23 aus Arabidopsis wird durch  Brassinosteroid-Behandlung
herunterreguliert und Uberexpression von RALF23 inhibiert die Streckung des
Arabidopsis-Hypokotyls durch Brassinosteroide (Srivastava et al., 2009). Wie
fur die Wurzel kdnnte durch die Behandlung von bri1, bak1, pskri und pskr2
Knockout Keimlingen mit PSK-a und beziehungsweise oder Brassinosteroiden
analysiert werden, ob PSK-oo und Brassinosteroide zusammen wirken.
AuBerdem kénnten dariiber hinaus Untersuchungen zeigen, ob Uberexpression
von RALF23 auch die Streckung des Arabidopsis Hypokotyls im fpst-1
Hintergrund inhibiert.

Neben Wachstumsprozessen in Wurzeln und Hypokotylen beeinflusst
PSK-a auch die Pollenschlauchorientierung. Da die Pollenschlauche in nicht-
befruchteten Samenanlagen von pskr1-2 und pskri1-3 nicht entlang des
Funikulus wuchsen, scheint PSKR1 far die funikulare
Pollenschlauchorientierung erforderlich zu sein (Kapitel 3). Analysen von tpst-1
Pflanzen, die kein aktives PSK-a synthetisieren kénnen, kdnnten hinsichtlich
ihrer Pollenschlauchorientierung untersucht werden. Sollten diese in ihrer
Orientierung gestort sind, so ware PSK-a oder andere sulfatierte Peptide
limitierend fir die Pollenschlauchorientierung. Um zu untersuchen, ob es sich
um eine gametophytische Wirkung handelt und ob PSK-a im Pollen oder im
Embryosack perzipiert werden muss, kdnnte PSKR1 unter der Kontrolle eines

Embryosack-spezifischen  beziehungsweise  eines Pollen-spezifischen
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Promotors in pskr1 Pflanzen exprimiert werden und untersucht werden, unter
der Kontrolle welchen Promotors pskri Pflanzen zum Wildtyp-Phanotyp
komplementiert werden kénnen. Damit lieBe sich klaren, wo PSKR1 wirkt.

Wie das PSK-Signal Gbertragen wird, ist bisher nicht bekannt, auBer
dass PSK-o von LRR Rezeptorkinasen perzipiert wird. Uber
Koexpressionsanalysen wurden Gene identifiziert, die mit den PSK
Rezeptorgenen koexprimiert sind. Uber die Suche nach bekannten Phénotypen
wurde mit PSI1 ein Protein identifiziert, welches im PSK-Signalweg eine Rolle
spielen konnte. Wie auch pskr1-3 Keimlinge hatten psi1-1 Keimlinge kurzere
Hypokotyle und Wurzeln und die Sensitivitdt der Wurzeln gegentber PSK-o war
reduziert. Um zu untersuchen, ob PSI1 und die beiden PSK Rezeptoren
gemeinsam in einem Signalweg wirken, wurden die Mutanten miteinander
gekreuzt und das Wurzelwachstum und die Sensitivitdit gegenlber PSK-a
analysiert. Die Ergebnisse zeigten, dass die Effekte des Knockouts mehrerer
Gene nicht additiv waren. Die Phanotypen waren teilweise intermediar. Da in
keiner der Doppel- oder Dreifachmutanten additive Effekte vorlagen, kann
daraus geschlossen werden, dass PSI1 und die PSK Rezeptoren die gleichen
Prozesse beeinflussen kénnten, die Wachstum regulieren. Da allerdings die
Sensitivitdt der Wurzeln der psi1-1 Keimlinge gegeniber PSK-o nur leicht
reduziert war, kdnnte es auch sein, dass PSI1 einen Signalweg unabhangig von
PSK-a beeinflusst. Dies lasst sich nicht abschlieBend beurteilen. Die funktionale
Analyse der vorhergesagten N-terminalen Myristoylierungsstelle ergab, dass
die Myristoylierung nicht essentiell flr die Funktion von PSI1 ist. Der psi1-1
Phéanotyp konnte sowohl durch ein PSI/1ox-Konstrukte als auch durch ein
PSI1oxa_g-Konstrukt zum Wildtyp-Ph&notyp komplementiert werden. Analysen
der subzellularen Lokalisation ergaben, dass PSI1 cytoplasmatisch ist und nicht
an der Plasmamembran verankert ist, was zum einen bedeutet, dass das
Protein vermutlich nicht myristoyliert wird und zum anderen, dass PSKR1 und
PSI1 vermutlich nicht direkt miteinander interagieren. Datenbankrecherchen
ergaben, dass es im Arabidopsis-Genom mit PSI2 und PSI3 zwei homologe
Proteine zu PSI1 gibt. Knockout der Gene flhrte bei psi2-1 und psi3-1 nicht zu
einer veranderten Wurzelldnge. Die Sensitivitat der psi3-1 Wurzeln gegeniber
PSK-a war im Vergleich zum Wildtyp nicht reduziert. psi2-1 Wurzeln hingegen
reagierten nicht auf PSK-a. Die PSK-Antwort war vollstdndig ausgeschaltet,
woraus geschlossen werden kann, dass PSI2 eine Rolle im PSK-Signalweg
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spielen kénnte. Obwohl die Sensitivitat der psi3-7 Wurzeln nicht verandert war,
kénnte auch PSI3 eine Funktion im PSK-Signalweg haben, falls die Aktivitat von
PSI2 im Vergleich zu PSI1 und PSI3 geringer ist. Da alle drei PSI Proteine an
der Regulation des PSK-Signalweges beteiligt sein kdénnten, missten
Doppelmutanten und eine Dreifachmutante hergestellt und analysiert werden,
um eine mdgliche Redundanz der PSI Proteine zu untersuchen. Dazu missten
psi1-1, psi2-1 und psi3-1 miteinander gekreuzt werden. Doppelt homozygote
psi1-1/psi2-1 Pflanzen sind schwierig zu identifizieren, da PSI1 und PSI2 beide
auf Chromosom 1 lokalisiert sind. Von daher misste eines der Gene uUber
andere Methoden wie RNA-Interferenz ausgeschaltet oder herunterreguliert
werden (Chuang und Meyerowitz, 2000). Doppel- und Dreifachmutanten
kénnten klaren, ob Knockout mehrerer oder aller PSI Gene zu einem
vollstandigen Ausschalten der PSK-Antwort fihrt und ob die Effekte additiv oder
synergistisch sind. Sollten die Effekte additiv sein und ware die PSK-Antwort
vollstdndig ausgeschaltet, hatten die PSI Proteine redundante Funktion im PSK-
Signalweg. Um zu untersuchen, ob der Knockout von PSI1 dazu fihrt, dass die
Responsivitat von psi1-1/tpst1-1 Hypokotylen gegeniiber PSK-a im Vergleich zu
tpst-1 reduziert ist, kdnnte psi1-1 mit tpst1-1 gekreuzt werden. Diese Analysen
kénnte die Frage klaren, ob PSI1 im PSK-Signalweg eine Rolle spielt. Doppelt
homozygote Kreuzungen von psif-1 mit tpst-1 sind allerdings schwer zu
erzeugen, da beide Gene nah beieinander auf Chromosom 1 liegen. Von daher
musste eines der Gene Uber alternative Methoden ausgeschaltet oder
herunterreguliert werden.

Uber Ko-Immunoprazipitation und Yeast-Two-Hybrid kénnte analysiert
werden, mit welchen Proteinen PSKR1, PSKR2 und PSI1 interagieren. Eine
gezielte Analyse der Interaktion von PSI1 mit PSKR1 und beziehungsweise
oder mit PSKR2 kdnnte damit ebenfalls durchgefiihrt werden, allerdings ist
diese auf Grund der unterschiedlichen subzellularen Lokalisation
unwahrscheinlich. Um weitere Komponenten des PSK-Signalweges zu
identifizieren, kdnnten PSKR1, PSKR2 und die PSI-Proteine unter der Kontrolle
ihrer endogenen Promotoren an Fusionsproteine gekoppelt werden und Uber
Ko-Immunopréazipitation mégliche Interaktionspartner gefunden werden. BRI1
und BAK1 bilden heterodimere Rezeptorkomplexe (Li et al., 2002; Nam und Li,
2002). Um spezifische Aminosduren zu untersuchen, die fir das Ausbilden des
funktionalen Rezeptorkomplexes und die Aktivierung der BAK1 Kinase-Aktivitat
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wichtig sind, wurden verschiedenen Versionen von BAK1 in Pflanzen und Hefe
exprimiert (Yun et al., 2009). Austausch von bestimmten Leuzinen zu Glutamin
fihrten zu einem Verlust der Bindung von BRI1 an BAK1 und Austausch von
Threonin zu Alanin zu einer fehlenden BAK1 Kinase-Aktivitat (Yun et al., 2009).
Ob und mit welchen LRR Rezeptorkinasen PSKR1 Homo- oder Heterodimere
bildet, ist bisher nicht bekannt. Hetero- und Homodimerisierung von PSKR1
kOnnte Uber verschiedene Ansatze mit und ohne Aminosauresaustausch Uber
Yeast-Two-Hybrid und Ko-lmmunoprazipitation analysiert werden. Ebenso
kbnnte versucht werden, Uber Yeast-Two-Hybrid Interaktionspartner von
verschiedenen PSKR1 Proteinen mit mutierten Aminosauren zu detektieren.
Microarrays kdnnten helfen, Transkriptionsfaktoren zu identifizieren, die an der
Regulation des PSK-Signalweges beteiligt sind. Gene, die nach PSK-
Behandlung gewebespezifisch hoch- oder herunterreguliert werden, kdnnten
auf eine mdgliche Funktion im PSK-Signalweg Uber Knockout Mutanten

untersucht werden.
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