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Zusammenfassung/Summary

Zusammenfassung

Nach einer vegetativen Wachstumsphase vollziehen Pflanzen den reproduktiven
Phasenwechsel, durch den bei Rosettenpflanzen wie Arabidopsis thaliana neben dem

Blihen auch Elongation der Internodien und damit des Sprosses induziert wird.

Diese Arbeit charakterisiert die calcium-anhangige Proteinkinase AtCPK28 als
regulatorische Komponente, die die Sprosselongation und vaskuldare Entwicklung
kontrolliert und damit spezifisch zur Pflanzenentwicklung nach dem Umschalten in die
reproduktive Phase beitragt. In zwei unabhangigen Mutanten-Allelen der cpk28 konnte,
spezifisch nach dem Ubergang in die reproduktive Phase, drastische Reduktion der
Sprosselongation beobachtet werden, begleitet von der Verkirzung der Petiolen und
Anthocyanakkumulation. Anatomische Analyse der basalen Sprossinternodien legte ein
verandertes Muster der Sprossanatomie in cpk28 offen, charakterisiert durch Reduktion
trachealer Xylemelemente und gleichzeitig verstarktem sekundédrem Dickenwachstum mit
ektopischer Lignifizierung. Ubereinstimmend wurde in cpk28 erhéhte Expression von
zellspezifischen Aktivatoren des sekundaren Dickenwachstums im Spross beobachtet.
Zusétzlich konnte ein Einfluss der CPK28-Funktion auf den Phytohormonstatus der
Pflanze gezeigt werden. Der cpk28-Phénotyp konnte durch exogene Applikation von
Gibberellinsaure (GA) partiell revertiert werden. Storungen im GA-Metabolismus wurden
durch spezifisch in der reproduktiven Entwicklungsphase reduzierte Expression von
Schlisselenzymen der GA-Biosynthese in cpk28 bestétigt. Erste Analysen zum
Zusammenhang zwischen CPK28 und dem Jasmonsaure-(JA)-Status der Pflanze lassen
verstarkte JA-Signaltransduktion in cpk28 vermuten. Zum einen konnte erhohte
Expression von JA-Markergenen in cpk28 festgestellt werden, zum anderen wurde der
cpk28-Sprosselongationsphéanotyp in  Doppelmutanten durch Aufhebung der JA-
Biosynthese bzw. der JA-Signaltransduktion vollstandig revertiert.

Calcium-abhangige Kinaseaktivitat der CPK28 konnte in vitro bestatigt werden. Aul3erdem
fuhrte Expression der aktiven Kinase im cpk28-Hintergrund zur vollstandigen Reversion
des Entwicklungsphénotyps, wahrend Expression der inaktiven Kinase CPK28-D188A
keine Veradnderung bewirkte. Dies belegt die essentielle Rolle der CPK28 fir die normale
Pflanzenentwicklung.

CPK28-Expression unter den gewebespezifischen Promotoren pSUC2 und pKNAT1, die
Proteinexpression in anderen Geweben vermitteln als in dieser Arbeit fir den CPK28-
Promoter gezeigt, war ebenfalls ausreichend fiir die vollstdndige Komplementation des
cpk28-Phanotyps. Dies lasst vermuten, dass mit Hilfe der CPK28-Aktivitdt méglicherweise

ein mobiles Signal zur Sprosselongation generiert oder weitervermittelt wird.

Vi
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Weiterhin konnte in vivo-Autophosphorylierung der CPK28 an drei Phosphorylierungs-
stellen gezeigt werden. Austausch der jeweiligen Aminosauren fihrte fir zwei der drei
untersuchten Stellen zu reduzierter, weiterhin calcium-abhangiger Kinaseaktivitat in vitro.
Allerdings konnte unabhangig von der in vitro-Aktivitat fir jede der untersuchten
Phosphorylierungsvarianten Komplementation der morphologischen Defekte von cpk28

in vivo beobachtet werden.

AtCPK28 als Regulator der koordinierten Sprosselongation und des sekundaren
Dickenwachstums stellt damit eines der wenigen Beispiele dar, das Calcium-
Signaltransduktion mittels CDPKs direkt mit einem wichtigen, stadienspezifischen

Entwicklungsprozess in Verbindung bringt.

Summary

After a period of vegetative growth plants undergo a developmental switch to the
reproductive phase, inducing flowering and, in plants with a rosette habit like Arabidopsis

thaliana, the transition to bolting and elongation of the inflorescence stem.

This work identified the calcium-dependent protein kinase AtCPK28 as a regulatory
component controlling stem elongation and vascular development, specifically contributing
to plant development after this switch to the generative phase. In two independent mutant
alleles of cpk28, a severe reduction of stem elongation, accompanied by shorter leaf
petioles and enhanced anthocyanin levels, was observed upon the transition to the
reproductive phase. Anatomical analysis of the basal internode of the stem revealed an
altered vascular pattern in cpk28, characterised by fewer xylem tracheary elements and
increased secondary growth and ectopic lignification. Coincident, cpk28 mutants showed
enhanced expression of cell type-specific key activators of secondary growth in the stem.
Additionally, an impact of CPK28 function on the phytohormone status of the plant was
demonstrated. The cpk28 phenotype was patrtially reverted by exogenous application of
gibberellic acid (GA). Disturbances in GA metabolism were confirmed by transcriptional
repression of key regulators of GA homeostasis in cpk28, specifically at later stages of
plant development. First analyses of the influence of CPK28 on the jasmonic acid (JA)
status indicate increased JA signalling in cpk28, since expression of JA marker genes was
enhanced in cpk28 and its shoot elongation phenotype could be fully reverted in double
mutants blocking JA synthesis or JA signalling.

In vitro protein kinase activity of CPK28 was demonstrated to be strictly calcium-

dependent. Expression of active kinase in the cpk28 background led to a complete
Vi
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restoration of the phenotype while inactive protein CPK28-D188A did not, proving the
essential role of CPK28 for plant development.

CPK28 expression under the tissue specific promoters pSUC2 and pKNATL1, driving
protein expression in defined tissues different from the expression pattern conferred by
the CPK28 promoter, was also sufficient for complementation of the phenotype. This
might be due to a mobile signal generated or propagated with the help of CPK28 activity.
Furthermore, CPK28 was phosphorylated in vivo at several sites. Site-specific amino acid
substitutions at two of the three phosphorylation sites resulted in reduced in vitro activity.
However, when introduced into a cpk28 mutant background, all phosphorylation site

variants complemented the morphological and developmental defects.

AtCPK28 as a regulator for coordinated stem elongation and secondary growth represents
one of the few examples directly linking calcium signalling via CDPKs to an important

stage-specific developmental process.
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1. Einleitung

1.1. Signaltransduktion in Pflanzen — Calcium alss  ekundéarer Botenstoff

In einer sich standig verandernden Umwelt missen Pflanzen als sessile Organismen auf
diverse auflere und innere Einflisse reagieren, die sowohl schnelle als auch dauerhaft
anhaltende Adaptationen zur Sicherung des Uberlebens und des reproduktiven Erfolgs
erfordern. Nach Perzeption veranderter Bedingungen wie Lichtverdnderungen,
mechanischer Belastung, biotischer Reize wie Pathogenbefall oder abiotischer
Stressfaktoren wie Kalte oder Salz und auch in der endogenen Phytohormon-
signaltransduktion erfolgt Signalweiterleitung Uber sogenannte sekundére Botenstoffe,
z. B. Calcium, cyclisches AMP (cAMP) oder Wasserstoffperoxid (H,O,), um die
entsprechende  Anpassung auf transkriptioneller, metabolischer und Protein-
expressionsebene zu vollziehen. Dabei stellt Calcium als streng regulierter Botenstoff eine
essentielle Rolle der Spezifizierung der Signaltransduktion dar. Unterschiedliche, klar
definierte cytosolische Calcium-Anstiege, sogenannte Calcium-Signaturen (Webb et al.
1996), mit unterschiedlicher Frequenz, Amplitude, Dauer und zellularer bzw. subzellularer
Lokalisation werden als stimulusspezifische Signaltransduktionsereignisse hervor-
gerufen. Sie resultieren durch Bindung an unterschiedliche Calcium-Sensorproteine in
Verédnderung der Gentranskription oder Proteinphosphorylierung, mit nachfolgender
Modifikation der Proteinexpression und metabolischer Prozesse (McAinsh und Pittman
2009, Dodd et al. 2010, Kudla et al. 2010). In Pflanzen sind drei Klassen dieser calcium-
bindenden Proteine bekannt, die calcium-abhangige Proteinphosphorylierungskaskaden
hervorrufen kénnen, und deren Verteilungsmuster in der Pflanze oder auch Zelle eine
weitere Spezifikation der Signaltransduktion abh&ngig vom Calcium-Stimulus darstellt
(Kudla et al. 2010): zum einen Calmodulin, dessen Signalweiterleitung nach Calcium-
Bindung durch Interaktion mit calcium-calmodulin-abhdngigen Kinasen (CCaMKs)
stattfindet. Einen weiteren Calcium-Sensor stellen CBL-(Calcineurin B-like)-Proteine dar,
deren Calcium-Bindung durch Interaktion mit CBL-interagierenden Proteinkinasen
(CIPKs)  Signaltbertragung  bewirkt.  AufRerdem existieren calcium-abhéngige
Proteinkinasen (CDPKs), die Calcium-Sensor- und Effektorprotein in einem Molekdl
kombinieren (Harper und Harmon 2005, Dodd et al. 2010, Kudla et al. 2010)

1.2. Calcium-abhé&ngige Proteinkinasen

Calcium-abhangige Proteinkinasen, nur in Pflanzen und einigen Apicomplexa wie
Plasmodium oder Toxoplasma bekannt, sind Serin/Threonin-Proteinkinasen, die aufgrund
ihrer Struktur einen Sonderfall der Calcium-Signaltransduktion darstellen, da Sensor- und

Effektordoméane in einem Molekil zusammengefasst sind und somit ohne Interaktions-
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partner oder weiteres Effektorprotein Calcium-Stimuli in Phosphorylierungssignale

umsetzen kénnen (Harper et al. 2004, Harper und Harmon 2005).

1.2.1. Modularer Aufbau der CDPKs

Die Familie der calcium-abhangigen Proteinkinasen ist durch hohe Homologie der
modularen Struktur charakterisiert. Die Anzahl der Isoformen variiert je nach Spezies, fur
Arabidopsis thaliana werden 34 Mitglieder beschrieben (Cheng et al. 2002). Der

konservierte, klassische Aufbau von CDPKs besteht aus drei Doméanen (Abb. 1-1).

CAD
\% K PS CLD
EF EF EF EF
Abbildung 1-1: Struktureller Aufbau von CDPKs: Dargestellt ist die Domanenstruktur mit der N-terminalen

variablen Doméne (V), der Proteinkinase-Doméne (K) und der CDPK-aktivierenden Doméane (CAD), die das
Pseudosubstratsegment (PS) und die C-terminale calmodulin-&dhnliche Domé&ne (CLD) mit normalerweise vier
calcium-bindenden EF-Handen (EF) umfasst. Abbildung entnommen aus Liese und Romeis (2012).

Am N-Terminus des Proteins liegt die variable Doméne, verantwortlich fir die Variabilitat
der zahlreichen Isoformen innerhalb einer Spezies und bei vielen Isoformen mit
Acylierungsmotiven (Myristoylierung und/oder Palmytoylierung zur Membranverankerung)
versehen (Ubersicht in Boudsocq und Sheen 2013). Weiter folgt die hochkonservierte
Serin/Threonin-Proteinkinase-Doméane mit  Substratbindungsstelle und ATP-
Bindungsstelle im aktiven Zentrum. Die dritte Doméne stellt die CDPK-aktivierende
Doméne (CAD) dar, die eine autoinhibitorische Pseudosubstrat-Region (vormals oft als
eigene Domane beschrieben) und die calcium-bindende Doméne (CLD = Calmodulin-like
domain) mit vier EF-Hand-Motiven umfasst (Cheng et al. 2002, Liese und Romeis 2012).
Die paarweise arbeitenden EF-Hand-Motive (N-terminale bzw. C-terminale EF-Hand-
Schleife) zeigten in verschiedenen Untersuchungen unterschiedliche Calcium-Affinitaten
(Rutschmann et al. 2002, Christodoulou et al. 2004). Eine unterschiedliche Funktion der
jeweiligen Paare in der Calcium-Abhangigkeit der Kinaseaktivitat konnte bestétigt werden
(Franz et al. 2011).

1.2.2. Biochemische Aktivierung der CDPKs

Das gangige Modell der CDPK-Aktivierung beinhaltet eine duale Regulierung einerseits
durch Calcium-Bindung und eine dadurch hervorgerufene Konformationsédnderung des
CDPK-Molekils, zum anderen regulatorische Einflisse durch Auto- bzw. Trans-
Phosphorylierungsereignisse (Liese und Romeis 2012). Ebenso werden weitere
Mechanismen wie Phospholipid-Bindung und Interaktion mit 14-3-3-Proteinen als
regulatorische Komponenten diskutiert (Klimecka und Muszynska 2007, Lachaud et al.
2013).
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1.2.2.1. Aktivierung durch Calcium-Bindung

In vitro-Analysen liel3en schon lange auf eine inaktive CDPK-Konformation bei basalem
Calcium-Level im Cytoplasma (100 — 200 nM) schlie3en, in der die Phosphorylierungs-
aktivitdat durch Bindung des Pseudosubstratsegments an das aktive Zentrum der
Kinasedomane unterbunden ist (Harper et al. 2004). Calcium-Bindung des C-terminalen
EF-Hand-Paars auch im inaktiven Zustand der Kinase wurde aufgrund dessen hoher
Calcium-Affinitat diskutiert (Christodoulou et al. 2004). Bei stimulus-induziertem Anstieg
des Calcium-Pegels im Cytosol wird durch Calcium-Bindung an das N-terminale EF-
Hand-Paar eine Konformationsédnderung hervorgerufen, welche die Autoinhibition durch
Entfernen des Pseudosubstratsegments vom aktiven Zentrum aufhebt und
Substratbindung und —phosphorylierung ermdglicht (Harper et al. 2004, Harper und
Harmon 2005). Kristallstrukturanalysen sowohl calcium-freier, inaktiver als auch calcium-
gebundener, aktivierter CDPK-Isoformen aus den Apicomplexa Cryptosporidium parvum
und Toxoplasma gondii unterstiitzen und prazisieren diese lange postulierte Theorie der
CDPK-Aktivierung mittels calcium-abhangiger Konformationsénderung (Ojo et al. 2010,
Wernimont et al. 2010, Wernimont et al. 2011).

Trotz groRer struktureller Ahnlichkeit innerhalb der CDPK-Proteinfamilie konnten bei
Verwendung unterschiedlicher in vitro-Substrate einerseits sehr unterschiedliche calcium-
abhéngige Phosphorylierungsaktivitaten festgestellt werden (Curran et al. 2011), zum
anderen wurde aber auch calcium-unabhéngige Substratphosphorylierung gezeigt, die
allerdings in manchen Fallen nur fir spezifische Substrate detektiert werden konnte
(Harper et al. 2004, Boudsocq et al. 2012). Aufgrund der Verwendung von biologisch
meist nicht relevanten Substraten in in vitro-Analysen bleibt die Aussage uber die
tatsachliche Aktivierung und Aktivitat der Kinasen mit ihrem in vivo-Substrat oft spekulativ.
Jedoch verspricht der groRe Technikfortschritt der letzten Jahre hinsichtlich
massenspektrometrischer Methoden zur Phospho-Proteomanalyse zukinftig eine

Erleichterung der Identifikation von in vivo-Substraten.

1.2.2.2. Aktivierung durch Trans- bzw. Auto-Phospho  rylierung

Zusatzlich zur beschriebenen Aktivierung mittels Calcium-Bindung ist seit langem ein
Mechanismus der CDPK-Aktivierung durch Phosphorylierung, sowohl Auto- als auch
Trans-Phosphorylierung durch andere Kinasen Gegenstand von Debatten. Intra-
molekulare Auto-Phosphorylierung wurde fir diverse pflanzliche CDPKs in calcium-
abhangiger Manier gezeigt (Rutschmann et al. 2002, Franz et al. 2011). Fir eine CDPK
aus der Goabohne konnte aber auch calcium-unabhédngige Auto-Phosphorylierung
nachgewiesen werden, welche allerdings calcium-abhangige Substratphosphorylierung

beeintrachtigte (Saha und Singh 1995). Eine Untersuchung rekombinanter CDPKs aus

3
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Arabidopsis ergab diverse in vitro-Auto-Phosphorylierungsstellen an unterschiedlichen
Aminosauren in allen drei Doméanen (Hegeman et al. 2006). In dieser Studie konnten auch
fur rekombinantes CPK28-Protein drei in vitro-Auto-Phosphorylierungsstellen detektiert
werden, ndmlich je ein Serin an Position S228 bzw. S318 innerhalb der Kinase-Doméne
und Serin S495 in der CAD (Hegeman et al. 2006), die im Verlauf dieser Arbeit weiter
untersucht werden. Stimulus-abhangige Auto- und auch Trans-Phosphorylierungs-
ereignisse konnten mit einer funktionalen in vivo-Aktivierung von CDPKs in Tabak
korreliert werden (Romeis et al. 2001, Witte et al. 2010). Hier zeigte sich nach Pathogen-
stimulus ein isoformspezifisches Phosphorylierungsmuster der N-Termini von NtCDPK2
und NtCDPK3, das durch Austausch der beiden N-Termini jeweils auf die andere Isoform
Ubertragen werden konnte und im Rahmen dessen die Auswirkung N-terminaler
Phosphorylierung auf Substratzuganglichkeit und -spezifitat diskutiert wird (lto et al. 2010,
Witte et al. 2010). Generell sind als Auswirkung der Phosphorylierung durch die
Verédnderungen der Protein-Oberflaicheneigenschaften  sowohl die  strukturelle
Stabilisierung des Proteins, Veranderungen der Substratzuganglichkeit, aber auch die
Modifikation der Aktivitat denkbar (Liese und Romeis 2012).

1.2.3. Die CPK-Proteinfamilie in  Arabidopsis

Die Familie der CDPKs in Arabidopsis thaliana (in dieser Spezies CPK genannt)
beinhaltet 34 Isoformen, die aufgrund ihrer Sequenzhomologie vier Untergruppen
zugeordnet werden (Abb. 1-2) (Cheng et al. 2002, Hrabak et al. 2003). Hierbei bildet die
Untergruppe IV mit nur drei Mitgliedern, CPK16, CPK18 und der in dieser Arbeit
untersuchten CPK28 die kleinste  Gruppe mit verhaltnismaRig geringer
Sequenzahnlichkeit sowohl untereinander als auch zu den anderen CPK-Untergruppen.
Ein funktioneller Zusammenhang entsprechend der Sequenzidentitat der CPKs kann nicht
zwangslaufig abgeleitet werden. So gibt es zwar Beispiele nahe verwandter CPKs mit
ahnlicher oder redundanter Funktion wie CPK21 und CPK23 im abiotischen Stress (Franz
et al. 2011) oder CPK17 und CPK34 im Pollenschlauchwachstum (Myers et al. 2009).
CPK4 und CPK11 wird aber beispielsweise neben ihrer Rolle in der Abscisinsdure(ABA)-
abhangigen Signaltransduktion (Zhu et al. 2007) zusatzlich gemeinsam mit den weiteren
nahe verwandten Isoformen CPK5 und CPKG6 eine Rolle im biotischen Stress zugeordnet
(Boudsocq et al. 2010), wobei eben fir letztgenannte Isoformen bislang kein
Zusammenhang mit Regulationsmechanismen bei abiotischen Stressbedingungen
bekannt ist. Auch eine &hnliche Funktion der phylogenetisch relativ entfernten CPK3 bzw.
CPK®6 aus unterschiedlichen Untergruppen in der Regulation von Kanélen in Stomata
(Mori et al. 2006) widerspricht einer zwangsléaufigen Korrelation von Verwandtschaft und

funktioneller Ubereinstimmung der CPKs.
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Abbildung 1-2: Stammbaum der 34 CPKs aus  Arabidopsis thaliana aufgrund Sequenzhomologie. Die
A. thaliana-CPK-Proteinfamilie ist in vier Untergruppen gegliedert, wobei die Astlange des Baumes
proportional zur Sequenzdifferenz der CPKs ist. Die in dieser Arbeit untersuchte CPK28 aus der Untergruppe
IV ist rot markiert. Stammbaum modifiziert nach Cheng et al. (2002).

1.2.4. Biologische Funktionen von CDPKs

Die bisherigen Erkenntnisse zur Funktion von CDPKs, erzielt durch Expressionsanalysen,
phanotypische Untersuchungen von Funktionsverlust- und -gewinnmutanten und in vitro-
und in vivo-Phosphorylierungsexperimente, bestatigen ein breites Aufgabenspektrum als
positive oder negative Regulatoren im Zusammenhang mit schnellen, calcium-abh&ngigen
Adaptationen in Pflanzen. Dabei ist eine einzelne CDPK-Isoform oftmals in
unterschiedliche Prozesse involviert, wobei sowohl das raumliche als auch das zeitliche
Expressionsmuster, und auch die subzelluldare Lokalisation oder die Anwesenheit der
Substrate bzw. Aktivatoren der CDPK eine wichtige Rolle spielen (Liese und Romeis
2012).

Viele unterschiedliche stressinduzierte Vorgange werden durch CDPK-abhangige
Signaltransduktionsprozesse reguliert. So konnte fur unterschiedliche CDPK-
Funktionsverlust- bzw. -gewinnmutanten verbesserte abiotische Stresstoleranz gegenuiber
Salz- oder Trockenstress festgestellt werden (Zhu et al. 2007, Xu et al. 2010, Franz et al.
2011). Auch Kalteinduzierte Anpassungen erfolgen teilweise mittels CDPK-
Signaltransduktionskaskaden. In Reis konnte CDPK-Genexpressionszunahme nach
Kéaltebehandlung gezeigt werden und Uberexpression von OsCDPK7 bzw. OsCDPK13
verlieh Pflanzen gesteigerte Kaltetoleranz (Saijo et al. 2000, Abbasi et al. 2004, Komatsu
et al. 2007). Weiterhin regulieren CDPKs ABA-induzierte Prozesse wie Stomata-

schlieBung oder ABA-abhangige Genexpression. Fir eine Vielzahl von CPKs wurden in
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diesem Zusammenhang Interaktionen mit unterschiedlichen lonenkanalen gezeigt, die in
der calcium-abhangigen Regulation der Schlief3zellenbewegung involviert sind (Mori et al.
2006, Geiger et al. 2010, Geiger et al. 2011, Brandt et al. 2012).

Reaktionen der Pflanzen auf biotische Interaktionen wie zum Beispiel pathogen-induzierte
Aktivierung pflanzlicher Abwehrmechanismen werden ebenso tGber CDPKs vermittelt. So
konnte bei Expression von konstitutiv-aktiver NtICDPK2 in Tabak eine Induktion diverser
Abwehrreaktionen wie Veranderungen in Genregulation und Hormongehalt, Bildung
reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) und gezielte Zelltod-Entwicklung festgestellt werden
(Romeis et al. 2001, Ludwig et al. 2005). Eine ahnliche Funktion fir CPKs konnte auch in
Arabidopsis durch Analysen von Mehrfach-CPK-Funktionsverlustmutanten gezeigt
werden, die reduzierte pathogen-induzierte ROS-Ausbildung aufwiesen (Boudsocq et al.
2010), wahrend Uberexpression von AtCPK1 verbesserte Resistenz gegeniiber
Pathogenbefall verlien (Coca und Segundo 2010). Die von unterschiedlichen CDPKs
induzierten Signalkaskaden zeigen ihre biologische Funktion in der Immunantwort in teils
Uberlappenden, teils unterschiedlichen, hormonellen Regulationsmechanismen zur
Pathogenabwehr (Ludwig et al. 2005, Gao et al. 2013). Fur CPK3 und CPK13 aus
Arabidopsis konnte eine Funktion in der Antwort auf Herbivorangriffe beobachtet werden,
wobei vornehmlich die transkriptionelle Regulation der Abwehrsignaltransduktion durch
diese CPKs bewirkt wird und kein direkter Einfluss auf phytohormon-gesteuerte
Mechanismen gezeigt werden konnte (Kanchiswamy et al. 2010). CDPKs und andere
calcium-abhéngige Kinasen scheinen auch eine Rolle in der symbiotischen Interaktion mit
Mikroorganismen zu spielen, wie Beispiele aus dem Bereich der Leguminosen belegen
(Harper und Harmon 2005). So wiesen beispielsweise Pflanzen mit reduzierter
Expression von MtCDPK1 in Medicago truncatula reduzierte Kolonisation durch

symbiotische Bakterien und Mykorrhiza auf (Ivashuta et al. 2005).

1.2.5. Entwicklungsspezifische CDPKs

Im Gegensatz zu den zahlreichen beschriebenen Funktionen von CDPKs in stress-
induzierten Vorgangen ist weitaus weniger uber calcium-abhangige Signaltransduktion in
Entwicklungsprozessen bekannt. So ist bislang nur wenigen CDPKs eine Funktion in
einem entwicklungsspezifischen Prozess zugeordnet. Beispielsweise fungieren AtCPK17
und AtCPK34 als redundante Regulatoren bei der Ausbildung des Pollenschlauch-
wachstums (Myers et al. 2009). Eine CDPK aus Pharbitis nil zeigte Expressionsinduktion
und Aktivitatssteigerung im Verlauf der Ausbildung der Bliten (Jaworski et al. 2012). Fur
MICDPK1 in Medicago truncatula konnte eine Bedeutung im Wurzel- und

Wurzelhaarwachstum beobachtet werden (lvashuta et al. 2005).
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In den letzten Jahren wurden Hinweise fir die Bedeutung von CDPKs auch in
Mechanismen der Hormon-Signaltransduktion und -Regulation gesammelt, welche
umgekehrt wiederum einen Einfluss auf die Expression oder Aktivitit von CDPKs
darstellen kénnen (Harper und Harmon 2005). So ist beispielsweise die Expression
unterschiedlicher CDPKs aus Reis durch das Wachstumshormon Gibberellinsaure (GA)
induziert (Aboelsaad und Wu 1995, Yang et al. 2003), und fir OsCDPK13 konnte
zusatzlich erhéhte Phosphorylierungsaktivitdt nach Kalte und GA-Behandlung beobachtet
werden (Abbasi et al. 2004). Fur zwei unbekannte Reis-CDPKs wurde GA-abhangige
Aktivierung beobachtet und diese werden in ihrer Funktion unterhalb des GA-bindenden
Phospho-Proteins RuBisCO-Aktivase platziert (Sharma und Komatsu 2002). Auch in der
Aleuronschicht von Gerstenkdrnern wurde der Einfluss von CDPKs auf GA-vermittelte
Antworten gezeigt (Ritchie und Gilroy 1998). In Nicotiana attenuata weisen Pflanzen mit
simultan reduzierter Genexpression von NaCDPK4/5 mittels virus-induziertem Gen-
silencing (VIGS) verminderte Sprosselongation auf. In diesen Pflanzen wurde
Jasmonsaure-(JA)-Akkumulation, damit einhergehende erhdhte Resistenz gegentber
FraBinsekten (Yang et al. 2012a) und eine Storung des GA-Metabolismus beobachtet
(Heinrich et al. 2013). Eine gut untersuchte funktionale Beziehung einer calcium-
abhangigen Proteinkinase mit dem Prozess der GA-Homdostase stellt die
in vivo-Interaktion von NtCDPK1 aus Tabak mit dem bZIP-Transkriptionsfaktor Repressor
of Shoot Growth (RSG) dar. Dieser aktiviert direkt die Gibberellin-Biosynthese und wird
nach GA-abhéngiger Phosphorylierung durch NtCDPK1 und nachfolgender 14-3-3-
Proteininteraktion inaktiviert, womit die RSG-abhangige GA-Biosynthese reprimiert wird
(Ishida et al. 2008). Reduktion der NtCDPK1-Genexpression resultierte in Pflanzen mit
vermindertem Wachstum, abnormaler Zellmorphologie und Zelltod (Lee et al. 2003),
wahrend Pflanzen mit reduzierter RSG-Expression kurzere Internodien und somit
reduzierte Sprosshohe aufwiesen (Fukazawa et al. 2000). NtCDPK1 stellt also einen

negativen Regulator der GA-Homdostase und der GA-Signaltransduktion dar.

1.3. Interaktionsstudien mit CPK28: potentielle Int  eraktoren

Ein Hauptziel in der Charakterisierung von Proteinen ist die Klarung der genauen
zelluldren Funktion und der direkt aus der Proteinaktivitat resultierenden, molekularen
Verédnderungen. Gerade im Falle von Proteinkinasen wie CPK28, deren molekulare
Funktion mit der Phosphorylierung eines in vivo-Substrats eine Interaktion mit anderen
Proteinen voraussetzt, bieten Proteininteraktionsanalysen einen hilfreichen Ansatz zur
Aufklarung dieser zellularen Funktion. Interaktoren fir CPK28 kdnnen entweder Substrate
wie nachgeschaltete Kinasen, Transkriptionsfaktoren oder andere Enzyme sein, deren

Aktivitat oder Konformation mittels Phosphorylierung reguliert wird. Eine andere
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Interaktionsmoglichkeit wére Komplexbildung mit kinase-maodifizierenden Proteinen, wie
vorgeschalteten Kinasen oder Phosphatasen, die die Aktivitat der CPK28 durch (De-)
Phosphorylierung regulieren. Auch Hilfsproteine wie Chaperone oder Hitzeschockproteine
kdnnten als Interaktoren identifiziert werden, die in der Zelle Proteinstabilitdt und/oder
Komplexbildung der Kinase mit vor- bzw. nachgeschalteten Interaktoren unterstiitzen.

Im Labor stehen verschiedene Standardmethoden zur Proteininteraktionsanalyse zur
Verfiigung. Bei vollkommener Unkenntnis der potentiellen Interaktionspartner wie im Fall
von CPK28 bieten sich Hochdurchsatz-Interaktionsstudien an, in denen die Wechsel-
wirkung des Proteins mit einer méglichst vollstandigen Proteinkollektion des Ursprungs-
organismus untersucht wird. Dies ist zum Beispiel im heterologen Hefe-2-Hybridsystem
recht effektiv und schnell méglich, in dem das analysierte Protein als Kdder interagierende
Proteine aus einer cDNA-Kollektion isolieren soll. Hier werden durch spezifische
Proteininteraktion des Koderproteins mit dem Interaktor Teile eines Transkriptionsfaktors
vereinigt und auf bestimmte Genexpression selektiert. Das Prinzip der Zusammenfihrung
zweier Selektionsmarker-Halften durch Proteininteraktion der mit dem Marker fusionierten
Kandidatenproteine liegt auch weiteren Interaktionsanalysen wie dem Split-Ubiquitin-
System zugrunde, und wird in der Pflanzenforschung heutzutage auch auf in vivo-
Interaktionsanalysen in Arabidopsis-Mesophyllzellprotoplasten angewendet (Fujikawa und
Kato 2007, Li et al. 2011).

1.4. Der Entwicklungszyklus von  Arabidopsis thaliana

Der Wachstumszyklus von Arabidopsis thaliana als fakultative Langtagpflanze besteht
aus einer zeitlich beschrankten vegetativen Wachstumsphase, unterteilt in eine juvenile
und adulte vegetative Wachstumsphase. Dieser folgt die generative Phase, in der die
Ausbildung von Bliten und die Fortpflanzung der Pflanze stattfinden. Nach meiotischen
Zellteilungen lauft eine kurze haploide, gametophytische Phase ab, die mit der
Vereinigung von mannlichem und weiblichem Gametophyten in der Fertilisation ihren
Abschluss findet. Entwicklung des Embryo, Samenreifung und -keimung fuhrt zur
Ausbildung des diploiden Sporophyten (Pflanze), der zwei organbildende Meristeme an
entgegengesetzten Enden entwickelt, das Sprossapikalmeristem (shoot apical meristem =
SAM) und das Wurzelmeristem (root apical meristem = RAM). Mit der juvenilen,
vegetativen Wachstumsphase zur Biomassenzunahme beginnt der Lebenszyklus erneut
(Huijser und Schmid 2011).

1.4.1 Der reproduktive Phasenwechsel
Der Ubergang von vegetativem zu generativem Wachstum wird reproduktiver

Phasenwechsel genannt und beinhaltet die Reprogrammierung des vegetativen SAM, im
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vegetativen Stadium fir die Bildung von Blattprimordien und somit der oberirdischen
Organe wie Rosettenblatter verantwortlich, zum Infloreszenzmeristem und spéter zum
Bluhmeristem, nun verantwortlich fir die Ausbildung der Fortpflanzungsorgane, Bliten,
etc. in der reproduktiven Phase (Huijser und Schmid 2011). Dieser Prozess wird
BlUhinduktion genannt und kann durch eine Reihe endogener oder auch externer Signale
hervorgerufen werden. Vier Bluhinduktionswege sind soweit bekannt und genetisch
charakterisiert (Davis 2009). Die Wahrnehmung der Tageslange stellt einen wichtigen
Faktor dar, je nach Spezies wird bei Erreichen der sogenannten induktiven Photoperiode
der molekulare Vorgang der Blihinduktion gestartet. Des Weiteren spielt das
Pflanzenhormon Gibberellin eine wichtige Rolle, bei Wachstum in nicht-induktiver Photo-
periode wurde GA als treibende Kraft der Bluhinduktion identifiziert (Reeves und
Coupland 2001). AuRerdem liefern der Prozess der Vernalisation, einer verlangerten
Kéalteperiode, und der endogene Vorgang der autonomen Bluhinduktion weitere
Mdglichkeiten zum Ubergang in die reproduktive Phase, was weiterhin auch von
Lichtqualitat und Umgebungstemperatur beeinflusst wird (Davis 2009). Die verschiedenen
Wege der Bluhinduktion wirken auf den gleichen bzw. einen uberlappenden Satz an
Effektoren, sogenannten Bluhintegratoren (floral pathway integrators), festgestellt, die
eine Reihe Blihmeristemgene anschalten und somit Reprogrammierung des SAM und die

Ausbildung der reproduktiven Phase initiieren (Amasino und Michaels 2010).

1.4.2. Wachstum in der reproduktiven Phase

Neben der Blihinduktion stellt in Arabidopsis die Induktion der Elongation der ersten
Internodie (bolting) ein wichtiges Charakteristikum des reproduktiven Phasenwechsels dar
(Pouteau und Albertini 2009). Die spezielle Architektur von Pflanzen ist je nach Spezies
genau festgelegt und zeigt eine groRe Vielfalt unterschiedlicher Formen von
Pflanzenkdrpern, entsprechend der Anlage und Anzahl von Blattern, Internodien-
elongation und Bliihzeitpunkt. Arabidopsis thaliana weist beispielsweise in der vegetativen
Wachstumsphase charakteristisches Rosettenwachstum auf, indem die Ausbildung von
Internodien als auch von lateralen Meristemen durch Wechselspiel der fur die
Apikaldominanz verantwortlichen Phytohormone Auxin und Cytokinin verhindert wird
(Durbak et al. 2012). Nach dem Ubergang in die reproduktive Phase jedoch wird schnelle
Elongation der Internodien ermdglicht und laterale Meristeme entwickeln Seitensprosse
und Bluten in einem regularen Spiralmuster entlang der Infloreszenz (Barton 2010). Die
Ausbildung von Internodien und Nodien in Haupt- und Nebensprossen aufgrund des
Zusammenspiels von Apikal- und Seitenmeristemen ist die hauptsachliche Ursache fir
die spezielle Architektur einer Pflanze (Sanchez et al. 2012). Die Verlangerung von

Internodien ist mit der Zellproliferation und —elongation der Rippenzone, Zellen unterhalb
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der zentralen Zone des Apikalmeristems, assoziiert (Fletcher 2002). Im Zuge der
Elongation wird die Stabilitit des Sprosses durch die Ausbildung des sekundaren

Dickenwachstums unterstitzt.

1.4.3. Sekundéares Dickenwachstum

Ein Kennzeichen der reproduktiven Phase ist die Etablierung von sekundarem
Dickenwachstums, ein Prozess des radialen Wachstums und der Verholzung des
Sprosses durch Ausbildung von sekundarer Zellwand in spezifischen Zelltypen.

1.4.3.1. Etablierung des sekundéaren Dickenwachstums

Vermittelt wird das sekundare Dickenwachstum durch das Kambium, ein laterales
Meristem, das in diversen Spezifikationen in unterschiedlichsten Pflanzen zu finden ist
(Du und Groover 2010). Der primare Spross in Arabidopsis ist in Form einer sogenannten
Eustele organisiert (Abb. 1-3A), in der die Leitbundel radial in das parenchymatische
Gewebe im Zentrum des Sprosses eingebettet sind (Sanchez et al. 2012). Vor der
Entwicklung des sekundaren Dickenwachstums findet meristematische Aktivitdt nur
innerhalb der Leitbindel statt, in welchen das faszikuldre Kambium (Prokambium) fur die
Ausbildung von priméarem Xylem und primarem Phloem verantwortlich ist. Diese Gewebe
stellen die Haupttransportachsen zur Versorgung des Pflanzenkdrpers mit Assimilaten
und Wasser dar (Du und Groover 2010). Neben dem Phytohormon Auxin wird eine Klasse
von Transkriptionsfaktoren (HD-ZIPIll = Homdodomane-Leucin-Zipper der Klasse IlI) far

die Ausbildung und Organisation der Sprossanatomie verantwortlich gemacht (Sanchez et
al. 2012).

- . Epidermis Abbildung 1-3: Vergleich
von primarem und

e D Cortex sekundéarem  Arabidopsis -
Sprossquerschnitt.

3 . . Darstellung eingefarbter
81 [ stirkescheide  schnitte durch einen primaren
(A) und sekundaren (B)

% [] Phloem Spross  von  Arabidopsis
; thaliana mit farbiger
Kennzeichnung der

unterschiedlichen
Gewebearten. Modifiziert

nach Sanchez et al. (2012).

Im Verlauf des Wachstums weitet sich die kambiale Aktivitat tber die Leitbindel hinaus
auf die interfaszikulare Region aus, was in einer schlauchartigen Struktur von
meristematischem Gewebe entlang der Sprossachse resultiert (Abb. 1-3B) (Sehr et al.
2010). Kambiale Zellteilung fuhrt nun zu lateralem Wachstum und zur Differenzierung von
sekundarem Xylem (Holz) oder sekundarem Phloem (Borke). Laterales Wachstum kann
in mehrere Hauptprozesse unterteilt werden: Zellproliferation des Kambiums,
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Zellspezifizierung, Zellexpansion, Einlagerung von sekundérer Zellwand und kontrollierter
Zelltod des Xylems (Zhang et al. 2011). Sekundares Xylem ist aus unterschiedlichen
Zelltypen zusammengesetzt: nicht verholzte Xylemparenchymzellen, und zwei Arten
verlangerter Zellen mit verstarkter sekundérer Zellwand, den wasserfiihrenden trachealen
Elementen und hauptséachlich zur Stabilisierung beitragenden sklerenchymatischen

Xylemfasern (Zhang et al. 2011).

1.4.3.2. Sekundéare Zellwandbiosynthese

Entsprechend ihrer Zusammensetzung und Eigenschaften wird zwischen priméarer und
sekundarer Zellwand unterschieden. Parenchymatische Zellen wie die Epidermis oder
Markzellen im Inneren des Sprosses besitzen eine dinne, flexible Zellwand,
hauptséchlich aus den Polysaccharidklassen Cellulose, Hemicellulose und Pektinen
zusammengesetzt. Sklerenchymatische Zellen wie tracheale Elemente und Fasern des
Xylems oder des interfaszikularen Bereichs lagern zur mechanischen Unterstiitzung des
Pflanzenkorpers und Stabilisierung des Transports entlang des Sprosses zusatzlich eine
rigide, sekundare Zellwand zwischen Plasmamembran und priméarer Zellwand ein (Wang
und Dixon 2012). Diese wird erst nach Ende der Zellelongationsphase etabliert und
besteht aus Cellulose, Hemicellulose und Lignin, das in das Polysaccharid-Geflecht
eingelagert wird (Yamaguchi und Demura 2010). Primare und sekundare Zellwande
kénnen aufgrund ihrer Fahigkeit zur Zellexpansion unterschieden werden (Lee et al. 2011)
und Lignindeposition stellt einen klassischen Marker fir die Ausbildung des sekundaren
Dickenwachstums dar (Ehlting et al. 2005).

Neben dem Einfluss diverser Phytohormone wie Auxin, Gibberellin, Cytokinin und
Brassinosteroiden (Elo et al. 2009) auf das sekundare Dickenwachstum stellt die
transkriptionelle  Regulation mittels unterschiedlicher Transkriptionsfaktoren eine
Hauptkomponente der Induktion sekundarer Zellwandsynthese dar (Zhang et al. 2011).
Detaillierte Genexpressionsanalysen identifizierten mehrere Mitglieder der NAC-
(NAM, ATAF, CUC)-Transkriptionsfaktor-Familie  als  zelltypspezifische  Schlissel-
regulatoren der sekundaren Zellwandsynthese (Zhong et al. 2008). Expression dieser
Transkriptionsfaktoren fuhrt zur Anschaltung nachfolgender Transkriptionskaskaden durch
diverse MYB-Transkriptionsfaktoren, die die Biosynthese von Elementen der sekundéren
Zellwand wie Cellulose, Hemicellulose und hauptséachlich Lignin vorantreiben (Wang und
Dixon 2012). Die Transkriptionsfaktoren NAC SECONDARY WALL THICKENING
PROMOTING FACTOR1 (NST1) und NST3 stellen Initiatoren des sekundaren
Dickenwachstums vornehmlich in interfaszikuldaren Fasern und Xylemfasern dar (Mitsuda
et al. 2007), wahrend andere Familienmitglieder gleiche bzw. weitgehend Uberlappende

Transkriptionskaskaden in anderen Geweben hervorrufen. NST1 und NST2 haben
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redundante Funktionen in der sekundaren Zellwandsynthese im Endothecium von
Antheren (Mitsuda et al. 2005), wéhrend VASCULAR-RELATED NAC-DOMAING6 (VND®6)
und VND7 die Differenzierung des Xylems zu trachealen Elementen in Spross und Wurzel
vorantreiben (Wang und Dixon 2012). Funktionsverlust dieser Gene fihrte nur bei
Mehrfachmutanten zur Reduktion der sekundaren Zellwandsynthese, was auf Redundanz
der Gene innerhalb der Familie hinweist. Uberexpression der einzelnen Transkriptions-
faktoren fihrte zu ektopischer Lignifizierung von normalerweise parenchymatischen
Geweben (Kubo et al. 2005, Mitsuda et al. 2005, Zhong et al. 2006, Mitsuda et al. 2007).

1.4.4. Regulatoren der Pflanzenentwicklung

Das Pflanzenwachstum wird neben genetisch determinierten Abldufen auch durch eine
Vielzahl externer Faktoren wie Licht, Temperatur oder Wasser- und N&hrstoffversorgung
reguliert. Die Anpassung wird meist auf dem Niveau der Pflanzenhormone gesteuert, die
den Entwicklungsfortgang entsprechend intrinsischer Vorgaben kombiniert mit der
Reaktion auf Umwelteinflisse regulieren. Dies geschieht tber ein komplexes Netzwerk,
das schnelle Anpassung der Wachstumsvorgange oft mittels Proteindegradation von
Signaltransduktionskomponenten wie z. B. Transkriptionsrepressoren und anschlie3ender
Verédnderung von Genregulation, Proteinsynthese und des Metabolismus' ermdglicht
(Wolters und Jurgens 2009).

1.4.4.1. Licht

Licht ist ein essentieller Faktor fur das Pflanzenwachstum, zum einen stellt es Energie fur
in der Pflanze ablaufende Prozesse durch die Photosynthese zur Verfigung, zum
anderen gibt es durch seine Starke, Richtung, spektrale Zusammensetzung und auch
Dauer wichtige Informationen lber vorherrschende Umweltbedingungen an die Pflanze
weiter (Fankhauser und Chory 1997). Die lichtabhéngige Pflanzenentwicklung wird als
Photomorphogenese bezeichnet, welche alle physiologischen Prozesse umfasst, die
Reaktionen auf spezielle Lichtverhaltnisse darstellen und in Abh&ngigkeit der genannten
Parameter hohe morphologische Diversitat bewirken konnen (Kami et al. 2010).

Eine Vielzahl von Ereignissen wahrend des ganzen Lebenszyklus® ist unumstoflich mit
der Wahrnehmung von Licht verbunden (Abb. 1-4). Sowohl Samenreifung und Brechung
der Samenruhe (Dormanz), Keimungsinduktion und Hypocotylelongation des Keimlings,
Phototropismus (Wachstum in Richtung der Lichtquelle), Schattenvermeidungsreaktion,
Stomatadtffnung, die circadiane Uhr, Blihinduktion und auch das Verzweigungswachstum
des Sprosses sind lichtbeeinflusste Prozesse (Fankhauser und Chory 1997, Finlayson et
al. 2010, Franklin und Quail 2010).
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1.4.4.1.1. Lichtperzeption und Signaltransduktion

Lichtperzeption geschieht in der Pflanze durch vier Klassen an Photorezeptor-Familien,
die mittels eines in das apo-Protein eingelagerten Chromophors unterschiedliche Licht-
qualitaten wie UV-A, UV-B, Rotlicht (red = R), Dunkelrotlicht (far red = FR), Blaulicht
(blue = B) oder Grunlicht (green = G) wahrnehmen kénnen (Fankhauser und Chory 1997).
Arabidopsis besitzt funf phytochrom-codierende Gene (PHYA-E) zur Rot- bzw. Dunkelrot-
Perzeption, als UV-A- und Blaulicht-Rezeptoren dienen sowohl drei Cryptochrome (CRY1-
3), zwei Phototropine (PHOT1 und PHOT2), aber auch drei Mitglieder der ZEITLUPE-
Familie (ZTL, FKF1, LKP2). Rezeptoren fur UV-B und Grunlicht konnten bisher nicht
identifiziert werden, jedoch wird diesen Lichtqualitaten auch eine Rolle in der Photo-
morphogenese zugesprochen (Kami et al. 2010). Die unterschiedlichen Photorezeptor-
Klassen Ubernehmen teilweise redundante bzw. Uberlappende Funktionen, konnen
gleichzeitig aber auch spezialisierte Antworten auf spezielle Lichtverhaltnisse ausbilden.
Phytochrome existieren in der Pflanze in zwei unterschiedlichen Konformationen. Die im
Dunkeln synthetisierte Version Pr wird durch Rotlichtperzeption in die aktive Pfr-
Konformation konvertiert, die das Absorptionsmaximum fur Dunkelrotlicht besitzt und
durch dessen Wahrnehmung wieder in die inaktive Pr-Form uberfihrt werden kann.
Aktivierte Phytochrome translozieren in den Nucleus und setzen dort Signalkaskaden zu
umfangreicher Genexpressionsregulation in Gang (Franklin und Quail 2010). Crypto-
chrome sind im inaktiven und aktiven Zustand im Kern oder cytosolisch lokalisiert, und
Aktivierung von Phototropinen geschieht durch chromophor-induzierte Relokalisierung

des Proteins von der Plasmamembran ins Cytosol oder Golgi. (Auto)-Phosphorylierung
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wird als Mechanismus zur Aktivierung der Signaltransduktion fur Phototropine und auch
Cryptochrome und Phytochrome diskutiert (Jiao et al. 2007, Kami et al. 2010).

Lichtabhangige Signaltransduktion erfolgt unter anderem Uber die Mechanismen der
Protein-Protein-Interaktion, Verédnderung der Proteinstabilitdt, insbesondere von
Transkriptionsfaktoren, und bereits erwdhnte Kinaseaktivitdten. Ein gut untersuchtes
Beispiel stellt die Interaktion der aktivierten Phytochrom-Form Pfr mit Transkriptions-
repressoren lichtabhangiger Prozesse, PHYTOCHROME INTERACTING FACTORS
(PIFs), im Nucleus dar, woraufhin PIFs phosphoryliert und im Proteasom degradiert
werden und somit Genexpressionskaskaden aktiviert werden (de Lucas et al. 2008,
Franklin und Quail 2010). Mitglieder der COP/DET/FUS-Gruppe verhindern im Dunkeln
Photomorphogenese durch proteasomale Degradation diverser Transkriptionsfaktoren,
und werden bei Lichtperzeption durch aktivierte Phytochrome oder Cryptochrome
inhibiert, woraufhin zentrale Transkriptionsfaktoren wie z. B ELONGATED HYPOCOTYL5
(HY5) akkumulieren und Signalwege initilert werden (Kami et al. 2010, Lau und Deng
2010). Neben lichtabhangiger Expressionsregulation wird die Aktivitat von Transkriptions-
faktoren auch auf posttranslationaler Ebene kontrolliert, so kann z. B. lichtvermittelte

Phosphorylierung die subzellulare Lokalisation determinieren (Jiao et al. 2007).

1.4.4.1.2. Lichtabh&angige Elongationsprozesse

Wildtypkeimlinge etiolieren in Dunkelheit, sie bilden verstarkt elongierte, unpigmentierte
Hypocotyle mit geschlossenen Keimblattern aus und beziehen ihre Energie aufgrund
mangelnder Photosynthese aus den Speicherstoffen des Samen (Kami et al. 2010). Bei
Lichtperzeption wird das Elongationswachstum verlangsamt, Pigmente und Chloroplasten
zur Photosynthese werden etabliert und die Cotyledonen werden entfaltet (Franklin und
Quail 2010). Die primar verantwortlichen Photorezeptoren fir diesen Prozess variieren je
nach Lichtbedingungen. Unter Wei3licht stellt z. B. PHYB den hauptséchlichen Rezeptor
und somit Repressor der Hypocotylelongation dar (Koornneef et al. 1980). Stérungen in
der Wahrnehmung bzw. Signaltransduktion verschiedener Lichtqualitaten kdnnen durch
Deetiolierungsexperimente identifiziert werden, da die entsprechenden Mutanten aufgrund
gestorter Lichtperzeption bei Bestrahlung mit Weildlicht oder spezifischen Lichtqualitaten
etioliertes Keimlingswachstum wie in Dunkelheit zeigen (Fankhauser und Casal 2004).
Einen Sonderfall des lichtabh&ngigen Elongationswachstums stellt das phytochrom- und
cryptochrom-vermittelte Schattenvermeidungssyndrom dar. In dicht bewachsenen
Gebieten, im Schatten gro3erer Pflanzen andert sich die Zusammensetzung des Lichts, in
einem reduzierten R zu FR-Verhaltnis und verminderter photosynthetischer Effizienz
resultierend. Pflanzen reagieren auf diese Veranderung mit gesteigerter Hypocotyl-,

Spross- und Petiolenelongation, verfrihter Blahinduktion und erhohter Apikaldominanz,
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wobei diese Prozesse uber schnelle, PIF-abhangige Genexpressionsveranderungen
vermittelt werden (Franklin und Quail 2010).

Auch das Elongationswachstum in der reproduktiven Phase, hauptsachlich den Spross
aber auch die Petiolen betreffend, ist ein lichtbeeinflusster Prozess. Einerseits konnte
blaulichtabh&ngiges phototropisches Wachstum in Spross und Petiolen detektiert werden
(Kagawa et al. 2009), andererseits sind seit langem phytochromabhangige Elongations-
prozesse in Apikaldominanz, Petiolenelongation und Internodienwachstum bekannt (Reed
et al. 1993, Devlin et al. 1996, Devlin et al. 1998). Die Mehrfachmutante phyABE zeigt
z. B. eine aufféallige Storung in der Rosettenbildung, da hier die eigentlich stark verkirzten
Internodien auch im vegetativen Wachstum elongieren und somit sichtbare Internodien

zwischen den Rosettenblattern entstehen (Devlin et al. 1998).

1.4.4.2. Entwicklungsspezifische Phytohormone

Fur die Regulation von Wachstumsvorgangen der Pflanze werden aufgrund der
charakterisierten Mutanten hauptséachlich vier Phytohormonklassen verantwortlich
gemacht: Auxin (IAA), Gibberellin (GA), Cytokinin (CK) und Brassinosteroide (BR)
(Depuydt und Hardtke 2011). Die weiteren klassischen Phytohormone Jasmonsaure (JA),
Salicylsadure (SA), Abscisinsaure (ABA) und Ethylen (ET) werden meist in der stress-
induzierten Adaptation des Metabolismus diskutiert und spielen fiir Entwicklungsprozesse
eine eher untergeordnete Rolle. Neben den klassischen Hormonen wurden auch andere
Substanzklassen wie Peptide, peptid-&hnliche Faktoren und Stringolactone als
wachstumsmodulierende Substanzen identifiziert (Wolters und Jurgens 2009). Wéahrend
Cytokinine eine wichtige Bedeutung fir die Regulation der Zellteilung und
Aufrechterhaltung der meristematischen Organisation des SAM und RAM haben, tben
Auxin, GA und BR ihre Funktionen in der Wachstumsregulation Uber die Effekte der
Zellelongation aus (Depuydt und Hardtke 2011).

Abbildung 1-5 zeigt einen schematischen Uberblick unterschiedlicher Wachstumsphasen
aus Arabidopsis thaliana. Zur Verdeutlichung der komplexen Hormonregulation im
pflanzlichen Lebenszyklus wird beispielhaft das Zusammenspiel der Hormone Auxin, GA
und BR auf die Auspragung der entsprechenden Phasen dargestellt. Jede Substanz-
klasse hat Einfluss auf vielfaltige Vorgénge, die in einem komplexen Netzwerk
aufeinander abgestimmt wirken. Prozesse wie das Wurzelwachstum oder die Hypocotyl-
elongation sind beispielsweise von allen drei dargestellten Hormonen abh&ngig, andere
Vorgange wie die Bildung lateraler Organe oder die Internodienelongation werden durch
die Wechselwirkung von Gibberellin und Auxin beeinflusst. Insgesamt wird im
Lebenszyklus von Pflanzen eine sehr komplexe Hormonregulation durchgefihrt, die

intensive Kontrolle und Regulation der Biosynthese-, Degradations- und Signal-
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transduktionskomponenten des Phytohormonnetzwerks erfordert. Pflanzen  mit
veranderter Hormonregulation bilden oftmals Aberrationen in Wachstum und Entwicklung,
aber auch in der Resistenz gegenuber Stressbedingungen aus, weshalb eine
Klassifizierung der Phytohormone entsprechend ihrer Entwicklungsspezifitat meist

ungenugend ist.
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Abbildung 1-5: Hormonregulierte Wachstumsprozesse i n Arabidopsis thaliana . Dargestellt ist ein
vereinfachter Lebenszyklus von Arabidopsis. Die entsprechenden Prozesse, in denen den jeweiligen
Hormonen Gibberellin, Auxin bzw. Brassinosteroiden eine Rolle zugeordnet wird, sind farbig gekennzeichnet.
Modifiziert nach Depuydt und Hardtke (2011).

Im Folgenden werden die fir die vorliegende Arbeit essentiellen Phytohormone
Gibberellinsdure und Jasmonsdure und deren Einfluss auf Entwicklungsprozesse
detaillierter beschrieben.

1.4.4.2.1. Gibberellinsaure

Gibberelline umfassen ein groRes Spektrum an Diterpenoid-Substanzen mit momentan
136 identifizierten unterschiedlichen Molekulvariationen, von denen jedoch nur wenige
biologisch aktiv sind (Hedden und Thomas 2012). Diese aktiven Gibberelline sind weithin
als wichtige Regulatoren diverser Wachstumsprozesse mittels Zell- und Organ-
elongationsereignissen in Pflanzen bekannt (Richards et al. 2001). Mutanten im GA-
Metabolismus werden oft als kleinwtichsige Pflanzen beschrieben (Koornneef und
Vanderveen 1980) und ihre phénotypischen Merkmale wie reduzierte Sprosselongation
oder verdickte dunkelgrine Blatter konnen durch exogene Applikation von Gibberellin

behoben werden. GA spielt eine wichtige Rolle bei der Zell-zu-Zell-Kommunikation zur
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Etablierung von Zellelongation und Zelldifferenzierung (Yamaguchi 2008). Auch
entwicklungsspezifische Phasenwechsel, wie z. B. zwischen Samenruhe und —keimung
oder der Ubergang zur reproduktiven Phase werden durch unterschiedliche GA-Spezies
beeinflusst (Hedden und Thomas 2012).

Sowohl die GA-Biosynthese als auch GA-Signaltransduktionsprozesse unterlagen in den
letzten Jahren intensiven Untersuchungen. Die GA-Biosynthese, vor allem die Expression
der Multigen-Familien der GA20-Oxidasen (GA200x) und GA3-Oxidasen (GA3o0x),
verantwortlich fur die letzten Schritte der Synthese bioaktiver GAs, und auch der GA-
inaktivierenden GA2-Oxidasen (GA20x) sind durch diverse Riickkopplungsmechanismen
reguliert, um eine stabile GA-Homoostase im pflanzlichen System aufrechtzuerhalten
(Abb. 1-6) (Yamaguchi 2008, Hedden und Thomas 2012).

Abbildung 1-6: Homdostatische Regulation des

Gibberellinsduremetabolismus und der GA-
GA200x GA3ox T - GA20x Signaltransduktion.  Das vereinfachte Schema
GA = GA > bioaktives » GA zeigt die transkriptionelle  Regulation  der
12 o GA, % Hauptkomponenten der GA-Biosynthese und
Signaltransduktion. In Abwesenheit von GA findet

i DELLA-abhangige Steigerung der GA-Biosynthese
unter anderem iber GA20-Oxidasen (GA200x) und

GID1 GA3-Oxidasen  (GA30x)  statt. Steigende
l Konzentrationen von bioaktivem GA, fihren zu

dessen Interaktion mit dem GA-Rezeptor GID1,

DELLA woraufhin Degradation der DELLA-Repressoren

initiiert  wird. GAs wird durch GA2-Oxidasen
(GA20x) deaktiviert. Graue Linien zeigen
transkriptionelle Kontrolle. Abbildung vereinfacht
nach Hedden und Thomas (2012)

In Abwesenheit von GA findet die Unterdriickung unterschiedlicher Entwicklungsprozesse
durch sogenannte DELLA-Wachstumsrepressoren statt (Schwechheimer 2011). Diese
Proteinfamilie mit funf Mitgliedern in Arabidopsis ist nach den ersten Aminosduren der
stark-konservierten DELLA-Domane benannt, die fiir die Repressorfunktion essentiell ist
(Willige et al. 2007). Bei entsprechenden GA-Konzentrationen bindet bioaktives GA an die
GA-Rezeptoren GA-INSENTIVE DWARF (GID1, GID2 und GID3 in Arabidopsis),
interagiert daraufhin direkt mit DELLA-Proteinen in einem GA-GID-DELLA-Komplex und
fuhrt so zu deren proteasomaler Degradation (Murase et al. 2008, Shimada et al. 2008),
wodurch GA-Wachstumsprozesse initiiert werden. Der direkte Einfluss der DELLAs auf
die Transkription von GA-Metabolismus- und GA-Rezeptorgenen bestatigt die komplexe
Regulation der GA-Homdoostase (Zentella et al. 2007). Die repressive Wirkung der
DELLA-Proteine wird durch Interaktion mit unterschiedlichen Klassen regulatorischer
Proteine ausgelibt. So binden DELLAs beispielsweise direkt an die Transkriptionsfaktoren
der PIF-Familie, verhindern somit nachgeschaltete Signaltransduktion lichtinduzierter
Prozesse wie Hypocotylelongation oder Keimung (de Lucas et al. 2008, Feng et al. 2008,
Richter et al. 2010) und stellen damit einen wichtigen Integrator von Licht- und

Phytohormon-Signaltransduktion dar. Andererseits konnte ebenso DELLA-Interaktion mit
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anderen Transkriptionsfaktoren gezeigt werden, die Entwicklungsprozesse der Schoten
(ALCATRAZ = ALC) bzw. Bluten und Cotyledonen (SPATULA = SPT) oder auch Keimung
und Hypocotylelongation (SCARECROW-LIKE3 = SCL3) beeinflussen (Schwechheimer
2011). Durch die proteasomale Degradation der DELLAs erfolgt die Aufhebung der
repressiven Interaktion und folglich wird Signaltransduktion durch weitere Transkriptions-
faktoren initiiert.

Neben Entwicklungsprozessen im vegetativen Pflanzenstadien wie Keimung, Hypocotyl-
elongation oder Blattexpansion ist GA auch fir seine koordinierende Rolle im
reproduktiven Entwicklungsstadium zur Sicherung des Fortpflanzungserfolgs bekannt,
besonders in der Bluhinduktion (Eriksson et al. 2006) oder der Internodienelongation
(Hoogendoorn et al. 1990). Die letztgenannten Vorgange werden beide von Gibberellin,
jedoch unabhéangig in unterschiedlichen Prozessen gesteuert (Evans 1999). GA wurde, im
Zusammenspiel mit anderen Phytohormonen wie Auxin, auch eine Rolle in der
Etablierung von sekundarem Wachstum zugewiesen (Elo et al. 2009). Vor allem durch die
spezifische Verteilung in unterschiedlichen Geweben der Vaskulatur, mit der hdchsten
GA-Konzentration im Xylem lokalisiert, scheint es einen Einfluss auf den Aufbau von
Zellstrukturen und die Differenzierung von Faserzellen zu haben (Mauriat et al. 2011,
Dayan et al. 2012). Ebenso spielt GA eine essentielle Rolle in der Xylemexpansion des
Hypocotyls (Ragni et al. 2011), und konnte in jener Studie als mobiles Signal identifiziert

werden.

1.4.4.2.2. Jasmonate

Das lipid-basierte Phytohormon Jasmonsaure (JA) und seine Metabolite, zusammen-
gefasst unter dem Begriff Jasmonate, wurden lange Zeit vor allem als stressinduzierte
Signalkomponenten nach biotischen Interaktionen wie Verwundung durch Insektenfraf3
(Howe et al. 1996, Wu und Baldwin 2010) oder dem Angriff nekrotropher Pathogene
(Feys et al. 1994), aber auch nach abiotischen Reizen wie Salz- bzw. Trockenstress
charakterisiert (Zhu 2002). JA induziert die Akkumulation verschiedener Sekundéar-
metabolite mit diversen physiologischen Funktionen, vorrangig im Zuge der Schadlings-
abwehr (Pauwels et al. 2009). Wahrend der Aufklarung der physiologischen Effekte
konnte auch eine wachstumsinhibierende Wirkung von JA, unter anderem auf das
Wourzelwachstum beobachtet werden. Weitere JA-beeinflusste Entwicklungsprozesse sind
Samenreifung, Fertilitat und auch Seneszenz (Turner et al. 2002, Wasternack 2007).
Jasmonate inhibieren Wachstum durch Unterdriickung der Mitose im Apikalmeristem, was
bei wiederholter Verwundung und somit wiederholter JA-Akkumulation zur Wachstums-
retardation fuhrte (Zhang und Turner 2008). Andererseits wird JA in der Verwundungs-

reaktion synthetisiert und verleiht Resistenz gegenuber FralRinsekten oder nectrotrophen
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Mikroorganismen (Feys et al. 1994, Howe et al. 1996, Zhang und Turner 2008). Im Zuge
dieser dualen Rolle wird JA als balancierende Komponente zwischen Wachstum und
Abwehrreaktion in Antwort auf eine dynamische Umwelt diskutiert.

Abbildung 1-7 zeigt ein Schema der JA-Biosynthese mit den teilweise bioaktiven JA-
Metaboliten (A) und der JA-Signaltransduktion (B) mit Fokus auf die fur die vorliegende

Arbeit analysierten JA-Markergene.
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Abbildung 1-7: Vereinfachtes Schema der JA-Biosynth ese und stressinduzierte JA-Signaltransduktion

im Zusammenspiel mit Ethylen (ET). A Die Biosynthese von JA: JA wird in mehreren Schritten, u. a. von
Fettsédure-Desaturasen (FAD) Uber 12-Oxophytodiensaure (OPDA), durch die Schliisselenzyme
Allenoxidsynthase (AOS) und 12- Oxophytodiensaure-Reduktase 3 (OPRS3) synthetisiert. JAR1 katalysiert die
Verbindung von JA mit Isoleucin (JA-lle). B Stressinduzierte JA-Signaltransduktion im Zusammenspiel mit ET:
JA wird simultan mit ET produziert und induziert die Expression von Transkriptionsfaktoren, z. B. ORA59,
ERF1 oder ERF4 mittels COI1. JA-lle-Bindung an COI1 fihrt zu JAZ-Degradation und hebt MYC2-Repression
auf. MYC2 aktiviert Expression von verwundungsresponsiven Genen (VSP) und unterdriickt andere Gene,
z. B. PDF1.2. JA und ET kooperieren bei der Induktion von ORA59, ERF1 und ERF4. ORA59 reguliert
Expression von PDF1.2, die Rolle von ERF1 ist unklar (gestrichelte Linie). ERF4 unterdriickt die Expression
von JA/ET-responsiven Genen. Graue Pfeile stellen transkriptionelle Induktion, Striche Repression dar. In Rot
sind die in dieser Arbeit untersuchten JA-Markergene gekennzeichnet. Kombiniert aus Zhang und Turner
(2008), Memelink (2009).

Nach der Wahrnehmung biotischer oder abiotischer Stressfaktoren wird Linolenséure als
JA-Vorlaufer aus den Plastidmembranen freigesetzt (Turner et al. 2002). Uber mehrere
Intermediate erfolgt die JA-Synthese mittels der Schlisselenzyme Allenoxidsynthase
(AOS) und 12-Oxophytodiensaure-Reductase3 (OPR3). Zwar werden Oxophytodiensaure
(OPDA), JA und auch Methyl-Jasmonat (MeJA) eine biologisch-wirksame Rolle in
unterschiedlichen Prozessen zugeordnet (Wasternack 2007, Zhang und Turner 2008), als

hauptséchlich bioaktive Komponente der Jasmonate wurde jedoch JA-Isoleucin (JA-lle)
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identifiziert (Fonseca et al. 2009), das durch die Konjugation von JA an Isoleucin durch
das Enzym JASMONATE RESISTANT1 (JAR1) entsteht (Abb. 1-7A). Die Regulation der
JA-Signaltransduktion funktioniert auf &hnliche Weise wie fir die GA-Signalweiterleitung
beschrieben. Bei niedrigem JA-Gehalt in der Pflanze wird JA-abh&ngige Genexpression
durch JASMONATE ZIM-DOMAIN (JAZ)-Repressoren mit zwoOlf Familienmitgliedern in
Arabidopsis unterdriickt (Chini et al. 2007, Thines et al. 2007). Durch Bindung von
bioaktivem JA-lle an das momentan als primaren Rezeptor diskutierte CORONATINE
INSENSITIVE1 (COI1)-Protein findet eine Interaktion zwischen JA-lle-COI1 und den JAZ-
Faktoren statt, was zur proteasomalen Degradation der JAZ-Faktoren und damit zur
Aktivierung JA-abhangiger Gentranskription und Akkumulation von Sekundarmetaboliten
fuhrt (Howe 2010, Pauwels und Goossens 2011).

In der Reaktion auf nekrotrophe Pathogene wird neben JA auch die Biosynthese von
Ethylen (ET) simultan induziert und sowohl gemeinsame als auch getrennte Signal-
transduktion wird veranlasst (Abb. 1-7B) (Memelink 2009). JA bewirkt die Aufhebung der
JAZ-vermittelten Repression des Transkriptionsfaktors MYC2 durch COIl1-abhangige
Degradation der JAZ-Faktoren. MYC2 initiiert daraufhin die Expression von verwundungs-
responsiven Genen (VSP). JA und ET kooperieren bei der Induktion z.B. von
OCTADECANOID-RESPONSIVE ARABIDOPSIS AP2/ERF59 (ORA59) oder anderer
ETHYLEN RESPONSIVE FACTOR- (ERF)-Proteine, was z. B. Expressionssteigerung
von PLANT DEFENSIN1.2 (PDF1.2) bewirkt, einem Markergen der koordinierten JA/ET-
Antwort (Abb. 1-7B). In diesem Fall wirkt MYC2 jedoch als transkriptioneller Repressor,
JA alleine fuhrt nicht zur Induktion der PDF1.2-Expression (Memelink 2009).
Funktionsverlustmutanten in der JA-Biosynthese oder Signaltransduktion sind oftmals
mannlich-steril, was die Notwendigkeit von JA fur die Fertilitat untermauert (Feys et al.
1994, Stintzi und Browse 2000). Im Gegenzug dazu induziert die Akkumulation von JA,
z. B. durch wiederholte Verwundung, Wachstumsinhibition (Zhang und Turner 2008).
Auch genetische bedingte JA-akkumulierende Mutanten weisen reduziertes Wachstum
auf, oft begleitet von Merkmalen wie vermindertem Rosettendurchmesser, deformierten
Blattern, Anthocyanakkumulation oder erhdhter Resistenz gegentiber Fral3insekten oder
nekrotrophen Mikroorganismen (Ellis und Turner 2001, Xu et al. 2001, Turner et al. 2002,
Cafio-Delgado et al. 2003, Bonaventure et al. 2007, Hyun et al. 2008, Yang et al. 2012a).
Manche dieser Charakteristika kdnnen ebenso durch JA-Behandlung hervorgerufen
werden kénnen (Ellis et al. 2002a).

Bemerkenswerterweise wird JA-Akkumulation in vielen Mutanten mit Defekten in der
primdren oder auch sekundaren Zellwandbiosynthese beobachtet. So stellen
beispielsweise constitutive expression of VSP1 (cevl), radially swollenl (rswl) oder

ectopic ligninl (elil) Funktionsverlustmutanten von Cellulose-Synthasen dar, deren
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Wachstumsphanotyp oft auch vom Auftreten ektopischer Lignifizierung unterschiedlicher
Gewebe begleitet wird (Ellis et al. 2002a, Cafno-Delgado et al. 2003). Weiterhin wird der
Einfluss von Calcium auf die JA-Regulation diskutiert, da beispielsweise simultane
Unterdriickung der NaCDPK4/5-Expression in Nicotiana attenuata JA-Akkumulation
bewirkt (Yang et al. 2012a). Auch die Mutante fatty acid oxygenation upregulated? (fou2)
aus Arabidopsis, die eine gain-of-function-Variante des calcium-durchlédssigen Kanals
TPC1 der Vakuole exprimiert, zeigt einen interessanterweise stadienspezifischen, JA-

abhangigen Wachstumsphanotyp (Bonaventure et al. 2007).

1.4.4.2.3. Die GA-JA-Balance — Wachstum oder Vertei digung?

Ein Forschungsfokus der letzten Jahre lag unter anderem auf der Aufklarung des
Zusammenhangs unterschiedlicher Phytohormon-Regulationsmechanismen zur Fein-
abstimmung pflanzlicher Entwicklungsprozesse. Dabei wurde die Wechselwirkung
zwischen GA und JA als wichtige Komponente der Entscheidung der Pflanze identifiziert,
Energie in Wachstumsvorgdnge oder Abwehrmechanismen gegentiber Pathogenen zu
investieren (Kazan und Manners 2012). Der antagonistische Effekt von GA und JA konnte
in DELLA-Mutanten anhand reduzierter JA-abhéngiger Abwehrreaktionen beobachtet
werden, wahrend konstitutiv-aktive DELLA-Repressoren erhohte JA-Markergen-
Expression bewirkten (Navarro 2008). Mit dem Nachweis der direkten Interaktion von
DELLAs und JAZ-Faktoren (Hou et al. 2010, Wild et al. 2012, Yang et al. 2012b) wurde
die Theorie der kontrollierten Balance zwischen GA und JA gestarkt, in der je nach
Umweltsituation der eine oder andere hormon-abhédngige Prozess préferiert wird
(Abb. 1-8).

DELLAs interagieren mit JAZ-Repressoren und verhindern so die JAZ-abhangige MYC-
Signaltransduktion. In  Abwesenheit von Pathogenen besteht ein kompetitives
Gleichgewicht zwischen GA und JA, in dem sowohl DELLAs und MYCs um JAZ-Bindung
als auch JAZs und PIFs um DELLA-Bindung konkurrieren (Abb. 1-8A) (Kazan und
Manners 2012). Unter optimalen Wachstumsbedingungen wird GA synthetisiert, DELLAS
werden degradiert und dadurch wird JAZ-MYC-Interaktion stabilisiert, was wiederum JA-
abhangige Prozesse inhibiert (Abb. 1-8B) (Hou 2010). Im Falle von Pathogenbefall oder
Verwundung verschiebt sich das Gleichgewicht in Richtung JA-Signaltransduktion. Durch
JA-abhangige JAZ-Degradation werden MYC-vermittelte JA-Prozesse in Gang gesetzt,
wéhrend die stabilisierte DELLA-PIF-Interaktion Wachstumsprozesse reprimiert
(Abb. 1-8C) (Yang et al. 2012b).
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Abbildung 1-8: Modell des Konflikts zwischen Abwehr und Wachstum basierend auf dem
antagonistischen Wechselspiel zwischen GA- und JA-S ignaltransduktion. A Das Gleichgewicht
zwischen GA- und JA-Signaltransduktion ist durch niedrige Abwehr-Genexpression und langsames Wachstum
charakterisiert. Es herrscht Konkurrenz zwischen DELLAs und MYCs um JAZ-Bindung als auch zwischen
JAZs und PIFs um DELLA-Bindung. B Geeignete Bedingungen férdern Wachstum durch GA-abhangige
DELLA-Degradation, wahrend Abwehrprozesse durch JAZ-vermittelte MYC-Repression unterbunden werden.
C Bei Pathogenbefall und damit steigender JA-Konzentration erfolgt JAZ-Degradation und Aktivierung von
Abwehrmechanismen, wahrend Wachstumsprozesse durch DELLA-PIF-Interaktion unterbunden werden. GA
= Gibberellin, JAZ = JASMONATE ZIM DOMAIN, MYC = basischer Helix-Schleife-Helix-Transkriptionsfaktor,
PIF = PHYTOCHROME INTERACTING FACTOR. Modifiziert nach Kazan und Manners (2012).

1.5. Zielsetzung der Arbeit

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der funktionellen und biochemischen
Charakterisierung der calcium-abhangigen Proteinkinase CPK28 aus Arabidopsis
thaliana. Zur Untersuchung der Proteinfunktion in vivo sollte eine ausfuhrliche Analyse
zweier T-DNA-Insertionslinien in der codierenden Sequenz der CPK28 erfolgen, die bei
Voruntersuchungen im Labor einen identischen Sprosselongationsphanotyp ausgebildet
hatten. Da nur fiur wenige Beispiele aus dem Feld der Calcium-Signaltibertragung eine
direkte Auswirkung auf entwicklungsspezifische Vorgange in Pflanzen beschrieben ist,
versprach die Charakterisierung der CPK28 und ihrer in vivo-Funktion einen interessanten
Erkenntnisgewinn fur das Zusammenwirken des eher auf kurzfristige Adaptationen
ausgelegten Bereichs der Calcium-Signaltransduktion mit einem langfristigen Prozess wie
der Pflanzenentwicklung. Zur Charakterisierung der in vivo-Funktion wurden T-DNA-
Insertionslinien phanotypisch untersucht, der Einfluss verschiedener Pflanzenhormone
und Lichtbedingungen analysiert und in Genexpressionsanalysen Veranderungen auf
transkriptioneller Ebene beobachtet. Komplementationsexperimente mit CPK28-

Proteinvarianten sollten Aufschluss tber die Relevanz der Kinaseaktivitat in vivo geben.

22



Einleitung

Eine weitere Aufgabe stellte die biochemische Charakterisierung der CPK28 mittels
in vitro- und in vivo-Analysen unterschiedlicher Proteinvarianten dar. Der Einfluss von
Calcium auf die Kinaseaktivitat wurde ebenso untersucht wie die Relevanz bekannter
in vitro-Auto-Phosphorylierungsstellen (Hegeman et al. 2006) fiir die Kinasefunktion.

Zur ldentifikation eines moglichen in vivo-Substrates, das zur Aufklarung der zellularen
Funktion der CPK28 beitragen kdnnte, wurden in Kooperation mit Dr. Joachim Uhrig an
der Universitdat Koln in einer Hefe-2-Hybrid-Proteininteraktionsanalyse potentielle
Interaktoren identifiziert. Diese sollten durch weiterfihrende Experimente genauer
analysiert werden um einen moglichen funktionalen Zusammenhang zu CPK28

herzustellen.
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2. Material und Methoden
2.1. Material
2.1.1. Pflanzenmaterial

2.1.1.1. Arabidopsis thaliana

Fir diese Arbeit wurden Arabidopsis thaliana-Pflanzen des Okotyps Columbia-0 (Col-0)
verwendet, die in Tabelle 2-1 naher charakterisiert sind. Alle T-DNA-Insertionslinien
wurden mittels PCR (siehe 2.2.2.9.) bzw. Selektionsanalysen auf die entsprechenden
T-DNA-Insertionen Uberprift. Homozygote knock-out-(KO)-Pflanzen bzw. auf Protein-
expression getestete, transgene Linien wurden fur die Versuche verwendet. Als Wildtyp-
(WT)-Kontrolle diente in allen Versuchen die Linie Col-0. Die cpk28-1 T-DNA-
Insertionslinien dienten als Hintergrund fiir Komplementationslinien mit verschiedenen
CPK28-Konstrukten, der Wildtyp diente als Hintergrund fir pCPK28::GUS-
Expressionslinien und PP2C-Uberexpressionlinien. Wenn nicht anders vermerkt,
beinhalten die angegebenen Konstrukte die codierende Sequenz (CDS) der

entsprechenden Gene.

Tabelle 2-1: Verwendete Pflanzenlinien

Bezeichnung Hinter - Linie Mutagen Quelle/Referenz
grund
Wildtyp (WT) Columbia O Col-0 - - J. Dangl (University of
North Carolina, Chapel Hill,
USA)
cpk28-1 Col-0 GK- T-DNA (Kleinboelting et al. 2012),
523B08 Bezug von NASC
cpk28-2 Col-0 GK- T-DNA (Kleinboelting et al. 2012),
061C04 Bezug von NASC
aos Col-0 SALK_ T-DNA (Alonso et al. 2003) Bezug
017756 von NASC
coil-16 Col-0 - EMS (Ellis und Turner 2002)
pp2c Col-0 SALK_ T-DNA (Umbrasaite et al. 2010)
000296 Bezug von NASC
WT Landsberg erecta (Ler) Ler - - AG Willmitzer, MPIMP
Golm
phyB Ler - EMS AG Willmitzer, MPIMP
Golm
cryl Ler - EMS AG Willmitzer, MPIMP
Golm
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Tabelle 2-2: Fir diese Arbeit generierte Pflanzenli  nien
Bezeichnung Hinter- Promo- Resistenz Quelle/Referenz
grund tor
35S::CPK28-YFP cpk28-1 35S Phosphino- in dieser Arbeit hergestellt
tricin (PPT)

35S::CPK28-D188A-YFP cpk28-1 35S PPT in dieser Arbeit hergestellt

35S::CPK28-VK-YFP (CDS) cpk28-1 35S PPT in dieser Arbeit hergestellt

35S::CPK28-VK-D188A-YFP  cpk28-1 35S PPT in dieser Arbeit hergestellt

(CDS)

35S::CPK28-S228A-YFP cpk28-1 35S PPT in dieser Arbeit hergestellt

35S::CPK28-S228D-YFP cpk28-1 35S PPT in dieser Arbeit hergestellt

35S::CPK28-S318A-YFP cpk28-1 35S PPT in dieser Arbeit hergestellt

35S::CPK28-S318D-YFP cpk28-1 35S PPT in dieser Arbeit hergestellt

35S::CPK28-S495A-YFP cpk28-1 35S PPT in dieser Arbeit hergestellt

35S::CPK28-S495D-YFP cpk28-1 35S PPT in dieser Arbeit hergestellt

35S::CPK28-G2A-YFP cpk28-1 35S PPT in dieser Arbeit hergestellt

pCPK28::GUS Col-0 pCPK28 PPT AG Prof. Dr. Romeis,
Ubernommen von J. Legen

pCPK28::CPK28-YFP cpk28-1 pCPK28 PPT AG Prof. Dr. Romeis,
hergestellt von S. Werner

pKNAT1::CPK28-YFP cpk28-1 pKNAT1 PPT AG Prof. Dr. Romeis,
hergestellt von S. Werner

pSUC2::CPK28-YFP cpk28-1 pSuUC2 PPT AG Prof. Dr. Romeis,
hergestellt von S. Werner

cpk28-1 x aos (Kreuzung) cpk28-1 - in dieser Arbeit hergestellt

cpk28-2 x aos (Kreuzung) cpk28-2 - in dieser Arbeit hergestellt

cpk28-1 x coil-16 cpk28-1 - in dieser Arbeit hergestellt

(Kreuzung)

35S::PP2C-YFP Col-0 35S PPT in dieser Arbeit hergestellt

2.1.1.2. Nicotiana benthamiana

Nicotiana benthamiana-Blatter dienten der transienten Expression grof3er Proteinmengen

zur biochemischen Charakterisierung oder subzellularen Lokalisation der untersuchten

Arabidopsis thaliana-Proteine.
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2.1.2. Bakterienstamme

In Tabelle 2-3 sind die verwendeten Bakterienstdmme mit entsprechenden Genotypen

aufgelistet.

Tabelle 2-3: Verwendete Bakterienstamme

Spezies Stamm Genotyp Zweck
Escherichia DH10B E.coli F- mcrA (mrr-hsdRMS- Amplifikation von
coli mcrBC) ®80lacZAM15AlacX74  Klonierungsvektoren

recAl endAl araA139 A(ara,
leu)7697 galU galK _-rpsL (Str)
nupG (Grant et al. 1990)
DB3.1™ F gyrA462 endAl gInv44 Amplifikation leerer
A—(srl-recA) mcrB mrr hsdS20 Gateway®-Vektoren
rs, mg aral4 galK2 lacY1 proA2
rpsL20 (Sm') xyl5 Aleu mtll
(Invitrogen)
BL21(DE3) E.coli B F dcm ompT hsdS Proteinexpression in
(rs"mg") gal A(DE3) (Stratagen) E. coli
Agrobacterium  GV3103:: T-DNA,, Rif%, Gm~, Kan® Proteinexpression in
tumefaciens pMP90ORK (Koncz und Schell 1986) N. benthamiana,
Expression mit
[3-Lactamase-Resistenz
C58C1:: C58C1, Rift, Gm" Expression des p19
pCH32 (Voinnet et al. 2003) silencing-
Inhibitorproteins
GV2260 pGV2260 (pTiB6S3AT-DNA)) in  Proteinexpression in

C58C1, Rift, carb®
(Deblaere et al. 1985)

N. benthamiana,
Expression mit
Kanamycin-Resistenz

2.1.3. Vektoren

2.1.3.1. Ausgangsvektoren

In der Tabelle 2-4 sind die Ausgangsvektoren fir in

verwendete Plasmide aufgelistet.

Tabelle 2-4: Ausgangsvektoren

dieser Arbeit hergestellte bzw.

Vektor Charakteristika Verwendung
pENTR""/D- ori pUC, M13 fwd und rev TOPO®-Vektor zum gerichteten
TOPO® Oligonukleotid-Bindestellen, T7 Klonieren von PCR-Produkten

(Invitrogen)
R

Kan™,
pJET1.2/blunt

(Fermentas) T7 Promotor

ep(pMB1), Amp~, eco47IR, PlacUV5,

Promotor, rrnB T1 und T2 attL1, attL2,

Blunt-End-Vektor zum Klonieren

von PCR-Produkten
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Fortsetzung Tabelle 2-4

pXCS-HA-Strepll

(Witte et al. 2004)

pXCSG-Strepll

(Witte et al. 2004)

pXNS2-Strepll

(Cao et al. 2010)

pXCS-YFP

(Feys et al. 2005)

pXCS-mCherry

pXCSG-YFP

(Feys et al. 2005)

pPXNS2-YFP

PGEX-4T1

(GE Healthcare)

pSPYCE(MR)
(Waadt et
2008)

pSPYNE173
(Waadt et
2008)

al.

al.

ori ColEl, ori RK2, P35S, pA35S,
BASTAR, Hamagglutinin (HA), Strepll

ori ColEl, ori RK2, p35S, pA35S,
BASTAR, Strepl!

ori ColEl, ori RK2, p35S, pA35S,
BASTAR, Strepl!

ori ColEl, ori RK2, p35S, pA35S,
BASTAR, eYFP

ori ColEl, ori RK2, p35S, pA35S,
BASTAR, mCherry

ori ColEl, ori RK2, p35S, pA35S,
BASTAR, eYFP

ori ColEl, ori RK2, p35S, pA35S,
BASTAR, eYFP

ori ColE1, amp®, protease cleavage
site thrombin, ptac, GST, lac Iq

ori ColE1, ori RK2, p35S, pA35S, C-
Terminus von eYFP am N-Terminus
der MCS

ori ColE1, ori RK2, p35S, pA35S, N-
Terminus von eYFP am C-Terminus
der MCS

binarer Vektor fir C-terminale HA-
Strep-Fusion und Uberexpression
in planta, Fusionsprotein unter
transkriptioneller Kontrolle des
CMV-Promotors (35S)
Gateway®-kompatibler binarer
Vektor fir C-terminale Strep-
Fusion und Uberexpression in
planta, 35S-Promotor

binarer Vektor fur N-terminale
Strep-Fusion und Uberexpression
in planta, 35S-Promotor

binarer Vektor fur C-terminale
YFP-Fusion und Uberexpression
in planta, 35S-Promotor

binarer Vektor fur C-terminale
mCherry-Fusion und
Uberexpression in planta, 35S-
Promotor, AG Romeis, hergestellt
von R. Lassig
Gateway®-kompatibler binarer
Vektor fur C-terminale eYFP-
Fusion und Uberexpression in
planta, 35S-Promotor

binarer Vektor fur N-terminale
YFP-Fusion und Uberexpression
in planta, 35S-Promotor, AG
Witte, hergestellt von K. Dahncke
(unveroffentlicht)

E. coli-Expressionsvektor

binarer Vektor fir N-terminale
YCE-Fusion fur BiFC und
Uberexpression in planta, 35S-
Promotor

binarer Vektor fir C-terminale
YNE-Fusion fur BiFC und
Uberexpression in planta, 35S-
Promotor

2.1.3.2. Verwendete Vektoren

Die Tabellen 2-5 bis 2-7 listen in dieser Arbeit hergestellte bzw. verwendete Plasmide auf.

Tabelle 2-5: Arbeitsvektoren

Bezeichnung

Beschreibung Quelle/Referenz

pENTR'"/D-TOPO®-CPK28-CDS CPK28-CDS ohne Stopcodon, Vorlage AG  Prof.  Dr.

pENTR™/D-TOPO®-CPK28-

D188A-CDS

zur Gateway®-Klonierung in pXCSG Romeis

und zielgerichteten Punktmutagenese
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Tabelle 2-6: Vektoren zur Proteinexpression in Pfla

nzen

Bezeichnung

Beschreibung

Quelle/Referenz

pXCSG-CPK28-WT-Strepll
pXCSG-CPK28-WT-YFP
pXCSG-CPK28-D188A-Strepll
pXCSG-CPK28-D188A-YFP

pXCSG-CPK28-(gen)-VK-
Strepll
pXCSG-CPK28-D188A-(gen)-
VK-Strepll
pXCS-CPK28-VK-Strepll
pXCS-CPK28-VK-YFP
pXCS-CPK28-D188A-VK-
Strepll
pXCS-CPK28-D188A-VK-YFP
pXCSG-CPK28-S228A-Strepll
pXCSG-CPK28-S228A-YFP
pXCSG-CPK28-5228D-Strepll
pXCSG-CPK28-5228D-YFP
pXCSG-CPK28-S318A-Strepll
pXCSG-CPK28-S318A-YFP
pXCSG-CPK28-S318D-Strepll
pXCSG-CPK28-S318D-YFP
pXCSG-CPK28-S495A-Strepll
pXCSG-CPK28-S495A-YFP
pXCSG-CPK28-S495D-Strepll
pXCSG-CPK28-S495D-YFP
pXCSG-CPK28-G2A-Strepll
pXCSG-CPK28-G2A-YFP

pXCSG-CPK32-WT-YFP

pXNS2-PP2C-YFP

pXCS-CaS-YFP
pXCS-Cys-YFP

PSPYCE (MR)-PP2C

pSPYCE (M)-CaS
PSPYCE (M)-Cys

pSPYNE 173-CPK28

Binarer Expressionsvektor fur die CDS
der CPK28, einschlie3lich der kinase-
inaktiven Variante D188A, C-terminale
Markierung unter Kontrolle des 35S-
Promotors.

Binarer Expressionsvektor fir CPK28-
VK (Variable + Kinasedomane),
genomische Sequenz von Basenpaar
1-1783, C-terminale Markierung.
Bindrer Expressionsvektor fir CPK28-
VK (Variable + Kinasedoméne), CDS-
Sequenz von Basenpaar 1-981,
C-terminale Markierung.

Bindrer Expressionsvektor fiar die
Phosphorylierungsstellen-Varianten

der CDS der CPK28, C-terminale
Markierung.
Bindrer Expressionsvektor fur die
Myristoylierungsstellendeletion der
CDS der CPK28, C-terminale
Markierung.

Binarer Expressionsvektor fir CPK32,
C-terminale Markierung.

Binarer Expressionsvektor zur
Expression der PP2C, CDS,
N-terminale Markierung.

Binarer Expressionsvektor zur

Expression der putativen Interaktoren,
CDS, C-terminale Markierung.

Binarer Expressionsvektor zur
Interaktionsanalyse mittels BiFC, CDS,
N-terminale Markierung unter Kontrolle
des 35S-Promotors.

Binarer Expressionsvektor zur
Interaktionsanalyse mittels BiFC, CDS,
C-terminale Markierung.

Binarer Expressionsvektor zur
Interaktionsanalyse mittels BiFC, CDS,
C-terminale Markierung.

AG Prof. Dr.
Romeis

AG Prof. Dr.
Romeis

in dieser Arbeit

hergestellt

in dieser Arbeit

hergestellt

in dieser Arbeit

hergestellt

AG Prof. Dr.

Romeis

in dieser Arbeit
hergestellt
(Bachelorarbeit K.
Hake)

in dieser Arbeit
hergestellt (K.
Hake)

in dieser Arbeit
hergestellt (K.
Hake)

in dieser Arbeit
hergestellt (K.
Hake)

in dieser Arbeit
hergestellt (K.
Hake)
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Tabelle 2-7: Vektoren zur Proteinexpressionin  E. coli

Bezeichnung Beschreibung Quelle/Referenz

pGEX-4T1-PP2C Expressionsvektor zur rekombinanten in  dieser  Arbeit
N-terminalen GST-PP2C-Expression, IPTG- hergestellt (K. Hake)
Induktion, Ampicillinresistenz

2.1.4. Chemikalien

Alle verwendeten Laborchemikalien besalRen analytischen Reinheitsgrad und wurden,
sofern nicht anders angegeben, von Applichem (Darmstadt), GE Healthcare (Freiburg),
Bio-Rad (Munchen), Fluka (St. Gallen, Schweiz), Invitrogen (Karlsruhe), Merck
(Darmstadt), Carl Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg) oder Sigma-Aldrich (Steinheim)
bezogen. Die Inhaltsstoffe der Nahrmedien wurden von Difco Lab (USA) und Duchefa
(Haarlem, Niederlande) bezogen. Oligonukleotide wurden von Metabion (Martinsried)
bzw. Sigma-Aldrich synthetisiert. Sequenzierungen wurden von den Firmen GATC
(Konstanz) bzw. Seglab (Gottingen) durchgefuhrt. Radiochemikalien wurden von der

Firma Hartmann Analytic (Braunschweig) bezogen.

Tabelle 2-8: Verwendete Enzyme, Proteine, Antikdrpe  r und GroRenstandards

Bezeichnung Hersteller

5x DNA-Ladepuffer Bioline (Luckenwalde)

Antarctic Phosphatase New England Biolabs (Frankfurt am Main)
BSA Bovines Serum Albumin, minimum Sigma (Steinheim)

98 % Reinheit

Cellulase Yakult (Japan)

DNase I, rekombinant, RNase -frei Roche (Penzberg)

DNase, RNase -frei Fermentas (St. Leon-Rot)
HyperLadder | Bioline (Luckenwalde)
L-Glutathion, reduziert Applichem (Darmstadt)

LR Clonase® Il Enzyme mix Invitrogen (Karlsruhe)

Lysozym Sigma (Steinheim)

Macerozym Yakult (Japan)

MMLYV, reverse Transkriptase M170 Promega (Mannheim)
PageRuler plus Prestained Protein Ladder Fermentas (St. Leon-Rot)

Pfu plus DNA -Polymerase Roboklon (Berlin)

Phusion High -Fidelity DNA Polymerase New England Biolabs (Frankfurt am Main)
Power SYBR Green Master Mix Applied Biosystems (Darmstadt)
Proteaseinhibitor -Mix E.coli (P8849) Sigma (Steinheim)
Proteaseinhibitor Cocktail Pflanzen (P9599) Sigma (Steinheim)
Restriktionsendonukleasen vom Typ Il Fermentas (St. Leon-Rot)
T4-DNA-Ligase Fermentas (St. Leon-Rot)
Taqg-Polymerase Romeis-Labor (Berlin)

Trisure Bioline (Luckenwalde)

Silwet L -77 Lehle Seeds (USA)

Strep -Tactin -AP-Konjugat IBA (Gottingen)
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Fortsetzung Tabelle 2-8

Strep -Tactin -HRP-Konjugat IBA (Gottingen)
Superscriptlll SuperMix Invitrogen (Karlsruhe)
anti -GFP (aus Maus) Roche (Penzberg)
anti-HA (aus Ratte) Roche (Penzberg)
anti-c-myc (aus Maus) Roche (Penzberg)
anti-Maus IgG, AP -Konjugat Sigma (Steinheim)
anti-Maus IgG, HRP -Konjugat Sigma (Steinheim)
anti -Ratte 19G, AP -Konjugat Sigma (Steinheim)

2.1.5. Nahrmedien

Zu Selektionszwecken wurde den Medien aus Tabelle 2-9 nach Abkihlen auf ca. 55T
das entsprechende Antibiotikum zugegeben. Die jeweiligen Arbeitskonzentrationen
kénnen aus Tabelle 2-10 entnommen werden.

Tabelle 2-9: Verwendete Nahrmedien

Medium Zusammensetzung

LB 1,0 % (w/v) Trypton, 0,5 % (w/v) Hefe-Extrakt, 1,0 % (w/v) NaCl mit 1 M
NaOH auf pH 7,0 einstellen

YEB 0,5 % (w/v) Fleischextrakt; 0,5 % (w/v) Pepton; 0,5 % (w/v) Saccharose;
0,1 % (w/v) Hefeextrakt; 2 mM MgSO,, mit 1 M NaOH auf pH 7,2 einstellen

0,5x MS 2,2 g/l MS-Salz (Duchefa); pH 5,7 mit KOH einstellen, Festmedium: Zugabe

von 0,8 % Pflanzenagar (Duchefa)

Tabelle 2-10: Verwendete Antibiotika

Antibiotikum  Arbeitskonzentration

Ampicillin 100 pg/ml

Carbenicillin 50 pg/ml

Gentamycin 15 pg/ml

Kanamycin 50 pg/ml

Rifampicin 50 pg/ml (aus 25 mg/ml in Methanol)

2.1.6. Verwendete Computerprogramme

Sequenz- und Sequenzierungsdaten wurden mit Vector NTI (Invitrogen, Karlsruhe)
bearbeitet. Die Analyse der Genexpression mittels quantitativer RealTime-PCR (gRT-
PCR) wurde mit dem Bio-Rad CFX Manager 3.0 (Bio-Rad, Minchen) durchgefihrt.
Hypocotylelongation wurde mit dem Analysewerkzeug Image J (NIH, USA) ausgewertet.
Zur Auswertung und Generierung von Bilddateien der Fluoreszenzmikroskopie wurde die
Software Leica LAS AF Lite 2.6.0 (Leica Microsystems, Mannheim) genutzt. Statistische
Analysen zu Wachstumsmerkmalen, gRT-Genexpression und in vitro-Kinase-
experimenten erfolgten mit dem Programm GraphPad Prism 4 (GraphPad Software,
USA).
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2.2. Methoden
2.2.1. Mikrobiologische Methoden

2.2.1.1. Anzucht von E. coli

E.coli-Kulturen wurden in LB-Medium mit den entsprechenden Antibiotika (2.1.5.)
herangezogen. Fur Wachstum auf LB-Agar-Platten wurden dem Medium 1,5 % (w/v) Agar
zugesetzt. Die Bakterien wurden auf Platten bei 37 € Uber Nacht angezogen, die
Anzucht in Fluissigkultur erfolgte bei 37 T unter S chitteln (180 rpm) ca. 12-16 h.

2.2.1.2. Hitzeschocktransformation chemokompetenter E.coli-Zellen

Ein 100 pl-Aliguot chemokompetenter E. coli-Zellen wurde mit 20-50 ng DNA-LOsung
(Plasmid) oder 2-5 pl eines Ligationsansatzes (2.2.3.3.) versetzt und fir 10 min auf Eis
inkubiert. Danach folgte 45 s Hitzeschock bei 42 € und sofortiges Abkiihlen auf Eis.
Nach Zugabe von 1 ml LB-Medium und ca. 30-45 min Inkubation unter Schutteln bei
37 € wurden 1/10 bzw. 9/10 des Ansatzes auf LB-Agar Platten (mit entsprechendem

Antibiotikum) ausgestrichen und Uber Nacht bei 37 °C inkubiert.

2.2.1.3. Herstellung chemokompetenter  E.coli -Zellen

200 ml X-Broth-Medium (0,5 % Hefeextrakt, 2 % Trypton, 0,4 % MgSQO,, 10 mM KCl,
pH 7,6) wurde mit einer LB-Ubernachtkultur auf eine ODggyo von ca. 0,03 angeimpft und bei
37 T unter Schitteln (180 rpm) bis zu einer OD gy von ca. 0,5 inkubiert. Zentrifugation
erfolgte 10 min bei 2000 x g und 4 T, alle weiteren Schritte erfolgten auf Eis. Das
Bakterienpellet wurde in 60 ml Transformationspuffer | (30 mM Kaliumacetat, 50 mM
MnCl,, 100 mM RbCl,, 10 mM CacCl,, 15 % (v/v) Glycerin, pH 5,8) aufgenommen und
erneut zentrifugiert. Nach Resuspension des Bakterienpellets in 8 ml Transformations-
puffer Il (10 mM MOPS, 10 mM RbCl,, 75 mM CaCl,, 15 % (v/v) Glycerin, pH 6,5) wurden
jeweils 100 pl-Aliquots in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei —-80 T gelagert.

2.2.1.4. Anzucht von Agrobacterium tumefaciens

Agrobacterium tumefaciens-Kulturen wurden in YEB-Medium mit entsprechenden
Antibiotika (2.1.5.) herangezogen. Fur Wachstum auf YEB-Agar-Platten wurde dem
Medium 1,5 % (w/v) Agar zugesetzt. Die Bakterien wurden auf YEB-Agar-Platten bei
28 T 2-3 Tage angezogen, die Anzucht in Flussigkul tur erfolgte durch Inokulation mit

mehreren Impfosen Bakterienmaterial bei 28 T unter Schutteln (180 rpm) Gber 12-16 h.
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2.2.1.5. Elektroporation von  Agrobacterium tumefaciens

Zur Transformation von Agrobakterien wurden 40 pl elektrokompetente Zellen mit 100-
250 ng Plasmid-DNA gemischt und 2 min auf Eis inkubiert. Der Ansatz wurde in eine
Elektroporations-Kivette gegeben und im MicroPulser Elektroporator (Bio-Rad, Miinchen)
elektroporiert. Nach Zugabe von 0,5 ml YEB-Medium erfolgte Inkubation fir 1 h bei 28 €
unter Schuitteln. 5-10 ul des Transformationsansatzes wurden auf YEB-Agar mit

entsprechenden Antibiotika ausplattiert und 2-3 Tage bei 28 T inkubiert.

2.2.1.6. Herstellung chemokompetenter  Agrobacterium tumefaciens -Zellen

200 ml YEB ohne Antibiotikum wurden mit zwei 5 ml Ubernachtkulturen (YEB-Medium mit
entsprechenden Antibiotika) angeimpft und bei 28<C und 180 rpm inkubiert, bis eine ODgq
von 0,6 erreicht war. Nach 5 min Kihlung auf Eis erfolgte Zentrifugation bei 3500 x g und
4T fur 20 min. Alle weiteren Schritte erfolgten ebenfalls auf Eis mit vorgekihlten
Losungen. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in 200 ml ddH,O und nach
erneuter Zentrifugation in 100 ml ddH,O (4 ) vorsichtig resuspendiert. Nach weiterer
Zentrifugation wurde das Pellet in 8 ml 10 % kaltem Glycerin gewaschen und erneut in
8 ml 10 % kaltem Glycerin vorsichtig resuspendiert. 40 pl-Aliquots wurden in fliissigem

Stickstoff weggefroren und bei -80 T gelagert.

2.2.1.7. Herstellung von Glycerinkulturen

Glycerinkulturen von E. coli oder Agrobacterium tumefaciens wurden unter sterilen
Bedingungen in 1,5 oder 2 ml Schraubdeckelgefal3en hergestellt. Hierzu wurden 500 pl
einer frischen Ubernachtkultur steril entnommen, mit 500 pl Glycerinlésung (50 %)

vermischt und bei -80 T gelagert.

2.2.2. Molekularbiologische Methoden — Nukleinsdure  n

2.2.2.1. E.coli -Plasmid-DNA-Pr&paration

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli im kleinen Mal3stab erfolgte mit dem GenJet
Plasmid Miniprep Kit (Fermentas, St. Leon-Rot) nach Herstellerangaben. Grol3e Mengen
Plasmid-DNA fur die Protoplastentransfektion wurden nach Herstellerangaben mit dem
Plasmid Maxi Kit (Qiagen, Hilden) aufgereinigt. Die gefallte Plasmid-DNA wurde in ddH,0

mit einer finalen Konzentration von ca. 2 pug/ul gelost.

2.2.2.2. DNA-Isolierung aus A. thaliana nach Edwards et al. (1991)
Genomische DNA wurde aus A. thaliana nach der Edwards-Methode isoliert. Gefrorenes
Blattmaterial wurde in 300 pl Edwards-Puffer (200 mM Tris-HCI (pH 7,5), 200 mM NacCl,

25mM EDTA) in einer Retschmuhle mit 4-8 Stahlkiigelchen 2 min bei 25-30 Hz
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zerkleinert. Nach Zugabe von 10 pl 10 % (w/v) SDS-LOsung und grundlichem Vermischen
wurden unldsliche Blattbestandteile bei 10 000 x g 3 min abzentrifugiert. 200 pl des
Uberstandes wurden in ein frisches ReaktionsgefaR tberfiihrt und zur Fallung der DNA
mit 200 pl Isopropanol gemischt. Nach 3 min Inkubation bei Raumtemperatur (RT) wurde
die gefallte DNA bei 10 000 x g 10 min zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und das
Pellet mit 70 % (v/v) Ethanol gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation fur 5 min bei
10 000 x g wurde das Pellet getrocknet und in 100 yl ddH,O aufgenommen. Ein 20 pl-
Tag-PCR-Ansatz zur Genotypisierung enthielt 1 yl DNA-LOsung (2.2.2.9).

2.2.2.3. RNA-Isolierung aus A. thaliana nach Chomczynski und Sacchi (2006)

50-200 mg homogenisiertes Pflanzenmaterial wurden in 2 ml ReaktionsgefalZen mit 1 mi
Trisure (Bioline, Luckenwalde) versetzt, gut vermischt und 10 min bei RT inkubiert. Nach
10 min Zentrifugation bei 4 T und 12 000 x g wurde der Uberstand in ein neues 2 ml
Reaktionsgefal Gberfuhrt, mit 0,2 ml Chloroform versetzt und 15 s gut vermischt. 2-3 min
Inkubation bei RT folgte Zentrifugation bei 4 C und 12 000 x g fur 15 min zur
Phasentrennung. Die obere wassrige Phase enthielt die RNA und wurde in ein neues
1,5 ml Reaktionsgefald dberfuhrt. 0,5 ml Isopropanol zur RNA-F&llung wurden zugegeben
und 10 min bei RT inkubiert. Nach Zentrifugation bei 4 T und 12 000 x g fur 10 min
wurde die RNA mit 1 ml 70 % Ethanol gewaschen und 5 min bei 4 € und 7 500 x g
zentrifugiert. Nach Trocknung des RNA-Pellets bei RT wurde dies in 30-50 pl RNAse-
freiem ddH,O geldst und anschlieRend 10 min bei 50-60 T erhit zt. Die Bestimmung der
RNA-Konzentration erfolgte wie unter 2.2.2.12. angegeben. Zur Qualitatsiberprifung
wurde 1 pl RNA mittels Agarose-Gelelektrophorese auf einem 1 %-igem Gel aufgetrennt
(Abschnitt 2.2.2.10.). Die Lagerung der RNA erfolgte bei -80C, wéhrend der Bearbeitung
wurde die RNA auf Eis gehalten.

2.2.2.4. DNase-Behandlung der RNA
Zu 20 pl RNA wurden 2 pl RNase-freie DNase (Fermentas, St. Leon-Rot) gegeben und
bei 37 T 60 min inkubiert. Durch finale Zugabe von 2 pl 50 mM EDTA und Inkubation fur

10 min bei 65 T wurde die DNase irreversibel inakt iviert.

2.2.2.5. Uberpriifung der RNA-Reinheit mit  realtime -PCR (nur fiir qRT-PCR)

Vor der cDNA-Synthese fiir qRT-Experimente erfolgte die Uberpriifung der RNA auf
madgliche Kontamination mit genomischer DNA mit intronspezifischen Oligonukleotiden in
einer realtime-PCR. Ein 10 pl-Ansatz enthielt 1 pul RNA, 5 pl 2x Power SYBR Green PCR
Master Mix (Applied Biosystems, Darmstadt) und je 0,5 pmol der beiden Oligonukleotide.
Die PCR wurde mit dem Thermocycler Bio-Rad CFX 96 (Bio-Rad, Minchen)
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entsprechend der Vorgaben des Power SYBR Green PCR Master Mix‘ durchgefuhrt
(Tabelle 2-11). 1 pl genomische DNA diente als Positiv-Kontrolle.

Tabelle 2-11: PCR-Programm Power SYBR Green

Schritt Temperatur Zeit
1: Denaturierung 95T 10 min
2: Denaturierung 95T 15s j39x
3: Oligonukleotid -Bindung 60 C 60 s
+ Amplifikation
4: Dissoziationskurve in 0,5 T-Absténden alle2s

2.2.2.6. cDNA-Synthese

Die cDNA-Synthese fir semi-quantitative RT-PCR (2.2.2.7.) erfolgte fur 2 h bei 42 T mit
1 ug DNase-behandelter RNA (Abschnitt 2.2.2.4). Der 25-pl-Reaktionsansatz enthielt 50
mM Tris-HCI (pH 8,3), 75 mM KCI, 3 mM MgClz, 10 mM DTT, 2 mM dNTP-Mix (0,5 mM je
dNTP), 5 pg oligo(dT)-Oligonukleotide und 200 U MMLYV, reverse Transkriptase M170
(Promega, Mannheim). Zur Inaktivierung wurde der Reaktionsansatz bei 72 T 15 min
inkubiert. Die synthetisierte cDNA konnte sofort fur RT-PCR (2.2.2.7.) verwendet werden.

Die cDNA-Synthese fiur quantitative realtime-PCR (gRT-PCR, 2.2.2.8.) erfolgte mit dem
Superscriptlll SuperMix (Invitrogen, Karlsruhe) nach Herstellerangaben. Ein 20 pl-
Reaktionsansatz enthielt 10 ul 2x RT Reaktionspuffer, 2 pl RT Enzymmix, 2 ug RNA
sowie RNAse-freies Wasser. Nach 10-minttiger Inkubation bei 25 T erfolgte die reverse
Transkription bei 50C fir 60-120 min. Inaktivierun g der Reaktion wurde durch 5 min
Inkubation bei 85 T erreicht, danach wurde die cDN A auf Eis gekihlt. Nach Verdau der
RNA mit 1 ul (2 U) E. coli RNase H bei 37 T fur 20 min wurde die cDNA 1:1 mit ddH,0
verdinnt und fur gRT-PCRs eingesetzt.

2.2.2.7. Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)

1 yl cDNA wurde in einem 20 pl-Tag-PCR-Ansatz (2.2.2.9.) zur Genexpressionsanalyse
verwendet. Zur Abschéatzung der cDNA-Konzentrationen wurde das Referenzgen ACTIN2
genutzt und cDNA-Mengen unterschiedlicher Proben entsprechend der Bandenstarke der
ACTIN2-PCR angepasst.

2.2.2.8. quantitative realtime -PCR (QRT-PCR)

Vor der Genexpressionsanalyse mittels qRT-PCR erfolgten Qualitatskontrollen der
synthetisierten cDNA. Hierzu wurde die Expression von ACTIN2 in einem 10 pl-Ansatz mit
1 pl verdunnter cDNA, 5 pl 2x Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems,
Darmstadt) und je 0,5 pmol der beiden Oligonukleotide mit 2 technischen Replikaten pro
Probe Uberprift. Die PCR wurde mit dem Thermocycler Bio-Rad CFX 96 (Bio-Rad,
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Munchen) durchgefiihrt (Programm siehe Tabelle 2-11). Nach Anpassung aller cDNAs auf
einen ACTIN2-Cg-Wert von ca. 19,5 erfolgte die Uberpriifung der Transkriptionseffizienz
mit Oligonukleotiden fir das GAPDH 3'-Ende bzw. GAPDH 5’-Ende. Nur cDNA mit einer
Differenz kleiner als 1,5 zwischen 3’- und 5’-Cq-Wert wurde weiter analysiert.

Die Expression verschiedener Gene wurde mit je 1 pl cDNA wie im oben beschriebenen
Ansatz mit entsprechenden Oligonukleotiden (siehe Anhang, Tabelle 6-6) durchgefihrt.
Pro Experiment wurden 3 biologische Replikate (je 2 Pflanzen) mit je 2 technischen
Replikaten pro Genotyp analysiert. Die Spezifitat der PCR-Reaktion wurde durch Analyse
der PCR-Produkt-Dissoziationskurven Uberprift. Auswertung der qRT-PCR erfolgte mit
dem Bio-Rad CFX Manager 3.0 (Bio-Rad, Miinchen) mit ACTINZ2 als Referenzgen.

2.2.2.9. Polymerase Chain Reaction (PCR) nach Mullis et al. (1986)

Die PCR diente der Amplifikation von DNA-Fragmenten aus pflanzlicher cDNA,
genomischer DNA oder Plasmid-DNA. Dabei wurden die DNA-Polymerasen Taq
(laboreigene Herstellung), PfuPlus (Roboklon, Berlin) oder Phusion High-Fidelity (New
England Biolabs, Frankfurt am Main) verwendet. Die Spezifizitait des Amplifikats wurde
durch Oligonukleotide mit einer Lange von 20-33 Basenpaaren, am 3’- und 5-Ende des
gewlnschten Amplifikats bindend, gewéhrleistet. Der 20 pl-Tag-PCR-Ansatz enthielt 1 pl
Tag-DNA-Polymerase, 4 ul ,5x Green GoTag® Flexi Reaktionspuffer (Promega,
Mannheim), 1,5 mM MgCl,, 1 mM dNTP-Mix (0,25 mM je dNTP), 0,5 yuM beider
Oligonukleotide (0,25 uM je Oligonukleotid) und von der Anwendung abhéngige variable
Mengen DNA als Sequenzvorlage. Der 20 pl-Pfu- oder -Phusion-PCR-Ansatz enthielt 2,5
U DNA-Polymerase, 1x Reaktionspuffer, 1 mM dNTP-Mix (0,25 mM je dNTP), 0,5 uM
beider Oligonukleotide (0,25 uM je Oligonukleotid) und 20 ug DNA-Vorlage. Tabelle 2-12
gibt den Ablauf eines PCR-Programms wieder.

Tabelle 2-12: PCR-Programm: *Die Temperatur der Oligonukleotid-Bindung fiir die
einzelnen Reaktionen sind im Anhang in den Tabellen 6-1 bis 6-5 aufgelistet.

Schritt Temperatur Zeit
1: Denaturierung 95T 3 min
2: Denaturierung 95T 30s
3: Ollgpnukleot|d - 55-60"C 30s 29-40x
Bindung
4: Amplifikation 72 <C 1 min/1000 bp (Taq)
30 s/1000 bp (Pfu/Phusion)
5: Amplifikation 72 <C 10 min

2.2.2.10. Agarose-Gelelektrophorese
Die gelelektrophoretische Auftrennung von linearen DNA-Molekiilen erfolgte in 1-2 %-igen
(w/v) Agarosegelen in TAE-Puffer (40 mM Tris-HCI, 0,1 mM EDTA mit 28,55 % (v/v)
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Eisessig, pH 8,5) mit 50 ng/ml Ethidiumbromid. Als Elektrophoresepuffer wurde TAE
verwendet. Zur Gelbeladung wurde die DNA wurde mit 5x DNA-Ladepuffer (Bioline,
Luckenwalde) versetzt, als Gréfienstandard diente Hyperladder | (Bioline, Luckenwalde).
Die angelegte Spannung lag je nach Elektrophoresekammer zwischen 80 V und 160 V.
Nach der Elektrophorese wurden die aufgetrennten DNA-Fragmente mit Hilfe eines UV-

Transilluminators (A = 254 nm) sichtbar gemacht.

2.2.2.11. DNA-Extraktion aus Agarosegelen

Die mit Ethidiumbromid angefarbten DNA-Banden (aus Restriktionsansatzen bzw. PCR-
Produkte fur Klonierungen) wurden unter UV-Licht aus dem Agarosegel ausgeschnitten
und nach Herstellerangaben mit dem High Pure PCR Cleanup micro Kit (Roche,

Penzberg) eluiert.

2.2.2.12. Quantifizierung der Nukleinsdurekonzentra  tion
Die Bestimmung der DNA- und RNA-Konzentration erfolgte durch Messung der Extinktion
bei 260 nm am Spektrophotometer (Nanodrop ND-1000, PEQLAB, Erlangen).

2.2.3. Klonierung
Die Tabellen 2-13 und 2-14 fuhren die wéhrend der vorliegenden Arbeit hergestellten
Vektoren inklusive Klonierungsstrategie auf. Klonierungs-PCRs erfolgten entweder mit

cDNA oder schon vorhandenen Plasmiden mit entsprechender CDS als Sequenzvorlage.

Tabelle 2-13: Restriktionsklonierungen

Ziel- Vektor  Oligonu - Oligonukleotid -Sequenz (5" -37) Restrik -  Bezeichnung
Sequenz kleotid Restriktionsschnittstellen klein tions- Expressions-
Bezeich- schnitt- vektor
nung stellen

CPK28-VK pXCS- CPK28 pXCS-CPK28-
bzw. Strepll  fwd GGaagcttATGGGTGTCTGTTTC HindllI VK-Strepll
CPK28- oder Hindlll oder YFP
VK-D188A  YFP CPK28- bzw.
(ampilifi- VK rev Smal pXCS-CPK28-
ziert aus Smal cccgggATTCCCGCCTTCTC VK-D188A-
PENTR- Strepll  oder
Vektoren) YFP
PP2C CDS pXNS2- PP2C- EcoRl pXNS2-PP2C-
(aus cDNA  YFP fwd AAgaattcATGACTAATAAACTTCGCTC YFP
amplifi- EcoRlI AGAAG
ziert) PP2Crev AAggatccTCAGCCTTTGTAATGGTTG  BamHI

BamHI AGATC
CaS CDS pXCS- CaSfwd AAatcgatATGGCTATGGCGGAAATGG Clal pXCS-CaS-
(aus cDNA  YFP Clal C YFP
amplifi- CaSrev  AAcccgggGTCGGAGCTAGGAAGGAA  Smal
ziert) Smal CTTGG
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Fortsetzung Tabelle 2-13

Cys CDS pXCs- Cysfwd AAatcgatATGATGATGAAGTCGTTGA  Clal pXCS-Cys-
(aus cDNA  YFP Clal TCTGTC YFP
amplifi- Cysrev  AAcccgggTAACGCCTTGAAAGACTCA  Smal
ziert) Smal AGGC
PP2C CDS pSPYC PP2C- AAgtcgacATGACTAATAAACTTCGCT  Sall pSPYCE
(aus cDNA E(MR) fwd Sall CAGAAG (MR)-PP2C
amplifi- PP2Crev AActcgagTCAGCCTTTGTAATGGTTG  Xhol
ziert) Xhol AG
CaS CDS pSPYC CaSfwd AAatcgatATGGCTATGGCGGAAATGG Clal pSPYCE (M)-
(aus cDNA E (M) Clal C Cas
amplifi- CaSrev  AAcccgggGTCGGAGCTAGGAAGGAA  Smal
ziert) Smal CTTGG
Cys CDS pSPYC Cysfwd AAatcgatATGATGATGAAGTCGTTGA  Clal pSPYCE (M)-
(aus cDNA E (M) Clal TCTGTC Cys
amplifi- Cys rev AAcccgggTAACGCCTTGAAAGACTCA  Smal
ziert) Smal AGGC
CPK28 pSPYN CPK28 GCAtctagaATGGGTGTCTGTTTCT Xbal pSPYNE 173-
CDs E 173 fwd Xbal ccGcc CPK28
CPK28 TAcccgggTCGAAGATTCCTGTGA  Smal
rev Smal CCTGCA
PP2C CDS pGEX-  umkloniert aus pSPYCE (MR)-PP2C mittels Schnittstellen pGEX-4T1-
4T1 BamHI und Smal PP2C
Tabelle 2-14: Mutagenese-Reaktionen
PCR- Oligonu -  Oligonukleotid Sequenz (5° -3°) Bezeich - Bezeichnung
Sequenz  kleotid (Mutation fettgedruckt) nung Expressions-
vorlage Bezeich Zwischen-  vektor
nung vektor
pENTR™ CPK28 CCATGACATTGTTGGTGCCGCCTATTATGTGG pENTR™/  pXCSG-
/D- S228A D-TOPO®- CPK28-
TOPO®- fwd CPK28- S228A-Strepll
CPK28- CPK28 CCACATAATAGGCGGCACCAACAATGTCATGG S228A- oder YFP
CDS S228A CDS
rev
CPK28 CCATGACATTGTTGGTGACGCCTATTATGTGG pENTR'™/  pXCSG-
S228D D-TOPO®- CPK28-
fwd CPK28- S228D-Strepll
CPK28 CCACATAATAGGCGTCACCAACAATGTCATGG  S228D- oder YFP
S228D CDS
rev
CPK28 CTGCTGCACAAGCACTAGCACATGCGTGGGT pENTR'™/  pXCSG-
S318A TAGAG D-TOPO®- CPK28-
fwd CPK28- S318A-Strepll
CPK28 CTCTAACCCACGCATGTGCTAGTGCTTGTGCA  S318A- oder YFP
S318A GCAG CDS
rev
CPK28 CTGCTGCACAAGCACTAGACCATGCGTGGGT pENTR'™/  pXCSG-
S318D TAGAG D-TOPO®- CPK28-
fwd CPK28- S318D-Strepll
CPK28 CTCTAACCCACGCATGGTCTAGTGCTTGTGCA  S318D- oder YFP
S318D GCAG CDS

rev
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Fortsetzung Tabelle 2-14

pENTR™  CPK28 GAGATGGGAAAATAGCCCTGCATGAGTTCAG  pENTR™/  pXCSG-

/D- S495A D-TOPO®- CPK28-

TOPO® g CPK28-  S495A-Strepll

CPK?8 CPK28  CTGAACTCATGCAGGGCTATTTTCCCATCTC — S495A-  oder YFP
S495A cos

rev
CPK28 GAGATGGGAAAATAGACCTGCATGAGTTCAG  pENTR'™/  pXCSG-

S495D D-TOPO®- CPK28-

fwd CPK28- S495D-Strepll

CPK28 CTGAACTCATGCAGGTCTATTTTCCCATCTC S495D- oder YFP

S495D CDS

rev

CPK28 pENTR'Y/  pXCSG-

G2Afwd CCCTTCACCATGGCTGTCTGTTTCTCCG D-TOPO®- CPK28-

CPK28 CPK28- S495D-Strepll

G2Arev  CGGAGAAACAGACAGCCATGGTGAAGGG S495D- oder YFP
CDS

2.2.3.1. Restriktionsverdau von Plasmiden

Der Verdau der Plasmid-DNA erfolgte mit Restriktionsendonukleasen vom Typ Il. Die
Enzyme wurden im dazugehorigen Puffer nach Herstellerangaben (Fermentas, St. Leon-
Rot) verwendet. Die im 20 pl-Reaktionsansatz verwendete Plasmid-DNA-Menge betrug
zwischen 300 und 1000 ng. Inkubation mit 0,3-0,5 pl Enzym erfolgte mindestens 1 h bei

37 C, anschliel3end wurde das Enzym den Herstellera ngaben entsprechend inaktiviert.

2.2.3.2. Dephosphorylierung

Bei Klonierungen mit kompatiblen Enden im Vektor wurden zur Vermeidung der Religation
ohne DNA-Insert die 5-Enden des geschnittenen, Uber Gelelektrophorese isolierten
Plasmids dephosphoryliert. Dies erfolgte mit der Antarctic Phosphatase (New England
Biolabs, Frankfurt am Main) fir 30-60 min bei 37 . Durch I nkubation der Proben fir 5

min bei 65 T wurde die Phosphatase inaktiviert.

2.2.3.3. Ligation

Ein 10 pl-Ligationsansatz enthielt 1 pl 10x Ligasepuffer (Fermentas, St. Leon-Rot), 1 pl
T4-DNA-Ligase sowie restriktionsverdaute Vektor- und Insert-DNA. Das molare Verhaltnis
von Vektor zu Insert betrug 1:1 bis 1:3, und es wurden zwischen 20 und 50 ng Vektor

eingesetzt. Die Inkubation erfolgte 1 h bei 22 TC.

2.2.3.4. Gateway ®-Klonierung

Zur Klonierung von Genen mittels des ENTRY-Vektors pENTR™/D-TOPO® in

unterschiedliche binéare Expressionsvektoren wurde das Gateway®-System von Invitrogen

(Karlsruhe) nach Herstellerangaben verwendet. Dabei wurde das gewiinschte Konstrukt,

inklusive CACC-Sequenz vor dem Start-Codon, mittels PCR amplifiziert und in
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PENTR™/D-TOPO® in gezielter Orientierung ligiert. Die Ubertragung des Inserts in den
Ziel-Vektor erfolgte Gber eine LR-Reaktion nach Angaben des Herstellers (LR Clonase® Il
Enzyme mix, Invitrogen, Karlsruhe). Transformation von 2-5 pl Reaktionsansatz erfolgte in
E. coli DH10B.

2.2.3.5. Mutagenese-PCR nach Weiner etal. (1994)

Die gezielte Einfihrung von Punktmutationen mittels PCR diente der Untersuchung von
Phosphorylierungs-Varianten der CPK28. Die Mutagenese-Oligonukleotide waren 28-
36 bp lang und die zur Sequenzvorlage auftretende Falschpaarung befand sich in der
Mitte des Oligonukleotids. Ein 50 pl-Pfu-PCR-Ansatz enthielt 2,5 U Pfu-DNA-Polymerase,
Pfu-Reaktionspuffer (Roboklon, Berlin), 0,48 mM dNTP-Mix (0,12 je dNTP), 0,5 uM beider
Oligonukleotide (0,25 pM je Oligonukleotid) und 20-50 ng Plasmid-Vorlage. Das

Programm fir die Mutagenese-PCR ist in Tabelle 2-15 dargestellt.

Tabelle 2-15: Programm fir zielgerichtete Mutagenes  e-PCR

Schritt Temperatur Zeit
1: Denaturierung 95T 3 min
2: Denaturierung 95T 30s
3: Oligonukleotid - 56 C 30s
Bindung 18-20x
4: Amplifikation 68 T 1 min/1000 bp
5: Amplifikation 68 C 10 min

Die DNA wurde nach der PCR mit 10 U des Restriktions-Enzyms Dpnl, welches nur
methylierte DNA erkennt und schneidet, fur 1 h bei 37 T inkubiert. 3 pl des Dpnl-

behandelten PCR-Ansatzes wurde in DH10B transformiert.

2.2.3.6. Sequenzierung der DNA
Sequenzierung von 300-600 ng Plasmid-DNA oder ca. 30 ng PCR-Produkt erfolgte bei
GATC (Konstanz) oder Seqlab (Gottingen).

2.2.4 Proteinbiochemische Methoden
2.2.4.1. Proteinbiochemie - E. coli

2.2.4.1.1. Proteinexpression in  E. coli unter Verwendung eines IPTG-induzierbaren

Systems

Die die Protein-Expressionsvektoren enthaltenden BL21-(DE3)-Zellen wurden auf LB-

Agar-Platten mit entsprechenden Antibiotika tGiber Nacht bei 37 T angezogen. Eine 5 ml-

Ubernachtkultur mit Antibiotika diente zur Inokulation der 50-100 mi-LB-Hauptkultur mit
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Antibiotika auf eine ODgy von 0,03, welche bei 37 T und 180 rpm bis zum Err eichen
einer ODggo von 0,5-0,6 inkubiert wurde. Die Induktion der Proteinexpression erfolgte
durch Zugabe des synthetischen Laktose-Analogons IPTG mit einer finalen Konzentration
von 1 mM. Die induzierte Kultur wurde bei 28 € und 180 rpm 2-3 h geschiittelt. Die
Pelletierung der Bakterien erfolgte bei 3000 x g und 4 T fir 15 min. Nach Verwerfen des

Uberstands wurden die Bakterienpellets bei —20 T g elagert oder direkt weiter verarbeitet.

2.2.4.1.2. Zellaufschluss von E. coli

Der Zellaufschluss von E. coli erfolgte in 1 ml Lysepuffer pro 20 ml IPTG-induzierter
Kultur. Das gefrorene Zellpellet wurde im GST-Lysepuffer (50 mM Tris-HCI (pH 8,0),
250 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0,2 % (v/v) TritonX-100, 1 mM DTT, 1:200 Proteaseinhibitor-
Mix fur E.coli-Zellextrakt (P8849, Sigma, Steinheim)) resuspendiert. Anschlieend wurden
0,02 g Lysozym und 15 pg/ml DNasel (Roche, Penzberg) zugegeben und fir 15 min bei
RT inkubiert. Die Zellsuspension wurde 3x 10 s auf Eis bei Stufe 2—3 sonifiziert (Branson
Sonifier®, G. Heinemann, Schwabisch Gmiind). Unl6sliche Bestandteile wurden durch
Zentrifugation bei 4 T und 12 000 x g abgetrennt und der Uberstand, der Rohextrakt, in

ein neues Reaktionsgefal} tberfuhrt.

2.2.4.1.3. GST-Aufreinigung

Die GST-markierten Proteine wurden uber Affinitatschromatografie mit dem GST Bind
Resin Kit (Novagen, Darmstadt) aufgereinigt. Fir 1 ml E. coli-Rohextrakt wurden 100 pl
GST Bind Resin (50 % Suspension im GST-Lysepuffer) verwendet. Der Ansatz inkubierte
auf dem Rotationsrad mit 20 rpm Utber 2 h bei 4 T. Anschlielend wurde der Ansatz auf
leere Bio Spin-Saulen (Bio-Rad, Munchen) Uberflhrt und 5x mit je 2 ml GST-Lysepuffer
gewaschen. Die weitere Bearbeitung fir in vitro-pulldown—Experimente wird unter 2.2.6.2

beschrieben.

2.2.4.2. Proteinbiochemie — Pflanzen

2.2.4.2.1. Transiente Expression in  N. benthamiana -Blattern

Proteinexpression in Pflanzen erfolgte agrobakterium-vermittelt in N. benthamiana. Daftr
wurden Glycerin-Dauerkulturen der Agrobakterien (GV3103::pMP90RK fur amp-Plasmide,
GV2260 fir kan-Plasmide) mit dem gewlnschten Expressionskonstrukt auf YEB-Platten
mit entsprechenden Antibiotika ausgestrichen und 2-3 Tage bei 28 T inkubiert. 10-20 ml
YEB-Flussigkultur wurden dicht mit Agrobakterien angeimpft und etwa 16 h bei 28 T
unter Schitteln (180 rpm) inkubiert. Zusétzlich wurde ein A. tumefaciens-Stamm, den
silencing-Inhibitor pl19 (Voinnet et al. 2003) exprimierend, angeimpft. Die

Ubernachtkulturen wurden bei 3000 xg fiir 15 min zentrifugiert und das Pellet in
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Infiltrations-Puffer (10 mM MES, 10 mM MgCl,, 150 pM Acetosyringon) vorsichtig
resuspendiert. Die ODgqo flr jedes Expressionskonstrukt wurde auf 0,5 eingestellt und
gemeinsam mit dem p19-Stamm mit einer ODggoo vVon 0,3 in 5-10 ml Puffer fir 2 h bei RT
inkubiert. Mit Hilfe einer 1 ml-Spritze wurden die Bakterien durch einen Rasierklingen-
Schnitt in den apoplastischen Raum von N. benthamiana- Blattern ca. finf Wochen alter
Pflanzen infiltriert. Nach 2-5 Tagen wurden Blattproben zur weiteren Analyse im flissigen

Stickstoff weggefroren und bei -80 T gelagert.

2.2.4.2.2. Transiente Expression in  A. thaliana -Protoplasten

Isolierung der Protoplasten erfolgte mit der ,Tape-Arabidopsis Sandwich“-Methode nach
Wu et al. (2009). Die Protoplastentransfektion wurde weitgehend wie bei Yoo et al. (2007)
beschrieben durchgefihrt. Alle Schritte erfolgten, falls nicht anders vermerkt, bei
Raumtemperatur.

Rosettenblatter 9-11 von 4-5 Wochen alten A. thaliana-Pflanzen wurden mit der
Blattoberseite auf dem Klebefilm Time tape® (Time Med, USA) fixiert. Die Blattunterseite
wurde mit dem Klebefilm Magic tape® (3 M, USA) bedeckt, sodass sich das Blatt
zwischen den zwei Klebefilmen befand. Durch Entfernen des Magic tape® wurde die
Epidermis der Blattunterseite abgezogen. 6-9 auf dem Time tape®-fixierte Blatter ohne
untere Epidermis inkubierten 60—-90 min unter leichtem Schitteln (40 rpm auf einem
Horizontalschdittler) in 6 ml Enzymlésung (20 mM MES (pH 5,7), 0,4 M Mannitol, 20 mM
KCl, 1,5% Cellulase, 0,4 % Macerozym fir 10 min bei 55 T inkubiert, dann auf RT
abgekihlt und 10 mM CaCl, und 0,1 % BSA zugegeben).

Die Enzymreaktion wurde durch Zugabe von 6 ml W5 (2 mM MES (pH 5,7), 154 mM
NaCl, 125 mM CaCl,, 5 mM KCI) gestoppt. Nach Filtration durch einen Nylonfilter mit
80 uM PorengroRe (Neolab, Heidelberg) wurden die Protoplasten durch Zentrifugation bei
100 x g 1 min pelletiert. Das Zellpellet wurde vorsichtig in W5-Ldsung aufgeschiittelt und
die Konzentration intakter Protoplasten in W5 auf 2x10%ml eingestellt. Ermittlung der
Protoplastendichte erfolgte am Lichtmikroskop (x16) mit Hilfe einer Fuchs-Rosenthal-
Zahlkammer. Die in W5 gel6sten Protoplasten inkubierten 30 min auf Eis, wobei sie sich
nach ca. 15 min durch die Schwerkraft am Boden des Inkubationsgefal3es absetzten. Die
sedimentierten Protoplasten wurden in MMG-L6sung (4 mM MES (pH 5,7), 0,4 M
Mannitol, 15 mM MgCl,) aufgenommen (Zelldichte: 2x10°/ml). Pro Transfektion wurden
10 yg Plasmid-DNA pro Konstrukt, 100 yl Protoplastensuspension und 110 yl PEG-
Transfektionslosung (30 % (w/v) PEG, 0,2 M Mannitol, 100 mM CacCl,) verwendet. Der
Transfektionsansatz wurde nach 10 min Inkubation durch Zugabe von 440 pyl W5
abgestoppt und anschliel3end bei 100 x g 1 min zentrifugiert. Die Protoplasten wurden in
1 mlWI (4 mM MES (pH 5,7), 0,5 M Mannitol, 20 mM KCI) aufgenommen und inkubierten
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Uber Nacht 16-20 h in mit 5% (v/v) Kéalberserum beschichteten 6x-Zellkulturschalen.
Ernte erfolgte durch 2x Zentrifugation der Ansétze in 1,5 oder 2 ml-Reaktionsgefal3en bei
10 000 x g fur 5 s. Das Pellet wurde in flissigem Stickstoff schockgefroren und dann

direkt verwendet oder bei —80 T gelagert.

2.2.4.2.3. Proteinextraktion nach transienter Expre  ssion in N. benthamiana

0,5 g N. benthamiana-Blattmaterial (2.2.4.2.1.) wurden in flissigem Stickstoff gemorsert
und 1 ml Proteinextraktionspuffer (100 mM Tris-HCI (pH 8,0), 5 mM EGTA, 5 mM EDTA,
100 mM NacCl, 20 mM DTT, 0,5 mM AEBSF, AL-Mix (2 pg/ml Antipain und 2 pg/ml
Leupeptin), 1:200 Proteaseinhibitor Cocktail (P9599, Sigma, Steinheim), 10 mM NaF,
10 mM NazVO,, 10 mM B-Glycerolphosphat, 100 pg/ml Avidin, 0,5 % (v/v) TritonX-100)
zugegeben. Nach vollstdndigem Auftauen der Proben wurden diese bei 16 000 x g und
4 C far 20 min zentrifugiert, um unlésliche Bestan dteile abzutrennen. Der Uberstand
(Rohextrakt) wurde in ein neues Reaktionsgefald Uberfihrt und auf Eis weiterbearbeitet.
YFP-Proteinextrakt wurde zum Proteinnachweis nach Konzentrationsbestimmung
(2.2.4.3.) direkt fur die SDS-PAGE (2.2.4.4.) oder fur in vitro-Interaktionstests verwendet
(2.2.6.2.), Strepll-markiertes Protein wurde meist affinitats-gereinigt (2.2.4.2.6.) und in

in vitro-Kinaseaktivitatsexperimenten (2.2.5.1.) eingesetzt.

2.2.4.2.4. Proteinextraktion nach transienter Expre  ssion in A. thaliana -Protoplasten

Das Protoplastenpellet wurde durch Zugabe von 100 pul Proteinextraktionspuffer (siehe
2.2.4.2.3.) pro Ansatz lysiert. Nach 5 min Inkubation auf Eis wurde bei 16 000 x g und
4 C fur 15 min zentrifugiert, der Uberstand (Rohextrakt) wurde in ein neues
Reaktionsgefal® Uberfuhrt und auf Eis weiterbearbeitet. Strepll-markiertes Protein wurde

affinitats-gereinigt (2.2.4.2.6.) und massenspektrometrisch analysiert (2.2.4.9.)

2.2.4.2.5. Proteinextraktion stabil-transformierter Arabidopsis thaliana -Pflanzen
100-300 mg Arabidopsis-Blattmaterial wurden in flissigem Stickstoff zermoérsert und
0,2-0,6 ml Proteinextraktionspuffer (2.2.4.2.3.) zugegeben. Nach vollstdndigem Auftauen
der Proben wurden diese bei 16 000 x g und 4 T fur 20 min zentrifugiert. Der Uberstand
wurde in ein neues Reaktionsgefal? dberfihrt und auf Eis weiterbearbeitet. YFP-
Proteinextrakt wurde zum Proteinnachweis nach Konzentrationsbestimmung (2.2.4.3.)
und —angleich direkt fur die SDS-PAGE (2.2.4.4.) verwendet.

2.2.4.2.6. Strepll-Affinitatschromatografie
Zur Anreicherung Strepll-markierter Proteine wurde der Rohextrakt 1:40 (v/v) mit Strep-

Tactin Macroprep (50 % Suspension, IBA, Gottingen) versetzt. Der Ansatz inkubierte in
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1,5 bzw. 2 ml-Reaktionsgeféafien auf einem Rotationsrad bei 20 rpm 30 -120 min bei 4 T.
Pelletierung der Probe erfolgte bei 700 x g und 4 °C fur 1 min. Die sedimentierte Strep-
Tactin-Matrix mit gebundenem Protein wurde in 500-1000 yl Waschpuffer (100 mM Tris-
HCI (pH 8,0), 0,5 mM EDTA, 150 mM NacCl, 0,05 % (v/v) Triton X-100) aufgenommen und
erneut bei 700 x g 1 min zentrifugiert, dieser Schritt wurde 4x wiederholt. Final wurde die
Strep-Tactin-Matrix je nach Ansatzgrofle entweder in 50-200 ul  Waschpuffer
resuspendiert und weiterbearbeitet. Alternativ wurde SDS-Probenpuffer zugegeben und
durch 5 min Inkubation bei 95 T wurden die an die Strep-Tactin-Matrix gebundenen
Proteine fiur die SDS-PAGE in Losung gebracht.

2.2.4.3. Proteinkonzentrationsbestimmung

Die Proteinkonzentrationsbestimmung erfolgte mit dem Bio-Rad Protein Assay® (Bio-Rad,
Minchen) nach Herstellerangaben. 10 ul einer BSA-Standardreihe von 0,05-0,50 mg/ml
bzw. 10 yl unverdiinnte sowie 1:2 bzw. 1:10 verdinnte Proben wurden mit 200 ul 1:5
verdinnter Bio-Rad Protein Assay®-Farbeldsung versetzt. Nach 5 min Inkubation bei RT

wurde die Absorption bei 595 nm bestimmt.

2.2.4.4. Denaturierende SDS-Polyacrylamid-Gelelektr  ophorese (PAGE)

In dieser Arbeit wurden 10-12 %-ige Trenngele, entsprechend dem Molekulargewicht der
untersuchten Proteine, und 5 %-ige Sammelgele mit dem Mini-SDS-Gel-System von Bio-
Rad (Munchen) verwendet. Die Proteinextrakte wurden mit 20 % 5 x SDS-Probenpuffer
(300 mM Tris-HCI (pH 6,8), 50 % Glycin, 10 % (w/v) SDS, 500 mM DTT, 0,02 % (w/v)
Bromphenolblau) versetzt und anschlieRend bei 95 T 5 min inkubiert. Als Puffer wurde
Elektrophorese-Laufpuffer (50 M Tris-HCI (pH 6,8), 10 % (w/v) SDS, 30 % (v/v) Glycerol,
1M DTT) verwendet, der PageRuler Plus Prestained Protein Ladder (Fermentas, St.
Leon-Rot) diente als GroRRenstandard. Auftrennung der Proteine erfolgte bei einer

Spannung von 80-100 V im Sammelgel und von 160 V im Trenngel.

Tabelle 2-16: Zusammensetzung Trenngel-Sammelgel

Trenngel Sammelgel

10-15 % (v/v) Acrylamid/Bis 5 % (v/v) Acrylamid/Bis
375 mM Tris-HCI (pH 8,8) 125 mM Tris-HCI (pH 6,8)
0,05 % (viv) TEMED 0,1 % (viv) TEMED

0,075 % (wiv) APS 0,1 % (w/v) APS

Weitere Bearbeitung der SDS-Polyacrylamidgele erfolgte durch deren direkte Farbung mit
Coomassie (2.2.4.5.) oder durch Proteintransfer auf eine Nitrocellulose-Membran mittels
Western Blot (Abschnitt 2.2.4.6.).
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2.2.4.5. Coomassie-Farbung

Die Farbung der Polyacrylamidgele erfolgte 20 min in Coomassie-Farbeldsung (0,1 %
(w/v) Coomassie brillant-blau R-250, 45,45 % (v/v) Methanol, 10 % Eisessig) auf einem
Horizontalschdttler bei 120 rpm. AnschlieRend wurden die Gele mehrere Stunden mit

Entfarberlésung (5 % (v/v) Methanol, 9 % Eisessig) entfarbt.

2.2.4.6. Western Blot

Proteintransfer auf eine Nitrocellulose-Membran (HybondTM-ECL®; GE-Healthcare,
Solingen) erfolgte mit dem mini-PROTEAN R-System (Bio-Rad, Munchen). Das Gel und
die Membran wurden beidseitig von Whatman-Papier und einem Schwamm umschlossen.
Der Transfer erfolgte fur 1 h bei 100 V oder fir 14-16 h bei 40 V im Transferpuffer (48 mM
Tris (pH 9,2), 39 mM Glycin, 0,43 mM SDS, 20 % (v/v) Methanol).

2.2.4.7. Farbung von Membranen mit Ponceau-S

Die Ponceau-S-Farbelosung wurde zum reversiblen Anfarben von Proteinen auf Blot-
Membranen verwendet. Die Membran inkubierte unter leichtem Schwenken 5 min in
Ponceau-S-Farbelésung (0,1 % (w/v) Ponceau-S 5 % Essigsaure) und wurde dann mit
ddH,0 entfarbt.

2.2.4.8. Immunodetektion

Nach dem Western Blot bzw. der Ponceau-S-Farbung wurde die Membran 1 h in 20 ml
Blockierlosung (5 % Milchpulver in 1x TBS-T-Puffer (20 mM Tris-HCI (pH 7,6), 150 mM
NaCl, 0,1 % (v/v) Tween 20)) blockiert und anschlieend 2x 5 min mit je 10 ml TBS-T-
Puffer gewaschen.

Die Detektion Strepll-markierter Proteine erfolgte mit dem Strep-Tactin HRP-(horse radish
peroxidase)- oder —AP-(Alkalische Phosphatase)-Konjugat (IBA). Hierzu wurde, nach
10 min Vorinkubation mit 10 ml 2 pg/ml Avidin in TBS-T, das jeweilige Strep-Tactin-
Konjugat 1:5000 direkt in die Losung zugegeben und 1 h bei RT oder 16 h bei 4 C
inkubiert. AnschlieRend wurde 3x 10 min mit TBS-T und im Fall des HRP-Konjugats
zusatzlich 2x 10 min mit TBS (20 mM Tris-HCI (pH 7,6), 150 mM NaCl) gewaschen.
Detektion der enzymatischen Reaktion erfolgte fir das HRP-Konjugat mittels ECL
(SuperSignal® West Femto Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific, USA) und
der Kodak Image Station 440CF. Detektion der AP-Reaktion erfolgte in 10 ml AP-Puffer
(100 mM Tris-HCI (pH 9,5), 100 mM NaCl, 5 mM MgCI2) mit 33 pl BCIP (50 mg/ml in
DMF) und 66 pl NBT (50 mg/ml in 70% DMF) als Substrate der Alkalischen Phosphatase.
Zum Nachweis von YFP-Protein wurde die Membran nach der Blockierung mit 10 mi
TBS-T mit 1:10 000 anti-GFP 1gG (Roche, Penzberg) als erstem Antikdrper 1 h bei RT
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oder 16 h bei 4 T inkubiert. Nach 3x Waschen in TB S-T fir je 10 min erfolgte Inkubation
mit 10 ml TBS-T 1: 20 000 anti-Maus IgG AP- oder HRP-Konjugat (Sigma, Steinheim) 1 h
bei RT oder 16 h bei 4 T. Detektion der Enzymaktiv itdten wurde je nach gekoppeltem

Enzym wie im Fall der Strepll-Proteindetektion beschrieben durchgefihrt.

2.2.4.9. Massenspektrometrische Untersuchung der in vivo -Phosphorylierung

Fir die Identifizierung von in vivo-Phosphorylierungsstellen wurden die Strepll-markierten
Proteine transient in aus cpk28-1 stammenden Arabidopsis-Mesophyllzellprotoplasten
exprimiert (2.2.4.2.2.) und affinitdtschromatographisch gereinigt (2.2.4.2.6.). Pro
Proteinkonstrukt wurde ein 10x-Ansatz aufgereinigt und die Proteinaufreinigung mit 1/10
des Proteins mittels SDS-PAGE und Western Blot Uberprift. Als Waschpuffer nach
Immobilisierung wurde hier 100 mM Tris-HCI (pH 8,0), 200 mM NaCl, 2 mM DTT, 10 mM
NaF, 10 mM NazVO,, 10 mM B-Glycerol-phosphate und 0,05 % TritonX-100 verwendet.
Nach Umpufferung der gereinigten, immobilisierten Proteine in 200 pl 100 mM Bicarbonat
erfolgte Alkylierung der Cysteine in 10 mM DTT in 100 mM Bicarbonat fir 45 min bei
56 € mit anschlieBender Inkubation in 55 mM lodace tamid in 100 mM Bicarbonat fir
30 min im Dunkeln. Die Strep-Tactin-Matrix wurde anschlieend 2x mit 200 pl 100 mM
Bicarbonat gewaschen und bei 37 € uber Nacht in 40 pl 10 pg/ml Trypsin in 50 mM
Bicarbonat verdaut. Die Verdauldsung wurde durch mehrfache Zentrifugation bei 700 x g
fur 1 min und Uberfihrung des Uberstandes in ein neues GefaR von der Strep-Tactin-
Matrix getrennt und anschlieRend bei 30T bis zur T rockne einrotiert.

Tryptische Peptide wurden mittels selected reaction monitoring (SRM) durch Nanoflow-
HPLC (Proxeon Biosystems, www.proxeon.com) und einem Tripelquadrupol-
Massenspektrometer (MS, TSQ Quantum Discovery Max, Thermo Scientific) analysiert.
Die MS-Analyse wurde von Prof. Dr. Waltraud Schulze am Max-Planck-Institut fur

Molekulare Pflanzenphysiologie in Potsdam-Golm durchgeftihrt.

2.2.4.10. Bestimmung des Anthocyangehalts

Der Anthocyangehalt von Pflanzenmaterial wurde bestimmt wie bei Neff und Chory (1998)
beschrieben. Ca. 100 mg homogenisiertes Pflanzenmaterial wurden tber Nacht in 1 ml 80
% Methanol mit 5% HCI| bei 4 T im Dunkeln extrahiert. Nach Zentrifugation bei
14 000 x g fir 20 min und Uberfilhrung des Uberstands in neue ReaktionsgefaRe wurde
dessen Absorption bei den Wellenlangen A =535 (Anthocyan) und A =657 (Chlorophyll)
mit einem Multiskan GO Spektrophotometer (Thermo Scientific, Karlsruhe) photometrisch
vermessen. Die Berechnung des Anthocyangehalts erfolgte mit der Formel [As3s—0.25 X

Ags7/g Frischgewicht].
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2.2.4.11. Bestimmung des Ligningehalts

Die Bestimmung des Gesamtligningehalts wurde durchgefihrt wie bei Hossain et al.
(2012) beschrieben. Zellwandmaterial (CWR) wurde durch jeweils 3x Extraktion von
komplett getrocknetem, homogenisiertem Pflanzenmaterial in Toluol/Ethanol 2:1 (v/v),
95 % Ethanol bzw. ddH,O und anschliel3ender Trocknung bei 70 T fir 18 h h ergestellt.
Die nachfolgende Analyse wurde durchgefiinrt wie bei Brinkmann et al. (2002)
beschrieben. Aliquots von 2-10 mg CWR (3 Replikate pro Probe) wurden mit 1,5 ml
2 N HCI und 0,3 ml Thioglykols&ure vermischt und unter wiederholtem Invertieren 4 h bei
95 € inkubiert. Nach Abkihlung auf Eis und Zentrif ugation fir 10 min bei 15000 x g
wurde der Uberstand verworfen und das Pellet 3x mit 1 ml ddH,O gewaschen. Der
Zugabe von 1 ml 0,5N NaOH folgten 18 h Inkubation auf einem Horizontalschuttler
(40 rpm) bei RT. Danach wurde 10 min bei 15000 x g bei RT zentrifugiert und der
Uberstand in ein neues 2 ml-GefaR uberfihrt. Das Pellet wurde nochmals in 0,5 ml 0,5 N
NaOH resuspendiert und zentrifugiert, der entstehende Uberstand wurde mit dem ersten
Uberstand vereinigt und mit 0,3 ml konzentrierter Salzsaure vermischt. Zur Prazipitation
der Lignothioglykolat-Derivate wurden die Proben 4 h bei 4 € inkubiert, anschlieRend
10 min bei 15 000 x g zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde in 1 ml
0,5 N NaOH geldst und die Absorption der Losung bei A = 280 nm bestimmt. Der relative
Ligningehalt wurde im Verhéltnis zur Wildtyp-Probe (=100 %) berechnet.

2.2.5. Enzymaktivitdtsmessungen

2.2.5.1 invitro -Kinaseaktivitditsmessung

Die Phosphorylierung von Syntide 2 oder unterschiedlichen Standardpeptiden aus
Arabidopsis thaliana durch CPK28 und deren Proteinvarianten wurde mit der P81-Filter-
Binde-Methode untersucht, wie bei Romeis et al. (2001) beschrieben.

Affinitats-gereinigte Strepll-Proteine wurden bis zur Bestimmung der Proteinmengen tber
Nacht bei 4 T in Waschpuffer (2.2.4.2.6.) gelagert und vor dem in vitro-Kinaseexperiment
in Puffer E (50 mM HEPES (pH 7,4), 2 mM DTT, 0,1 mM EDTA) transferiert. Gleiche
Proteinmengen wurden mittels SDS-PAGE und Western Blot bestimmt und entsprechend
in die Reaktion eingesetzt.

Ein in vitro-Kinase-Reaktionsansatz (25 pl) enthielt neben 2-10 pl an der Strep-Tactin-
Matrix immobilisiertem Protein 35 mM HEPES (pH 7,4), 10 mM MgCl,, 1,4 mM DTT,
0,07 mM EDTA, 10 uM ATP, 3 uCi [y-32P]-ATP, 5 mM EGTA und unterschiedliche
Konzentrationen CaCl,. Als Substrat wurde 10 uM Syntide 2 (Calbiochem, Darmstadt)
oder unterschiedliche Standardpeptide eingesetzt. Die A. thaliana-Standardpeptide (ACA2
(RFTANLSKRYEAA), ACS6 (QSNLRLSFSDTRRF), RBOHD-1 (FFRSTSSRIKNA) und

RBOHD-2 (LRRVFSRPRSK)) wurden entsprechend bekannter, putativer CDPK-
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Substratsequenzen entworfen und von der Firma Eurogentec (Ko6In) synthetisiert. Die
Berechnung definierter freier Ca®*"Konzentrationen erfolgte mit der WEBMAXC extended-
Website (http://'www-leland.stanford.edu/~cpatton/webmaxc/webmaxcE.htm). Far
berechnete Konzentrationen an freiem Ca®" von 50 nM, 500 nM, 5 KM, 50 uM bzw.
500 uM wurden entsprechend 1,66 mM, 4,11 mM, 4,90 mM, 5,07 mM oder 5,57 mM
CaCl, zum Reaktionsansatz gegeben.

Die Reaktion wurde 20 min (oder wie im Zeitkurs angegeben) bei 30 T durchgefihrt und
durch Zugabe von 3 ul 10 %-iger Phosphorsaure gestoppt. 20 pl jeder Reaktion wurden
auf P81-Scheiben aufgetropft und bei RT getrocknet. Danach folgten 3 Waschschritte mit
1 % Phosphorsaure um freies [y-32P]-ATP zu entfernen. Radioaktiv-markiertes Substrat
wurde in 200 pl Szintillationsflissigkeit nach 30 min Inkubation in einem Hidex Plate
Chameleon 425-104 Multilabel Counter detektiert.

2.2.6. Interaktionsstudien

2.2.6.1. BiFC

Transiente Koexpression von je 2 BiFC-Konstrukten erfolgte in ca. 5 Wochen alten
N. benthamiana-Pflanzen durch Infiltration mit Agrobakterien GV2260 mit BiFC-
Konstrukten (ODggo 0,5 pro Konstrukt) zusammen mit dem p19-Stamm (ODgqo 0,3). Die
fluoreszenzmikroskopische Analyse erfolgte wie unter 2.2.7.6., die Aufnahmen der
unterschiedlichen Koexpressionsansatze erfolgten zum Vergleich der Fluoreszenzstarke
immer unter den gleichen Einstellungen. Auswertung und Generierung von Bilddateien
wurden mit der Software Leica LAS AF Lite (Leica Microsystems, Mannheim)
durchgefihrt.

Detektion der BiFC-Proteinexpression mittels Western Blot und Immunodetektion erfolgte
wie unter 2.2.4.8. beschrieben, wobei als 1. Antikorper fir YCE-Proteine der anti-HA-
Antikdrper (1:10 000, Roche (Penzberg)) und als 2. Antikdrper anti-Ratte-AP (1:10 000,
Sigma (Steinheim)) eingesetzt wurden. Nachweis fur YNE-Proteine erfolgte mit anti-c-myc
(1:10 000, Roche (Penzberg)) als 1. und anti-Maus-AP (1:20 000, Sigma (Steinheim)) als
2. Antikorper.

2.2.6.2. in vitro -pulldown -Experiment

Die GST-Aufreinigung der rekombinanten GST-Proteine erfolgte wie unter 2.2.4.1.3.
beschrieben. Proteinextraktion aus 1 g Blattmaterial der CPK-YFP-Proteinexpression in
N. benthamiana wurde wie unter 2.2.4.2.3. beschrieben durchgefihrt.

Zum in vitro-Interaktionstest wurde je 1 ml des Pflanzen-Rohextrakts auf die S&ulen mit
immobilisiertem, aufgereinigtem GST-Protein als Negativkontrolle gegeben. Der Durchlauf

des Pflanzenrohextrakts wurde in einem sauberen Reaktionsgefal3 aufgefangen und
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weitere 2x auf die S&ule gegeben, um mdoglichst vollstdndige Proteininteraktion zu
erlauben. Das Waschen der GST-Matrix erfolgte 5x mit je 1 ml kalten GST-Waschpuffer
(100 mM Tris-HCI (pH 8,0), 150 mM NacCl, 0,2 % (v/v) Nonidet-P40, 1 mM AEBSF). Zur
Elution der GST-Proteine mitsamt der mutmallichen Interaktoren wurden 3x je 50 pl
Elutionspuffer (250 mM Tris (pH 8,0), 100 mM Glutathion) auf die Saule gegeben und die
einzelnen Eluatfraktionen in neuen Reaktionsgefallen gesammelt. Detektion der
Expression bzw. Interaktion erfolgte mittels SDS-PAGE und Coomassie-Farbung der
GST-Proteine (2.2.4.5.) bzw. Immunodetektion der YFP-Proteine (2.2.4.8) nach Western

Blot in den unterschiedlichen Fraktionen.

2.2.7. Methoden zur Arbeit mit Pflanzen
2.2.7.1. Pflanzenanzucht

2.2.7.1.1. Arabidopsis thaliana -Anzucht

Pflanzen wurden entweder unter Langtag- (LD, 16 h Licht/8 h Dunkelheit) oder Kurztag-
bedingungen (SD, 8h Licht/16 h Dunkelheit) bei 22°C, einer Lichtmenge von
~150 umol/m®s und ca. 55 % Luftfeuchtigkeit kultiviert, falls nicht anders angegeben im
Wachstumsschrank Percival AR-66L/SPLIT mit Tageslichtlampen (cool white fluorescent
lamps, Philips F17T8/TL741). Die Aussaat erfolgte auf Jiffy7-Erde (Jiffy Products,
Norwegen) mit Uberfihrung der einzelnen Pflanzen auf Mischerde (42,42 % (w/w)
Einheitserde P, 42,42 % (w/w) Einheitserde T und 15,16 % (w/w) Perligran (Kausek,
Mittenwalde) sieben Tage nach Keimung. Pflanzen zur Protoplastierung (2.2.4.2.2.)
wurden im SD in der Phytokammer bei 22 T, ~150 umo I/m®s auf Jiffy7-Erde angezogen.
Um gleichmalfiges Keimungs-verhalten zu gewéhrleisten, wurden die Samen unabhéngig
von Anzuchtbedingungen nach dem Aussden 2-3 Tage bei 4 T stratifiziert.
Charakterisierung des cpk28-Phanotyps erfolgte zu den angegeben Zeitpunkten durch
Messung des Rosettendurchmessers bzw. der Pflanzenhéhe von der Erdoberflache bis

zur Infloreszenzspitze der Pflanze.

2.2.7.1.2. Arabidopsis thaliana -Hormonbehandlung

Hormonapplikation zur Untersuchung des Hormoneinflusses auf die Sprosselongation
erfolgte durch Sprihbehandlung mit entweder 0,95% EtOH (Kontrollbehandlung), 100 uM
GA;3, 100 pM Epibrassinolid (BR) oder 100 pM Indol-3-Essigsaure (IAA) (jeweils geldst in
0,95% EtOH) jeden zweiten bis dritten Tag ab Keimlingsstadium.

48



Material und Methoden

2.2.7.1.3. Anzucht unter verschiedenen Lichtqualitd  ten

In Kooperation mit Dr. Mark Aurel Schottler am Max-Planck-Institut fir Molekulare
Pflanzenphysiologie wurde Pflanzenanzucht in CLF floraLED-Wachstumsschranken unter
den spezifischen Lichtqualitéaten Blau (A =440 nm) bzw. Rot (A =660 nm) und mit LEDs
als Weil3lichtquelle bis zur Reproduktionsphase der Pflanzen durchgeftihrt. Im Weil3licht
erfolgte die Anzucht unter Standard-Langtagbedingungen (16 h Licht/8 h Dunkelheit) bei
einer Lichtintensitat von 200 pmol/m®s. Die maximal mdgliche Lichtintensitat der
Lichtschréanke fiir Anzucht in Blau- bzw. Rotlicht betrug 100 pmol/m?s und erfolgte unter

kontinuierlicher Belichtung (Guo et al. 1998).

2.2.7.1.4. Nicotiana benthamiana -Anzucht

N. benthamiana-Pflanzen wurden auf Floratonerde (92 % Hochmoortorf; 0,15 %
Salzgehalt, pH 5 bis pH 6) kultiviert. Die Samen wurden nach dem Ausséaen fir drei Tage
bei 4 T stratifiziert und im LD im Gewachshaus kultiviert (16 h Photoperiode, 22T,
Luftfeuchtigkeit ca. 30 %). Fur die transiente Expression wurden etwa funf Wochen alte

Pflanzen verwendet.

2.2.7.2. Plattenexperimente mit A. thaliana

2.2.7.2.1. A. thaliana -Samen-Sterilisation

Bei Anzucht von A.thaliana auf 0,5x MS-Agar-Platten wurden oberflachensterilisierte
Samen verwendet. Sterilisation erfolgte durch 2 min Inkubation in 70 % (v/v) Ethanol,
gefolgt von 15 min Inkubation in Sterilisationslésung (6 % (v/v) Natrium-hypochlorid, 0,1 %
Tween 20). Nach 5x Waschen mit sterilem ddH,O erfolgte Trocknung auf sterilem

Filterpapier oder direktes Ausbringen auf Wachstumsplatten.

2.2.7.2.2. Wachstumsexperimente auf Platten

Zur Selektion der in dieser Arbeit hergestellten Linien wurden Pflanzen auf 0,5x MS-
Medium mit 10 pg/ml Phosphinotricin angezogen (0,8 % (w/v) Pflanzenagar).
Hormonbehandlung in Hypocotylelongationsexperimenten erfolgte auf 0,5x MS-Platten
mit 10 uM GA; oder 1 uM PAC. Die Platten mit sterilen Samen wurden 2 Tage bei 4 T
und anschlieRend 6 Tage zur Hypocotylelongation vertikal bei 22 T im LD inkubiert.
Auswertung der Hypocotyllangen erfolgte mit Image J (NIH, USA).
Hypocotylelongationsexperimente in unterschiedlichen Lichtqualitaten erfolgten unter
Anleitung von Dr. Kenji Hashimoto in der AG Kudla, Universitat Munster. Sterilisierte
Samen wurden auf nasse, sterile Rundfilter in Petrischalen ausgebracht und bei 4 T fiir 2
Tage inkubiert. Dann wurde 3 h mit Weillicht belichtet und 21 h bei 23 T im Dunkeln

inkubiert. Belichtung mit Rotlicht (A =660 nm), Blaulicht (A =470 nm) und Dunkelrotlicht
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(A =735 nm) erfolgte in Stapeln von je sieben Platten bei 23 € fur 3 Tage in LED-
Wachstumsschrédnken der Firma RUMED Rubarth Apparate GmbH (Laatzen).

Auswertung der Hypocotyllangen erfolgte nach Scannen der Platten mit Image J.

2.2.7.2.3. Keimungsanalysen

Sterilisierte Samen wurden auf 0,5x MS-Platten ausgebracht, 2 Tage bei 4 T stratifiziert
und anschliel3end im LD bei 22 T inkubiert. Keimung sraten wurden durch Quantifizierung
des Austritts der Keimwurzel aus der Samenschale zu den Zeitpunkten 20 h bzw. 38 h

bestimmt.

2.2.7.3. Stabile A. thaliana -Transformation und Selektion

Zur stabilen Transformation von A. thaliana wurde die floral dip-Methode (Clough und
Bent 1998) angewendet. 200 ml YEB-Medium inklusive der entsprechenden Antibiotika
wurden mit einer frischen 20 ml-A. tumefaciens-Ubernachtkultur, das entsprechende
Konstrukt enthaltend, angeimpft. Nach 20 h Inkubation bei 28 T und 180 rpm wurde die
Kultur 15 min bei 3 000 x g zentrifugiert und das Pellet in 200 ml 5 % (w/v)-Saccharose-
Losung mit 0,05 % Silwet L-77 (Lehle Seeds, USA) resuspendiert. Bluhende Pflanzen
wurden fir einige Sekunden kopfiiber in die Bakteriensuspension getaucht und
anschlieBend mit einer Plastiktite abgedeckt. Nach Inkubation unter reduzierten
Lichtbedingungen Uber Nacht erfolgte der Transfer ins Gewéchshaus am nachsten Tag.
Nach ca. 6 Wochen wurden die Samen geerntet. Als Selektionsmarker fur in dieser Arbeit
generierte transgene Arabidopsis-Linien wurde die Phosphinothricin-Acetyltransferase
(PAT) verwendet. Zur Selektion wurden Pflanzen der Folgegeneration mit Glufosinat
(BASTA, Bayer, Leverkusen) bespriht und tberlebende Individuen auf entsprechende

Proteinexpression getestet.

2.2.7.4. Kreuzung von Arabidopsis -Linien

Durch Kreuzung zweier Arabidopsis-Linien wurden deren Merkmale miteinander vereinigt.
Dafur wurden samtliche Blutenorgane, aufler dem Gyndézeum der maternalen Pflanze
vorsichtig entfernt und die Narbe mit dem Pollen einer anderen Linie befruchtet. Fir beide
Merkmale homozygote Pflanzen in der F2-Generation wurden tber PCR mit genomischer
DNA identifiziert.

2.2.7.5. Histochemische Farbung der Glucuronidase-A  ktivitat

Fir die Promotor-Expressionsanalyse mittels GUS-Farbung wurde das Pflanzenmaterial
in geeigneten ReaktionsgefaRen mit GUS-Losung (50 mM Natriumphosphatpuffer
(pH 7,2), 0,2 % Triton X-100, 10 mM Ferrocyanid, 10 mM Ferricyanid, 1 mg/ml 5-Brom-4-
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chlor-3-indolyl-B-D-glucuronsdure (X-Gluc, Carl Roth, Karlsruhe)) uberschichtet. Die
offenen Reaktionsgefale wurden im Exsikkator dreimal fur jeweils 5 min unter Vakuum
gesetzt und anschliel3end verschlossen Uber Nacht bei 37 T im Dunklen inkubiert.
Entfarbung und Lagerung bis zur mikroskopischen Analyse erfolgte in 70 % Ethanol.
Handschnitte gefarbter basaler Sprossinternodien wurden auf Expressionsmuster in der
Sprossanatomie untersucht. Bilder wurden mit einem Nikon SMZ800 Stereomikroskop
(Nikon Instruments Europe BV, Niederlande) oder einem Zeiss Axioplan Mikroskop (Carl

Zeiss AG, Oberkochen) generiert.

2.2.7.6. Fluoreszenzmikroskopie

Die Fluoreszenzanalyse nach transienter Proteinexpression in N. benthamiana oder
stabil-transformierter Arabidopsis thaliana-Linien bzw. der BiFC-Experimente erfolgte mit
einem inversen, konfokalen Fluoreszenzmikroskop cLSM 510 Konfokal-Laser-Mikroskop
(Carl Zeiss AG, Oberkochen). Die Epidermis der Blattunterseite wurde auf einem
Objekttrager mit Deckgldschen und etwas Wasser mit einer Extinktionswellenlange von
514 nm (Argonlaser) fur YFP bzw. 561 nm (DPSS-Laser) fur mCherry bei den Emissions-
wellenlangen von 530-550 nm (YFP), 600-620 nm (mCherry) bzw. 680-720 nm
(Chloroplasten-Autofluoreszenz) auf Fluoreszenz (dberprift. Zur Auswertung und
Generierung von Bilddateien wurde die Software Leica LAS AF Lite (Leica Microsystems,

Mannheim) genutzt.

2.2.7.7. Rasterelektronenmikroskopie (REM)

Zur rasterelektronenmikroskopischen Analyse wurden die Infloreszenzmeristeme der
Hauptinfloreszenz blihender WT- bzw. cpk28-Pflanzen unter dem Stereomikroskop durch
Entfernen aller alteren Bluten freigelegt, sodass nur Bliten im Entwicklungsstadium 1-6
nach Smyth et al. (1990) zu erkennen waren. Nach Fixierung in FAA (1,25 % Formalin,
5% Essigsaure, 43,6 % Ethanol) erfolgte Uberfilhrung in FDA (Formaldehyd-
dimethylacetal, Fluka, St. Gallen, Schweiz) und nachfolgend Aceton. Kritisch-Punkt-
Trocknung, Goldbesputterung und rasterelektronische Aufnahmen an einem LEO 430
Mikroskop (Carl Zeiss AG, Oberkochen) wurden wie bei Krupkova et al. (2007)
durchgefuhrt. Die REM-Aufnahmen erfolgten in Zusammenarbeit mit Christine Griber am
Institut fir Botanik, FU Berlin.

2.2.7.8. Histologie und Farbung der Sprossanatomie

2.2.7.8.1. Paraffineinbettung, Mikrotomschnitte und Astrablau-Safraninrot-Farbung
Zur Lichtmikroskopie der Sprossanatomie wurden basale Fragmente der untersten

Sprossinternodien in 4 % Paraformaldehyd (in 1x PBS-Puffer (137 mM NacCl, 10 mM
51



Material und Methoden

Na,HPO,, 2 mM KH,PO,, 2,7 mM KCI, pH 7,4) zweimal im Exsikkator infiltriert, Gber
Nacht bei 4C unter Schitteln fixiert, mittels einer aufsteigenden Ethanol-Reihe und
tertidrem Butanol entwéssert und in Paraffin eingebettet. Mit einem Leitz 1515 Mikrotom
(friher Leitz, jetzt Leica, Wetzlar) wurden ca. 10 um dicke Schnitte angefertigt,
deparaffiniert und mit Safraninrot (0.1 v/v) und Astrablau (0.32 v/v) gefarbt. Fixierung der
Farbung erfolgte mit Eukitt (O. Kindler GmbH, Freiburg), Mikroskopie wurde mit einem
Zeiss Axioplan Mikroskop (Carl Zeiss AG, Oberkochen) durchgefiihrt. Die Durchfiihrung
der Einbettung, Mikrotomschnitte und Farbung erfolgte in Zusammenarbeit mit Prof. Dr.

Hartmut Hilger am Institut fir Botanik, FU Berlin.

2.2.7.8.2. Handschnitte und Phluroglucinolfarbung
Handschnitte der basalen Sprossquerschnitte wurden ohne vorherige Fixierung mit einer
Rasierklinge angefertigt. Nach fanfmindtiger Farbung in Phloroglucinol-Lésung (2 %
Phloroglucinol in 95 % Ethanol) erfolgte Ansauerung der Féarbelésung mit drei Tropfen
konzentrierter Salzséure (37 %) und sofortiger Mikroskopie der Schnitte mit einem Zeiss
Axioplan Mikroskop (Carl Zeiss AG, Oberkochen).

2.2.8. Statistische Auswertung

Auswertung aller statistischen Analysen erfolgte mit dem Programm GraphPad Prism 4
(GraphPad Software, USA). Durchgefihrt wurde ein unabh&ngiger t-test mit den
Signifikanzwerten * = P < 0.05, * = P < 0.01 und *** = P < 0.001.
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3. Ergebnisse

3.1. Analyse der in vivo -Funktion der CPK28

Der Fokus der vorliegenden Arbeit liegt in der Charakterisierung der calcium-abhangigen
Proteinkinase CPK28 aus Arabidopsis thaliana. Die in vivo-Funktion der Kinase in der
Sprosselongation und der Leitgewebeentwicklung, und die Rolle der CPK28 im Hormon-
haushalt von A. thaliana werden im ersten Teil der Arbeit durch eine ausfuhrliche Analyse
von cpk28-T-DNA-Insertionslinien beschrieben. Der zweite Abschnitt beschaftigt sich mit
der biochemischen Charakterisierung der CPK28 mittels in vitro- und in vivo-Analysen
verschiedener Proteinvarianten. AbschlieBend werden die Ergebnisse aus Interaktions-
analysen dargestellt, die zur Identifikation eines mdglichen in vivo-Substrats der CPK28

durchgefuhrt wurden.

3.1.1. Charakterisierung der T-DNA-Insertionslinien von CPK28
Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten cpk28-T-DNA-Insertionslinien wurden auf die
Lokalisation der T-DNA-Insertion Uberprift, um im Zusammenhang mit RT-Analysen die

Einschatzung der Funktionalitat von eventuellen Resttranskripten zu erméglichen.

3.1.1.1. Bestimmung des T-DNA-Insertionsortes in Li  nien mit Insertionsereignis in
CPK28

Durch laborinterne Vorarbeiten standen fir CPK28 zu Anfang dieser Arbeit bereits zwei
unabhangige, homozygote T-DNA-Insertionslinien zu Verfigung: cpk28-1 (GK-523B08)
und cpk28-2 (GK-061C04) (Kleinboelting et al. 2012). Die Genstruktur der CPK28 umfasst
2754 Basenpaare (bp), bestehend aus zwdlf Exons und elf Introns (Abb. 3-1A). Der
codierende Bereich enthalt 1572 bp und beinhaltet die Information fir das CPK28-Protein
mit einer Grof3e von 59 kDa. Die fur die untersuchten T-DNA-Insertionslinien annotierten
Insertionen in Exon 8 (cpk28-1) bzw. Exon 11 (cpk28-2) (www.gabi-kat.de) wurden durch
PCRs mit geeigneten Oligonukleotiden gemalR der genomischen Sequenz der CPK28
bzw. der T-DNA (verbundene Pfeile in Abb. 3-1A) und anschliel3ender Sequenzierung des
PCR-Produkts tberprift und bestatigt.

Fir cpk28-1 konnten PCR-Produkte auf beiden Seiten der T-DNA-Insertion erhalten
werden (Abb. 3-1B), es handelt sich also im vorliegenden Fall um die annotierte Insertion.
Fur cpk28-2 war nur die Lokalisierung mittels der LB-Oligonukleotid-PCR erfolgreich,
samtliche Amplifikationsversuche mit unterschiedlichen Oligonukleotidkombinationen
innerhalb der RB-Sequenz oder auch der LB-Sequenz (im Falle einer Tandeminsertion
der T-DNA (Rosso et al. 2003)) mit verschiedenen genomischen CPK28-Oligonukleotiden
fuhrten nie zu einem PCR-Produkt (nicht gezeigt). Da jedoch, wie im Laufe dieser Arbeit
beschrieben, cpk28-1 und cpk28-2 identische Phanotypen aufweisen und sich in
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samtlichen Analysen gleich verhalten, wird von einer wie im Schema dargestellten

T-DNA-Insertion innerhalb der codierenden Sequenz des CPK28-Gens ausgegangen.

A cpk28-1 cpk28-2
(GK-523B08) (GK-061C04)
rm——— o= — - —¢— =

— H [
CPK28 (At5g66210) Re -

_————

1

Variable Kinase-Doméne CLD
Doméne

B cpk28-1 WT cpk28-1 WT cpk28-2 WT cpk28-2 WT

800—
B0 —| — —

400—
bp

Abbildung 3-1: Genstruktur der  CPK28 und Lokalisation der T-DNA-Insertionen. A Schematische
Darstellung der Genstruktur von CPK28, bestehend aus 12 Exons (Rechtecke und Pfeil) und 11 Introns
(Linien). Zahlen zeigen die Nukleotidposition ab dem Startpunkt der Translation an. Eingezeichnete T-DNA-
Insertionen sind nicht maRstabsgetreu. Farbige Pfeile markieren die in (B) verwendeten Oligonukleotide.
Unterhalb des Schemas sind die jeweils korrespondierenden Regionen der konservierten modularen CDPK-
Struktur abgebildet (EF-Hande als gepunktete Linien). B PCR-Produkte der Lokalisationsanalyse. Die PCR-
Reaktionen erfolgten jeweils mit strangaufwarts 5’-bindenden Oligonukleotiden in Kombination mit einem im
Right Border-(RB)-Bereich der T-DNA bindenden Oligonukleotid oder einem abwarts der T-DNA bindenden
Oligonukleotid mit einem im Left Border-(LB)-Bereich der T-DNA bindenden Oligonukleotid. Die
Farbcodierung aus A wurde beibehalten.

3.1.1.2. Nachweis eines Resttranskripts in  cpk28 -Mutanten

Da die Lokalisation der T-DNA-Insertionen, strangabwaérts der Kinasedoméne, in beiden
untersuchten cpk28-Linien die Mdglichkeit eines funktionalen Resttranskripts ahnlich einer
calcium-unabhéngigen, konstitutiv-aktiven CPK28-Variante, nur aus variabler und
Kinasedomane (VK) bestehend, zuldsst, wurde mittels semiquantitativer RT-PCR
untersucht, welche Bereiche der CPK28-mRNA in beiden Linien tatséchlich transkribiert
werden (Abb. 3-2).

>
@
o & & o
$¢\ OQ\‘:L OQ\(Q/ Q}(\O b&?\‘b
Abbildung 3-2:
— -_— (CP K28 . CPK28-Resttranskriptanalyse in  cpk28-
vor Insertionen) T-DNA-Insertionslinien.  Semiquantitative
. CPK28 RT-PCR-Anegsen . mit CPK28-
- et . (hinter Insertionen) Ollgopukleot.lden, dle.entweder strang-
aufwarts beider Insertionen (CPK28, vor
- - CPK28 Insertionen), -abwarts (CPK28, hinter
(Insertionen tiberspannend)  Insertionen) oder die Insertionsstellen
flankierend (CPK28, Insertionen
Uiberspannend) binden. Als Referenzgen
D — ACTIN2 diente ACTIN2.
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Sowohl vor als auch nach den T-DNA-Insertionen konnte in beiden untersuchen cpk28-
Linien teilweise Resttranskript der CPK28 festgestellt werden, was die Maglichkeit
offenlasst, mit T-DNA-Insertionslinien zu arbeiten, die einen Funktionsgewinn durch die
Expression einer konstitutiv-aktiven CPK28-Variante erhalten. Es bleibt zu erwéhnen,
dass diese Resttranskripte nicht in jeder untersuchten cpk28-cDNA-Probe auftraten (nicht
gezeigt). Des Weiteren konnte jedoch kein die Insertion tberspannendes Volllangen-
transkript detektiert werden, die T-DNA-Insertionen verhindern also tatsachlich die Bildung
eines CPK28-Volllangenproteins. Ob es sich bei den untersuchten Linien um tatsachliche
Funktionsverlustmutanten mit Sinnlostranskripten der CPK28 oder um Funktionsgewinn-
Mutanten mit konstitutiv-aktivem, calcium-unabh&ngigem CPK28-Protein handelt, wird im

Laufe dieser Arbeit erortert und diskutiert.

3.1.1.3. Genetische Analysen der cpk28-T-DNA-Insertionslinien

Im Folgenden werden klassische genetische Analysen beschrieben, mit denen die in
dieser Arbeit verwendeten T-DNA-Insertionslinien charakterisiert wurden. Hierbei wird der
spater ausfihrlich analysierte Sprosselongationsphanotyp, der fur cpk28-T-DNA-
Insertionslinien beobachtet wurde, als Analysewerkzeug herangezogen. Weitere Details

zum Phanotyp folgen direkt nach der Darstellung der genetischen Analysen.

3.1.1.3.1. Untersuchung der Dominanz des cpk28-Phéanotyps in heterozygoten
WT/cpk28-1 -Pflanzen

Die Frage nach einer Funktionsverlust- oder Funktionsgewinnmutation ist im Fall der hier
bearbeiteten cpk28-Linien berechtigt, nachdem Resttranskript in beiden Linien detektiert
werden konnte (Abb. 3-2). Bei Translation des verkirzten CPK28-Transkripts zu einem
Protein ahnlich einer VK-Version wirden die untersuchten Linien Funktionsgewinn-(gain-

of-function)-Mutanten darstellen. Deshalb wurden Wildtyp und cpk28-1-Pflanzen reziprok

gekreuzt und die entstandenen F1-Pflanzen hinsichtlich des Auftretens des cpk28-
Phanotyps untersucht (Abb. 3-3).

Abbildung 3-3: Morphologie heterozygoter
cpk28 -Pflanzen . Phanotypisches
Erscheinungshild  von  Wildtyp  (WT/WT),
homozygoter cpk28-1 (cpk28-1/cpk28-1) und
heterozygoten  cpk28-1  (cpk28-1/WT  bzw.
WT/cpk28-1) Pflanzen (36 Tage LD). Diese
wurden sowohl durch Pollination von cpk28-1 mit
Wildtyp-Pollen als auch vice versa erzeugt und in
der F1-Generation untersucht. Maf3stab =5 cm.

In beiden Kreuzungen konnte in heterozygoten F1-Pflanzen keinerlei Abweichung im

Vergleich zur Wildtyp-Morphologie detektiert werden.
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3.1.1.3.2. Komplementationstest auf Allelie der Lin  ien cpk28-1 und cpk28-2

Zur Uberpriifung der Allelie von cpk28-1 und cpk28-2 wurden beide Linien jeweils reziprok
miteinander verpaart und die F1-Generation hinsichtlich der Ausbildung des cpk28-
Phanotyps untersucht (Abb. 3-4).

Abbildung 3-4: Test auf Allelie der  cpk28-
T-DNA-Insertionslinien. Morphologie  von
Wildtyp (WT/WT), homozygoter cpk28-1 (cpk28-
1/cpk28-1) und cpk28-2 (cpk28-2/cpk28-2), und
heterozygoten cpk28-1-cpk28-2-Pflanzen
e (cpk28-1/cpk28-2 bzw. cpk28-2/cpk28-1) (40
cpkzgjé/ Tage LD). Diese wurden durch Pollination von
T Lol cpk28-1 mit cpk28-2-Pollen oder vice versa
erzeugt und in der F1-Generation untersucht.

MaRstab =5 cm.

Die reziproken Kreuzungen zeigten in der F1-Generation den cpk28-Phanotyp, obwohl
beide Allele jeweils in ihrer heterozygoten Form vorlagen. Dies spricht fir die
Urséachlichkeit der verschiedenen Mutationen im gleichen Gen fir das Auftreten des

Phanotyps.

3.1.2. Phanotypische Untersuchung der  cpk28 -T-DNA-Insertionslinien

Im Zuge der Untersuchungen zur Funktion diverser Mitglieder der CPK-Familie aus
Arabidopsis thaliana wurde ein robuster Phénotyp der cpk28-T-DNA-Insertionslinien im
Labor der AG Romeis entdeckt. Im Weiteren soll nun erstmalig eine mdglichst genaue

Beschreibung der diversen Aspekte dieses Entwicklungsphanotyps erfolgen.

3.1.2.1. Sprosselongation

Fur beide T-DNA-Insertionslinien cpk28-1 und cpk28-2 wurde als auffalligstes Merkmal
ein identischer Sprosselongationsphénotyp beobachtet. Dieser war von der Photoperiode
unabhéngig (Abb. 3-5A), sowohl unter Langtag-(LD)-bedingungen (16 Stunden Licht, 8
Stunden Dunkelheit) als auch unter Kurztag-(SD)-bedingungen (8 Stunden Licht, 16
Stunden Dunkelheit) zeigten die cpk28-Mutanten eine dramatische Verklrzung des
Hauptsprosses, die im gravierendsten Fall zur Ausbildung von nur wenigen Bliten direkt
am Rosettenansatz fuhrte. Die Sprosslange im Wildtyp betrug unter LD-Bedingungen an
Tag 42 ca. 20 cm, wahrend die cpk28-Linien nur ca. 1 bis 4 cm elongierten (Abb. 3-5B).
Der Phanotyp ging aufgrund der geringen Sprosshdhe automatisch mit geringerer
Blitenzahl und infolgedessen geringerer Saatgutmenge pro Pflanze einher, wobei die
Fertilitat der cpk28-Mutante nicht beeintrachtigt war. Die Existenz von Schoten, wie in
Abbildung 3-5A zu sehen, weist auf die uneingeschréankte Fahigkeit der cpk28-Linien zur

Selbstfertilisation hin.
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Abbildung 3-5: A Rosettenmorphologie und Sprosselon gation von Wildtyp und  cpk28- Mutanten.
Langtagbedingungen (LD = 16 Stunden Licht/8 Stunden Dunkelheit, 40 Tage alt) und Kurztagbedingungen
(SD = 8 Stunden Licht/16 Stunden Dunkelheit, 75 Tage alt). MaRstab = 5 cm. B Sprosslange von Wildtyp und
cpk28-Mutanten (42 Tage LD) (n = 15). Werte stellen den Mittelwert + Standardfehler aus n biologischen
Replikaten dar, exemplarisch fiir dhnliche Ergebnisse in drei unabhangigen Experimenten. Daten wurden
mittels zweiseitigem t-test fiir unabhéngige Stichproben statistisch tberprift (signifikante Unterschiede * = P <
0,05, ** = P < 0,01 und *** = P < 0,001).

Interessanterweise konnte der Wachstumsphanotyp der cpk28-Mutanten erst nach dem
Ubergang der Pflanzen in die generative Phase beobachtet werden. Abbildung 3-6 zeigt

die zeitabh&ngige Entwicklung der Rosettenmorphologie von Wildtyp und cpk28.

Abbildung 3-6:  Zeitabhéngige
Auspragung des cpk28-
Phanotyps. Entwicklung  der
Rosettenmorphologie von Wildtyp
und cpk28-Insertionslinien unter
Langtagbedingungen.  Aufnahme
der Bilder erfolgte von oben zu den
angegeben Zeitpunkten. Maf3stab
=5cm.

Im vegetativen Zustand bis ca. Tag 27 war mit bloRem Auge kein Unterschied zwischen
Wildtyp und cpk28 zu erkennen. Erst nach dem Ubergang zur reproduktiven Phase, der
im Wildtyp durch die Initiation der ersten Blite und die Elongation der ersten Internodie
charakterisiert ist (Pouteau und Albertini 2009), verénderte sich die Entwicklung der cpk28
im Vergleich zum Wildtyp. Die Internodienelongation in Wildtyppflanzen begann
normalerweise um Tag 30. cpk28-Mutanten wiesen dann extrem reduziertes Wachstum

der Internodien auf, was zum oben beschriebenen verkirzten Spross fiihrte.
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3.1.2.2. Blattmorphologie

Weitere Merkmale des entwicklungsspezifischen cpk28-Phanotyps, die mit der
Ausbildung des Sprosselongationsphanotyps einhergingen, waren eine veranderte
Blattmorphologie und verkiirzte Petiolen der Rosettenblatter in cpk28 nach dem Ubergang

zur generativen Phase (Abb. 3-7).
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Abbildung 3-7: A Blattmorphologie von Wildtyp und cpk28- Mutanten (37 Tage LD). MaRstab = 5 cm. Die
VergréRerung zeigt entsprechende Petiolen des Rosettenblatts #14, Maf3stab = 1 cm. B Zeitliche Entwicklung
des Rosettendurchmessers in WT und cpk28-Mutanten (n = 15). Werte stellen den Mittelwert + Standardfehler
aus n biologischen Replikaten dar, exemplarisch fir ahnliche Ergebnisse in drei unabhangigen Experimenten.
Daten wurden mittels zweiseitigem t-test fir unabhangige Stichproben statistisch Uberprift (signifikante
Unterschiede ** = P < 0,01 und *** = P < 0,001).

Beide T-DNA-Insertionslinien der CPK28 wiesen im Lauf der Entwicklung immer
schwerwiegendere Deformationen der Rosettenblatter auf (Abb. 3-7A). Die
weillumrandete Einfigung in Abbildung 7A zeigt in Nahaufnahme der Petiolen des
Rosettenblattes #14 an Tag 37 die extreme Verkirzung in beiden cpk28-Linien.
AulRerdem wurde fir die Mutantenlinien nach der Bluhinduktion Reduktion des Rosetten-
durchmessers beobachtet, ebenso ein indirektes Mal3 fir verkilirzte Petiolen und
deformierte Blatter (Abb. 3-7B). Wahrend der Wildtyp im Laufe seiner Entwicklung einen
Rosettendurchmesser von ca. 13 cm erreichte, fihrte der Verlust der CPK28-Funktion zu
einem maximalen Rosettendurchmesser von ca. 8 cm. Auch dieser Teil des cpk28-
Phanotyps trat erst nach dem Ubergang zur vegetativen Phase zu Tage, ab Tag 30 war
ein signifikanter Unterschied im Rosettendurchmesser zu erkennen. Interessanterweise
lieRen sich keine signifikanten Unterschiede in der Anzahl der Rosettenblatter feststellen
(Abb. 3-7A), was auf einen gleichen Blihzeitpunkt in Wildtyp und Mutante riickschlieRen

|asst.

3.1.2.3. Anthocyangehalt
Wie schon anhand der Rotfarbung der cpk28-Petiolen in Abbildung 3-7A zu vermuten ist,
konnte fur die cpk28-Mutante ein hoherer Anthocyangehalt im reproduktiven Stadium

nachgewiesen werden (Abb. 3-8).
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o ——cpk28-2 Abbildung 3-8: Anthocyangehalt von WT und  cpk28 -
g% 2.0- Mutanten. Ganze Pflanzen wurden zu den
8-,5 entsprechenden Zeitpunkten geerntet, Anthocyane
§u<': 1.5 wurden UN in 80 % Methanol mit 5 % HCI extrahiert und
9 g_ photometrisch bestimmt. FG = Frischgewicht. Werte
£ 5 107 stellen den Mittelwert + Standardfehler aus drei
ég biologischen Replikaten dar, ahnliche Ergebnisse
é 0.5 wurden in drei unabhangigen Experimenten erzielt.
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27 31 35 Unterschiede ** = P < 0,01).
Zeit im LD [Tage]
Saure Extraktion der Anthocyane in unterschiedlichen Entwicklungsphasen bestatigte den
optischen Eindruck, an Tag 35 konnte eine acht- bis zehnfach erhéhte Menge an
Anthocyanen in den cpk28-Mutantenlinien festgestellt werden. Auch diese Komponente
des cpk28-Phanotyps wies den schon beschriebenen entwicklungsabhéangigen Charakter
auf, an Tag 27 konnte noch kein signifikanter Unterschied zwischen Wildtyp und Mutanten

detektiert werden.

3.1.2.4. Sprossapikalmeristem

Nachdem in der Ausbildung des cpk28-Phénotyps neben der beschriebenen
Sprosslangenreduktion auch eine Reduktion der Bliutenanzahl und damit des
Saatgutertrags einherging, wurde anhand rasterelektronenmikroskopischer Aufnahmen
der Aufbau und die Proliferation des Sprossapikalmeristems (SAM) untersucht, um
eventuelle Unterschiede im Meristem oder der Blutenbildung zu dokumentieren. Hierzu
wurden zu den Zeitpunkten LD34 und LD42 die Infloreszenzmeristeme der
Hauptinfloreszenz blihender WT- bzw. cpk28-Pflanzen unter dem Stereomikroskop durch
Entfernen aller &lteren Bliten freigelegt, sodass nur noch Bliten im Entwicklungsstadium
1-6 nach Smyth et al. (1990) zu erkennen waren. Es werden zwdlf unterschiedliche
Blutenstadien je nach Entwicklungsstand der Primordien der verschiedenen Blitenorgane
von 1 (jung) bis 12 (alt) definiert. Die Anzahl der einzelnen Stadien stellt ein Mal3 fur die
Proliferationsfahigkeit des Meristems dar. Die praparierten Meristeme wurden
anschliel3end fixiert und mit dem Rasterelektronenmikroskop (REM) analysiert.

Abbildung 3-9A zeigt repréasentative rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von
Wildtyp und cpk28 mit der Klassifizierung der Blutenstadien. Nachdem ab Stadium 6
keine weitere Unterscheidung ohne Entfernung der Gberlappenden Sepalen (Pfeile) in den
einzelnen Bluten mehr moglich ist, wurden bei der Quantifizierung der Blitenanzahl pro
Meristem (Abb. 3-9B) nur die eindeutig zu identifizierenden Stadien 1 bis 5 einbezogen.
Hier ergab sich eine signifikante Reduktion der Blitenanzahl in cpk28 im Vergleich zum

Wildtyp. Wahrend dieser an Tag 34 ca. zehn Bliten und an Tag 42 ca. sieben Bliten in
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den Stadien 1 bis 5 aufwiesen, konnte fir cpk28 an Tag 34 nur ca. sieben Bliten und an
Tag 42 im Durchschnitt funf Bliten in den entsprechenden Stadien gez&hlt werden.

12+ T Abbildung 3-9: Anzahl der Blitenanlagen in

10 [ cpk28-1 Infloreszenzen von WT und  cpk28-Mutanten.
[cpk28-2 A Rasterelektronenmikroskopische ~ Aufhahme des
Sprossapikalmeristems von WT und cpk28 im
reproduktiven Stadium (LD34). Klassifizierung der
unterschiedlichen Blutenstadien mit Zahlen 1 bis 6
erfolgte nach Smyth et al. (1990). Pfeile zeigen
Uberlappende Sepalen. MaRstab = 50 um. B Anzahl
der Blitenstadien 1 bis 5 pro Infloreszenz in WT und

*%* *%

Anzahl der Bliiten
in Stadien 1-5
i

LD34 LD42 cpk28-Mutanten an Tag 34 (n=5) und 42 (n=8) im
Langtag  (t-test, signifikante  Unterschiede ** =
P <0,01).

3.1.2.5. Sprossanatomie

Die starke Veranderung des Sprosses in den cpk28-Mutanten veranlasste eine genauere
Untersuchung der Sprossanatomie, insbesondere des vaskularen Aufbaus der basalen
Internodie. Hierzu wurde jeweils das unterste Segment des Sprosses in Wildtyp und
cpk28-Linien geerntet, in Paraformaldehyd fixiert und in einer Ethanolreihe konserviert.
Nach Einbettung in Paraffin wurden 10 um-diinne Quer- und Langsschnitte der basalen
Internodien mit einem Mikrotom angefertigt und mit einer anschlieBenden
Differentialfarbung wurde die Cellulose der unverholzten Zellwande mit Astrablau und
Lignin in sekundaren Zellwanden, ein Kennzeichen des sekundaren Dickenwachstums
(Ehlting et al. 2005), mittels Safraninrot nachgewiesen. Die lichtmikroskopische Analyse
der gefarbten Sprossschnitte offenbarte eine deregulierte Zellentwicklung in den basalen
Internodien der cpk28-Mutante, mit weniger lignifizierten XylemgeféaRelementen und im
Gegenzug fortgeschrittenem sekundarem Dickenwachstum (Abb. 3-10).

Wildtypsprosse (Abb. 3-10A,D,G,J) zeigten den typischen Aufbau eines Leitbundels
(Oval) mit lignifizierten XylemgefaBen (rotgefarbt) umgeben von kleinzelligem
Xylemparenchym (blau gefarbt). Die kompakte, kleinzellige Phloemschicht wurde zur
Sprossperipherie hin von Phloemfasern (PF) begrenzt. Die interfaszikuldre Region des
Wildtypsprosses zeigt kambiale Zellteilungsaktivitat (IF, Klammern) und eine Zellschicht
von 4-5 Zellen war lignifiziert. Die cpk28-T-DNA-Insertionslinien wiesen dazu Kklare
Unterschiede in ihrem anatomischen Aufbau auf, wobei zwei hauptséachliche

60



Ergebnisse

Abweichungen hervorgehoben werden sollen (Abb. 3-10B/C, E/F, H/l, und KIL).
Gemeinsame Merkmale der untersuchten cpk28-Schnitte waren einerseits die starke
ektopische Lignifizierung der Phloemfasern (Pfeile in Abb. 3-10H,l) auf der anderen Seite
jedoch eine starke Reduktion der groR3lumigen, lignifizierten Xylemelemente im Vergleich
zum Wildtyp. Ein Teil der cpk28-Mutanten wies Unterschiede in der interfaszikularen
Region auf, wo die kambiale Zellteilungsaktivitat und die Anzahl von lignifizierten Zellen
deutlich erhoht waren (Abb. 3-10F,l). Dieser Unterschied konnte jedoch nicht bei der
Mehrheit der untersuchten Pflanzen festgestellt werden (Abb. 3-10E,H). Die erhohte
Lignifizierung in den cpk28-Sprossen wurde auch durch Léangsschnitte bestatigt
(Abb. 3-10K,L), die eine héhere Intensitéat der Safraninfarbung aufwiesen.
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Abbildung 3-10: Sprossanatomie von Wildtyp und cpk28 -Mutanten (46 Tage LD). Farbungen der Schnitte
mit Astrablau (Cellulose) und Safraninrot (Lignin). A-l Querschnitte durch das basale Internodium in Wildtyp
(A,D,G) und 2zwei unterschiedliche Auspragungen des cpk28-Phanotyps (B,E,H bzw. C,F]) in
unterschiedlichen VergréRerungen. P= Phloem, PF = Phloemfasern, X = Xylem, IF = Interfaszikuldre Region.
Pfeile zeigen lignifizierte Phloemfasern in cpk28, Ovale deuten Leitbundel mit weniger lignifizierten
Xylemgefalien in cpk28 an, und Klammern stellen die interfaszikulare kambiale Region dar. Der cpk28-
Phanotyp in (C,F,I) wurde in 4 von 14 Querschnitten beobachtet. MaRstab = 100 pm (A-1). J-L L&ngsschnitte
durch das basale Internodium von Wildtyp (J) und cpk28 (K und L). MaRstab = 100 pm.

Abbildung 3-10A-C zeigt einen reduzierten Sprossdurchmesser in cpk28 im Vergleich
zum Wildtyp. Eine Analyse der Zellzahl entlang des Durchmessers des Spross-
querschnittes ergab keine signifikanten Unterschiede in der Zellzahl im Sprossquerschnitt
(nicht gezeigt), weshalb die Reduktion des Durchmessers in der cpk28-Mutante durch
kleinere Zellen und nicht durch eine verringerte Zellzahl bedingt sein muss.
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3.1.2.6. Ligningehalt
Um den optischen Eindruck der verstarkten Lignifizierung der cpk28-Mutante zu

bestéatigen wurde eine Quantifizierung des Ligningehalts in Wildtyp und Mutanten

durchgefihrt.

= 207 mmwr

-§, 200-{ EEEICpk28-1 Abbildung 3-11: Quantifizierung des Ligningehalts i n
£ CJcpk28-2 unterschiedlichen Geweben von Wildtyp und cpk28 (46
5 = 150 - Tage LD). Der Ligningehalt ist in Relation zum Wildtyplevel
| ;o dargestellt. Werte sind Mittelwerte + Standardfehler aus drei
§E100' biologischen Replikaten, bestehend aus entsprechendem
5 Gewebe von jeweils drei bis sieben Pflanzen.

D 50

(14

Blatt Petiole Spross

Nach Zellwandgewinnung und Extraktion des ligninhaltigen Anteils mittels der
Thioglykolsdure-Methode (Brinkmann et al. 2002) wurde der Ligningehalt verschiedener
Pflanzengewebe (46 Tage LD) bestimmt (Abb. 3-11). Wé&hrend weder Blatter noch
Petiolen der Mutantenlinien einen Unterschied im Vergleich zum Wildtyp aufwiesen,
konnte in den basalen Sprossabschnitten der cpk28 ein 120-170 % hoherer Ligningehalt
im Vergleich zum Wildtyp detektiert werden.

3.1.3. Expressionsanalysen von Markergenen des seku  ndaren Dickenwachstums

Der néachste Schritt der Charakterisierung der cpk28-Mutanten umfasste eine
Genexpressionsanalyse zur lIdentifizierung veranderter Genregulation im Bereich der
Schlisselenzyme des sekundéaren Dickenwachstums (Wang und Dixon 2012). Eine
umfassende Analyse der Genexpression in cpk28-1, basierend auf einer qRT-PCR-
Plattform mit 1885 Arabidopsis thaliana-Transkriptionsfaktoren (Czechowski et al. 2004,
Balazadeh et al. 2008), die in Zusammenarbeit mit Dr. Salma Balazadeh in der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Bernd Miller-Réber am Max-Planck-Institut fir Molekulare
Pflanzenphysiologie in Potsdam-Golm durchgefiihrt wurde, ergab leider kaum konsistente
Daten. Deshalb wird auf die Darstellung der Ergebnisse in dieser Arbeit verzichtet. Eines
der wenigen konstant deregulierten Gene in diesem Experiment, der NAC
Transkriptionsfaktor NST1 (NAC SECONDARY WALL THICKENING PROMOTING
FACTOR1), zeigte erhohte Genexpression in der cpk28-Mutante. Um dieses Ergebnis zu
bestéatigen wurden die vollstandigen Rosetten von Wildtyp und cpk28-1 in verschiedenen
Entwicklungsstadien (10, 20, 27, 31 und 35 Tage LD) geerntet und Unterschiede in der
NST-Genexpression mittels gRT-PCR untersucht.
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Sowohl fir NST1 als auch sein Homolog NST3, beide mit Funktionen im sekundaren
Dickenwachstums des Sprosses (Zhong et al. 2008), wurden erhdhte Transkriptmengen
in der cpk28-1-Mutante im Gegensatz zu Wildtyppflanzen festgestellt (Abb. 3-12).
Wahrend NST1-Transkript in allen funf analysierten Entwicklungsstadien detektiert
werden konnte, erfolgte Genexpression von NST3 nicht zu jedem Zeitpunkt. Dabei
wurden von Tag 10 an bis Tag 35 erhohte NST1-Transkriptmengen in cpk28-1 beobachtet
(Abb. 3-12A), diese Deregulation der Genexpression existierte also auch schon in sehr
jungen Pflanzen, die noch keinen offensichtlichen Phénotyp aufwiesen. Im Falle der
NST3-Expression konnten im Wildtyp Transkripte ab dem Tag 27 beobachtet werden, in
cpk28-1 erfolgte die Transkription frither (ab Tag 20) und in héherem Mal3e (Abb. 3-12B).

A B c Abbildung 3-13: Genexpression von
) NST1 (A), NST2 (B) und NST3 (C) in
25 25 25 Kk
gzo NST1 * 20 NST2 20 NST3 Wildtyp und cpk28-Insertionslinien. 31
SE 1'5 1'5 1'5 Tage LD, analysiert per gRT-PCR. Werte
&2 1'0 * 1'0 1'0 stellen  den Durchschnitt ~ dreier
AN ' ' ol biologischer Replikate + Standardfehler
c 05 0.5 0.5 . . .
] 0.0 0.0 0.0 dar (zwei technische Replikate pro
(= Q{\ %:\ %:L i g\ ‘b,'\ %:L : \‘é %:\ %:L biologischem. Replikat). (SFatigFische
O W& W& Analyse  mittels  t-test;  signifikante
c,Q Q (,Q (,Q R Unterschiede * = P < 0,05, ** = P < 0,01

und *** = P < 0,001). Wiederholung des
Experiments zeigte ahnliche Resultate.

Erhohte NST1- und NST3-Genexpression in cpk28 wurde ebenso fir die zweite T-DNA-
Insertionslinie cpk28-2 an Tag 31 (Abb. 3-13A,C) bestétigt. Im Gegensatz dazu zeigten
sich keine signifikanten Unterschiede in der Transkription eines weiteren NST-
Transkriptionsfaktors, NST2 (Abb. 3-13B), fir den allerdings auch keine Funktion im
sekundaren Dickenwachstum des Sprosses, sondern des Endotheciums, einer speziellen

Zellschicht der Staubbeutelwand, beschrieben wird (Zhong et al. 2008).
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3.1.4. Expressionsprofil und subzellulare Lokalisat  ion von CPK28

Um eine Einschatzung des CPK28-Expressionsprofils wahrend des Pflanzenwachstums
zu erhalten, wurde eine gewebespezifische Expressionsanalyse und subzellulére
Lokalisierung der CPK28 durchgefiihrt.

3.1.4.1. CPK28-Expressionsprofilin  pCPK28::GUS

Zur Analyse der gewebe- und zelltypspezifischen Lokalisierung der CPK28 wurden
transgene Arabidopsis thaliana-Pflanzen untersucht, die das #Glucuronidase(GUS)-Gen
aus E.coli unter der Kontrolle eines 1,8 kb groRen CPK28-Promotorfragments
exprimierten. Die Expression wurde in drei unabhangigen Linien analysiert, die zu Beginn
der vorliegenden Arbeit bereits als homozygote Linien zur Verfigung standen. GUS-
Aktivitat in diesen Pflanzen konnte wéahrend einer Vielzahl von Entwicklungsstadien in
unterschiedlichen Geweben detektiert werden, wobei die Expression hauptsachlich mit
der Vaskulatur und meristematischem Gewebe assoziiert werden konnte (Abb. 3-14).

Abbildung 3-14: Promotoraktivitat des CPK28-Gens. GUS-Farbung von pCPK28::GUS-exprimierenden
Pflanzen (représentativ fir drei unabhéngige Linien). Rosette (A) und Wurzel (B) eines Keimlings (11 Tage
LD), vegetative Rosette (22 Tage LD) (C), voll ausgebildetes Rosettenblatt (42 Tage LD) (D), Querschnitt
durch das basale Internodium eines Sprosses (42 dag) (E,F) und Querschnitt durch die Petiole eines voll
ausgebildeten Rosettenblattes (G). XP = Xylemparenchym. Maf3stab = 1 mm (A,G), 0,1 mm (B,E,F) und 0,5
cm (C,D).

CPK28-Promotor-abhangige GUS-Aktivitdt wurde in der Vaskulatur von Keimlingen
(Abb. 3-14A), Pflanzen im vegetativen Stadium (Tag 22, Abb. 3-14C) und in den
Leitgeweben ausgewachsener Rosettenblattern (Abb. 3-14D) beobachtet. Weiterhin war
CPK28-Promotoraktivitat in der Wurzelspitze von Keimlingen zu sehen, allerdings nicht in

der Wurzelhaube (Abb. 3-14B). Zusatzlich schien die Promotoraktivitat in den
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untersuchten Stadien stets auch in der meristematischen Zone, hier in Keimlingen und der
Rosette alterer Pflanzen gezeigt, assoziiert zu sein (Abb. 3-14A,C). Querschnitte des
Sprosses in 42 Tage alten Pflanzen wiesen GUS-Farbung ausschlie8lich im Xylem auf,
hauptséchlich auf Xylemparenchymzellen (XP) beschrénkt (Abb. 3-14E,F). Auch in
Querschnitten der Petiole eines voll ausgebildeten Rosettenblattes wurde GUS-Aktivitat in
der Vaskulatur detektiert (Abb. 3-14G). Hiermit wurden im Labor existierende Vordaten

von Dr. Julia Legen bestatigt.

3.1.4.2. Subzellulare Lokalisation von CPK28

Fir CPK28 ist die subzellulare Lokalisation an der Plasmamembran beschrieben
(Dammann et al. 2003). Um die Lokalisation und damit den putativen Wirkungsort
innerhalb der Zelle zu Uberprifen und deren Bedeutung fir die in vivo-Funktion zu
untersuchen, wurde die codierende Sequenz unterschiedlicher CPK28-Varianten
C-terminal mit dem Gen fiur das Gelb-Fluoreszierende-Protein (YFP) fusioniert. Hierzu
wurde neben der VolllAngenvariante (CPK28-YFP) und der verkirzten Version (CPK28-
VK-YFP) mittels zielgerichteter Mutagenese auch die Variante CPK28-G2A-YFP
generiert, die eine Mutation im Myristoylierungsmotiv trdgt und somit eine Stérung der
Membranassoziation aufweist. Fir diese Mutation wurde bereits Verschiebung der
Proteinlokalisation von der Plasmamembran in den Kern beobachtet (Mehimer 2008). Die
YFP-Fusionsproteine wurden unter der Kontrolle des konstitutiv-aktiven Blumenkohl-
Mosaikvirus-(35S)-Promotors transient in N. benthamiana-Blattern exprimiert. Als
Lokalisationsmarker wurde das cytosolisch- und kernlokalisierte Protein mCherry
koexprimiert und die Lokalisation der Proteine am konfokalen Fluoreszenzmikroskop
analysiert (Abb. 3-15).

Das CPK28-Wildtypprotein zeigte in Kolokalisation mit mCherry eine eindeutig
membranassoziierte Lokalisation (Abb. 3-15A). Wahrend CPK28-YFP ausschlief3lich an
der Plasmamembran (PM) detektiert wird, ist mCherry sowohl im Nucleus (N) als auch im
Cytoplasma (C) zu erkennen. Die Uberlagerung der Fluoreszenzbilder zeigt die
unterschiedliche Lokalisation der Proteine, vor allem das Nichtvorhandensein der CPK28
im Kern und das Fehlen von cytosolischen Faden, wie sie beispielsweise in der
cytoplasmatischen Lokalisation von freiem mCherry-Protein beobachtet werden, spricht
fur eine ausschlielliche Membranassoziation. Die CPK28-G2A-Proteinversion zeigte in
der Tat eine verdnderte Lokalisation im Vergleich zum Wildtypprotein (Abb. 3-15B). Hier
konnte das YFP-Fusionsprotein im Kern und im Cytosol beobachtet werden und wies eine
deutliche Uberlappung mit mCherry auf. CPK28-VK-YFP zeigte insgesamt eine
schwachere Expressionsstarke, wies aber wie das Wildtyp-Protein eindeutige
Membranassoziation auf (Abb. 3-15C).
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Uberlagerung

Abbildung 3-15: Subzelluldre Lokalisation von CPK28 . Transiente Expression von CPK28-YFP (A),
CPK28-G2A-YFP (B) und CPK28-VK-YFP (C) in N. benthamiana. Als Lokalisationsmarker fur
cytoplasmatische Proteine wurde eine Koexpression mit mCherry durchgefiihrt. PM = Plasmamembran, N =
Nucleus, C = Cytoplasma. Maf3stab = 25 pm.

In stabil-transformierten Arabidopsis-Komplementationslinien pCPK28::CPK28-YFP mit
CPK28-YFP-Expression unter dem nativen Promotor konnte am konfokalen Mikroskop
keine Fluoreszenz detektiert werden (Daten nicht gezeigt). Stabile Uberexpression in den
Komplementationslinien unter Kontrolle des 35S-Promotors (35S::CPK28-YFP) zeigte

eine deutliche membranassoziierte Fluoreszenz, die im Abschnitt 3.4.4.1. gezeigt wird.

3.1.5. Komplementationsanalysen durch Expression ve rschiedener CPK28-
Enzymvarianten in  cpk28-1
Um eindeutig zu klaren, ob der hier beschriebene Phanotyp der cpk28-Insertionslinien auf

die fehlende Funktion der CPK28 zuriickzufiihren ist, wurde die Fahigkeit
66



Ergebnisse

unterschiedlicher Proteinvarianten der CPK28 getestet, den cpk28-Phé&notyp in vivo zu
komplementieren und durch Proteinexpression verschiedener Proteinversionen eine
Wiederherstellung des Wildtypwachstums zu erreichen. Hierzu wurden stabile transgene
Arabidopsis-Linien generiert, die im Hintergrund der cpk28-1-Insertionslinie verschiedene

CPK28-Varianten unter der Kontrolle unterschiedlicher Promotoren exprimieren.

3.1.5.1. Phéanotypische Komplementation durch Uberex  pression bzw. Expression
der CPK28 unter dem nativen Promotor

Als klassisches Komplementationsexperiment wurde zunachst die Komplementation
durch Uberexpression des Wildtypproteins (35S::CPK28-YFP) bzw. einer inaktiven
Kinasevariante (35S::CPK28-D188A-YFP) und native Expression (pCPK28::CPK28-YFP)

des Wildtypproteins untersucht. Mindestens zwei unabhdngige Linien pro Konstrukt

wurden auf Proteinexpression getestet und eine umfassende Analyse der Charakteristika
des cpk28-Phanotyps durchgefiihrt (Abb. 3-16-18).
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Abbildung 3-16: In vivo- Komplementation durch Expression von CPK28. A CPK28-YFP-

Fusionskonstrukte unter konstitutivem (CaMV35S) (35S::CPK28-YFP, 35S::CPK28-D188A-YFP) oder nativem
(pCPK28::CPK28-YFP) Promotor wurden in die cpk28-1-Mutante eingebracht. Reprasentative
Komplementation ist fir zwei unabhangige Linien pro Konstrukt gezeigt. Mallstab = 5 cm. B
Genexpressionslevel der CPK28 in Wildtyp, 35S::CPK28-YFP und pCPK28::CPK28-YFP (31 Tage LD). Werte
stellen den Durchschnitt dreier biologischer Replikate + Standardfehler dar (zwei technische Replikate pro
biologischem Replikat).

Die Expression des aktiven CPK28-YFP-Fusionsproteins sowohl unter dem nativen als
auch dem 35S-Promotor fihrte zu einer vollstandigen Restauration des Wildtyp-
wachstums in cpk28-1, wahrend die Expression der inaktiven Kinasevariante den cpk28-
Phanotyp nicht aufheben konnte (Abb. 3-16A). Die Morphologie der Komplementations-
linien mit aktivem Protein war mit dem Wildtyp vergleichbar, wobei die CPK28-
Expressionstéarke je nach Promotor sehr unterschiedlich war (Abb. 3-16B). Die CPK28-
Genexpression, per gRT-PCR analysiert, erreichte vergleichbare Level in Wildtyp und
nativer Komplementationslinie, wahrend die Uberexpressionslinie eine ca. 20-fache

Erhéhung der Transkriptmenge aufwies. Die Untersuchung weiterer Merkmale der cpk28-
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Mutante  bestatigte die Reversion des Phéanotyps in den analysierten

Komplementationslinien mit aktivem CPK28-Protein (Abb. 3-17).
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Abbildung 3-17: Reversion der phanotypischen Auspra gungen von cpk28 in Uberexpressions- und
Komplementationslinien. Sprosslange (A, 42 Tage LD) wund zeitliche Entwicklung des
Rosettendurchmessers (B) in Wildtyp, cpk28, 35S::CPK28-YFP und pCPK28::CPK28-YFP im cpk28-1-
Hintergrund (n = 15). C Genexpression von NST1 und NST3 in WT, cpk28, 35S:CPK28-YFP und
pCPK28::CPK28-YFP (31 Tage LD), analysiert mit gRT-PCR (n = 3). Werte reprasentieren den Durchschnitt
aus n biologischen Replikaten + Standardfehler. Statistische Analyse mittels t-test; signifikante Unterschiede
* =P < (0,05, * = P <0,01 und *** = P < 0,001). Wiederholung der Experimente zeigte ahnliche Resultate.

Sowohl die Sprosslange des Hauptsprosses (Abb. 3-17A) als auch der Rosetten-
durchmesser (Abb. 3-17B) der Komplementationslinien zeigten keinen Unterschied zu
Wildtyppflanzen. Auch auf Genexpressionsebene wurde der cpk28-Phénotyp durch
Expression aktiven CPK28-Proteins revertiert, es konnte keine erhdhte Transkriptmenge
fur NST1 und NST3 verglichen mit dem Wildtyp festgestellt werden (Abb. 3-17C).

cpk28 ' 35S::CPK28-YFP

Abbildung 3-18: Reversion des cpk28-Phéanotyps im sekundaren Dickenwachstum durch Expre ssion
von aktivem CPK28-Protein (46 Tage LD). Querschnitte durch das basale Internodium in Wildtyp (A,E), zwei
unterschiedliche  Auspragungen der cpk28-Mutanten (B,F bzw. C,G) und Querschnitt der
Komplementationslinie 35S::CPK28-YFP (D,H). Farbungen der Mikrotomschnitte wurden mit Astrablau
(Cellulose) und Safraninrot (Lignin) (A-D) durchgefiihrt, Handschnitte (E-F) wurden mit Phloroglucinol (Lignin)
gefarbt. MaRstab = 100 pm.
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Auch die zelltypspezifischen Anomalien in der Sprossanatomie von cpk28 konnten durch
Expression von aktivem CPK28-Protein in cpk28-1 revertiert werden. Querschnitte durch
das basale Internodium des Sprosses und anschlie3ende Astrablau/Safranin-Farbung
(Abb. 3-18A-D) wund auch Ligninfirbung mit Phloroglucinol in Handschnitten
(Abb. 3-18E-H) zeigten eine wildtyp-ahnliche Zellanatomie in der Komplementationslinie
35S::CPK28-YFP. Der Durchmesser der basalen Internodie entsprach ungeféahr dem des
Wildtypsprosses und die vorzeitige Lignifizierung der Phloemfasern, wie in cpk28 zu

sehen, wurde durch Expression der aktiven Kinase komplett aufgehoben.

3.1.5.2. Komplementation durch gewebespezifische Ex  pression von CPK28

Die gewebespezifische Lokalisation der CK28 in der Vaskulatur und im meristematischen
Gewebe (siehe pCPK28::GUS-Analysen, Abbildung 3-14) lasst auf ein kontrolliertes,
begrenztes Expressionsprofil schlieRen. Die Bedeutung dieser zelltypspezifischen
Expression fur die CPK28-Funktion in der Sprossentwicklung sollte in Komplementations-
analysen mit rdumlich-begrenzter Expression der CPK28 untersucht werden. Hierzu
wurde Wildtyp-CPK28 unter der Kontrolle der gewebespezifischen Promotoren pKNAT1
und pSUC2 auf die Fahigkeit zur Reversion des cpk28-Phanotyps untersucht. pKNAT1 ist
im Sprossapikalmeristem und in den Cortexzellen des Sprosses aktiv (Lincoln et al.
1994). Im Gegensatz dazu sind Proteine unter der Kontrolle des SUC2-Promotors
spezifisch in den Phloem-Geleitzellen lokalisiert (Imlau et al. 1999). Dieses Expressions-
profil Uberlappt nicht mit dem hier beschriebenen Muster fir den CPK28-Promotor
(3.1.4.1.). Die nachfolgend analysierten transgenen Arabidopsis-Linien wurden von Soren
Werner im Rahmen seiner Diplomarbeit unter Betreuung von Dr. Julia Legen hergestellt.
Abbildung 3-19: Komplementation
des cpk28- Phanotyps durch
gewebespezifische Expression von
CPK28. Transgene cpk28-1-Pflanzen
exprimieren YFP-markiertes CPK28-
Protein unter dem pKNAT1-
s 284 - (PKNAT1::CPK28-YFP) bzw. pSUC2-
= o \\Si L >3 Promotor (pPSUC2::CPK28-YFP).

cok28-1 ¢ k28;2 pKNAT1:: pSUC2:: Représentative Komplementation fr
P S (0 1R (O WL mindestens zwei unabhangige Linien

pro Konstrukt. Ma3stab = 5 cm.

Interessanterweise genutgte die lokal-begrenzte Expression in beiden gewebespezifischen
Komplementationslinien, um den cpk28-Phénotyp zu revertieren (Abb. 3-19). Wildtyp-
gleiche Sprosselongation konnte sowohl durch meristematische als auch durch phloem-
spezifische Expression der CPK28 wiederhergestellt werden.

Dieses Ergebnis konnte auch durch die Analyse der Genexpression in den untersuchten
Komplementationslinien bestatigt werden (Abb. 3-20). Die erhohte Transkription der NST-
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Transkriptionsfaktoren in cpk28 war sowohl
pSUC2::CPK28 auf Wildtypniveau reduziert.
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3.1.5.3. Komplementation durch Veranderung der subz

in pKNAT1::CPK28 als auch in

Abbildung 3-20: Genexpression von  NST1
(A) und NST3 (B) in Wildtyp, cpk28-
Insertionslinien und  pSUC2::CPK28-YFP
bzw. pKNAT1::CPK28-YFP (31 Tage LD),
analysiert per qRT-PCR. Werte stellen den
Durchschnitt dreier biologischer Replikate +
Standardfehler dar (zwei technische Replikate
pro biologischem Replikat). (Statistische
Analyse mittels t-test; signifikante

Unterschiede * = P < 0,05, ** = P < 0,01).

ellularen Lokalisation

Auch die subzellulare Lokalisation von Proteinen kann einen wichtigen Faktor fir die

Protein-Funktionalitat darstellen. Aus diesem Grund wurde die delokalisierte Version der

CPK28, CPK28-G2A (Lokalisierung siehe Abbildung 3-15),

auf ihre Fahigkeit zur

Komplementation des cpk28-Phanotyps untersucht (Abb. 3-21).
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Abbildung 3-21: In vivo- Komplemen-tation
durch Expression von CPK28 mit
verénderter subzellularer Lokalisation. A
Das CPK28-G2A-YFP-Fusionskonstrukt unter
konstitutivem Promotor (35S::CPK28-G2A-
YFP) wurde in die cpk28-1-Mutante
eingebracht. Reprasentative Komplemen-
tation ist gezeigt fur zwei unabhéngige Linien.
MalR3stab = 5 cm. Sprosslange (B, 42 Tage
LD) und Rosettendurchmesser (C, 42 Tage
LD) in Wildtyp, cpk28, 35S::CPK28-G2A-YFP
(n =15). Vergleichbare Ergebnisse wurden
fur zwei unabhangige Experimente erzielt.
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Die Untersuchung der CPK28-G2A-Komplementationslinien unterstrich die wichtige
Funktion der subzellularen Lokalisation fur die in vivo-Aktivitdit von CPK28. Linien mit
Uberexpression des CPK28-G2A-Proteins zeigten zwar eine verbesserte Fahigkeit zur
Sprosselongation (Abb. 3-21A,B), jedoch mit grol3er Varianz der Sprosslange (Abb. 3-21A
zeigt funf CPK28-G2A-Pflanzen aus gleichen Anzuchtbedingungen). Die ph&notypischen
Auspragungen des CPK28-Funktionsverlusts konnten aber nicht ganzlich revertiert
werden. Die Deformation der Blatter im reproduktiven Stadium (Abb. 3-21A, obere Reihe)
und die Reduktion des Rosettendurchmessers (Abb. 3-21C) waren trotz Expression

aktiven CPK28-Proteins stark ausgepragt.

3.1.5.4. Komplementation durch verkirzte, konstitut iv-aktive CPK28

Wie im Verlauf dieser Arbeit gezeigt stellt die verkirzte, nur aus variabler und
Kinasedomane bestehende Protein-Version CPK28-VK eine konstitutiv-aktive
Proteinvariante dar. Aktive und inaktive VK-Varianten wurden hinsichtlich der
Komplementation des cpk28-Phanotyps untersucht, um die Bedeutung der calcium-

abhangigen Regulierung fur die in vivo-Funktion der CPK28 zu klaren.
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Abbildung 3-22: In vivo- Komplementation durch Expression der konstitutiv-ak tiven CPK28. A CPK28-
VK-YFP-Fusionskonstrukte unter dem 35S-Promotor wurden in die cpk28-1-Mutante eingebracht
(35S::CPK28-VK-YFP und 35S::CPK28-VK-D188A-YFP). Reprasentative Komplementation fir zwei
unabhéangige Linien pro Konstrukt. MaRstab = 5 cm. B Proteinexpressionslevel der CPK28 in Wildtyp, cpk28,
35S::CPK28-YFP, 35S:CPK28-D188A-YFP, 35S::CPK28-VK-YFP und 35S::CPK28-VK-D188A-YFP (40
Tage LD). Proteine wurden extrahiert und mittels SDS-Gelelektrophorese und Western Blot mit einem a-GFP-
Antikdrper analysiert. Zwei Linien per Konstrukt sind dargestellt, unterschiedliche Gele werden durch weil3e
Linien angezeigt. Das Pluszeichen bedeutet Wildtypaussehen, ein Minuszeichen steht fir Auspragung des
cpk28-Phénotyps.

Hierbei zeigte sich das gleiche Resultat wie auch schon in den Komplementations-
analysen mit dem CPK28-Volllangenkonstrukt. Die Expression von aktiver CPK28, egal
ob konstitutiv-aktiv (VK) oder calcium-regulierbar (FL, Abb. 3-16), fihrte zur Reversion
des Phénotyps (Abb. 3-22A). Bei Expression inaktiven CPK28-Proteins konnte keine

morphologische Veranderung im Vergleich zur Ausgangslinie cpk28-1 festgestellt werden.
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Auffallig bei der Analyse der Proteingehalte war die Tatsache, dass die
Proteinexpressionsstarke von CPK28-VK-YFP unter der Kontrolle des 35-Promotors
merklich geringer war als fiir das inaktive VK-Protein oder die Volllangenkonstrukte
beobachtet (Abb. 3-22B).

3.1.6. Penetranz des cpk28 -Phanotyps

Wahrend der Arbeiten mit den cpk28-T-DNA-Insertionslinien wurde starke Abhangigkeit
der Penetranz des cpk28-Phanotyps von den Anzuchtbedingungen, nadmlich der Wahl der
Anzuchtkammer bzw. des Pflanzenwachstumsschranks festgestellt. Im Folgenden werden

Untersuchungen zur Ursache dieser unterschiedlichen Auspréagung dargelegt.

3.1.6.1. Wachstumsphanotyp von cpk28 in unterschiedlichen Langtagbedingungen
(Percival vs. Gewachshaus)
Um die Unterschiede in der Penetranz des cpk28-Phanotyps zu dokumentieren, wurden

Pflanzen jeweils im Wachstumsschrank (Percival AR-66L/SPLIT) und im Gewachshaus

angezogen und hinsichtlich der Auspragung des cpk28-Phanotyps untersucht.

C 45- Abbildung 3-23: cpk28 -Sprosselongations-
— 40 kK phénotyp in unterschiedlichen Langtag-
E 354 bl umgebungen. Sprossmorphologie von Wildtyp und
g 30 —|_ % cpk28-T-DNA-Insertionslinien im Gewéachshaus (A)
S 257 T bzw. Wachstumsschrank (B), 42 Tage LD. MaR3stab
@ 204 = 5cm. C Sprosslange von Wildtyp und cpk28-
g_ 15 Mutanten im Gewdachshaus bzw. Wachstumsschrank
o 107 P (49 Tage LD) (n = 30). Darstellung als Kastengrafik
57 | —— - '_—I__| (Boxplot) zur Verdeutlichung der Streuung in
0 ! ' ' ! ' ' Abhangigkeit der Anzuchtbedingungen,
Sﬂ ‘ib,'\ ‘tbﬂo \‘gﬂ ‘13’:\ ‘I«%:L exempl_arigch fiir éhnliche Ergebnisse. |n drei
\$ NS \$ AR unabhangigen Experimenten. (t-test, signifikante
K K R L

Unterschiede, bezogen auf den Wildtyp im
Gewichshaus Wachstumsschrank ~ Géwachshaus: = = P < 0,001).
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Hier wurde eine drastisch erhdhte Varianz der Sprosselongation von cpk28 bei Anzucht
im Gewéachshaus festgestellt (Abb. 3-23). Fir beide cpk28-Linien wurden groR3e
morphologische Unterschiede zwischen einzelnen Pflanzen des gleichen Genotyps (aus
gleichen Samenchargen) beobachtet. Anzucht im Wachstumsschrank vermittelte ein
deutlich einheitlicheres Erscheinungsbild der Individuen eines Genotyps, weshalb, falls
nicht anders angegeben, fir alle in dieser Arbeit beschriebenen Versuche die Anzucht im
Percival unter LD-Bedingungen gewéhlt wurde. Die Darstellung als Kastengrafik (Boxplot)
in Abbildung 3-23B verdeutlicht die grofl3ere Streuung der individuellen Sprosslangenwerte
in den cpk28-Linien im Gewachshaus im Gegensatz zur Lichtschrankanzucht anhand der
GroRRe der Boxen (Bereich der mittleren 50 Prozent der Werte) und der Lange der
Antennen (grof3ter bzw. kleinster Wert). Allgemein wuchsen die Pflanzen im
Gewéchshaus etwas schneller als im Wachstumsschrank, erkennbar an der grol3eren
Sprosslange im Wildtyp zum gleichen Zeitpunkt (Abb. 3-23B).

Fiar unterschiedliche cpk28-Saatgut-Chargen konnten kein Unterschiede in der
Auspragung des Phéanotyps abhangig vom Saatgut-Alter (geerntet von 2005 bis 2011)
oder unterschiedlichen Anzuchtbedingen (Saatgut aus reiner LD-Anzucht bzw. aus SD-
und anschlieRender LD-Anzucht) festgestellt werden (nicht gezeigt). Ein epigenetischer
Einfluss durch Anzuchtbedingungen der Vorgeneration auf die Penetranz des Phanotyps

wird aufgrund dieser Beobachtung ausgeschlossen.

3.1.6.2. Einfluss unterschiedlicher Lichtqualitaten auf cpk28

Ein essentieller Faktor zur Pflanzenanzucht, der sich in der Architektur der Pflanzen
niederschlagt, ist die Versorgung mit Licht zur Photosynthese, wobei neben der
Photoperiode (SD- bzw. LD-Bedingungen) auch Lichtintensitat und Zusammensetzung
des Farbspektrums des weil3en Lichts Einfluss auf die Morphologie der Pflanzen haben
(Kami et al. 2010). Im Folgenden werden Untersuchungen beschrieben, die eine mégliche
Auswirkung unterschiedlicher Lichtqualitdten auf die Morphologie von cpk28 analysieren
und damit Hinweise auf die Rolle von CPK28 in der Wahrnehmung oder Verarbeitung von

Lichtqualitaten geben kdnnten.

3.1.6.2.1. Hypocotylelongation

Zunachst wurde die Antwort der cpk28-Mutanten auf die Lichtqualitaten Blau, Rot und
Dunkelrot in Hypocotylelongationsexperimenten untersucht. Die Experimente wurden zum
einen in Zusammenarbeit mit Dr. Mark Aurel Schoéttler am Max-Planck-Institut fir
molekulare Pflanzenphysiologie in Potsdam-Golm, zum anderen unter Anweisung von Dr.
Kenji Hashimoto in der AG Kudla an der Westfélischen Wilhelms-Universitat Minster in

speziellen, mit LED-Quellen ausgestatteten Lichtschr&nken durchgefiihrt.
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Abbildung 3-24: Hypocotylelongation in unterschiedl ichen Lichtqualitditen . Je zwei unabhéngige

Samenchargen pro Genotyp (WT und cpk28, aul3erdem Kontrollplatten mit entsprechenden Photorezeptor-
Mutanten) wurden auf nassem Filterpapier in Petrischalen ausgelegt und zwei Tage bei 4T inkubiert. Nach
drei Stunden Belichtung zur Keimungsinduktion und weiterer Dunkelinkubation fiir 21 Stunden wurden Stapel
von je sieben Platten (zur Generierung unterschiedlicher Lichtintensitéaten) in Blau- (A = 440 nm), Rot-
(A =660 nm) und Dunkelrotlicht (A = 715 nm) und im Dunkeln fir drei Tage inkubiert. Die Vermessung der
Hypocotylelongation erfolgte mit dem Programm ImagelJ. Werte reprasentieren den Durchschnitt
+ Standardfehler von 50 Keimlingen pro Genotyp, Lichtqualitat und -intensitét. Ahnliche Resultate wurden in
zwei unabhéngigen Experimenten erzielt.

In diesen Experimenten konnte fur die cpk28-Mutanten keine veranderte Antwort in den
unterschiedlichen Lichtqualitaten beobachtet werden (Abb. 3-24). Wie in der Literatur
beschrieben (Fankhauser und Casal 2004), wurde ausgehend von der Hypocotyl-
elongation im Dunkeln fir Blau- und Rotlicht mit zunehmender Lichtintensitat
abnehmende Hypocotylelongation detektiert. Hierbei zeigten sich keine Unterschiede im
Verhalten der cpk28-Linien verglichen zum Wildtyp. Als Kontrollen (untere Teildiagramme)
dienten hierbei die entsprechenden Photorezeptormutanten zur Wahrnehmung der
jeweiligen Lichtqualitat (cryl fur Blaulicht bzw. phyB fir Rotlicht (Fankhauser und Chory
1997)), die je nach Lichtintensitat aufgrund fehlender Lichtperzeption erhdhte Hypocotyl-
elongation im Vergleich zum Wildtyp aufwiesen. Auch in der Wahrnehmung von
dunkelrotem Licht konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen Wildtyp und cpk28
beobachtet werden, wobei hier keine Rezeptormutante als Kontrolle zur Verfigung stand
und der korrekte Versuchsablauf somit nicht bestatigt werden konnte.
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3.1.6.2.2. Der cpk28 -Phéanotyp unter verschiedenen Lichtqualitaten

Aufgrund der stadienspezifischen Ausbildung des cpk28-Phéanotyps wurde nicht nur der
Einfluss der Lichtqualitat auf Keimlinge, ein moglicherweise zu frihes Stadium fur die
Ausbildung einer cpk28-abhéngigen Veranderung, Uberprift, sondern auch deren Effekt
auf die morphologischen Veranderungen des cpk28-Phé&notyps. In Kooperation mit Dr.
Mark Aurel Schottler wurden Experimente zur Pflanzenanzucht in LED-Wachstums-
schranken unter den Lichtqualitdten Blau (440 nm) bzw. Rot (660 nm) und mit LEDs als
Weildlichtquelle bis zur Reproduktionsphase durchgefihrt. Im Weilllicht erfolgte die
Anzucht unter LD-Bedingungen mit 200 pmol/m®s Lichtintensitat. Die maximal mégliche
Lichtintensitat fir Blau- bzw. Rotlicht betrug 100 umol/m®s und erfolgte unter
kontinuierlicher Belichtung (Guo et al. 1998). Leider war die maximale Intensitat des
Lichtschrankes fiir Dunkelrot mit nur knapp 2 pmol/m?s zu gering, um Pflanzenanzucht bis
zur Blite unter diesen Bedingungen zu testen. Die Auswertung der Experimente
beschrénkt sich auf die Beschreibung der Pflanzenmorphologie anhand von Bildern, da
keine detaillierten Messungen der cpk28-Merkmale durchgefiihrt wurden und aus Zeit-
und Platzgriinden eine Wiederholung der Experimente im LED-Wachstumsschrank nicht
madglich war.

Abbildung 3-25 zeigt, dass die Anzucht von cpk28 unter allen LED-Bedingungen generell
zu einem schwacheren morphologischen cpk28-Phénotyp als im normalen Wachstums-
schrank fuhrte. Weildlicht-LED-Belichtung im LD-Regime rief einen mit den sonst
verwendeten Bedingungen vergleichbaren Blihzeitpunkt hervor, Pflanzen an Tag 39
befanden sich voll in der reproduktiven Phase. Verglichen mit dem Wildtyp wies cpk28
leicht kirzere Sprosse, jedoch keinen stringenten Phénotyp auf. Auch bei Blaulicht-
Belichtung konnte kein gravierender Effekt auf die cpk28-Morphologie detektiert werden
(Abb. 3-25), hier erscheinen die Unterschiede zum Wildtyp noch marginaler. Auffallig war
das schnelle Wachstum unter Blaulichtbedingungen, die dargestellten Pflanzen sind mit
27 Tagen deutlich weiterentwickelt als in allen in dieser Arbeit gezeigten Weillicht-
bedingungen. Die grol3ten phanotypischen Unterschiede zwischen Wildtyp und cpk28
wurden unter konstanter Rotlichtillumination erreicht. Die Reduktion der Sprosslénge in
beiden cpk28-Linien ist hier deutlich zu erkennen. Wie beschrieben wuchsen die Pflanzen
unter Rotlichtbedingungen sehr langsam (Eskins 1992) und die reproduktive Phase setzte
erst sehr spat ein. Die gezeigten Pflanzen waren 78 Tage alt und wiesen deutliche
morphologische Deformationen, Stress- und Seneszenzanzeichen auf, was Rotlicht

alleine als ungeeignete Bedingung fir die Pflanzenentwicklung ausweist.
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Abbildung  3-25: cpk28 -Sprosselongationsphanotyp  in  unterschiedlichen  Lic htqualitaten.
Sprossmorphologie von Wildtyp und cpk28-T-DNA-Insertionslinien in Weil3licht (39 Tage LD mit LED-Lampen
im CLF-FloraLED-Wachstumsschrank), in Blaulicht (27 Tage kontinuierliches Licht mit LED-Lampen,
100 pmol/m?®s) und in Rotlicht (78 Tage kontinuierliches Licht mit LED-Lampen, 100 pmol/m?s). MaRstab = 5
cm.

Als weitere mdgliche Anzuchtparameter, die neben Lichtqualitat fir eine unterschiedliche
Penetranz des cpk28-Phénotyps in Frage kamen, wurden Lichtintensitdt und Anzucht-
temperatur untersucht. In beiden Fallen konnten keine konsistenten Unterschiede, in
verbesserter Sprosselongation der cpk28 resultierend, beobachtet werden, weshalb auf

die Darstellung in Bildern verzichtet wird.

3.2. Zusammenhang zwischen CPK28 und dem Hormonhaus halt in A. thaliana
3.2.1. Analyse der Bedeutung von CPK28 im Gibberell in-Haushalt

3.2.1.1. Phénotypische Analyse von cpk28 nach externer Hormongabe

Mutanten im GA-Metabolismus und der Signaltransduktion werden oft als kleinwtchsige
Pflanzen mit verminderter Sprosselongation beschrieben (Koornneef und Vanderveen
1980), welche durch exogene Applikation von Gibberellin revertiert werden kann. Aus

76



Ergebnisse

diesem Grund wurde der Einfluss von exogenem GA auf die Sprosselongation der cpk28-
Mutanten untersucht. Hierzu wurden die Pflanzen ab der Aussaat jeden zweiten bis dritten
Tag mit 100 pM GA;, einem kommerziell erhaltlichen, bioaktiven Gibberellin (Yamaguchi

2008) bespriht und dessen Einfluss auf das Wachstum der cpk28-Mutanten analysiert.
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Abbildung 3-26: Einfluss externer Gibberellingabe a  uf cpk28-T-DNA-Insertionslinien. A Morphologie
nach Gibberellinsdurebehandlung von Wildtyp und cpk28-Mutanten. Pflanzen wurden jeden zweiten bis dritten
Tag mit 100 uM GAs (+) oder 0,95 % EtOH (-) behandelt und auf Ausbildung des cpk28-Phanotyps untersucht
(42 Tage LD). MaRRstab = 5 cm. B — D Partielle Reversion der phanotypischen cpk28-Merkmale: Sprosslange
(n = 15) (B), Rosettendurchmesser (n = 15) (C) und Anthocyangehalt (n = 3) (D) in Wildtyp und cpk28-Linien.
Werte stellen den Durchschnitt n biologischer Replikate + Standardfehler dar. Ahnliche Ergebnisse wurden in
zwei unabhéngigen Experimenten erzielt (t-test fir unabhangige Stichproben, signifikante Unterschiede * =
P < 0,05, ** =P < 0,01 und *** = P < 0,001).

Die wiederholte Gabe von 100 uM GA; fuihrte in beiden cpk28-Allelen zu einer partiellen
Reversion des zuvor beschriebenen Wachstumsphanotyps (Abb. 3-26). Nach GA-
Behandlung konnte eine Wiederherstellung der Sprosselongation bis zu ca. 75 % der
entsprechend behandelten Wildtyppflanzen beobachten werden (Abb. 3-26A,B). Ebenso
wurde eine GA-abhangige Steigerung des Rosettendurchmessers bis zu 90 % des
Wildtypwertes erreicht (Abb. 3-26C). Aul’erdem wurde der erhthte Anthocyangehalt in
cpk28-Mutanten durch exogenes GA auf das Wildtyplevel reduziert, wahrend Pflanzen mit

Kontrollbehandlung weiterhin gesteigerte Anthocyanlevel zeigten (Abb. 3-26D).
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Der mdgliche Einfluss anderer Pflanzenhormone wie Auxin oder Brassinosteroiden, die
ebenso wie Gibberellin im Zusammenhang mit Zellelongationsereignissen in Pflanzen

stehen, wurde in weiteren Applikationsexperimenten untersucht.

¥
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I

WT cpk28-1 cpk28-2 WT cpk28-1 cpk28-2 WT cpk28-1 cpk28-2

Abbildung 3-27: Morphologie von Wildtyp und cpk28 unter Gabe weiterer Pflanzenhormone (45 Tage
LD). Pflanzen wurden unter Langtagbedingungen (16 h Licht, 8 h Dunkelheit) bei 22 auf Erde angezogen .
Hormonbehandlungen wurden jeden zweiten oder dritten Tag per Sprayapplikation mit entweder 0,95 % EtOH
(mock), 100 uM Epibrassinolid (BR) oder 100 pM Indol-3-essigsaure (IAA) durchgefiihrt. MaRstab = 5 cm.

Hierbei konnte nach externer Gabe kein positiver Einfluss der untersuchten Hormone
Auxin (IAA) oder Epibrassinolid (BR) auf das Wachstum der cpk28-Mutanten festgestellt
werden (Abb. 3-27). Keines dieser Hormone zeigte die durch GA-Gabe hervorgerufene

Reversion der Sprosselongation in cpk28.

3.2.1.2. Expressionsanalyse von Markergenen des Gib  berellinsduremetabolismus'

Die partielle Reversion des cpk28-Wachstumsdefekts durch GA-Gabe deutete auf eine
mogliche Storung des Gibberellinsauremetabolismus' in den cpk28-Mutanten hin. Aus
diesem Grund wurde im Folgenden die transkriptionelle Regulation von Genen des GA-
Metabolismus' untersucht. Die Gene GA20-Oxidasel (GA200x1) und GA3-Oxidasel
(GA3o0x1) stellen Indikatoren fur den Gehalt an bioaktivem GA dar, das der Pflanze zur
Verfiigung steht (Hedden und Phillips 2000, Fukazawa et al. 2010). Die Genexpression
wurde zunéchst in Wildtyp und cpk28-1 in unterschiedlichen Entwicklungsstufen (10, 20,
27, 31 und 35 Tage LD) mittels gRT-PCR analysiert (Abb. 3-28).

In frihen Entwicklungsstadien (bis Tag 27) konnten keine signifikanten Unterschiede der
GA200x1- und GA3ox1-Transkriptlevel zwischen Wildtyp und cpk28-1 festgestellt werden.
Im Gegensatz dazu wurde nach dem Ubergang von vegetativer zu generativer Phase um
Tag 30 eine Reduktion der Genexpression von GA200x1 (35 Tage LD) (Abb. 3-28A) und
GA3ox1 in cpk28-Mutanten im Vergleich zum Wildtyp festgestellt (31 und 35 Tage LD,
Abb. 3-28B).
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Abbildung 3-28: Genexpression von Markergenen des G  ibberellinsduremetabolismus.  Zeitabhangige
Entwicklung der Genexpression von GA200x1 (A) und GA3ox1 (B) in Wildtyp und cpk28-1, analysiert per
gRT-PCR. Werte stellen den Durchschnitt dreier biologischer Replikate + Standardfehler dar (zwei technische
Replikate pro biologischem Replikat). (t-test fir unabhangige Stichproben, signifikante Unterschiede * =
P < 0,05, ** = P < 0,01 und *** = P < 0,001). Wiederholung des Experiments zeigte &hnliche Resultate.

Diese Unterschiede in der Genregulation wurden sowohl im zweiten cpk28-Allel als auch
den Komplementationslinien weiter untersucht. Nachdem die Qualitat der untersuchten
RNA bzw. cDNA mit zunehmendem Alter des Pflanzenmaterials merklich abnahm (Daten
nicht gezeigt) und somit die Effektivitat der gRT-PCR beeinflusste, wurden die
nachfolgenden Analysen nur zum Zeitpunkt 31 Tage LD durchgefiihrt.
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Die Expressions-Deregulation der untersuchten Markergene des GA-Metabolismus'
konnte fir das zweite cpk28-Allel bestatigt werden (Abb. 3-29), die Reduktion der
GA3ox1-Transkriptmenge in cpk28-2 an Tag 31 war mit der in cpk28-1 vergleichbar.
Ebenso konnte fir einige der untersuchten Komplementationslinien, die aktive CPK28
exprimierten und eine phanotypische Reversion des cpk28-Phanotyps zeigten
(35S::CPK28-YFP, pCPK28::CPK28-YFP und auch pKNAT1:CPK28-YFP und
pSUC2::CPK28-YFP), Transkriptmengen der GA-Markergene &ahnlich dem Wildtyplevel

festgestellt werden.
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3.2.1.3. Analyse friher gibberellinsaure-abhangiger Wachstumsprozesse in  cpk28

Um den moglichen Einfluss der CPK28 auf andere gibberellinsdure-abhangige Prozesse
in der Pflanze zu untersuchen, wurden die cpk28-T-DNA-Insertionslinien sowohl auf ihre
Keimungsfahigkeit als auch auf Hypocotylelongation in unterschiedlichen Lichtregimes
untersucht. Diese Vorgange stellen zwei GA-abhéngige, frilhe Ereignisse im vegetativen
Entwicklungsstadium der Pflanze dar. Die Keimungsrate von WT und cpk28 wurde in
Plattenexperimenten quantifiziert. Hierzu wurden unterschiedliche Samenchargen aller
Genotypen zu zwei unterschiedlichen Zeitpunkten untersucht und die Rate des Austretens
der Keimwurzel aus der Samenschale bestimmt. In Hypocotylelongationsversuchen
wurde die Rolle der CPK28 in diesem GA-abhangigen Prozess in Licht- und
Dunkelexperimenten und zusatzlich nach Gabe von externem Gibberellin (GA3) bzw. dem

GA-Biosynthese-Inhibitor Paclobutrazol (PAC) untersucht.
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Abbildung 3-30: Gibberellin-abhéngige Prozesse im v  egetativen Stadium der Pflanze . (A)
Quantifizierung der Keimungsrate von Wildtyp und cpk28. Sterilisierte Samen wurden zwei Tage bei 4C und
anschlieBend unter Langtagbedingungen horizontal auf 0,5x MS-Platten inkubiert. Als MaR fur die
Keimungsrate diente das Austreten der Keimwurzel aus der Samenschale 20 bzw. 38 Stunden nach Keimung.
Werte reprasentieren den Durchschnitt + Standardfehler aus drei unabhangigen Samenchargen (n = 36 pro
Charge). (B) Hypocotylelongation in Wildtyp und cpk28. Keimlinge wurden auf 0,5x MS-Platten mit
Supplementen (GAs = Gibberellinsdure und PAC = Paclobutrazol) fir sechs Tage inkubiert (Licht = LD oder
Dunkel)) und Hypocotylelongation unter verschiedenen Wachstumsbedingungen wurde bestimmt. Werte
reprasentieren den Durchschnitt + Standardfehler von 15 Keimlingen pro Genotyp. Ahnliche Resultate wurden
in drei unabhéngigen Experimenten erzielt.

Beide untersuchten gibberellin-abhangigen Entwicklungsprozesse scheinen nicht von der
Funktion der CPK28 beeinflusst zu sein. Die Keimungsrate in cpk28 sowohl 20 Stunden
als auch 38 Stunden nach Versuchsbeginn unterschied sich nicht von der zugehdrigen
Wildtyp-Samencharge (Abb. 3-30A). Nach 20 Stunden waren ca. 40-50 Prozent aller
Samen gekeimt, und nach 38 Stunden wurde eine Keimungsrate von ca. 80 Prozent in
Wildtyp und Mutantenlinien festgestellt. Auch die Hypocotylelongationsversuche mit sechs
Tage alten Keimlingen zeigten keine signifikanten Unterschiede im Verhalten der cpk28-

Mutanten im Vergleich zum Wildtyp (Abb. 3-30B). Unter Langtagbedingungen fand eine
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deutlich reduzierte Hypocotylelongation im Vergleich zu Dunkelbedingungen statt, die
Hypocotyle erreichten im Licht nur ca. ein Zehntel der Ladnge des Dunkelexperiments.
Nach Behandlung mit Paclobutrazol reduzierte sich die Hypocotylelongation im Dunkeln
etwa um das Sechsfache, im Licht konnte eine Reduktion der Lange auf ca. 80 Prozent
der unbehandelten Keimlinge erzielt werden. Zusétzliche Gabe von Gibberellin resultierte

sowohl in Licht als auch in Dunkelheit nicht in einer Veranderung der Hypocotylelongation.

3.2.1.4. Zusammenhang zwischen GA-Haushalt und seku ndarem Dickenwachstum
in cpk28

Im Folgenden wurde analysiert, ob ein direkter Zusammenhang zwischen der CPK28-
abhangigen Storung der GA-Genregulation auf der einen Seite und der Regulation des
sekundaren Dickenwachstums mittels NST-Transkriptionsfaktoren andererseits besteht.
Hierzu wurden die Auswirkungen der externen Gibberellinbehandlung auf NST- und
GAox-Genexpression (31 Tage LD, Abb. 3-31) und Veranderung der Sprossanatomie (42
Tage LD, Abb. 3-32) untersucht.
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Abbildung 3-31: Genexpression in Wildtyp und cpk28 nach Behandlung mit Gibberellinsaure
Genexpressionslevel von NST1 und NST3 (A) bzw. GA-20oxidasel (GA200x1) und GA-3oxidasel (GA30ox1)
(B) in WT und cpk28 nach Behandlung mit 100 uM GA; (+) oder 0,95 % EtOH (-) jeden zweiten bis dritten Tag
(31 Tage LD). Werte reprasentieren den Durchschnitt dreier biologischer Replikate + Standardfehler (zwei
technische Replikate pro biologischem Replikat). (t-test fir unabhéngige Stichproben, signifikante
Unterschiede * = P < 0,05, ** = P < 0,01 und *** = P < 0,001; statistische Unterschiede werden fir cpk28
jeweils zum entsprechend gleich-behandelten Wildtyp gezeigt). Wiederholung des Experiments zeigte
ahnliche Resultate.

Wie schon zuvor gezeigt (Abb. 3-12,13), konnte in unbehandelten cpk28-Pflanzen (-) eine
Akkumulation von NST- und NST3-Transkripten im Vergleich zum Wildtyp beobachtet
werden (Abb. 3-31A). GA-Behandlung (+) fihrte sowohl im Wildtyp als auch in cpk28 zu
einer Erhdhung der Transkriptmenge beider NST-Gene im Vergleich zur
Kontrollbehandlung. Hierbei war die Genexpression in cpk28 auch nach GA-Behandlung
verglichen mit dem Wildtyp immer noch signifikant erhéht. Wie erwartet wurde durch die
Behandlung mit exogener Gibberellinsaure die Expression der Biosynthesegene GA200x1
und GA3ox1 in allen untersuchten Linien reprimiert (Abb. 3-31B). Hierbei war jedoch auch
im Fall der GA-Gabe noch signifikante Reduktion der GAox-Transkriptmengen in cpk28

verglichen mit dem Wildtyp festzustellen.
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Zusatzlich wurde die Sprossanatomie der basalen Internodie in GA- und kontroll-
behandelten Wildtyp- und cpk28-Pflanzen untersucht (Abb. 3-32). Obwohl exogene
Applikation von GA zu verbesserter Sprosselongation fiihrte (Abb. 3-26), konnten die

Anomalien der cpk28-Sprossanatomie durch GA-Gabe nicht revertiert werden.
+ GA

LA

Abbildung 3-32: Sprossanatomie in Wildtyp und cpk28 nach Gibberellinsdurebehandlung. (A-F)
Hormonbehandlung mit 100 uM GA; oder 0,95 % EtOH jeden zweiten oder dritten Tag (42 Tage LD).
Querschnitt durch das basale Internodium von Kontroll- (A) und GAs-behandeltem (D) WT sowie Kontroll-
(B,C) und GAs-behandelten (E,F) cpk28-Pflanzen. PF = Phloemfasern. Pfeile zeigen lignifizierte Phloemfasern
und Ovale deuten Leitbiindel mit weniger lignifizierten XylemgefaBen in cpk28 an. Farbungen der
Mikrotomschnitte wurden mit Astrablau (Cellulose) und Safraninrot (Lignin) durchgefiihrt. Maf3stab = 100 pm.

GA-Behandlung im Wildtyp fihrte zu verstarktem sekundarem Dickenwachstum im
Wildtyp (Abb. 3-32A,D), der Bereich des interfaszikularen Kambiums mit lignifizierten
Zellen (Klammer) war im Vergleich zu Kontrollpflanzen vergro3ert. Dieser Effekt war auch
in cpk28-Pflanzen nach GA-Behandlung sichtbar (Abb. 3-32B,E bzw. C,F). Sowohl| die
Lignifizierung der Phloemfasern (PF) als auch die Reduktion der trachealen Elemente des
Xylems in den Leitbtndeln (Ovale) als charakteristische Merkmale fur das Fehlen der

CPK28 waren auch nach Gibberellinsaure-Behandlung deutlich zu erkennen.
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3.2.2. Analyse der Rolle von CPK28 im Jasmonat-Haus halt

Kurz vor Ende der aktiven Bearbeitungszeit dieser Arbeit wurde ein Zusammenhang
zwischen CDPKs und der Regulation des Jasmonat-(JA)-Gehalts in Nicotiana attenuata
mit Einfluss auf die Sprosselongation beschrieben (Yang et al. 2012a). Daraufhin wurden
Experimente zur Analyse der Bedeutung von CPK28 im JA-Haushalt initiiert. Erste
Ergebnisse zu Genexpressionsanalysen und Kreuzungsexperimenten, soweit sie noch im

Rahmen dieser Arbeit erzielt werden konnten, werden im Folgenden beschrieben.

3.2.2.1. JA-abhangige Markergenexpression

Bereits vorhandene Proben zur Analyse der Genregulation in cpk28-Mutanten und
Komplementationslinien wurden auf Expression unterschiedlicher JA-Markergene
getestet. Die zeitabhangige Expression im Vergleich zwischen Wildtyp und cpk28-1
konnte aufgrund der Probenknappheit nur fiir wenige Gene analysiert werden (Abb. 3-33).
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Abbildung 3-33: Zeitabhéngige Genexpression von jas  monat-responsiven Markergenen.  Zeitabhéngige
Entwicklung der Genexpression von PDF1.2 (A) und CORI3 (B) in Wildtyp und cpk28-1, analysiert per qRT-
PCR. Werte stellen den Durchschnitt dreier biologischer Replikate + Standardfehler dar (zwei technische
Replikate pro biologischem Replikat). (t-test, signifikante Unterschiede * = P < 0,05, ** = P < 0,01).

Fur zwei JA-induzierte Markergene konnte eine zeitabhédngige Veranderung der
Genexpression beobachtet werden. Sowohl PDF1.2 als auch CORI3 wiesen zu Beginn
der Pflanzenentwicklung dem Wildtyp &hnliche Transkriptmengen auf, wéhrend in den
spateren Entwicklungsphasen, wie schon auch fir andere Markergene in der cpk28-
Entwicklung eine Deregulation der Genexpression nachgewiesen wurde. PDF1.2 war in
der Mutante mit ca. 60-facher Steigerung der Expression an Tag 27 und einer ca. 300-
fachen Transkriptakkumulation an Tag 31 im Vergleich zum Wildtyp stark hochreguliert
(Abb. 3-33A). Auch CORI3 wies zumindest an Tag 31 erhohte Genexpression im
Vergleich zum Wildtyp auf, wobei die Transkriptmenge in cpk28-1 etwa das Dreifache des
Wildtypniveaus erreichte (Abb. 3-33B).

Weitere Proben zur Genexpression an Tag 31, cpk28-Insertions- und CPK28-

Komplementationslinien beinhaltend (siehe Abb. 3-29), wurden ebenso auf Genregulation
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JA-responsiver Gene, Genen der JA-Biosynthese und der JA-Signaltransduktion
untersucht (Abb. 3-34).

Sowohl fir die Expression JA-responsiver Gene (PDF1.2 und VSP2) als auch fur Gene in
der Signaltransduktion (JAZ1 und JAZ10) konnte abweichende Genregulation in cpk28
festgestellt werden (Abb. 3-34A,C). Das zweite Allel cpk28-2 bestatigte die schon
beschriebene Transkriptakkumulation von PDF1.2, wobei in beiden Komplementations-
linien (35S::CPK28-YFP und pCPK28::CPK28-YFP) mit der Reversion des cpk28-
Phanotyps auch die Reversion der Genexpression zuriick zum Wildtypniveau einherging.
Fir die Expression der Biosynthesegene AOS und OPRS3 konnte in den analysierten
Proben keine signifikante Veranderung der Genregulation in cpk28 detektiert werden
(Abb. 3-34B).
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Abbildung 3-34: Genexpression von Markergenen in JA  -Biosynthese und Signaltransduktion. Analyse
der JA-responsiven Gene PDF1.2 und VSP2 (A), JA-Biosynthesegene AOS und OPR3 (B) und JA-
Signaltransduktionskomponenten JAZ1 und JAZ10 (C) in Wildtyp, cpk28-Insertionslinien und
Komplementationslinien 35S::CPK28-YFP und pCPK28::CPK28-YFP (31 Tage LD) mittels gRT-PCR. Werte
stellen den Durchschnitt dreier biologischer Replikate + Standardfehler dar (zwei technische Replikate pro
biologischem Replikat) (t-test fiir unabhangige Stichproben, signifikante Unterschiede * = P < 0,05, * = P <
0,01 und *** = P < 0,001).

Jasmonat und Gibberellinsaure stellen im Wachstum der Pflanzen zwei Gegenspieler dar,
deren Regulation je nach Umweltbedingungen der Pflanze entweder in die eine oder
andere Richtung préaferiert wird (Yang et al. 2012b). Da in dieser Arbeit in cpk28 eine
Deregulation des GA-Metabolismus festgestellt werden konnte, wurde nun analysiert, wie
die cpk28-Mutanten in ihrem JA-abhéngigen Expressionsprofil auf eine exogene

Behandlung mit GA reagieren (Abb. 3-35).

84



Ergebnisse

- *kk B * - *k - *
o | PDF1.2 oo coRiz 47 uaz1 737 uaz10
6_

2 3 *ho
08 ° 2- o *x 5.0 x
=] 4-
T“'.g' 2 ** *%
o £ 37 *%
x2 5 w17 . 2.5

5 .

-

0- 0- 0- 0.0 -
GA,-+ -+ -+ GA-+ -+ -+ GA-+ -+ -+ GA-+ -+ -+

WT cpk28-1 cpk28-2 WT cpk28-1 cpk28-2 WT cpk28-1 cpk28-2 WT cpk28-1 cpk28-2

Abbildung 3-35: JA-abhangige Genexpression in Wildt yp und cpk28 nach Behandlung mit
Gibberellinsdure. Genexpressionslevel von PDF1.2, CORI3, JAZ1 und JAZ10 in WT und cpk28 nach
Behandlung mit 100 uM GAgs (+) oder 0,95 % EtOH (-) (31 Tage LD). Werte reprasentieren den Durchschnitt
dreier biologischer Replikate + Standardfehler (zwei technische Replikate pro biologischem Replikat). (t-test
fur unabhéangige Stichproben, signifikante Unterschiede * = P < 0,05, * = P < 0,01 und ** = P < 0,001,
statistische Unterschiede werden fiir cpk28 jeweils zum entsprechend gleichbehandelten Wildtyp gezeigt).

Sowohl die JA-responsiven Gene PDF1.2 bzw. CORI3 als auch die Signaltransduktions-
Komponenten JAZ1 und JAZ10 zeigten nach exogener Gibberellinbehandlung Reduktion
der Genexpression in beiden cpk28-Allelen. Allerdings wurden im Vergleich zum

entsprechend behandelten Wildtyp weiterhin erhdhte Transkriptlevel detektiert.

3.2.2.2. Genetische Interaktion von CPK28 und Mutan ten des JA-Hormonhaushaltes
Zur Uberprifung des funktionalen Zusammenhangs zwischen CPK28 und dem JA-
Haushalt wurden Kreuzungen von cpk28 mit Mutanten in der JA-Biosynthese (aos, Linie
SALK_017756) und der JA-Signaltransduktion (coil-16, Ellis und Turner (2002))
durchgefuhrt und hinsichtlich der Ausbildung des cpk28-Ph&notyps untersucht.

Eine vorlaufige optische Analyse der Doppelmutanten direkt nach der Genotypisierung
zeigte einen Einfluss der Funktionalitit der JA-Biosynthese bzw. des JA-
Signaltransduktionwegs auf die Auspragung des cpk28-Phanotyps (Abb. 3-36). In beiden
cpk28-Allelen konnten mit dem Verlust der JA-Biosynthese cpk28-Charakteristika wie der
reduzierte Rosettendurchmesser und deformierte Blatter revertiert werden (Abb. 3-36A).
Auch die Sprosselongation war in den untersuchten Doppelmutanten wiederhergestellt
(Abb. 3-36B). Phanotypische Unterschiede zum Wildtyp wie Sterilitdt der Doppelmutanten
sind bekannte Merkmale der JA-abhangigen Mutanten (Ellis und Turner 2002, Park et al.
2002). Die gleiche phanotypische Ausprégung zeigte sich in einer Kreuzung von cpk28-1
mit coil-16, einer Mutante in der JA-Signaltransduktion (Ellis und Turner 2002), die

Reversion des Phanotyps war also nicht nur auf Fehlen der Biosynthese beschrank.
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cpk28-1 x aos cpk28-2 x aos cpk28-1 x coi1-16

Abbildung 3-36: Reversion des cpk28 -Sprosselongationsphanotyps durch Veranderungen im
Jasmonathaushalt bzw. —signaltransduktion. Morphologie von Wildtyp, cpk28-1, cpk28-1 x aos, cpk28-2 x
aos, cpk28-1 x coil-16 unter Langtagbedingungen (A) Rosettenaufsicht (Tag 35 LD), (B) Seitliche Ansicht
(Tag 42 LD). Maf3stab =5 cm.

3.3. Biochemische Charakterisierung der CPK28

Einen weiteren Bestandteil dieser Arbeit stellt die biochemische Charakterisierung der
Proteinaktivitdat der CPK28 dar. Neben der Untersuchung der Calcium-Abhangigkeit der
Kinaseaktivitdt wurden auch potentiell regulatorische Phosphorylierungsstellen auf ihre

Bedeutung fur die Funktionalitdt der Kinase untersucht.

3.3.1. In vitro- Kinaseaktivitat der CPK28

Fur viele CPKs aus Arabidopsis wurde die Calcium-Abhéngigkeit der Kinaseaktivitat
bereits analysiert (Ubersicht in Boudsocq und Sheen (2013)). Dabei wurde unter den 34
Arabidopsis-Isoformen neben tatsédchlich calcium-aktivierten Proteinkinasen auch eine
Reihe designierter CPKs identifiziert, die bei Calcium-Gabe keine oder nur mafige
Aktivierung der Kinaseaktivitat zeigen (Boudsocq et al. 2012). Fur CPK28 waren vor
dieser Arbeit keine Daten zur Kinaseaktivitdt veroffentlicht, weshalb Phosphorylierungs-
aktivitat und potentielle Calciumabhangigkeit in vitro bestimmt wurden. Proteinexpression
sowohl des Volllangenproteins CPK28 als auch der Varianten CPK28-VK, CPK28-D188A,
CPK28-VK-D188A und CPK28-G2A erfolgte mit Strepll-Markierung im N. benthamiana-

System und auch in A. thaliana-Protoplasten. Nach Aufreinigung mittels Affinitats-
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chromatographie erfolgte der in vitro-Kinaseassay mit immobilisiertem Protein und
radioaktiv-markiertem ATP unter definierten Calcium-Konzentrationen. Fir die Wildtyp-
Version des Proteins wurden Zeit- und Calcium-Konzentrationsabhangigkeit sowie
Substratspezifitat mit verschiedenen synthetischen Peptiden bestimmt. Die Experimente
zur Substratspezifitdit ausgenommen, wurde in Ermangelung des in vivo-Substrats das

synthetische Peptid Syntide 2 als Phosphorylierungssubstrat verwendet, das seit langem

als geeignetes in vitro-Substrat fir CDPK-Analysen bekannt ist (Harmon et al. 1994,
Harper et al. 1994).

* *
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Abbildung 3-37: Calcium-abhangige in vitro -Kinaseaktivitdt von CPK28-Varianten. A Nach transienter
Proteinexpression in N. benthamiana und Affinitdtsaufreinigung strepll-markierter Proteine wurde die
Zeitabhangigkeit der calcium-abh&ngigen in vitro-Phosphorylierungsaktivitat der CPK28 mit [y-32P]-ATP, mit
(+) und ohne (-) 5 uM Calcium und 10 pM Syntide 2 als Substrat bestimmt. Radioaktiv-markiertes Substrat
wurde per Scintillationszéhlung detektiert. B In vitro-Kinaseaktivitdt in Abhéngigkeit der Calcium-
Konzentration. Definierte Calcium-Konzentrationen von 0 bis 500 pM wurden in calcium-chelatierten
Reaktionsansatzen eingestellt und in vitro-Phosphorylierung von Syntide 2 nach 20 min Inkubation bei 30C
detektiert. C Kinaseaktivitdt des CPK28-Volllangen(FL WT)-Proteins, verkurzter (VK WT), deren inaktiver
Varianten (FL-D188A, VK-D188A) und CPK28-G2A (G2A). Die Reaktionszeit betrug 20 Minuten bei 30C mit
(+) und ohne (-) 5 pM Calcium. Werte entsprechen dem Durchschnitt zweier technischer Replikate +
Standardfehler. (t-test; signifikante Unterschiede gegeniiber WT-Protein ohne Calcium * = P < 0,05). Ahnliche
Ergebnisse wurden in zwei (A und B) bzw. drei (C) unabhéngigen Experimenten erzielt.

Die Kinaseaktivitat des Wildtypproteins zeigte einen zeitabhangigen Verlauf, mit
zunehmender Inkubationszeit erhohte sich die Substratphosphorylierung (Abb. 3-37A).
Ebenso konnte mit steigender Calcium-Konzentration im Reaktionsansatz eine Zunahme
der Substratphosphorylierung erzielt werden (Abb. 3-37B). Niedrige Calcium-
Konzentration (50 nM) fuhrte nicht zu maximaler Aktivitat des Enzyms, erst ab etwa 5 pM
Calcium wurde vier- bis funffache Aktivierung der CPK28-Aktivitdt beobachtet. Fir das
CPK28-Wildtypprotein (FL) wurde mit Syntide 2 als Substrat eine flnffache Steigerung
der Phosphorylierungsaktivitdt bei Calcium-Gabe im Vergleich zu Kontrollbedingungen
ohne Calcium beobachtet (Abb. 3-37C). Im Fall der mutierten Version CPK28-FL-D188A
konnte keine signifikant gesteigerte Substratphosphorylierung bei Calcium-Anwesenheit

nachgewiesen werden. CPK28-VK zeigte, wie schon die Proteinstruktur ohne
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inhibitorische und calcium-bindende Domane vermuten Ilasst, tatsachlich calcium-
unabhangige Phosphorylierungsaktivitdt. Auch im Ansatz ohne Calcium konnte zum
calcium-aktivierten Protein vergleichbare Substratphosphorylierung detektiert werden. Wie
schon bei der Volllangenversion zeigte auch die CPK28-VK-D288A-Variante keine
Aktivierung durch Calcium, wobei die messbare Aktivitdt mit und ohne Calcium nicht Gber
den Hintergrundwert aller Proteinversionen ohne Calcium stieg. Die Veranderung der
subzellularen Lokalisation durch Mutation der Myristoylierungsstelle (G2A) zeigte keinen
Einfluss auf die Kinaseaktivitait des Enzyms, diese Proteinvariante zeigte wie das

Wildtypenzym ca. funffache Aktivitatssteigerung bei Calcium-Gabe.

3.3.2. Substratspezifitat der CPK28

Die Substratspezifitat von CPK28 wurde mit 10 uM Syntide 2 als kommerziell erhaltlichem
Peptid und weiteren im Labor verfugbaren Standardpeptiden durchgefiihrt. Diese Peptide
waren entsprechend der Proteinsequenz in der Literatur diskutierter, potentieller CPK-
Substrate ausgewahlt und synthetisiert worden, und enthalten putative CPK-
Phosphorylierungsstellen: ACA2 (RFTANLSKRYEAA), ACS6 (QSNLRLSFSDTRRF) und
zwei unterschiedliche Peptide der NADPH-Oxidase RESPIRATORY BURST OXIDASE
HOMOLOGUE D (RBOHD), RBOHD-1 (FFRSTSSRIKNA) und RBOHD-2
(LRRVFSRPRSK).

10000 1 * Abbildung 3-38: In vitro -Substratspezifitat der

CPK28. In vitro-Kinaseaktivitat mit [y-32P]-ATP und

7500 - synthetischen Peptiden Syntide 2, ACA2
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Bis auf das ACS6-Peptid konnten alle untersuchten Peptide als in vitro-Substrat der
CPK28 dienen (Abb. 3-38). Hierbei wurde mit Syntide 2 als Substrat die unter 3.3.1.
beschriebene vier- bis flinffache Aktivitatszunahme bestatigt. Das ACA2-Peptid wurde in
Anwesenheit von Calcium in geringerem Male phosphoryliert, die Steigerung der
Kinaseaktivitat bei Calcium-Gabe betrug in diesem Fall nur das Zwei- bis Dreifache. Beide
Peptide der RBOHD, die als in vivo-Substrat der CPK5 diskutiert wird (unveroffentlichte
Daten, AG Romeis), stellen in diesem Experiment die besten Substrate auch fir CPK28
dar, in Anwesenheit von Calcium erfolgte ein etwa sechsfacher (RBOHD-1) bzw.

achtfacher (RBOHD-2) Anstieg der Phosphorylierungsaktivitat.
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3.3.3. Analyse der Phosphorylierungsstellen S228, S 318 und S495 von CPK28

Bisherige CDPK-Analysen legten sowohl in vivo-Auto- als auch Trans-Phosphorylierung
durch vorgeschaltete Kinasen offen, wobei stimulus-abhdngige und auch konstitutive
Phosphorylierungsstellen identifiziert werden konnten (Witte et al. 2010). In einer
umfassenden massenspektrometrischen Analyse rekombinanter, E. coli-synthetisierter
Arabidopsis-CPKs konnten drei in vitro-Auto-Phosphorylierungsstellen fir CPK28
identifiziert werden, ndmlich jeweils ein Serin an Position S228 bzw. S318 innerhalb der
Kinase-Doméane und Serin S495 in der C-terminalen calmodulin-&hnlichen Region
(Abb. 3-39A) (Hegeman et al. 2006). Diese Phosphorylierungsstellen wurden im Zuge

dieser Arbeit auf ihre Bedeutung fiir die CPK28-Funktionalitat untersucht.

3.3.3.1. In vivo -ldentifikation per Massenspektrometrie

In einem ersten Schritt wurde die in planta-Phosphorylierung der drei Phosphorylierungs-
stellen S228, S318 und S495 untersucht. Hierzu wurden strepll-markiertes CPK28-Protein
und die inaktive Variante CPK28-D188A transient in Arabidopsis-Mesophyllzell-
protoplasten exprimiert, welche aus c¢pk28-1 isoliert waren um mogliche
Phosphorylierungsereignisse durch endogen vorhandenes CPK28-Protein
auszuschlieRen. Nach Affinitatsreinigung und Trypsinverdau erfolgte eine massen-
spektrometrische Analyse der Phospho-Peptide in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Waltraud
Schulze am Max-Planck-Institut fur Molekulare Pflanzenphysiologie in Potsdam-Golm.
Hier wurde speziell nach den jeweiligen unphosphorylierten und phosphorylierten
Peptidvarianten gesucht.

Im Vergleich zur inaktiven Kinase wurden im Falle der aktiven CPK28 Phospho-Peptide
fur S318 (LTAAQALpSHAWVR) und S495 (IpSLHEFR) mit einer ca. 25-fachen (S318)
beziehungsweise 110-fachen (S495) Anreicherung gemessen. Dies lasst auf eine
tatsdchliche in vivo-Auto-Phosphorylierung dieser beiden Serinreste schliel3en
(Abb. 3-39B). Phosphoryliertes S228-Peptid (FHDIVGpSAYYVAEPVLK) wies bei Analyse
des aktiven Proteins mit einer vierfachen Erhéhung im Vergleich zur inaktiven Kinase

geringere Phosphorylierung als die anderen untersuchten Peptide auf.
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Abbildung 3-39: In vivo- Phosphorylierungsstellen von CPK28. A Schematische Darstellung der Position
der Phosphorylierungsstellen S228, S318 und S495 in der CPK28-Gen- und Proteinstruktur. B CPK28-
Wildtyp-Protein (CPK28) und kinase-inaktive Variante (CPK28 D188A) wurden 16 Stunden transient in
Arabidopsis thaliana Mesophylizellprotoplasten (aus cpk28-1-Pflanzen) exprimiert. Nach Affinitatsaufreinigung
mittels Strep-Markierung und Trypsinverdau wurden die Phosphorylierungsstellen per Massenspektrometrie
(MS) analysiert. Normalisierte lonenintensitaten fiir (Phospho-)Peptide S228, S318 und S495 sind fiir die
jeweiligen Peptide als Summen der Intensitdten der starksten lonenfragmente dargestellt. Normalisierung
erfolgte gegen die Gesamtsumme der Intensitaten pro Probe. (pS) = phosphoryliertes Serin.

3.3.3.2. In vitro -Funktionalitat der Phosphorylierungsstellen S228, S318 und S495

Die Bedeutung der identifizierten Phosphorylierungsstellen fir die Funktionalitdt des
CPK28-Proteins wurde zunéchst in in vitro-Kinaseexperimenten untersucht. Fur jede
Phosphorylierungsstelle wurden verschiedene Punktmutationen mittels zielgerichteter
Punktmutagenese in die codierende Sequenz der CPK28 eingefuhrt, die entweder einen
Aminosaureaustausch zu nicht phosphorylierbaren Alanin (S=>A) (Phosphorylierungs-
verlust) oder zu einem eine konstitutive Phosphorylierung simulierenden Aspartat (S=>D)
(Phosphorylierungsimitation) bewirkten. Die Phospho-Varianten wurden als strepll-
markierte Proteine transient in N. benthamiana exprimiert, aufgereinigt und im in vitro-

Kinaseassay analysiert (Abb. 3-40).
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Abbildung 3-40: Calcium-abhéangige
Kinaseaktivitdt der CPK28-Phosphorylierungs-

35000 varianten.  In vitro-Kinaseaktivitdt von CPK28-
p— Wildtyp-Protein, kinase-inaktiver Version D188A und
Phosphorylierungs-Varianten S228A, S228D,
25000 wEOKE S318A, S318D, S495A und S495D. Nach transienter
E 20000 Proteinexpression in N. benthamiana und
g 15000 Affinitatsaufreinigung  strepll-markierter  Proteine
wurde die in vitro-Kinaseaktivitat mit [y-32P]-ATP
10000 + R und 10 pM Syntide 2 als Substrat bestimmt
5000 (Reaktionszeit 20 Minuten bei 30T mit (+) und ohne
0. (-) 5 uM Calcium). Radioaktiv markiertes Substrat

Ca*- + - + - + - + = 4+ - + - + - + wurde per Scintillationszéhlung detektiert. Werte
R, entsprechen dem Durchschnitt zweier technischer
A Replikate + Standardfehler. (t-test fur unabhangige
43‘}, 0\ ¥ Y PP ;S Stichproben, signifikante Unterschiede bezogen auf
(3 Kinaseaktivitdt des WT-Proteins ohne Calcium * = P
< 0,05 und ** = P<0,01). Ahnliche Ergebnisse

wurden fiir drei unabhéngige Experimente erzielt.

& F D &F L &S

Wie bereits beschrieben wies Wildtyp-CPK28 in Anwesenheit von Calcium eine ca.
funffach erhohte Phosphorylierungsaktivitdt auf, wahrend die CPK28-D188A-Variante
keine calcium-induzierte Aktivitdtssteigerung zeigte. Interessanterweise konnte fur beide
in der Kinasedomane liegenden Phosphorylierungsstellen S228 und S318 ein Einfluss auf
die in vitro-Kinaseaktivitdt gezeigt werden. Hierbei wurde sowohl fir den Verlust als auch
die Imitation einer konstanten Phosphorylierung eine geringere Aktivitat als im Wildtyp-
Protein beobachtet, die etwa einer Verdopplung der Aktivitdt durch Calcium-Gabe
entsprach. Im Fall der Manipulation von S495 in der calcium-bindenden Doméne der
CPK28 konnte keine Veranderung der Aktivitat durch den Aminosdureaustausch S=>A
oder auch S=>D nachgewiesen werden, diese Proteinvarianten zeigten finffache

Steigerung der Aktivitat nach Calcium-Gabe wie das Wildtypprotein.

3.3.3.3. Phéanotypische Komplementationsanalyse der CPK28-Phosphorylierungs-
Varianten

Neben der Funktionalitdt der Phosphorylierungsstellen in vitro wurde auch deren Rolle fur
die Funktion der CPK28 in vivo untersucht. Zu diesem Zweck wurden samtliche
beschriebenen CPK28-Phospho-Varianten als YFP-markierte Konstrukte in die cpk28-1-
Mutante eingebracht, um die Komplementationsfahigkeit dieser Proteinvarianten zu
Uberprifen. Mindestens zwei unabhangige transgene Linien pro Konstrukt wurden auf
Proteinexpression uUberprift und hinsichtlich der Auspragung des cpk28-Phanotyps

analysiert.
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35S::CPK28 35S::CPK28 35S::CPK28 35S::CPK28 35S::CPK28 35S::CPK28

cpk2d-1 S228A-YFP S228D-YFP S318A-YFP S318D-YFP S495A-YFP S495D-YFP

Abbildung 3-41: In vivo- Komplementation der CPK28-Phosphorylierungsvariante n. Transgene cpk28-1-
Pflanzen, die Proteinvarianten der mutierten Phosphorylierungsstellen S228, S318 und S495 unter einem
konstitutiv-aktiven Promotor (35S::CPK28-S228A-YFP, 35S::CPK28-S228D-YFP, 35S::CPK28-S318A-YFP,
35S::CPK28-S318D-YFP, 35S::CPK28-S495A-YFP und 35S::CPK28-S495D-YFP) exprimieren, wurden auf
Komplementation des cpk28-Phanotyps untersucht. Reprasentative Komplementation fir mindestens zwei
unabhéangige Linien pro Konstrukt. Mal3stab = 5 cm.

Die Komplementationsanalyse zeigte ein anderes Bild als die in vitro-Analyse der
Phosphorylierungsstellen vermuten liel3 (Abb. 3-41). Jede der untersuchten Phospho-
Varianten (S228A bzw. S228D, S318A bzw. S318D und S495A bzw. S495D) war in der
Lage, den cpk28-Phéanotyp zu revertieren und die Sprosselongation wiederherzustellen.
Selbst die Phosphorylierungsvarianten mit verminderter in vitro-Aktivitat (alle S228- und

S318-Konstrukte, siehe Abb. 3-40) zeigten dem Wildtyp &hnliche Pflanzenmorphologie.

3.4. Interaktionsanalysen mit CPK28

Eine essentielle Information fur die Aufkl&rung der zellularen Funktion von Kinasen ist die
Frage nach dem tatsachlichen in vivo-Substrat. Zur Identifikation eines solchen wurde
eine Proteininteraktionsanalyse der CPK28 im heterologen Hefe-2-Hybridsystem (Y2H) in
Zusammenarbeit mit Dr. Joachim Uhrig (Universitat Koln) unternommen. Hierzu wurde die
codierende Sequenz der CPK28 in einen Hefe-2-Hybridvektor kloniert und Interaktion der
CPK28 mit Proteinen aus zwei unterschiedlichen Arabidopsis thaliana-cDNA-Banken
untersucht. Dr. Uhrig konnte insgesamt vier potentielle Interaktoren isolieren, deren
Sequenz inklusive farbiger Kennzeichnung der im Hefe-System interagierenden Sequenz
im Anhang als Abbildung 6-2 zu finden ist.

Folgende putative Interaktionspartner wurden isoliert:

e eine Protein Phosphatase 2C (nachfolgend PP2C genannt) (AT1G67820)
» der Calcium Sensing Receptor (CaS) (AT5G23060)
* ein Cystatin/Monellin Superfamily Protein (Cys) (AT4G16500)

e ein Protein aus der Ferritin/Ribonukleotid-Reduktase-ahnlichen Familie mit
Ahnlichkeit zu einer Glykosylhydrolase (AT3G61010)
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Die identifizierte Protein Phosphatase 2C stammt aus der Untergruppe B der PP2C-
Phosphatasen, einer Proteinfamilie mit 78 Mitgliedern in Arabidopsis thaliana, die in 13
Untergruppen (A-K) gegliedert ist (Xue et al. 2008). Mitglieder der Gruppe B sind durch
ihre Sequenzhomologie zur Phosphatase MP2C aus Medicago sativa charakterisiert,
einer PP2C, die mitogen-aktivierte Proteinkinase-(MAPK)-Signaltransduktion reguliert
(Schweighofer et al. 2004). Expressionsdaten der identifizierten, auch als AP2C4
bezeichneten, Phosphatase in 6ffentlichen Datenbanken zeigen nur schwache Expression
wahrend des Entwicklungszyklus' der Pflanze mit Maxima in Samen und dem
entwickelnden Embryo (eFP-Browser (Winter et al. 2007)). In einer genomweiten Analyse
samtlicher PP2Cs aus Arabidopsis und Reis konnte AP2C4-Transkript ebenso nur in der
Infloreszenz und in der Schote festgestellt werden (Xue et al. 2008). Eine Funktion der
PP2C im MAPK-Signalweg wurde aufgrund PP2C-vermittelter in vitro-Dephosphorylierung
der MAP-Kinase MPK6 postuliert (Umbrasaite et al. 2010). In dieser Arbeit wurde auch
in vivo-Interaktion der PP2C mit MPK3 und MPK6 mittels Bimolekularer Fluoreszenz-
komplementation (BiFC) in Arabidopsis-Protoplasten gezeigt, PP2C-GFP-Fusionsprotein
wurde im Kern lokalisiert, und fir T-DNA-Insertionsmutanten und auch Uberexpressions-
linien der PP2C wurde kein Ph&notyp festgestellt (Umbrasaite et al. 2010).

Als zweiter putativer Interaktor der CPK28 wurde der Calcium Sensing Receptor (CaS)
(AT5G23060) identifiziert, der in der Thylakoidmembran der Chloroplasten lokalisiert ist
und sich fur die calcium-induzierte Schlief3zellenregulation verantwortlich zeigt (Weinl et
al. 2008). CaS kann Calcium binden (Han et al. 2003) und bewirkt, Gber einen
Wasserstoffperoxid-(H.O,) und Stickstoffmonoxid-(NO)-vermittelten Signalweg (Wang et
al. 2012), cytosolischen Calcium-Anstieg in Folge der Erhdhung extrazellullaren Calciums
(Weinl et al. 2008). Neben der Schlie3zellenregulation wird CaS auch eine Rolle in der
Pflanzenentwicklung zugewiesen. Linien mit verminderter CaS-Expression zeigten einen
.bolting“-Phanotyp unter calcium-defizienten Wachstumsbedingungen, wobei nicht genau
definiert wurde, ob nur die Elongation der Internodien oder die Blihinduktion an sich
betroffen war. ,Bolting“ der CaS-defizienten Pflanzen fand unter calcium-reduzierten
Bedingungen spater als im Wildtyp statt, auRerdem konnten die Pflanzen nicht bliihen
(Han et al. 2003). Kurzlich wurde auch eine Funktion von CaS in der Regulation der durch
pathogen-assoziierte molekulare Muster-(PAMP)-induzierten basalen Resistenz in
Pflanzen und des hypersensitiven Zelltods beschrieben (Nomura et al. 2012).

Weiterhin wurde ein putativer Proteaseinhibitor aus der Cystatin/Monellin Superfamily
(Cys) (AT4G16500) als Interaktor fur CPK28 ermittelt. Fiur dieses Protein gibt es nur
wenige weiterfiihrende Informationen. Einerseits wurde es als vakuolares Protein mit
einer Rolle in der pflanzlichen Stressantwort identifiziert (Carter et al. 2004). In mehreren

massenspektrometrischen Analysen wurde Cys andererseits als Zellwandprotein aus
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Zellwandfraktionen isoliert (Boudart et al. 2005, Irshad et al. 2008). In silico-Daten des
eFP-Browsers geben eine relativ gleichmalliige Expression wahrend der gesamten
Pflanzenentwicklung mit Maxima in Schote und Embryo an.

Als letzter potentieller Interaktor fur CPK28 konnte ein nicht weiter charakterisiertes,
putatives Protein aus der Familie der Ferritin/Ribonukleotid-Reduktase-&ahnlichen Proteine
mit Ahnlichkeit zu Glykosylhydrolasen identifiziert werden (AT3G61010). Leider konnte
dieses Gen in wiederholten Versuchen sowohl auf cDNA- als auch genomischer Ebene
nicht amplifiziert werden, weshalb im Rahmen dieser Arbeit nur drei der vier angegebenen
Interaktoren weiteren Analysen unterzogen wurden und hier beschrieben werden. Diese
Experimente wurden grol3tenteils zusammen mit der Bachelorstudentin Katharina Hake

durchgefihrt, der gro3er Dank fir ihre sorgfaltige Arbeit in diesem Teilprojekt gebuihrt.

3.4.1. Lokalisation der putativen Interaktionspartn  er

Die subzellulare Lokalisation der potentiellen Interaktionspartner ist ein Aspekt, um die
Moglichkeit der Interaktion in vivo durch rdumliche N&he innerhalb der Zelle zu
Uberprifen. Deshalb wurde die Lokalisation der potentiellen Interaktoren per YFP-
Markierung im heterologen N. benthamiana-Expressionssystem am konfokalen Mikroskop
analysiert (Abb. 3-42).

Fur die PP2C konnte vorwiegend Expression im Nucleus festgestellt werden, wobei ein
kleiner Anteil des Gesamtproteins auch im Cytosol nachgewiesen wurde (Abb. 3-42A).
Wie bereits in der Literatur beschrieben (Weinl et al. 2008) konnte CaS ausschlieflich in
den Chloroplasten beobachtet werden, was damit ebenso der zuvor publizierten
cytosolischen Lokalisation widersprach (Han et al. 2003) (Abb. 3-42B). Der dritte
Interaktionspartner Cys wurde im Cytosol lokalisiert, klar anhand der Fluoreszenz von
cytoplasmatischen  Strdngen erkennbar (Abb. 3-42C). Dieses Protein wurde
ausschlieBlich im Cytosol detektiert, zusatzliche Kernlokalisation wie bei anderen

cytosolischen Proteinen wurde nicht beobachtet.
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YFP Chlorophyll Uberlagerung

Abbildung 3-42: Subzelluldre Lokalisation der putat iven Interaktionspartner der CPK28.  Transiente
Expression von PP2C-YFP (A), CaS-YFP (B) und Cys-YFP (C) in N. benthamiana. Als Lokalisationsmarker
wurde die Chloroplasten-Eigenfluoreszenz (Chl) herangezogen. N = Nucleus, C = Cytoplasma. Mal3stab =
50 pm.

3.4.2. Interaktionsanalyse durch Bimolekulare Fluor ~ eszenzkomplementation (BiFC)

Eine weitere Charakterisierung der Proteininteraktion mit CPK28 beinhaltete die
Untersuchung der in vivo-Interaktion mittels Bimolekularer Fluoreszenzkomplementation
(Waadt et al. 2008). In diesem Experiment werden die mdoglichen Interaktionspartner
jeweils mit der C-(YCE)- oder N-(YNE)-terminalen Halfte der YFP-codierenden Sequenz
verbunden. Nach transienter Expression beider Fusionsproteine in N. benthamiana kann
nur im Fall einer Proteininteraktion Fluoreszenz detektiert werden, wenn aufgrund der
raumlichen Nahe der interagierenden Proteine eine Zusammenlagerung der beiden YFP-

Halften stattfindet und somit die Fluoreszenz wiederhergestellt ist.
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CPK28-YNE + PP2C-YCE CPK28-YNE + YCE

\PM

Abbildung 3-43: Bimolekulare
Fluoreszenzkomplementation
von CPK28 und PP2C. YFP-
Fragment-Fusionsproteine von
CPK28  (CPK28-YNE), PP2C
(PP2C-YCE) und entsprechende
Kontrollen (YNE bzw. YCE) wurden
fir drei Tage in N. benthamiana
koexprimiert und mittels konfokaler
Fluoreszenzmikroskopie
visualisiert. PM = Plasmamembran,

\ N = Nucleus, C = Cytosol. Ma3stab

C

=50 pm.

YNE + PP2C-YCE YNE + YCE

Hier dargestellt ist die Interaktionsanalyse zwischen CPK28 und PP2C mit den
entsprechenden Kontrollen (Abb. 3-43). Im Fall der Koexpression von CPK28-YNE und
PP2C-YCE konnte eine deutliche Steigerung der Fluoreszenz gegenuber den
Kontrollbedingungen beobachtet werden. Expression der beiden YFP-Halften alleine oder
CPK28-YNE mit YCE zeigte ein kaum detektierbares Fluoreszenzsignal. Bei Expression
von PP2C-YCE mit dem Kontroll-Protein YCE erfolgte eine starke Fluoreszenzdetektion
im Kern, ahnlich der Proteinlokalisation mit einer vollstandigen YFP-Markierung (siehe
Abb. 3-42). Interessanterweise verschwand diese Kernlokalisation vollstindig bei
Koexpression von CPK28-YNE, in diesem Fall konnte die Fluoreszenz ausschliel3lich an
der Plasmamembran beobachtet werden.

Die beiden anderen potentiellen Interaktoren CaS und Cys zeigten keine Wieder-
herstellung des Fluoreszenzsignals im Vergleich zu Kontrollen nach Koexpression in
Tabak, weshalb auf eine Darstellung des Ergebnisses in Bildern verzichtet wird. Die
weiteren Interaktionsanalysen beschrankten sich aufgrund der wenig Uberzeugenden
Ergebnisse der Analysen der anderen Kandidaten nachfolgend auf die Untersuchung der
PP2C-CPK28-Interaktion.

3.4.3. In vitro -Interaktionstest

Die weitere Charakterisierung der Interaktion zwischen CPK28 und PP2C erfolgte mit
einer in vitro-Interaktionsanalyse durch  Glutathion-S-Transferase-(GST)-pull-down-
Experimente. Hierzu wurde die codierende Sequenz der Phosphatase mit einer GST-
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Markierung versehen und rekombinant in E. coli synthetisiert. Nach Aufreinigung des
Proteins Uber eine Glutathion-Agarose-Matrix wurde die immobilisierte Phosphatase mit
Pflanzenextrakten aus CPK28-YFP- oder CPK32-YFP-uberexprimierenden N.
benthamiana-Pflanzen inkubiert und nach mehreren Waschschritten mit Glutathion eluiert.
Die eluierte Phosphatase wurde mit einem SDS-Gel und Coomassie-Farbung,

interagierendes YFP-Protein mit einem Western Blot mit anti-GFP nachgewiesen.

CPK28-YFP CPK32-YFP PP2C-GST
Coomassie o < (77 kDa)

CPK28-YFP 100kDa CPK32-YFP

@6 kDa)— - | e <—(87 kDa)

RS =

%
a-GFP PP2C-GST

70 kDa | ‘; (77 kDa)
P IPLISERIL @

Abbildung 3-44: In vitro -Interaktionsanalyse von CPK28 und PP2C. PP2C-GST wurde heterolog in E. coli
exprimiert und mittels Glutathionagarose aufgereinigt. Nach Inkubation mit unterschiedlichen CPK-YFP-
Isoformen exprimierenden Rohextrakten aus N. benthamiana und fiinf Waschschritten erfolgte die Elution
(dreimal) der gebundenen Proteine mit Glutathion. Nachweis der Proteine erfolgte mittels SDS-Gel und
anschlieRender Coomassie-Farbung (GST-Proteine) oder Western Blot (YFP-Nachweis mit a-GFP). RE = N.
benthamiana-Rohextrakt, US = Uberstand des N. benthamiana-Extrakts nach Inkubation mit PP2C-GST, W2
= Waschschritt #2, W5 = Waschschritt #5, E2 = Eluat #2, E3 = Eluat #3.

Das pulldown-Experiment konnte eine Interaktion von CPK28 und der untersuchten
Phosphatase bestétigen (Abb. 3-44). Nach Inkubation mit unterschiedlichen CPK-YFP-
Proteinen und mehreren Waschschritten konnte nur im Fall der CPK28 spezifisches YFP-
Protein in den Eluatfraktionen 2 und 3 nachgewiesen werden. Das als Kontrolle
verwendete CPK32-YFP-Fusionsprotein war nach Elution der Phosphatase nicht mehr zu
detektieren. Dies deutet auf eine spezifische Interaktion der CPK28 mit der PP2C hin.

Weitere biochemische Studien zum Zusammenhang zwischen CPK28 und der PP2C
waren leider nicht erfolgreich. So konnte in wenigen Testexperimenten weder in vitro—
Phosphorylierung von aufgereinigtem PP2C-GST-Protein durch CPK28 gezeigt werden
noch in vitro-Dephosphorylierung der CPK28 durch die Phosphatase (Daten nicht
gezeigt). Deshalb wurden Funktionsverlust- bzw. —gewinnmutanten der PP2C untersucht,

um vielleicht einen funktionalen Zusammenhang der Proteine in vivo herzustellen.

3.4.4.  Charakterisierung  von pp2c -T-DNA-Insertionslinien  bzw.  PP2C-

Uberexpressionslinien

pp2c-T-DNA-Insertionslinien (pp2c) und PP2C-Uberexpressionslinien (35S::PP2C-YFP)

wurden zur Uberpriifung des potentiellen Zusammenhangs mit CPK28 untersucht. Dazu

wurde eine bereits beschriebene T-DNA-Insertionslinie SALK_000296 (Umbrasaite et al.

2010) von NASC bezogen und transgene Linien im Col-0 Hintergrund hergestellt, die
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PP2C-YFP unter dem 35S-Promotor exprimierten. Diese Linien wurden phéanotypisch und
auf  Genexpressionsebene charakterisiert, um einen mdglichen funktionalen

Zusammenhang mit der CPK28 oder dem cpk28-Phanotyp zu analysieren.

3.4.4.1. Phanotypische Beschreibung von  pp2c und 35S::PP2C-YFP
Die phéanotypische Charakterisierung pp2c und 35S::PP2C-YFP erfolgte unter
Langtagbedingungen (Abb. 3-45).

35S::PP2C-YFP

Abbildung 3-45: Phanotyp der pp2c -T-DNA-Insertionslinien  bzw. PP2C-Uberexpressionslinien:
Morphologie von Wildtyp, 35S::PP2C-YFP (4 Linien #8, #9, #11 und #12) und pp2c unter
Langtagbedingungen. A Rosettenaufsicht (Tag 34 LD), B Seitliche Ansicht (Tag 48 LD). Maf3stab =5 cm.

Rein optisch konnte im Fall der T-DNA-Insertionslinie pp2c keinerlei Abweichung von der
Wildtypmorphologie festgestellt werden, die Pflanzen zeigten normale Sprosselongation
und gleiches Wachstumsverhalten wie der Wildtyp. Die PP2C-Uberexpressionslinien
dagegen zeigten eine extrem verringerte Wachstumsgeschwindigkeit, die Pflanzen
blieben wéhrend aller Entwicklungsphasen kleiner und entwickelten sich langsamer als
der Wildtyp (Abb. 3-45A,B). Eine dem cpk28-Phénotyp ahnliche Wachstumsderegulation
mit reduzierter Sprosselongation und stadienspezifischer Phénotyp-Entwicklung konnte
dagegen nicht festgestellt werden.

Bei der Untersuchung zur Lokalisation des PP2C-YFP-Proteins in den transgenen Linien

wurde eine interessante Beobachtung zur Zellstruktur der Epidermis gemacht (Abb. 3-46).
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YFP Chlorophyll Uberlagerung

Abbildung 3-46: Subzellulare Lokalisation der trans genen Proteine in  35S::PP2C-YFP und 35S::CPK28-
YFP. Ausgewachsene Rosettenblatter adulter Pflanzen der stabilen transgenen Linien 35S::PP2C-YFP (A)
und 35S::CPK28-YFP (B) wurden am konfokalen Mikroskop untersucht. PM = Plasmamembran, Chl =
Chloroplast, N = Nucleus. Maf3stab 50 puM.

Wie schon in Lokalisationsexperimenten bei Expression in Tabak (siehe Abb. 3-42)
lokalisierte PP2C-YFP auch in den stabil-transformierten Arabidopsis-Linien hauptséchlich
im Nucleus (Abb. 3-46A). Auffallig war, dass dies hauptséchlich in Nuclei der Stomata
beobachtet werden konnte. Im Vergleich zur Komplementationslinie 35S::CPK28-YFP
(Abb. 3-46B) mit Wildtypphanotyp, die ein gleichmafiges Expressionsmuster der CPK28-
YFP an der Plasmamembran aller Zelltypen aufwies, konnte fur 35S::PP2C-YFP eine

erhdhte Anzahl an Stomata pro Mikroskopieausschnitt beobachtet werden.

3.4.4.2. Markergenexpression in  pp2c und 35S::PP2C-YFP

Weiterhin erfolgte eine Charakterisierung der Genexpressionsmuster der Linien mit
Deregulation der PP2C-Expression im Vergleich zu den bisher beschriebenen CPK28-
Funktionsverlust- und —gewinnmutanten. Samtliche Linien wurden auf Genexpression der
fur die cpk28-Mutanten analysierten Markergene untersucht (Abb. 3-47).
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Abbildung  3-47:  Markergenanalyse in  PP2C-Funktionsv  erlust- und —gewinnmutanten.

Expressionsanalyse von CPK28 (A), PP2C (B), Markergenen des sekundaren Dickenwachstums NST1 und
NST3 (C), des GA-abhangigen Markergens GA3ox1 (D) bzw. des JA-responsiven Gens PDF1.2 und der JA-
Signaltransduktionskomponenten  JAZ1 und JAZ10 (E) in Wildtyp, cpk28-Insertionslinien,
Komplementationslinien 35S::CPK28-YFP und pCPK28::CPK28-YFP, pp2c und 35S::PP2C-YFP (31 Tage
LD) mittels gRT-PCR. Werte stellen den Durchschnitt dreier biologischer Replikate + Standardfehler dar (zwei
technische Replikate pro biologischem Replikat).

Die Analyse der CPK28-Genexpression ergab keinerlei Abweichung vom Wildtypniveau
der Phosphatase-Funktionsverlust oder auch —gewinnmutanten (Abb. 3-47A). cpk28-1
und cpk28-2 wiesen geringere Transkriptmengen auf als der Wildtyp, die
Uberexpressionslinie 35S::CPK28-YFP zeigte deutliche Transkript-akkumulation und
sowohl die Komplementationslinie mit nativem Promotor, pCPK28::CPK28-YFP als auch
pp2c und 35S::PPC2-YFP zeigten Genexpression auf Wildtyplevel. Im Fall der PP2C-
Genexpression konnte in den cpk28-Insertionslinien und auch in beiden CPK28-
Komplementationslinien (native und Uberexpression) kein Unterschied zur Wildtyp-
Transkriptmenge beobachtet werden (Abb. 3-47B). Die ppZ2c-Insertionslinie zeigte wie
erwartet eine Reduktion der Genexpression und der Uberexpressor 35S::PP2C-YFP wies
in der Tat eine drastische PP2C-Transkriptakkumulation auf. Die Markergenanalyse der
Regulatoren des sekundaren Dickenwachstums und des Gibberellinsduremetabolismus’

ergab keine Veréanderung der Genexpression in pp2c und 35S::PP2C-YFP im Vergleich
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zum Wildtyp (Abb. 3-47C,D). Sowohl fir NST1 und NST3 als auch fur GA3ox1 wurde
keine signifikante Abweichung der Transkriptmenge vom Wildtyplevel nachgewiesen.
Einzig fur Markergene im JA-Metabolismus konnte verdnderte Genexpression durch
Deregulation der PP2C-Expression beobachtet werden (Abb. 3-47E). Funktionsverlust der
Phosphatase fuhrte zwar nicht zu einer Modifikation des Expressionsprofils des
Markergens PDF1.2 oder der Signaltransduktionskomponenten JAZ1 und JAZ10.
Interessanterweise konnte jedoch in den Linien mit PP2C-Uberexpression eine

signifikante Reduktion der Genexpression der JA-Markergene festgestellt werden.

Zusammenfassend war die in dieser Arbeit durchgefiihrte Interaktionsanalyse fur CPK28
nur mafig erfolgreich. Es wurden nur wenige Kandidaten isoliert, deren Bearbeitung bis
auf die spater diskutierte PP2C im Fortschritt der Analysen eingestellt wurde. Dies kann
an der Tatsache liegen, dass die Y2H-Analyse mit CPK28 mit Volllangen-Wildtyp-Protein
als Koder durchgefiihrt wurde, wobei fur andere CDPKs verbesserte Interaktionen im
Hefe-System bei Verwendung katalytisch nicht aktiver bzw. verkirzter Varianten
festgestellt wurden (Patharkar und Cushman 2000, Lee et al. 2003). Allgemein betrachtet
gibt es zur Substrat-ldentifikation von Pflanzenproteinen, gerade auch strukturell so nah-
verwandter Proteine wie CDPKSs, vielleicht geeignetere Systeme als die heterologe Y2H-
Analyse. Die Entwicklung von in planta-Interaktionsanalysen im Protoplasten-
Expressionssystem, bei denen Split-Ubiquitin- oder BiFC-Detektionsmechanismen
angewendet werden (Fujikawa und Kato 2007, Li et al. 2011, Berendzen et al. 2012),
bieten die Moglichkeit, die oft unspezifischen Reaktionen im heterologen Hefe-System zu
vermeiden. Pflanzenspezifische posttranslationale Modifikation und Unabhangigkeit von
der subzellularen Protein-Lokalisation, ohne die Notwendigkeit der kernlokalisierten
Interaktion zur transkriptionellen Aktivierung des Selektionsmechanismus' wie im Y2H-
System, konnen die Detektionsrate funktional relevanter in vivo-Interaktionen durchaus
steigern. Mit der rapiden Verbesserung massenspektrometrischer Analysen in den letzten
Jahren konnen auch biochemische Ansétze zur Detektion von in vivo-Substraten
beitragen. Hier wére beispielsweise CPK-Koimmunoprézipitation oder spezifische
Anreicherung von Phospho-Proteinen nach Expression des CPK-Kandidatenproteins im
biologischen System, vorzugsweises unter Verwendung des - soweit bekannt - CPK-
aktivierenden Stimulus, und anschlie3ende Identifikation per Massenspektrometrie
denkbar.

Die hier beschriebene Identifikation von zwei putativ zellwand-assoziierten Proteinen als
Interaktoren, namlich Glyk mit Ahnlichkeit zu Glykosylhydrolasen und dem Protease-
inhibitor Cys, in massenspektrometrischen Analysen als zellwand-assoziiertes Protein aus

Zellwandfraktionen isoliert (Boudart et al. 2005, Irshad et al. 2008), kdnnte einen Hinweis
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auf die spater diskutierte Funktion der CPK28 in der zellwand-abhangigen
Signaltransduktion (4.4.2.) geben. Glykosylhydrolasen sind am Umbau bzw. der
Degradation der Zellwand beteiligt (Cosgrove 2005), was mdoglicherweise Aktivierung der
CPK28 beeinflussen kdnnte. Akkumulation vieler Abwehrsubstanzen, unter anderem auch
Proteaseinhibitoren, konnte nach Verwundung bzw. InsektenfraR lokal an der
Lasionsstelle detektiert werden, wobei diese Antworten auch Lignifizierung und
Zellwandverhartung mit sich bringen kénnen (Ebel und Mithéfer 1998, Wu und Baldwin
2010). Dies ist unumstoRllich mit der Aktivierung von Calcium und auch der JA-Antwort in
der Pflanze verbunden, was einen Zusammenhang zu CPK28 im JA-Metabolismus
(4.3.3.) herstellen kdnnte. Direkte Interaktion dieser Proteine mit CPK28 konnte jedoch im
Verlauf der Arbeit nicht verifiziert werden.

Der Calcium-Sensor Cas ist ein in der Literatur viel-diskutiertes und umstrittenes Protein,
fur das unterschiedliche Lokalisationen und diverse Funktionen calcium-induzierter
Vorgange im abiotischen und auch biotischen Bereich beschrieben wurden (Han et al.
2003, Weinl et al. 2008, Nomura et al. 2012). Die in dieser Arbeit detektierte Lokalisation
im Chloroplasten (Abb. 3-42) und die beschriebenen Funktionen fiur CaS lassen eine
in vivo-Interaktion mit der membran-assoziierten CPK28 eher unwahrscheinlich
erscheinen. Calcium-abhéngige Phosphorylierung rekombinanter CaS-Proteine konnte
gezeigt werden, allerdings wurde die Kinasereaktion mit Chloroplasten-Rohextrakt
durchgefuhrt (Stael et al. 2012), der CPK28 mutmalflich nicht beinhaltete. Calcium-
abhangige Regulation des CaS-Proteins durch eine CPK scheint also durchaus
vorstellbar, allerdings stellen vermutlich andere, beispielsweise plastid-lokalisierte CPKs,
geeignetere Kandidaten fir eine in vivo-Interaktion dar als CPK28.

Nachdem die Untersuchung der Interaktion mit CPK28 fiir die drei eben beschriebenen
Proteine wenig erfolgreich war und im Lauf der Experimente eingestellt wurde, werden

diese putativen Interaktoren im weiteren Fortgang der Arbeit nicht mehr bertcksichtigt.
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4. Diskussion

Der Pflanzenentwicklung und der daraus resultierenden morphologischen Variabilitat
liegen speziesspezifische genetische Préadispositionen zugrunde, die von diversen
Umweltparametern wie Licht oder Temperatur, aber auch biotischen Reizen wie
Pathogenbefall beeinflusst werden. Diese Faktoren kombinierend missen Pflanzen ihre
Entwicklungsprozesse anpassen, um generationen-tbergreifendes Fortbestehen zu
sichern. Einer Phase des vegetativen Wachstums zur Generierung von Biomasse folgt
dann, meist als Reaktion auf entsprechend ginstige Umweltbedingungen, das
Umschalten in die reproduktive Phase, nicht zuletzt unterstitzt durch wichtige
Wachstumsregulatoren, die Phytohormone (Franklin und Quail 2010, Depuydt und
Hardtke 2011).

In dieser Arbeit wird die calcium-abhéngige Proteinkinase CPK28 aus Arabidopsis
thaliana als essentielle, regulatorische Komponente fir stadienspezifische Entwicklungs-
prozesse, namlich Sprosselongation, vaskulare Entwicklung und den Hormonhaushalt der
Pflanze charakterisiert, und Proteininteraktionsanalysen und die biochemische

Charakterisierung des CPK28-Proteins werden beschrieben.

4.1. Biochemische Charakterisierung der CPK28

4.1.1. Die calcium-abhéngige Proteinkinase CPK28

Fur AtCPK28 konnte calcium-abhéngige Kinaseaktivitdt in vitro gezeigt werden
(Abb. 3-37A), was entsprechend der Konsensussequenz der vier EF-Hande in der
calcium-bindenden Doméne des Proteins erwartet wurde. Die Aktivitat stieg sowohl mit
zunehmender Inkubationszeit als auch mit zunehmender Calcium-Konzentration im
Reaktionsansatz an und erreichte mit Syntide 2 als synthetischem Phosphorylierungs-
substrat eine maximale finffache Aktivitatssteigerung nach Calciumgabe (Abb. 3-37B,C).
Hiermit konnte also zum ersten Mal calcium-abhéngige in vitro-Aktivitat fir CPK28
nachgewiesen werden. Unterschiedliche Studien zur Aktivitatsanalyse von CPKs,
einerseits zur Untersuchung der Calcium-Aktivierbarkeit der Kinaseaktivitat (Boudsocq et
al. 2012), andererseits zur Untersuchung der Substratspezifitat (Curran et al. 2011)
schlossen CPK28 nicht ein. Verkirzung des C-Terminus und damit Eliminierung der
calcium-bindenden Doméne fiihrt zu calcium-unabhangiger, konstitutiver Kinaseaktivitat
(Harmon et al. 1994, Harper et al. 1994). Diese calcium-unabh&ngige Kinaseaktivitat
konnte in der Tat fur die verkurzte VK-Version der CPK28 beobachtet werden
(Abb. 3-37A), womit diese Variante eine konstitutiv-aktive Proteinversion darstellt.
Verédnderung der subzelluldren Lokalisation des Proteins durch Veranderung des

Myristoylierungs-motivs (Aminosdureaustausch G2A) fihrte zur Verdnderung des
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Expressionsorts in der Zelle (Abb. 3-15B), jedoch nicht zu einer Beeintrachtigung der
in vitro-Phosphorylierungsaktivitit der CPK28  (Abb. 3-37A). Lokalisation und
Funktionalitat der CPK28-Proteinversionen in vivo werden in 4.2.3. bzw. 4.2.4. diskutiert.

In Experimenten zur Substratspezifitat konnten Unterschiede in der calcium-abhangigen
Phosphorylierung fur verschiedene Standardpeptide aus Arabidopsis bestétigt werden,
wobei bei den untersuchten Peptiden der RBOHD mit sechs- bzw. achtfacher
Aktivitatssteigerung die maximal-beobachtete CPK28-Aktivitdt erzielt werden konnte
(Abb. 3-38). Syntide 2 als synthetisches Peptidsubstrat, dessen Phosphorylierung durch
CPK28 mit Funffach-Aktivierung nach Calcium-Gabe erfolgte, ist seit langem als
geeignetes in vitro-Substrat fir CDPKs bekannt (Harmon et al. 1994, Harper et al. 1994).
Aus der in vitro-Aktivitdt konnen jedoch nicht zwangslaufig Aussagen Uber die in vivo-
Aktivitat getroffen werden. Bei der Untersuchung von vier Arabidopsis-CPKs wurden
groRe Uberlappungen der in vitro-Phosphorylierung von 103 unterschiedlichen Substraten
durch die einzelnen CPKs festgestellt, wobei auch isoformspezifische in vitro-Substrate
identifiziert werden konnten (Curran et al. 2011). Nachdem in dieser Studie beispielsweise
fur CPK1 Phosphorylierung von 64 unterschiedlichen Substraten beobachtet werden
konnte und eine derartige in vivo-Situation nicht unbedingt wahrscheinlich ist, scheint ein
Heranziehen von in vitro-Phosphorylierungsdaten fir eine Vorhersage der in vivo-
Relevanz nur in beschrédnktem MalRe zulassig. Zur Identifizierung des tatsachlichen
in vivo-Substrats der CPK28 kénnten Interaktionsanalysen, wie in dieser Arbeit
durchgefihrt, oder auch massenspektrometrische Methoden beitragen, die beispielsweise
das Phospho-Proteom von Pflanzenmaterial mit Expression von (konstitutiv-)aktiver

CPK28 im Vergleich zur inaktiven Kinase untersuchen.

4.1.2. Analyse der Phosphorylierungsstellen S228, S 318 und S495

Die massenspektrometrische Analyse von Phosphorylierungsstellen der CPK28 nach
Expression in Arabidopsis-Mesophylizellprotoplasten konnte die bereits bekannten, in
rekombinanten Proteinen identifizierten in vitro-Auto-Phosphorylierungsstellen S228,
S318 und S495 (Hegeman et al. 2006) in vivo bestatigen (Abb. 3-39). Hierbei zeigte sich
fur S318 und S495 eine deutliche Zunahme des entsprechenden Phospho-Peptids, wenn
die aktive Kinase exprimiert wurde. Im Gegensatz zum Ansatz mit kinase-inaktivem
Protein wurde das Phospho-Peptid fur S228 weniger stark induziert, es konnte nur
vierfache Anreicherung bei Expression der aktiven Kinase beobachtet werden. In der
erwahnten Auto-Phosphorylierungsstudie rekombinanter CPKs konnten Hegemann und
Mitarbeiter funf konservierte CPK-Auto-Phosphorylierungsloci entsprechend der
phylogenetischen Verwandtschaft der untersuchten CPKs feststellen, zu denen S228

(konservierter Locus | in der Kinasedomane) und S495 (konservierter Locus Il in der
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vierten EF-Hand) der CPK28 gehtren (Hegeman et al. 2006). Interessanterweise besitzen
nur CPK16 und CPK28 aus Untergruppe IV im Arabidopsis-Stammbaum ein
phosphoryliertes Serin an dieser Position, wahrend fir andere CPKs unphosphorylierte
Peptide am vergleichbar positionierten Serin nachgewiesen werden konnten. Dies kdnnte
auf  einen  spezifisch  konservierten, regulatorischen  Mechanismus  dieser
Phosphorylierungsstelle  hinweisen und vielleicht Calcium-Bindung beeinflussen
(Hegeman et al. 2006). Locus | innerhalb der Kinase-Domane liegt in raumlicher Nahe
des aktiven Zentrums und wurde als regulatorische Stelle fur Kinaseaktivierung und/oder
Substratbindung diskutiert (Hegeman et al. 2006).

In vitro-Kinaseaktivitdtsanalysen ergaben eine Bedeutung der in der Kinasedomane
liegenden Serine S228 und S318 fur die Substratphosphorylierung von Syntide 2. Der
Austausch der beiden Serine zu Alanin (unphosphorylierbar) oder Aspartat (Imitation einer
Phosphorylierung durch Einfihrung einer negativen Ladung) resultierte in deutlich
niedrigerer, jedoch immer noch calcium-induzierbarer Kinaseaktivitat im Vergleich zum
Wildtypprotein (Abb. 3-40), wobei hier Verlust und Imitation der Phosphorylierung nicht
gegensatzlich wirkten, sondern beide zu Einschrankung der Aktivitat fihrten. Reduzierte
CPK-Aktivitat konnte, wie postuliert, durch rdumliche N&he der beiden Phosphorylierungs-
stellen zum aktiven Zentrum der Kinase in darin resultierender veranderter Substrat-
bindung oder anderer struktureller Verdnderungen begrindet sein (Hegeman et al. 2006).
Phospho-Varianten von S495 in der calciumbindenden-Doméne fihrten zu keiner
Beeintrachtigung der calcium-abhéngigen Kinaseaktivitdt (Abb. 3-40), obwohl diese
Phosphorylierungsstelle direkt in der vierten EF-Hand liegt. Der postulierte Einfluss auf die
Calcium-Aktivierbarkeit der CPK28 (Hegeman et al. 2006) kann also verneint werden,
wobei veranderte Calcium-Bindung der C-terminalen EF-Hande 3 oder 4 auch einen
weniger gravierenden Einfluss auf die Calcium-Aktivierbarkeit der CPK28 haben kénnte
als die N-terminalen EF-Hande 1 und 2, wie fir CPK21 gezeigt (Franz et al. 2011). Die
Bedeutung der untersuchten Phosphorylierungsstellen fir die Trans-Phosphorylierung
konnte auch fiir die Auto-Phosphorylierungsaktivitat bestatigt werden (nicht gezeigt). Nach
Analyse der vollstandigen in vitro-Kinasereaktionen per SDS-PAGE und anschlie3ender
Detektion radioaktiv-markierten CPK28-Proteins mittels Autoradiographie wurde eine
schwéachere Auto-Phosphorylierung fur beide Phospho-Varianten (S228 und S318)
detektiert. Die in vivo-Funktionalitdt der verschiedenen Phospho-Varianten wird unter
4.2.4. beschrieben und diskutiert.

Generell kann fir die analysierten Phosphorylierungsstellen der CPK28 also kein
Mechanismus ahnlich dem fur mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAPK) oder SNF-
verwandte Serin/Threonin-Kinasen (SnRK) beobachtet werden, in dem Einfuhrung einer

Phospho-Imitation innerhalb der Aktivierungsschleife der Kinasedoméane in konstitutiv-
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aktivem Protein resultiert (Yang et al. 2001, Boudsocq et al. 2007). Die genaue Funktion
der Auto-Phosphorylierung in CPKs ist viel diskutiert und bisher nicht geklart, eine
Korrelation von stressinduzierter Phosphorylierung und Kinaseaktivitdt konnte jedoch
gezeigt werden (Romeis et al. 2001, Witte et al. 2010). Durch Phosphorylierung bedingte
strukturelle Veranderungen, worauf verandertes Laufverhalten phosphorylierter CDPKSs in
Elektrophorese-Analysen hindeuten (Romeis et al. 2001, Witte et al. 2010), kénnten zu
verandertem Substratzugang, veranderten Bindungseigenschaften mit interagierenden
Proteinen oder Verdnderung der Calcium-Bindung fuhren und damit direkt oder indirekt
Kinaseaktivitdt modifizieren. Im Kontext der Aufklarung von Struktur und Aktivierungs-
mechanismen der CDPKs (Wernimont et al. 2011) kdnnte Auto-Phosphorylierung auch
zur Stabilisierung der entweder inaktiven oder aktiven Proteinkonformation beitragen
(Liese und Romeis 2012).

In den durchgefuihrten CPK28-Analysen wurden keine Phosphorylierungsstellen in der
variablen Domane identifiziert. Stimulus-abh&angige Auto- und Trans-Phosphorylierung der
N-terminalen Doméne konnte beispielsweise fir CDPKs aus Tabak gezeigt werden (Witte
et al. 2010), und wird unter anderem im Zuge der Substratspezifitat diskutiert (Ito et al.
2010, Witte et al. 2010). In den Auto-Phosphorylierungsstudien rekombinanter AtCPKs
wurde fast die Hélfte der identifizierten Phosphorylierungen in der N-terminalen Doméne
detektiert (Hegeman et al. 2006). Diese Haufung konnte auf Regulation der Substrat-
spezifitdt mittels dieser Modifikationen hinweisen. Aufgrund der hohen Varianz der CPKs
innerhalb der Proteinsequenz der variablen Doméne (Cheng et al. 2002) muss gerade in
der relativ distinkten Untergruppe IV, zu der CPK28 gehort, jedoch nicht zwangslaufig
Ubereinstimmung mit konservierten Phosphorylierungsstellen anderer Untergruppen
gegeben sein. Die Existenz einer potentiellen 14-3-3-Bindestelle im N-Terminus der
CPK28 (Cheng et al. 2002), die eine Phosphorylierung zur Bindung eines 14-3-3-Proteins
voraussetzt, gibt Hinweise auf weitere, in dieser Arbeit nicht identifizierte
Phosphorylierungsstellen der CPK28. Hier waren unter anderem auch durch
vorgeschaltete Kinasen modifizierte Phosphorylierungsstellen interessant, die in Auto-
Phosphorylierungs-Experimenten nicht detektiert werden kénnen. Diese kdnnten in einem
massenspektrometrischen Ansatz mit aufgereinigtem CPK28-Protein, vielleicht nach

Gabe unterschiedlicher Stimuli, identifiziert werden.

4.2. Analyse der in vivo- Funktion der CPK28

4.2.1. cpk28 -T-DNA-Insertionslinien — Funktionsverlustmutanten oder nicht  ?
Die Lage der T-DNA-Insertionen in den untersuchten Linien cpk28-1 und cpk28-2 jeweils
hinter der Kinasedomane (Abb. 3-1) bietet die Moglichkeit der Expression eines

funktionalen, verkirzten CPK28-Transkripts, vielleicht ahnlich einer konstitutiv-aktiven VK-
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Version. Somit konnten die untersuchten Linien also Funktionsgewinnmutanten durch
Expression einer konstitutiv-aktiven Proteinvariante darstellen. Diese Eventualitat wird
durch die tatsdchliche Expression von Resttranskripten in beiden Linien unterstitzt
(Abb. 3-2). Genetische Analysen der beiden Insertionslinien wie auch Ergebnisse der
Komplementationsexperimente widersprechen dieser Argumentation jedoch: einerseits
bilden heterozygote cpk28-Linien keinen cpk28-spezifischen Phanotyp aus (Abb. 3-3). Im
Falle der Expression von funktionalem Resttranskript sollte dies auch in heterozygoten
Pflanzen erfolgen. Bei nur einer vorliegenden mutierten Genkopie ware die
Proteinexpression méglicherweise schwacher als in homozygoten T-DNA-Insertionslinien,
jedoch wirde man proteindosis-abhéngig zumindest einen intermedidren Phanotyp
vermuten. Kreuzungen zwischen Wildtyp und cpk28-Pflanzen weisen jedoch
Wildtypaussehen auf, was gegen eine Funktionsgewinnmutation in den verwendeten
Linien spricht. Andererseits kann der cpk28-Phanotyp sowohl durch Expression des
aktiven CPK28-Volllangenproteins als auch der verkirzten VK-Variante komplementiert
werden, wobei kein Uberexpressionsphanotyp beobachtet wird (Abb. 3-16, 3-22). Falls ein
konstitutiv-aktives CPK28-Protein in cpk28 ursachlich fir den Phanotyp ware, kdnnte
gerade bei Expression der VK-Variante keine phanotypische Komplementation erfolgen,
wenn durch das eingefihrte Transgen nur noch zusatzliches, konstitutiv-aktives Protein
exprimiert werden wiirde.

Des Weiteren konnte im Labor kirzlich eine weitere T-DNA-Insertionslinie in Exon 3 der
CPK28-Sequenz charakterisiert werden, die auch den cpk28-Sprosselongationsphéanotyp
aufweist (Linie WiscDsLox264D03 aus der WiscDsLox-T-DNA-Insertions-Kollektion
(Woody et al. 2007), Daten nicht gezeigt). Der Insertionsort innerhalb der Kinasedomane
lasst kein funktionales VK-Resttranskript zu. Diese Griinde fithren zu dem Schluss, dass
es sich bei den verwendeten Insertionslinien cpk28-1 und cpk28-2 um Funktionsverlust-
mutanten der CPK28 handelt und die hachgewiesenen Resttranskripte (Abb. 3-2) nicht in

funktionales Protein Ubersetzt werden.

4.2.2. Der Entwicklungsphénotyp in  cpk28 — keine Redundanz innerhalb der CPK-
Familie

Kreuzungsexperimente unabh&ngiger Insertionslinien mit gleichem Phé&notyp zeigen, ob
die durch die Insertion entstandene Mutation im selben Gen tatsachlich die Ursache flr
einen beobachteten Phanotyp darstellt. Wenn in der ersten Folgegeneration (F1), in der
nach Mendelscher Vererbung beide Allele heterozygot vorliegen, der fir die Elternlinien
charakteristische Phanotyp immer noch sichtbar ist, spricht das fur die Relevanz der
entsprechenden Mutationen im gleichen Gen hinsichtlich des Phanotyps. Bei reziproker

Kreuzung der Linien cpk28-1 und cpk28-2 traten in der F1-Generation nur Pflanzen mit
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der Auspragung des cpk28-Phéanotyps auf (Abb. 3-4). Dies und die Tatsache, dass durch
Expression funktionalen CPK28-Proteins eine vollstdndige Komplementation des cpk28-
Phanotyps erreicht werden kann (Abb. 3-16 bis 3-18), belegen den CPK28-Verlust als
Ursache des Phanotyps.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen die Bedeutung einer einzelnen calcium-abhangigen
Proteinkinase, aus einer Proteinfamilie mit 34 Mitgliedern stammend, als regulatorische
Komponente fir das reproduktive Wachstum. Zwei unabhangige Insertionslinien zeigten
einen identischen Sprosselongationsphanotyp, der durch reduzierte Sprosshohe,
deformierte Blatter, reduzierten Rosettendurchmesser und Anthocyanakkumulation
charakterisiert ist (Abb. 3-5, 3-7, 3-8) und entwicklungsspezifisch erst nach dem Ubergang
in die reproduktive Phase auftritt (Abb. 3-6). AufRerdem konnten in cpk28-Mutanten
Veranderungen der Sprossanatomie, verstarktes sekundares Dickenwachstum mit
ektopischer Lignindeposition (Abb. 3-10, 3-11) und Deregulation des GA- bzw. JA-
Haushalts beobachtet werden (Abb. 3-26 bis 28, 3-33 bis 36). Der Funktionsverlust einer
einzelnen CPK fuhrt im hier beschriebenen Fall zu einem robusten Phanotyp, wahrend die
Familie der calcium-abhéngigen Proteinkinasen in der Regel durch hohe funktionelle
Redundanz charakterisiert ist. Diverse Prozesse wie die abiotische Stressantwort (Franz
et al. 2011), Signaltransduktion in der nichtwirtsspezifischen Immunitat (Boudsocq et al.
2010) oder auch das Pollenschlauchwachstum (Myers et al. 2009) werden durch das oft
funktionsuiberlappende bzw. redundante Zusammenspiel mehrerer CPKs reguliert,
weshalb bei Einzelmutation einer CPK selten ein Phanotyp zu beobachten ist. Die
deutliche Alleinstellung der CPK28 innerhalb des CPK-Stammbaumes in Arabidopsis
thaliana, in Untergruppe IV mit nur drei Mitgliedern (Abb. 1-2) (Cheng et al. 2002), kénnte
eine Erklarung fur das Auftreten des Phanotyps bei Verlust dieser einzelnen CPK bieten.
Damit stellt CPK28 einen der ersten Vertreter aus der Familie der CPKs mit einem klar
ausgepragten Entwicklungsphénotyp dar, der calcium-aktivierte Signaltransduktion direkt

mit der Regulation eines Entwicklungsprozesses in Verbindung bringt.

4.2.3. Expressionsprofil und subzellulare Lokalisat ion von CPK28

Promotor::GUS-Analysen der CPK28 weisen Expression hauptsachlich in der Vaskulatur
und in meristematischen Geweben wéhrend der gesamten Pflanzenentwicklung nach. Im
Sprossquerschnitt konnte Expression der CPK28 im Xylem, vorrangig in Parenchymzellen
lokalisiert werden (Abb. 3-14), was die spater beschriebene Bedeutung dieser Kinase fur
die Xylementwicklung (4.2.6., 4.3.2.) erklaren kdonnte. Wahrend der hier dokumentierte
cpk28-Phanotyp nur in der reproduktiven Phase der Entwicklung beobachtet werden
kann, findet Expression des Proteins wahrend der kompletten Pflanzenentwicklung statt.

Diese Daten decken sich mit dem Expressionsprofil fir CPK28 in offentlich zugénglichen
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Datenbanken wie dem eFP-Browser (Winter et al. 2007). Dies wirft die Moglichkeit einer
bisher unbeachteten CPK28-Funktion im vegetativen Stadium auf, die die Calcium-Signal-
transduktion zusatzlich zur hier beschriebenen Funktion moduliert. Hierzu konnten
Untersuchungen mit Pflanzen in der vegetativen Phase unter verschiedenen abiotischen
oder biotischen Stressbedingungen Aufschluss geben, welche im Rahmen dieser Arbeit
nicht durchgefuhrt wurden. Samtliche hier beschriebenen Versuche mit vegetativen
Pflanzen (licht- bzw. hormoninduzierte Hypocotylelongation oder Keimungstests
(Abb. 3-24, 3-30)) gaben keine Hinweise auf eine mdgliche CPK28-Funktion im
vegetativen Wachstum.

Als subzelluldre Lokalisation konnte fir CPK28 die Plasmamembran bestétigt werden
(Abb. 3-15). Hierbei wurde mittels konfokaler Mikroskopie sowohl fur YFP-markiertes
Wildtypprotein als auch fir die verkirzte Variante ausschliellich membranassoziierte
Lokalisation beobachtet. Koexpression mit dem cytosolischen mCherry-Protein zeigte
keine raumliche Uberlagerung der unterschiedlichen Fluoreszenzen. Im Gegensatz dazu
wurde in der CPK28-Proteinversion mit einem Austausch der Myristoylierungsstelle (G2A)
eine Verédnderung der subzellularen Lokalisation beobachtet, CPK28-G2A wurde im
Cytosol und im Nucleus detektiert, kolokalisierte also mit mCherry. Diese Ergebnisse
bestatigen bereits durchgefihrte Studien zur CPK28-Lokalisation an der Plasmamembran
(Dammann et al. 2003), wobei fur die G2A-Variante neben der beschriebenen

Kernlokalisation (Mehlmer 2008) zusatzlich cytosolisches G2A-Protein beobachtet wurde.

4.2.4. CPK28-Enzymvarianten und ihre  in vivo -Funktionalitat

Die Relevanz der CPK28-Kinaseaktivitat konnte in in vivo-Experimenten bestétigt werden,
Komplementationsanalysen zeigten die Bedeutung der CPK28 fur die Sprosselongation
und Kontrolle des sekundéaren Dickenwachstums in der reproduktiven Wachstumsphase.
Wahrend aktive CPK28 den Phéanotyp vollstdndig revertieren konnte, fihrte Expression
der inaktiven Kinase CPK28-D188A nicht zur Komplementation der cpk28-Merkmale
(Abb. 3-16). Die Funktion der CPK28 ist also essentiell fir die normale Sprossentwicklung
in Arabidopsis thaliana.

Interessanterweise zeigten Linien mit 15- bis 20-facher Erhéhung des CPK28-Transkript-
levels keinen erkennbaren Uberexpressionsphanotyp im Vergleich zum Wildtyp
(Abb. 3-16), samtliche phanotypischen cpk28-Merkmale wurden auf Wildtyp-Niveau
revertiert. Auch Komplementationslinien, die die konstitutiv-aktive VK-Variante
exprimierten, wiesen Wildtypaussehen auf (Abb. 3-22), wéhrend Expression des inaktiven
VK-Proteins keine Verbesserung des Sprosselongationsphanotyps erzielte. Insgesamt
konnte also kein CPK28-gain-of-function-Phanotyp, beispielsweise verstarkte Spross-

elongation im Vergleich zum Wildtyp, festgestellt werden. Allerdings zeigten Pflanzen mit
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konstitutiv-aktivem CPK28-VK-Protein im Vergleich zu Linien mit der inaktiven VK-
Variante oder auch Volllangenprotein deutlich reduzierte Proteinlevel (Abb. 3-22), was auf
spezifische Regulation dieser Proteinvariante auf Expressionsebene oder verstarkten
Proteinabbau hindeutet. Da die VK-Version ohne Calcium-Bindedoméne nicht mehr
calcium-regulierbar (Abb. 3-37) und damit konstitutiv-aktiv ist, wird die Aktivitdt dieses
Proteins vermutlich durch sein Gehalt kontrolliert. Neben posttranslationaler Modifikation
kann Regulation der calcium-aktivierbaren Variante auch durch Calcium-Bindung
stattfinden, wahrend sich bei inaktiven Varianten die Notwendigkeit der Aktivitats-
regulation wahrscheinlich eriibrigt. Uberwachung der Proteinmenge erscheint in diesen
Situationen also nicht so essentiell wie im Fall der konstitutiv-aktiven CPK28. Diese
Expressionsregulation wurde auch fir andere verklrzte, konstitutiv-aktive CPK-Varianten
festgestellt (laborinterne Daten), was die Bedeutung der in vivo-Aktivierung durch
spezifische Calcium-Stimuli untermauert.

Fir die CPK28-G2A-Variante wurde trotz voller Funktionalitdat der Kinase keine
vollstandige Reversion des Sprosselongationsphéanotyps beobachtet (Abb. 3-21, 3-37).
Expression der delokalisierten Kinase fuhrte zu gro3er Varianz der Pflanzenmorphologie,
wobei Sprosselongation und Rosettendurchmesser als phanotypische Parameter
unterschiedlich zu Wildtyp und cpk28 waren. Dies belegt die essentielle Bedeutung der
Membranlokalisation fur die volle Funktionalitat der CPK28. Als membranassoziiertes
Protein kann bei cytosolischer Lokalisation vielleicht ein gewisser Anteil der biologischen
Funktion ausgefuhrt werden, falls raumliche N&he zu (putativ membranassoziierten)
Substraten gegeben ist. Vollstéandige in vivo-Aktivitat der Kinase wird aber offensichtlich
nicht mehr erreicht. Die Relevanz der Myristoylierung fiir die Lokalisation und auch die
Kinaseaktivitdt in vivo konnte fir NtCDPK2 aus Tabak gezeigt werden, deren
Delokalisation zur Reduktion der Zelltodinduktion im Vergleich zur Wildtyp-NtCDPK2
fuhrte. Hier ging veré&nderte Lokalisation des G2A-Proteins auch mit Verlust einer
N-terminalen Trans-Phosphorylierung einher (Witte et al. 2010). Die richtige Lokalisation
der Kinasen kann essentiell fir den Zugang zu in vivo-Substraten sein. Direkte Interaktion
von NtCDPK1 mit seinem Substrat RSG im Gibberellinsdure-metabolismus wurde jedoch
durch die G2A-Mutation nicht beeinflusst (Ito et al. 2010), fehlende CPK-Funktionalitat
scheint also eher in verdnderter Proteinlokalisation in der Zelle als in Veranderung der
Substratinteraktion begrindet zu sein. Ebenso kann die richtige Lokalisation auch
Modifikation durch vorgeschaltete Enzyme und damit moglicherweise essentielle
Aktivierungsstimuli erlauben. Nachdem Phospholipide zur Aktivitatsstimulierung von
CDPKs beitragen (Klimecka und Muszynska 2007), kénnte dies ein weiterer Grund fir die

Notwendigkeit der Membranassoziation fur volle in vivo-Funktionalitéat der CPK28 sein.
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Die untersuchten Phosphorylierungs-Varianten der CPK28, S228A/D, S318A/D und
S495A/D lieferten ein Uberraschendes Bild bezuglich ihrer cpk28-Komplementations-
fahigkeit in vivo. Trotz reduzierter Kinaseaktivitat beider S228- und S318-Varianten
(Abb. 3-40) konnten alle untersuchten Phospho-Varianten den cpk28-Sprosselongations-
phanotyp in vivo beheben (Abb. 3-41). Fir NtCDPK2 und NtCDPK3 wurde eine genau
gegensatzliche Beobachtung gemacht: Phospho-Varianten der in vivo-identifizierten
Phosphorylierungsstellen zeigten keine Veranderung der Syntide 2-Phosphorylierung
in vitro, riefen jedoch leicht starkere Zelltod-Symptome als das Wildtypprotein im in vivo-
Funktionsnachweis hervor (Witte et al. 2010). Diese Unterschiede kdnnten einerseits
dadurch erklart werden, dass in vitro-Kinaseexperimente mit dem synthetischen Peptid
Syntide 2 als Substrat nicht die in vivo-Situation widerspiegeln. Im Fall der CPK28 kdnnte
also dennoch das geeignete Substrat auch von den Phospho-Varianten mit reduzierter
in vitro-Aktivitat ausreichend phosphoryliert werden. In vivo konnten sowohl Substrat-
spezifitdt als auch weitere regulatorische Komponenten zu maximaler CPK-Aktivitat
beitragen (Liese und Romeis 2012), die in in vitro-Versuchen nicht reproduziert werden
kénnen. Andererseits wurden die in vivo-Phosphorylierungsstellen der CPK28 nach
Proteinexpression in Mesophyllzellprotoplasten vegetativer Pflanzen detektiert, was nicht
unbedingt dem in vivo-Phosphorylierungsstatus aktiver CPK28 beim Ubergang von
vegetativer zu reproduktiver Phase entsprechen muss. Auch besteht die Méglichkeit
weiterer, bisher nicht identifizierter Phosphorylierungsstellen, die zur Regulation der
CPK28-Aktivitat beitragen konnten und nicht durch Verdnderung der hier identifizierten
Phosphorylierungsstellen beeinflusst werden. Nicht zuletzt kdnnte die reduzierte in vitro-
Aktivitat, wie fur die S228- bzw. S318-Varianten bestimmt, ausreichend fir die CPK28-
Kinasefunktion in vivo sein. In diesem Kontext wirde CPK28 vielleicht eher als
molekularer Schalter dienen, der bei Uberschreitung einer gewissen Aktivitatsschwelle die
Signaltransduktion zur Sprosselongation induziert und weniger mittels eines Protein-
Dosis-Effekts regulatorische Funktion in quantitativer Weise ausiibt.

Komplementationsexperimente zur Expression von CPK28-Wildtypprotein unter der
Kontrolle gut charakterisierter, gewebespezifischer Promotoren liefern einen Hinweis auf
ein, durch CPK28 generiertes oder propagiertes, systemisches Signal zu Aktivierung der
Sprosselongation. Sowohl CPK28-Expression unter einem meristematischen (pKNAT1)
als auch einem phloem-geleitzellen-spezifischen Promotor (pSUC?2) fuhrte zur Reversion
des cpk28-Phénotyps (Abb. 3-19, 3-20), obwohl die fir diese Promotoren beschriebene
Lokalisation (Lincoln et al. 1994, Imlau et al. 1999) nicht mit dem beobachteten
Expressionsprofil fir CPK28 Ubereinstimmt (Abb. 3-14). Dies legt die Vermutung nahe,
dass als Konsequenz der CPK28-Aktivitat ein mobiles Signal zur Induktion der

Sprosselongation und vaskularen Entwicklung generiert werden kdnnte. Moglicherweise
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sind Phytohormone direkt in diese Signaltransduktion involviert, denn mit der spater
diskutierten Funktion der CPK28 im Gibberellin-Metabolismus (4.3.1.) stellt GA einen
moglichen Kandidaten fur diese Signalkomponente dar. GA wurde tatsachlich als mobiles
Signal identifiziert, welches bi-direktional im Spross transportiert wird und
Sprosselongation induziert (Dayan et al. 2012). Diese Beobachtungen werden durch
Untersuchungen unterstiitzt, die GA auch als mobiles Signal in der Stimulation der
Xylemexpansion wahrend des sekundaren Dickenwachstums des Hypocotyls

identifizierten (Ragni et al. 2011).

4.2.5. Penetranz des cpk28 -Phanotyps

Unter verschiedenen Anzuchtbedingungen im Gewachshaus, in unterschiedlichen
Pflanzenkammern und in Wachstumsschranken konnten immense Unterschiede in der
Auspragung des cpk28-Phéanotyps beobachtet werden (Abb. 3-23). Anzucht im
Wachstumsschrank flihrte zu einem robusten Phanotyp mit einheitlich stark reduzierter
Sprosslange in cpk28, wahrend Wachstum im Gewéachshaus zu sehr grofRer Varianz der
einzelnen Pflanzen eines Genotyps flihrte. Der cpk28-Phanotyp blieb jedoch durch
reduzierte Sprosselongation, Deformation der Blatter und Anthocyanakkumulation im
reproduktiven Stadium immer deutlich erkennbar.

Untersuchungen zur Ursache der morphologischen Unterschiede je nach
Anzuchtbedingung beinhalteten neben nicht gezeigten Analysen zu Anzuchtparametern
wie Temperatur, Lichtintensitat und Saatgutqualitdt auch Untersuchungen zur Auswirkung
der Lichtqualitéat. In Experimenten zur Hypocotylelongation in den Lichtqualititen Blau,
Rot oder Dunkelrot konnte kein Einfluss einer spezifischen Lichtqualitdit auf CPK28-
vermittelte Elongationsereignisse beobachtet werden (Abb. 3-24). Dies war jedoch auch
nicht unbedingt zu erwarten, nachdem fir CPK28 bisher keine Funktion im vegetativen
Wachstum beobachtet werden konnte. Eine allgemeine Stérung der Lichtperzeption oder
ein Defekt in einem zentralen Element der Lichtsignaltransduktion, beispielsweise den
PIF-Repressoren, kann fir cpk28 damit ausgeschlossen werden, da unter diesen
Umstanden Unterschiede in der Hypocotylelongation zu erwarten waren (Fankhauser und
Casal 2004).

Zusatzlich wurden Experimente zur Sprosselongation in unterschiedlichen Lichtqualitaten
durchgefuhrt, die den Einfluss der Lichtqualitaten auf den cpk28-Phanotyp dokumentieren
sollten. Hierzu wurde Wachstum bei LED-Belichtung in den Lichtqualitaten Blau und Rot
untersucht, aul3erdem wurde die Sprosselongation nach Belichtung mit LED-generiertem
Weildlicht analysiert (Abb. 3-25). Blaulicht fiihrte zu keinem erkennbaren Unterschied der
Sprosselongation zwischen Wildtyp und cpk28, diese Lichtqualitéat scheint also keinen

Einfluss auf die CPK28-abhdngigen Elongationsereignisse zu haben. LED-generiertes
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Weildlicht bewirkte eine leichte Reduktion der Sprosslange in cpk28, wobei der deutlichste
Unterschied zwischen Wildtyp und Mutante in der Belichtung mit Rotlicht detektiert
werden konnte. Die fir die unterschiedlichen Lichtqualitdten beobachteten Blihzeitpunkte
stimmen mit den Literaturangaben Uberein, Pflanzen unter Rotlichtbedingungen blihten
signifikant spater als unter Weil3licht, wahrend Blaulicht frihes Blihen induzierte (Eskins
1992, Guo et al. 1998). Rotlichtbedingungen stellten offensichtlich keine optimalen
Wachstumsbedingungen dar, da die analysierten Pflanzen auch im Wildtyp Stress-
merkmale wie deformierte Blatter und Seneszenzanzeichen entwickelten (Abb. 3-25).
Phytochrome als Rotlichtrezeptoren stellen die Komponenten der Lichtwahrnehmung dar,
die hauptséchlich fur Spross- und Petiolenelongation verantwortlich sind. Defekte in der
Rotlichtperzeption fuhrten zu verstarkter Internodienelongation, teilweise sogar schon im
vegetativen Wachstum (Reed et al. 1993, Devlin et al. 1996, Devlin et al. 1998).
Funktionale Rotlichtperzeption scheint also Sprosselongation zumindest teilweise zu
unterdriicken, wobei diese inhibitorische Wirkung auf die Sprosselongation in Erbsen
durch Applikation von Gibberellinséaure unterdriickt werden konnte (Vince 1967). In cpk28
kénnte durch die spater diskutierte mutmalliche GA-Defizienz (4.3.1.) mdglicherweise
verstarkte rotlicht-induzierte Repression des Sprosswachstums stattfinden, die in Blaulicht
nicht und in Weillicht nur schwach auftritt. Der Zusammenhang zwischen Licht-
Wahrnehmung bzw. -Signalweiterleitung und dem Hormonhaushalt ist fest etabliert und
wird neben den DELLA-interagierenden PIF-Faktoren auch durch den zentralen Integrator
HY5 vermittelt (Feng et al. 2008, Lau und Deng 2010). Neben Merkmalen wie gesteigerter
Hypocotylelongation zeigen hy5-Mutanten unter anderem reduzierte Xylemlignifizierung
und reduziertes sekundares Dickenwachstum in der Wurzel, auRerdem spielt HY5 eine
Rolle in der Anthocyanakkumulation (Oyama et al. 1997, Shin et al. 2007). Dies entspricht
den phanotypischen Charakteristika von cpk28 nicht vollstandig, bestatigt aber einen
Einfluss von Licht auf diverse Auspragungen der CPK28-abhangigen Entwicklung.

Allgemein wurde fir cpk28 unter allen LED-Bedingungen keine so stringente Auspragung
des Phéanotyps beobachtet wie im sonst fur die Pflanzenanzucht verwendeten
Wachstumsschrank mit Tageslichtlampen. Dies kdnnte durch mutmallich verschiedene
Zusammensetzung der Lichtspektren von LEDs im Vergleich zu Leuchtstoffréhren
begriindet sein. Generell lieferten die Untersuchungen zur Penetranz des Phanotyps
keine schlissigen Hinweise auf die CPK28-Funktion, insbesondere der die
unterschiedlichen Auspragungen auslésende Faktor konnte nicht eindeutig identifiziert
werden. Dies mag auch daran liegen, dass beim Vergleich unterschiedlicher Anzucht-
bedingungen tatséachlich nicht immer nur ein Faktor spezifisch verandert werden kann,
sondern auch andere Einflisse wie Luftfeuchtigkeit oder Luftzug durch Kihlvorgange zur

Aufrechterhaltung der Temperatur nicht gleich bzw. nicht kontrollierbar sind.
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4.2.6. Die Rolle der CPK28 im sekundéaren Dickenwach  stum

Sekundéares Dickenwachstum des Sprosses wird als radiale Expansion und Verholzung
spezieller Gewebe sowohl in krautigen Pflanzen als auch B&umen beschrieben, die durch
das Kambium etabliert wird. Dieses differenziert zur Peripherie des Sprossquerschnitts
hin zu Phloemgewebe zur effizienten Nahrstoffverteilung, zum Sprossinneren hin zu
Xylemgewebe mit trachealen Elementen und Parenchymzellen, um Wassertransport und
mechanische Stabilitat durch lignifizierte Fasern zu gewahrleisten (Du und Groover 2010).
Funktionsverlust der CPK28 fuhrt neben der Reduktion der Sprosselongation zu
verstarktem sekundarem Dickenwachstum mit Defekten in der vaskularen Entwicklung
des Xylems und zu ektopischer Lignifizierung eigentlich unverholzter Zelltypen im Spross
(Abb. 3-10). Damit Ubereinstimmend konnte erhthte Expression von NST1 und NST3 in
cpk28 beobachtet werden (Abb. 3-12, 3-13), zweier Hauptaktivatoren des sekundéren
Dickenwachstums im Infloreszenzspross (Zhang et al. 2011). Uberexpression von NST1
oder NST3 unter dem 35S-Promotor fihrte zu ektopischer Ausbildung von sekundéren
Zellwanden in urspringlichen Parenchymzellen (Mitsuda et al. 2005, Mitsuda et al. 2007),
aulBerdem wurde in 35S:INST3 eine extreme Verdinnung der Xylemfaserwande
festgestellt (Zhong et al. 2006), &hnlich wie fur cpk28 beobachtet. Verstarkte Lignifizierung
in cpk28 ist vermutlich das Resultat einer von NST1 und NST3 initiierten Transkriptions-
kaskade zur Ausbildung von sekundaren Zellwanden. NST-aktivierte MYB-Transkriptions-
faktoren aktivieren bekanntermaf3en Gene der Lignin-Biosynthese (Zhong et al. 2008).
Der nahverwandte Transkriptionsfaktor NST2 zeigte keine veranderte Expression in
cpk28 im Vergleich zum Wildtyp (Abb. 3-13). Fur die NST-Transkriptionsfaktoren sind
zelltyp-spezifische Funktionen beschrieben: wéahrend fir NST1 und NST3 redundante
Rollen im sekundaren Dickenwachstum des Sprosses beobachtet wurden, zeigen sich
NST1 und NST2 fur das sekundare Dickenwachstum im Endothecium verantwortlich
(Zhong et al. 2008). Mit der unveranderten NST2-Regulation Ubereinstimmend zeigten
cpk28-Mutanten keine Defekte in der Fertilitat oder Schotenentwicklung (Abb. 3-3), also
andere Prozesse, in denen sekundare Zellwdnde in spezifischen Geweben (zur
Pollenfreisetzung oder zum Samenauswurf) essentiell sind (Wang und Dixon 2012).
Durch die spezifische Deregulation der NST1- bzw. NST3-Faktoren beschrankt sich der
Phanotyp der cpk28 offensichtlich auf das sekundéare Dickenwachstum im Spross. Die
Funktion der CPK28 bewirkt also die zeitliche Koordination nur dieses speziellen
Wachstumsvorganges.

Der fur cpk28 beobachtete Phénotyp entspricht allerdings nicht komplett der
Beschreibung der NST1- oder NST3-Uberexpressionslinien, fir die nicht iber einen
Defekt in der Sprosselongation berichtet wird (Mitsuda et al. 2005, Zhong et al. 2006,

Mitsuda et al. 2007). Ektopische Ausbildung von sekundéarer Zellwand in
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parenchymatischen Geweben in 35S::NST3 fihrte zwar zu reduzierter Grol3e vieler
Organe und Deformationen wie eingerollten Blattern, die Elongation des Sprosses dieser
Pflanzen war offensichtlich aber nicht gestért (Zhong et al. 2006). In laboreigenen
Versuchen mit selbst generierten transgenen Arabidopsis-Linien fiihrte Uberexpression
von NST1 (35::NST1-YFP) auch nicht zu reduzierter Sprosselongation, sondern zu einem
Sterilitatsph&notyp (Daten nicht gezeigt), vielleicht aufgrund einer Veré&nderung der
Antherenentwicklung durch ektopische NST-Expression. Der Unterschied dieser Linien zu
cpk28 kdnnte darin begriindet sein, dass hier nur jeweils ein NST-Protein stark exprimiert
wird, wahrend in cpk28 beide Transkriptionsfaktoren simultan erhéhte Expression zeigen.
Andererseits konnte die molekulare Funktion der CPK28 eben nicht die direkte
Repression dieser Aktivatoren des sekundéren Dickenwachstums sein, sondern in einem
Ubergeordneten Mechanismus andere Prozesse beeinflussen, womit die Erhéhung der
NST-Expression nur einen indirekten Effekt des CPK28-Verlusts darstellen wirde.

Die verminderte Sprosselongation der cpk28-Mutanten konnte durch das Unvermogen der
vorzeitig lignifizierten Gewebe zur Zellelongation hervorgerufen werden. Andererseits wird
jedoch auch diskutiert, dass ektopische Lignifizierung erst aufgrund von mangeinder
Zellproliferation und/oder -elongation entsteht und damit den sekundaren Effekt eines
Zellentwicklungsdefekts darstellt (Sanchez-Rodriguez et al. 2010). Denkbar wére auch ein
Wachstumsstopp des Sprosses durch Limitierung des Wassertransportes und/oder
Instabilitdét des Pflanzenkérpers durch unterentwickelte Xylemfasern (Bonawitz und
Chapple 2010). Reduzierte Lignifizierung der Xylemfasern, wie fir cpk28 beobachtet,
muss alleine jedoch nicht zwangslaufig eine Reduktion des Sprosswachstums bewirken.
Sie resultierte im Fall der NST3-Uberexpression beispielsweise in langen, aber instabilen
Sprossen, die das zunehmende Gewicht der sich bildenden Blitenorgane und Schoten
nicht mehr trugen und umknickten (Zhong et al. 2006).

In einer Transkriptionsanalyse, bei der sekundéres Dickenwachstum spezifisch durch
Gewicht induziert wurde, stammten zwolf Prozent der differenziell regulierten Gene aus
dem Bereich der Signaltransduktion. Darunter konnte erhdhte Expression von CPK28
spezifisch beim Ubergang von primarem zu sekundarem Wachstum beobachtet werden
(Ko et al. 2004). Dies untermauert die Bedeutung von CPK28 als Signaltransduktions-

komponente in der Koordination des sekundaren Wachstums.

4.3. Zusammenhang zwischen CPK28 und dem Hormonhaus  halt in A. thaliana
Die Charakterisierung der cpk28-T-DNA-Insertionslinien zeigte eine Funktion der calcium-
abhéngigen Proteinkinase CPK28 in der hormonellen Regulation der Pflanze auf.

Funktionsverlust der CPK28 flihrte zu vielfaltigen Wachstumsstérungen, deren Merkmale
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im Folgenden als GA-Defizienzerscheinungen und auch JA-Akkumulationsauspragungen

diskutiert werden.

4.3.1. Die Funktion der CPK28 im Gibberellinsdureme  tabolismus

Fir cpk28 konnten Defekte der Sprosselongation sowie der Blattmorphologie beobachtet
werden. Dieser Phénotyp trat spezifisch in der reproduktiven Phase des Wachstums auf
(Abb. 3-6, 3-7), und konnte partiell durch externe Applikation von GA komplementiert
werden (Abb. 3-28). Dies und die entwicklungsspezifische Reduktion der GA-Markergene
GA20-Oxidasel (GA200x1) und GA3-Oxidasel (GA3ox1) (Abb. 3-28, 3-29), der letzten
beiden Schritte der Biosynthese bioaktiven Gibberellins GA, (Abb. 1-7), liefern Hinweise
auf eine stadienspezifische Storung des GA-Metabolismus.

Direkte Messung des GA-Gehalts von cpk28 wurde im Rahmen dieser Arbeit aufgrund
des sehr aufwandigen und weltweit nur in wenigen Laboren etablierten Messprozederes
nicht durchgefihrt. Aus diesem Grund wurde auf die indirekte Untersuchung des GA-
Metabolismus' mittels Markergenexpressionsanalyse zurtickgegriffen. Schliisselenzyme
des GA-Biosynthesewegs sind durch Rickkopplungsmechanismen reguliert, weshalb ihr
Expressionsniveau einen indirekten Mafstab fur den tatséchlichen Hormongehalt der
Pflanze darstellt (Yamaguchi 2008). Nachdem in cpk28 die entwicklungsspezifische
Deregulation der GA-Biosynthesegene GA20o0x1 und GA3ox1 detektiert werden konnte
(Abb. 3-28, 3-29), wird von einer Reduktion des GA-Gehalts zu diesen Zeitpunkten
ausgegangen. Viele Mutanten mit reduziertem Gibberellingehalt weisen Zwergwachstum
auf und ihre phéanotypischen Charakteristika kénnen durch externe Gabe von GA
revertiert werden (Koornneef und Vanderveen 1980, Sun und Gubler 2004).
Zwergwuchsige Mutanten mit Defekten in Komponenten der Signaltransduktion wie
beispielsweise den GA-Rezeptoren (gid1l gid2 gid3) (Griffiths et al. 2006) oder auch mit
GA-insensitiven, konstitutiv-aktiven DELLA-Repressoren (Dill und Sun 2001) zeigten
keine Reversion des Phé&notyps bei externer GA-Gabe. Komplementation des cpk28-
Phanotyps durch exogenes GA kodnnte also eher auf Storung der Biosyntheseregulation
als auf einen Defekt in der Signaltransduktion hinweisen. Interessanterweise ist die
Sprosselongation nur insofern GA-abhéngig, solange die DELLA-Repressoren GAIl und
RGA in funktionaler Form vorliegen. gal-3-Mutanten mit einem Defekt in einem
essentiellen Schritt der Biosynthese zeigten nicht die Ubliche Wachstumsretardation,
wenn die Funktion beider DELLA-Proteine RGA und GAl inhibiert war (King et al. 2001).
CDPKs werden schon seit geraumer Zeit als Regulatoren diverser hormongesteuerter
Prozesse in Pflanzen diskutiert (Harper und Harmon 2005). Neben transkriptioneller
Induktion von CDPKs durch Gibberellinsdure (Yang et al. 2003) konnte auch eine GA-
abhangige Steigerung der Kinaseaktivitat beobachtet werden (Abbasi et al. 2004). In
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Tabak wurde NtCDPK1 als negativer Regulator der GA-Homoostase identifiziert.
NtCDPK1 phosphoryliert einen transkriptionellen Aktivator der GA-Biosynthese, RSG,
in vivo und fuhrt damit zu dessen 14-3-3-vermittelter Inaktivierung und somit Repression
der GA-Biosynthese (Ishida et al. 2008). Im Vergleich hierzu konnte durch CPK28 eine
neue Funktion fir CDPKs in der GA-Homdoostase identifiziert werden. Die aktive calcium-
abhangige Kinase ubt in diesem Fall einen positiven Effekt auf den GA-Metabolismus aus,
Funktionsverlust fuhrt offensichtlich zu reduzierter GA-Biosynthese. Zukinftig muss
geklart werden, ob CPK28 diesen Einfluss durch direkte Interaktion bzw. Aktivierung von
Komponenten der GA-Biosynthese bewirkt oder ob Funktionsverlust der CPK28 indirekt,
durch der Kinaseaktivitat nachfolgende Effekte, den vermuteten GA-Mangel in der Pflanze
auslost. Die Tatsache, dass exogene GA-Behandlung den cpk28-Phénotyp nur teilweise
revertiert (Abb. 3-26), konnte einerseits daflir sprechen, dass dieser GA-abhdngige
Prozess nur einen Teil der CPK28-vermittelten Antworten darstellt und andere, nicht
durch GA-beeinflussbare, CPK28-abhéngige Signalkaskaden weiterhin reprimiert sind.
Andererseits ware die unvollstandige Reversion auch dadurch erklarbar, dass durch
exogene GA-Applikation der tatsachliche in planta-Status des Hormons beziglich
Konzentration und/oder rAumlicher bzw. zeitlicher Verteilung nicht erreicht werden kann.
Im Gegensatz zu cpk28 ist die Wachstumssuppression vieler Mutanten im GA-
Metabolismus meist nicht auf eine spezifische Wachstumsphase beschrankt. GA ist
neben vielfaltigen Entwicklungsprozessen wahrend der kompletten Pflanzenentwicklung
eben auch fur Bluhinduktion oder Sprosselongation verantwortlich (Richards et al. 2001).
Nachdem jedoch die Blihinduktion und auch andere GA-vermittelte Prozesse wie
Keimung oder Hypocotylelongation nicht durch die CPK28-Funktion beeinflusst werden
(Abb. 3-6, 3-30), scheint CPK28 nur an einer Teilmenge der entwicklungsspezifischen
GA-Signaltransduktionsereignisse teilzunehmen. Dies kdnnte durch gewebespezifische
Expression der Kinase, Verfuigbarkeit von vorgeschalteten Aktivatoren (wie z. B. Calcium-
Stimuli) oder die Verfugbarkeit oder Zuganglichkeit der in vivo-Substrate reguliert sein. Es
wirde also eine spezifische Regulation nur eines klar definierten GA-abhangigen
Prozesses, namlich der Sprosselongation, initiiert werden. Ubereinstimmend konnte
gezeigt werden, dass Bluhinduktion und Sprosselongation GA-induzierte Prozesse
wéahrend der Etablierung der reproduktiven Phase darstellen, jedoch von
unterschiedlichen GA-Spezies in unabhangigen Prozessen reguliert werden (Evans
1999). Dies wird von Studien unterstutzt, die je nach Wachstumsbedingungen keine
zeitliche Abhangigkeit fur Blihinduktion und Internodienelongation nachweisen kdnnen
und damit zwei unabhéngig regulierte Prozesse zu Beginn der reproduktiven Phase
beschreiben (Pouteau und Albertini 2009).

117



Diskussion

Merkmale des cpk28-Phanotyps wie deformierte Blatter oder Deregulation der
Apikaldominanz (Abb. 3-7, 3-23) kdnnten als sekundadre Effekte der mutmalilichen
Beeintrachtigung des GA-Metabolismus erklart werden. Storung der prazisen Lokalisation
von bioaktivem GA resultierte in der Ausbildung genau dieser phanotypischen Defekte in
Pappel (Mauriat et al. 2011). Auch stadienspezifische Anthocyanakkumulation in cpk28
(Abb. 3-8) konnte eine weitere GA-Mangelerscheinung sein. Gibberellin konnte neben
anderen Phytohormonen die saccharose-induzierte Anthocyanakkumulation im Wildtyp
reprimieren (Loreti et al. 2008). Entsprechend wurde in gaschromatographischen
Analysen der cpk28-Mutanten erhohter Zuckergehalt, unter anderem Saccharose, in
phanotyp-aufweisenden Mutanten detektiert, wenn auch Reduktion der GA-Synthesegene
und Anthocyanakkumulation beobachtet wurden (Daten nicht gezeigt). Sowohl
Saccharoseakkumulation als auch GA-Defizienz konnten damit zu erhb6htem
Anthocyangehalt in cpk28 beitragen. Auch die fir cpk28 beobachtete Reduktion der
Blutenanzahl pro Infloreszenz (Abb. 3-9) kénnte ein weiterer Effekt des reduzierten GA-
Gehalts sein. Der GA-Gehalt in Pflanzen beeinflusst die Blitenanzahl, Funktionsverlust
von Enzymen des GA-Metabolismus, GA20-Oxidasen und auch GA2-Oxidasen zeigten
neben reduziertem GA-Gehalt auch Defekte in der Anzahl der Bliten (Rieu et al. 2008a,
Rieu et al. 2008b).

4.3.2. Der Zusammenhang von GA und CPK28 in der vas  kularen Entwicklung

Der Einfluss von Phytohormonen auf die vaskuldare Entwicklung ist allseits bekannt und
gut untersucht (Elo et al. 2009). cpk28-Mutanten weisen Defekte in der vaskuléaren
Entwicklung auf, neben vorzeitiger Lignifizierung der Phloemfasern hauptsachlich
charakterisiert durch reduzierte Lignifizierung trachealer Xylemelemente (Abb. 3-10).
Lange Zeit wurde GA nicht als essentielle Komponente in der Regulation der kambialen
Aktivitat und damit der vaskularen Entwicklung angesehen. Allerdings konnte in
gewebespezifischen Lokalisationsstudien ein  GA-Konzentrationsmaximum in sich
differenzierenden Xylemzellen beobachtet werden (Israelsson et al. 2005). Die essentielle
Bedeutung dieser speziellen Verteilung von GA innerhalb der Vaskulatur fir die normale
Xylementwicklung wurde gezeigt, Storung der GA-Konzentration fiihrte zu Defekten in der
Xylembildung (Mauriat et al. 2011). GA wurde eine Rolle sowohl in der Induktion der
vaskularen Entwicklung als auch der Differenzierung, Expansion und Elongation von
Xylemfaserzellen in Spezies wie Arabidopsis, Tabak oder Pappel zugewiesen (Mauriat
und Moritz 2009, Ragni et al. 2011, Dayan et al. 2012). Diese Erkenntnisse kdnnten
insofern also nicht nur den Sprosselongationsphanotyp, sondern auch den Defekt der
Xylementwicklung durch mutmaflichen GA-Mangel in cpk28 erklaren. Hierfir kénnte

vielleicht eine Storung der korrekten GA-Lokalisation innerhalb des Gewebes

118



Diskussion

verantwortlich sein, gerade wenn man die gewebespezifische Lokalisation der CPK28-
Expression im Xylem bedenkt (Abb. 3-14). Das Bliihen der Pflanze wurde als essentielle
Grundlage des sekundaren Wachstums im Hypocotyl beobachtet (Sibout et al. 2008).
Nachdem der Spross in Rosettenpflanzen erst durch den Ubergang ins reproduktive
Wachstum entsteht, ist dies ebenso fir das sekundére Dickenwachstum des Sprosses
Voraussetzung. Der beobachtete Effekt von CPK28 auf das sekundére Spross-
dickenwachstum kann also erst nach der Blihinduktion zum Tragen kommen. Hier wéren
Untersuchungen zum Einfluss von CPK28 auf die Entwicklung des sekundaren
Dickenwachstums im Hypocotyl interessant, welches schon vor der Blihinduktion
analysiert werden kann.

Durch externe GA-Applikation konnte der Elongationsphanotyp der cpk28-Mutanten
teilweise revertiert werden, allerdings hatte dies keinen Einfluss auf die vorzeitige
Lignifizierung oder die Defekte in der Xylementwicklung (Abb. 3-32). Ubereinstimmend
konnte auch keine Reduktion der erhohten Genexpression von NST1 und NST3 nach GA-
Behandlung in cpk28 beobachtet werden, wie auch der Wildtyp zeigte cpk28 weitere
Transkriptakkumulation der Aktivatoren des sekunddren Dickenwachstums nach GA-
Applikation (Abb. 3-31). Bisher wurde noch kein direkter Zusammenhang zwischen dem
Hormonhaushalt der Pflanzen und der NST-abh&ngigen Regulation des sekundaren
Dickenwachstums beschrieben. Auch die hier erhaltenen Daten deuten auf zwei
unabhangige Entwicklungsprozesse hin, die von CPK28 ohne direkten funktionalen

Zusammenhang reguliert werden.

4.3.3. Die Bedeutung von CPK28 im Jasmonat-Haushalt

Kurz vor Ende der Bearbeitungszeit dieser Arbeit wurde ein Zusammenhang zwischen
CDPKs und der Regulation des JA-Haushalts in Nicotiana attenuata beschrieben (Yang et
al. 2012a). Bei simultaner Repression der NaCDPK4- und NaCDPK5-Expression mittels
RNA-Interferenz (IRcdpk4/5) konnte deutliche Akkumulation von JA und JA-induzierter
Sekundarmetabolite mit daraus resultierender, verbesserter Resistenz gegen Herbivore
gezeigt werden (Yang et al. 2012a). Die Pflanzen wiesen einen von der Funktionalitat der
JA-Signaltransduktion abh&ngigen Phéanotyp mit reduzierter Sprosshohe und
vermindertem Rosettendurchmesser auf (Yang et al. 2012a, Heinrich et al. 2013). Da die
beiden orthologen NaCDPKs aufgrund ihrer Sequenz ebenso wie CPK28 in Subgruppe IV
des Arabidopsis-CPK-Stammbaums eingeordnet werden (Stammbaum bei Boudsocq und
Sheen (2013)), besteht die Mdoglichkeit der Homologie und damit funktionellen
Ubereinstimmung dieser Proteine. Deshalb ist die Untersuchung der CPK28-Funktion im
JA-Haushalt in A. thaliana notwendig und erste Ergebnisse werden im Rahmen dieser

Arbeit beschrieben.
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Genexpressionsanalysen und Kreuzungsexperimente von cpk28 mit Mutanten des JA-
Haushalts deuten tatséchlich auf Homologie der erwdhnten CDPKs hin. In cpk28 konnte,
wie fur viele ihrer Funktionsverlust-Merkmale ebenfalls entwicklungsabhangig, erhéhte
Expression von JA-induzierten Markergenen wie PDF1.2, CORI3 oder VSP2 sowie auch
der JA-Signaltransduktionskomponenten JAZ1 und JAZ10 beobachtet werden (Abb. 3-33,
3-34). Ubereinstimmend mit den Ergebnissen aus Nicotiana attenuata, die sich auf
Expressionsanalysen der Biosynthesegene beschrdnken, konnte auch in cpk28 keine
gesteigerte Expression von Biosynthesegenen beobachtet werden (Abb. 3-34) (Yang et
al. 2012a), obwohl in Nicotiana attenuata erhdhter JA-Gehalt ohne und auch nach
Verwundung bzw. Raupenfrald gemessen wurde. Kreuzung von cpk28 mit aos (JA-
Biosynthese-Defekt) bzw. coil-16 (JA-Signaltransduktions-Defekt) fiihrte zur Reversion
des cpk28-Sprosselongationsphéanotyps (Abb. 3-36), wie auch der IRcdpk4/5-Phéanotyp in
Nicotiana attenuata durch simultane Repression des JA-Rezeptors NaCOIl revertiert
werden konnte (Yang et al. 2012a). Eine detaillierte Analyse der generierten cpk28-
Doppelmutanten steht noch aus, dieses erste Ergebnis spricht jedoch fir JA-
Akkumulation oder erhthte JA-Signaltransduktion in cpk28 und deren Ursachlichkeit fur
das Auftreten des Sprosselongationsphanotyps. Die sich deckenden Beobachtungen fir
die verschiedenen Spezies sprechen fir eine gleiche oder &ahnliche Funktion von
AtCPK28 zu NaCDPK4 bzw. NaCDPKS5 in der Repression der JA-Akkumulation, wobei in
Nicotiana attenuata funktionelle Redundanz der beiden orthologen CDPKs gezeigt wurde
(Yang et al. 2012a), wéahrend in Arabidopsis nur ein Protein, namlich CPK28, diese
Funktion Ubernimmt.

Viele der fir cpk28 beobachteten phanotypischen Merkmale stimmen mit der
Beschreibung dauerhaft JA-akkumulierender Mutanten Uberein. Hierzu z&hlen reduzierte
Sprosselongation, verminderter Rosettendurchmesser, deformierte Blatter und
Anthocyanakkumulation (Ellis und Turner 2001, Xu et al. 2001, Turner et al. 2002, Cafio-
Delgado et al. 2003, Bonaventure et al. 2007, Hyun et al. 2008, Yang et al. 2012a), was
die Theorie der JA-Akkumulation in cpk28 unterstitzt. Auch der fir cpk28 beobachtete
Defekt in der Meristementwicklung und die damit reduzierte Blitenzahl (Abb. 3-9) kénnte
als Effekt erhohten JA-Gehalts erklart werden. Durch Repression der NaCDPK4/5-
Expression wurde ebenso eine Deregulation der meristematischen Proliferation
beobachtet (Yang et al. 2012a), méglicherweise durch JA-induzierte Mitosesuppression,
die fur wachstumsunterdriickte Pflanzen mit JA-Akkumulation nach wiederholter
Verwundung beobachtet wurde (Zhang und Turner 2008). Ein weiteres Merkmal JA-
akkumulierender Mutanten ist JA-vermittelte, erh6hte Resistenz gegeniiber nekrotrophen
Mikroorganismen oder Fral3insekten (Ellis et al. 2002b, Yang et al. 2012a). Erste

durchgefuhrte Fral3-Experimente mit Raupen des Nachtfalters Trichoplusia ni konnten

120



Diskussion

keine Unterschiede im Fressverhalten der Raupen zwischen Wildtyp und cpk28 zeigen
(Daten nicht gezeigt). Deshalb sind weitere Untersuchungen zur JA-Akkumulation sowohl
im biologischen System, neben FraRinsekten alternativ auch in Wachstumsstudien
nekrotropher Pilze, als auch direkte Messungen des JA-Gehalts mittels HPLC als nachste
Schritte notwendig.

JA-Akkumulation wird unter anderem in Mutanten mit Defekten in der primaren oder
sekundaren Zellwandbiosynthese beobachtet. So stellt beispielsweise constitutive
expression of VSP1 (cevl), auch ectopic ligninl (elil) genannt, eine Funktionsverlust-
mutante der Cellulose-Synthase3 dar, deren Wachstumsphanotyp vom Auftreten
ektopischer Lignifizierung begleitet wird (Ellis et al. 2002a, Cafio-Delgado et al. 2003),
was auch in cpk28 beobachtet wurde (Abb. 3-10, 3-11). Fur cpk28 konnten in einer
photometrischen Bestimmung des Cellulosegehalts unterschiedlicher Gewebetypen (Blatt,
Petiole, Spross) nach Updegraff (Updegraff 1960) keine Unterschiede zum Wildtyp
festgestellt werden (Daten nicht gezeigt), wobei diese Methode mittels photometrischer
Bestimmung nur grobe Quantifizierung liefert und beispielsweise massenspektrometrische
Methoden wie GCMS-Analysen mit der Mdglichkeit der Unterscheidung verschiedener
Zellwandpolymere komplexere Analysen zulassen wirden. Fir JA wurde auch eine
Funktion in der Regulation des sekundaren Dickenwachstums beschrieben (Sehr et al.
2010). Die Signaltransduktionskomponenten JAZ1, JAZ10, JAZ7, MYC2 und COI1 und
auch JA selbst konnten als regulatorische Faktoren der Kambiuminitiation bzw. -aktivitat
beobachtet werden. AulRerdem entwickelten JA-behandelte Pflanzen Zellwandverdickung
im Xylem und lignifizierte Phloemfasern im Spross (Sehr et al. 2010). Dies entspricht nicht
den anatomischen Beobachtungen fur cpk28, denn neben induzierter Phloemfaser-
Lignifizierung ist hier die Xylementwicklung reduziert. Defekte in der Xylementwicklung
konnten jedoch neben ektopischer Lignifizierung fur die JA-akkumulierende Mutante elil
(oder cevl) beobachtet werden (Cafo-Delgado et al. 2000), was erhgéhten JA-Gehalt auch
als Ursache fur die cpk28-spezifischen anatomischen Merkmale méglich erscheinen I&sst.
JA-Behandlung und konstitutiv-erndhter JA-Gehalt in Funktionsverlustmutanten kdnnen
also unterschiedliche Auswirkung zeigen.

Der Einfluss von Calcium als Signaltransduktion-Komponente fur die JA-Regulation wird
diskutiert, da Verwundung und auch Herbivorfral3 einen Anstieg der cytoplasmatischen
Calcium-Konzentration hervorrufen (Maffei et al. 2004). Die CDPKs NaCDPK4 und
NaCDPK5 sind in der JA-Akkumulation involviert (Yang et al. 2012a), AtCPK3 und
AtCPK6 sind an der Regulation der transkriptionellen Verdnderung nach Insektenfrafd
beteiligt (Kanchiswamy et al. 2010) und AtCPK6 reguliert die Methyl-Jasmonat-

Signaltransduktion in Stomata (Munemasa et al. 2011).
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Die Mutante fatty acid oxygenation upregulated2 (fou2) aus Arabidopsis, die eine gain-of-
function-Variante des calcium-durchlassigen Kanals TPC1 der Vakuole exprimiert, zeigt
ahnlich wie cpk28 stadienspezifische Wachstumssuppression, die als Folge der
beobachteten JA-Akkumulation diskutiert wird (Bonaventure et al. 2007). Ein Defekt der
Sprosselongation in diesen Pflanzen wird nicht beschrieben, allerdings wurde wie bei
cpk28 ein entwicklungsabhéngiger Phénotyp mit deformierten Blattern, verkirzten
Petiolen und Anthocyanakkumulation ca. ab Tag 28 beobachtet. Anders als im Fall von
cpk28 konnte dieser jedoch nur teilweise durch Kreuzung mit coil-1 revertiert werden
konnte (Bonaventure et al. 2007). Charakterisierung der Eigenschaften des tbermalig
aktiven TPC1-Kanals mittels Aktivititsmessungen lassen verstérkte cytosolische Calcium-
Stimuli durch Veranderung des vakuolaren Membranpotentials als Ursache der JA-
Akkumulation vermuten (Beyhl et al. 2009). Im Gegensatz dazu zeigen loss-of-function-
tpcl-Mutanten einen ABA-abh&ngigen Keimungs- und Stomatadffnungsdefekt (Peiter et
al. 2005). Aufgrund der phanotypischen Ahnlichkeit von fou2 und cpk28 kénnte man sich
einen funktionalen Zusammenhang zwischen TPC1-Aktivierung und CPK28 vorstellen,
vielleicht durch veranderte cytosolische Calcium-Stimuli in fou2 und daraus resultierender
veranderter Aktivierung der CPK28. Diese Verbindung wird momentan durch die Analyse
von cpk28-tpcl-Doppelmutanten untersucht, konnte jedoch nicht im Rahmen dieser Arbeit

abgeschlossen werden.

4.3.4. CPK28 und PP2C — Regulatoren der JA-Signaltr ansduktion?

Fir CPK28 und den im Hefe-System identifizierten putativen Interaktor PP2C (AP2C4)
konnte in weiterfihrenden Experimenten eine in vivo-BiFC-Interaktion und auch in vitro-
Interaktion im pulldown-Experiment bestatigt werden (Abb. 3-43, 3-44). Hauptsachlich
kernlokalisierte Expression von PP2C in der BiFC-Analyse wurde unterbunden, sobald
CPK28 koexprimiert war, und eine spezifische Interaktion von CPK28 und PP2C an der
Plasmamembran konnte detektiert werden. Fiur CDPKs sind stressabhdngige
Relokalisierungen von der Plasmamembran in den Nucleus bekannt (Patharkar et al.
2000) und auch fir Phosphatasen wurden Lokalisationsveranderungen mit oder ohne
Stimulus beobachtet, beispielsweise fur die in der ABA-abhangigen Signaltransduktion
charakterisierte PP2C-Phosphatase ABA-INSENSITIVE1 (ABI1) (Zhang et al. 2004).
Leider konnte in weiteren biochemischen Analysen kein Aufschluss Uber die molekulare
Auswirkung der Interaktion, Gber mutmalfliche (De-)Phosphorylierung des jeweils anderen
Partners erzielt werden. CPK28 war in vitro nicht in der Lage, rekombinantes PP2C-GST-
Protein zu phosphorylieren, und auch eventuelle CPK28-Dephosphorylierung durch PP2C
in vitro konnte nicht nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Dies mag aufgrund der

wenigen durchgefuhrten Versuche jedoch technischen Problemen geschuldet sein, es

122



Diskussion

wurde in dieser Arbeit kein Schwerpunkt auf die Versuchsetablierung zum Nachweis
dieser Modifikationen gelegt. Hierzu waren unter Umstanden sehr spezielle Analysen wie
beispielsweise die Kenntnis der PP2C-beeinflussten Phosphorylierungsstellen an CPK28
notig, was jedoch in diesem Rahmen nicht detailliert untersucht wurde.

Ein Versuch der funktionalen Charakterisierung des Zusammenhangs zwischen der PP2C
und CPK28 wurde durch Analysen von T-DNA-Insertionslinien (pp2c) bzw. PP2C-
Uberexpressionslinien (35S::PP2C-YFP) unternommen. PP2C-Funktionsverlustmutanten
wiesen in den hier durchgefuhrten Analysen Wildtypaussehen auf (Abb. 3-46). Entgegen
der Beobachtungen von Umbrasaite et al. (2010) konnte in den fir die vorliegende Arbeit
generierten 35S::PP2C-YFP-Linien ein &hnlicher Phanotyp beobachtet werden, wie von
den Autoren explizit nur fir die ektopische Expression der nah-verwandten PP2C AP2C3
beschrieben. Diese resultierte in einem Zellproliferationsdefekt mit Uberproduktion von
Stomata und reduziertem Wachstum (Umbrasaite et al. 2010). In 35S::PP2C-YFP konnte
ebenso Zwergwachstum festgestellt werden, wahrend die héchste PP2C-YFP-Protein-
konzentration in den Stomata beobachtet wurde, mutmafilich mit vermehrter Bildung von
Stomata (keine quantitative Auswertung) (Abb. 3-45, 3-46). Ein genauer Vergleich des
AP2C3-gain-of-function-Phanotyps mit den fir 35S::PP2C-YFP beobachteten Merkmalen
wurde nicht angestellt, allerdings scheint eine redundante Funktion der PP2C und der
AP2C3 durchaus mdglich. Fir beide Phosphatasen wurde in vitro-Dephosphorylierung
der MAP-Kinasen MPK3 und MPKG6 und in vivo-Interaktion mit diesen MPKs mittels BiFC
gezeigt (Umbrasaite et al. 2010).

Genexpressionsanalysen der untersuchten Arabidopsis-Linien wiesen wie erwartet
einerseits reduziertes (pp2c), andererseits erhdhtes (35S::PP2C-YFP) PP2C-Transkript
auf (Abb. 3-47). In CPK28-Funktionsverlust- und Uberexpressions-Linien konnten keine
Unterschiede in der PP2C-Expression detektiert werden, wie auch die CPK28-
Transkriptmenge in pp2c und 35S::PP2C-YFP mit dem Wildtyp vergleichbar war. Dies
wurde auch nicht unbedingt erwartet, da selbst im Fall einer Interaktion die direkte
(De-)Phosphorylierung als posttranslationale Modifikation nicht zwangslaufig Einfluss auf
die Expressionsstarke der jeweiligen Partner haben muss. Fir CPK28-beeinflusste
Markergene des sekundaren Dickenwachstums (NST1, NST3) und des GA-
Metabolismus' (GA3ox1) konnten in pp2c oder 35S::PP2C-YFP keine Abweichungen von
der Wildtyp-Transkriptmenge festgestellt werden (Abb. 3-47). Funktionsverlust- oder
Gewinn der PP2C fihrte also nicht zu einer &hnlichen Deregulation der Genexpression
wie in cpk28 beobachtet. Nachdem pp2c und 35S::PP2C-YFPa auch keine Phanokopie
des cpk28-Phénotyps darstellten (Abb. 3-45), kann vermutlich nicht von einer CPK28-
PP2C-Interaktion als klassisches Kinase-Phosphatase-Paar ausgegangen werden. Bei

direkter, vollstandiger Aktivierung oder Inaktivierung eines Partners (oder der Reversion
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dessen Funktion) durch das jeweils andere Enzym sollte entweder der Verlust oder aber
die Uberexpression der PP2C zu den gleichen zellularen Auswirkungen und damit zum
gleichen Phanotyp fluhren wie der CPK28-Funktionsverlust. Deshalb bleibt die Frage nach
dem direkten funktionalen Zusammenhang zwischen CPK28 und PP2C ungeklart.
Wahrend auch die Genexpression der JA-Antwort in pp2c nicht beeinflusst war, konnte
jedoch Repression der untersuchten Gene PDF1.2, JAZ1, und JAZ10 in 35S::PP2C-YFP
festgestellt werden (Abb. 3-47). Dies kdnnte durch einen direkten, negativen Einfluss der
PP2C auf die Aktivitat der interagierenden MPK3 bzw. MPK6 erklart werden, welche unter
anderem wichtige Faktoren in der Signaltransduktion JA-abhéngiger Abwehrprozesse
sind. mpk3 und mpk6 weisen wie 35S::PP2C-YFP reduzierte JA-Markergenexpression
auf (Takahashi et al. 2007). Da CPK28-Funktionsverlust erhéhte JA-abhangige Gen-
expression bewirkt (Abb. 3-34), ware bei verstarkter CPK28-Aktivitat eigentlich eine
Repression derselben zu erwarten, vielleicht @hnlich der PP2C-Uberexpression. Dies
kann in 35S::CPK28-YFP jedoch nicht beobachtet werden (Abb. 3-34.), kbnnte aber in der
bereits diskutierten posttranslationalen Aktivitdtsregulation der CPK28 in diesen Linien
(4.2.4.) begrindet sein. Eine Verbindung der CPK28 mit MAP-Kinase-Signalkaskaden
wurde bisher nicht untersucht. Jedoch wurde ein Einfluss der mutmafllichen CPK28-
Homologe NaCDPK4/5 in Tabak auf die MAP-Kinase-vermittelte JA-Signaltransduktion
beobachtet. Repression der NaCDPK4/5-Expression fuhrte nach Verwundung zu
gesteigerter Aktivitat der Tabak-MAP-Kinase SA-INDUCED PROTEIN KINASE (SIPK),
was als Erklarung der JA-Akkumulation in diesen Pflanzen diskutiert wird (Yang et al.
2012a). Die Untersuchung der MAP-Kinasen-Aktivierung in cpk28 ware also durchaus
interessant.

Nachdem die hier isolierte PP2C auch im Kontext einer Protein-Interaktionsdaten-Studie
zur ldentifizierung neuer Proteine der Zellwandsynthese genannt wurde (Zhou et al.
2010), erscheint in Anbetracht der bereits diskutierten Funktion der CPK28 als Repressor
der JA-Signaltransduktion in vivo-Interaktion zwischen PP2C und CPK28 vielleicht doch
madglich. Es ware denkbar, dass PP2C und CPK28 im Zusammenspiel, vielleicht Uber
regulatorische Mechanismen an MPK3 und MPKG6, die JA-abhé&ngige Signaltransduktion
reprimieren. Direkte funktions-(in-)aktivierende Interaktion des Kinase-Phosphatase-Paars
konnte in den unternommenen Analysen jedoch nicht gezeigt werden, weshalb das

genaue Zusammenspiel dieser beiden Enzyme zu klaren bleibt.

4.3.5. CPK28 in der GA-JA-Balance
Ubereinstimmend und fast zeitgleich mit der aus dieser Arbeit resultierenden
Veréffentlichung tber CPK28 in Arabidopsis (Matschi et al. 2013) wurde auch fur

IRcdpk4/5 aus Nicotiana attenuata eine Reduktion des GA-Gehalts, verminderte
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Expression von GA-Biosynthese-Genen und die Reversion des Sprosselongations-
phanotyps durch Behandlung mit exogenem GA publiziert (Heinrich et al. 2013). Dies
liefert einen weiteren Hinweis auf Homologie dieser Proteine. Bekanntermafen stellen JA
und GA Gegenspieler in der pflanzlichen Balance zwischen Induktion von Wachstum oder
Abwehrmechanismen dar, deren Menge und damit verbundene Veréanderungen in
Genexpression und metabolischem Profil je nach Wachstumsbedingungen entweder in
die eine oder andere Richtung préaferiert werden (Kazan und Manners 2012). Diese
antagonistische Wirkung wird unter anderem durch direkte Interaktion der GA-
regulierenden DELLA-Proteine und JA-abhéngigen JAZ-Faktoren vermittelt (Hou et al.
2010, Wild et al. 2012, Yang et al. 2012b).

Fur cpk28 als mutmallich JA-akkumulierende und GA-defiziente Mutante stellt sich nun
die Frage nach dem Ursprung dieser Deregulation. Fihren unbekannte Mechanismen wie
beispielsweise Modifikation der Zellwand zu CPK28-abhangiger JA-Akkumulation, die
nachfolgend GA-Biosynthese und damit GA-induzierte Prozesse unterdriickt (Yang et al.
2012b)? Oder werden zuerst, durch direkte oder indirekte CPK28-vermittelte
Mechanismen, GA-Biosynthese und Signaltransduktion reprimiert, was zu vermehrter
DELLA-JAZ-Bindung fuhrt und ohne die JAZ-reprimierende Wirkung dann JA-Synthese
und Signaltransduktion initiiert (Hou et al. 2010)? Kann CPK28 direkt in die JAZ-DELLA-
vermittelte Regulation dieses Hormongleichgewichts eingreifen und sichert somit die
Balance zwischen Wachstums- und Abwehrmechanismen?

GA-Behandlung des Wildtyps in dieser Arbeit bewirkte kaum Veranderung der JA-
abhangigen Genexpression. Hohe Expression der JA-Markergene in cpk28 wurde durch
GA-Behandlung zwar reduziert, blieb im Vergleich zum Wildtyp jedoch signifikant erhdht
(Abb. 3-35). Der GA-Gehalt hat hier also einen Einfluss auf JA-abhangige Genexpression.
Die GA-Biosynthese-Mutante gal-3 zeigte unbehandelt keine erhdhte JA-Markergen-
expression, was jedoch durch JA-Behandlung induziert werden konnte und bei
gleichzeitiger GA-Behandlung teilweise reprimiert wurde (Hou et al. 2010). Genetisch
bedingte GA-Defizienz bedingt also nicht zwangslaufig erhéhte JA-Markergenexpression,
niedriger GA-Gehalt in cpk28 durch mangelnde GA-Biosynthese muss also nicht zur
konstitutiven Stimulation des JA-Signalwegs fihren. Im Gegensatz dazu zeigen konstitutiv
JA-akkumulierende Mutanten auch ohne JA-Behandlung reprimierte GA-Biosynthese
(Abb. 3-28, 3-29) (Heinrich et al. 2013), und JA-Behandlung im Wildtyp flhrte zu einer
Akkumulation von DELLA-Proteinen, welche weiterfihrend GA-Signaltransduktion
unterdriicken (Yang et al. 2012b). Dies unterstitzt die Theorie, dass JA-Akkumulation den
Ursprung der Hormonderegulation in cpk28 initieren konnte und nachfolgend GA-

Defizienz verursacht.
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Die Genexpression der JAZ-Faktoren JAZ1 und JAZ10 ist in cpk28-Mutanten erhoht
(Abb. 3-34), was eigentlich fur eine verstarkte Repression des JA-Signalwegs, vermehrte
DELLA-Interaktion und damit Aufhebung der Repression der GA-Signaltransduktion
sprechen wiirde. Die Expression von JAZ-Faktoren wird aber durch JA-Akkumulation
gesteigert, moglicherweise um in einer Ruckkopplungsreaktion durch JAZ-vermittelte JA-
Inhibition Gbermafige JA-Signaltransduktion zu vermeiden (Chini et al. 2007, Thines et al.
2007). Dies wirde erhohte JAZ-Expression durch mutmallich hohen JA-Gehalt in cpk28
erklaren. Wieso allerdings hohe JAZ-Level nicht durch erhfhte DELLA-Interaktion und
nachfolgende Aufhebung der GA-Repression zu einer gesteigerten Wachstumsantwort in
cpk28 fuhren, bleibt zu klaren. Ohne die regulierende Funktion der CPK28 scheint die JA-
GA-Balance auf Seiten der JA-Signaltransduktion zu liegen, vielleicht durch Defekte in der
JAZ-DELLA-Interaktion oder DELLA-Degradation und damit konstitutiver Repression der
GA-Signaltransduktion in cpk28. Pflanzen mit konstitutiv-aktiven DELLA-Repressoren
wiesen, wie cpk28, erhohte JA-abhangige Genexpression ohne Stimulus auf (Navarro et
al. 2008). Gesteigerte JA-Signaltransduktion in cpk28 konnte also durch verstarkte
DELLA-Stabilitat in der Mutante erklart werden. In diesem Zusammenhang ist die
Aufklarung der regulatorischen Vorgange der DELLA- und JAZ-Faktoren in cpk28
notwendig, beispielsweise durch Untersuchungen zur Proteinstabilitdit oder auch
Interaktionsféhigkeit dieser Repressoren. Diese Prozesse kdnnten vielleicht sogar durch
direkte Phosphorylierung durch CPK28 beeinflusst sein. In Reis konnte GA-abhéngige
Phosphorylierung des DELLA-Proteins SLENDER RICE1 (SLR1) gezeigt werden, was
nachfolgend zu DELLA-Degradation fuhrte (Itoh et al. 2005). CPK28 wiirde damit also
direkt das Gleichgewicht zwischen DELLAs und JAZ-Proteinen regulieren, in dem es
koordinierte Degradation einer der beiden Komponenten vermittelt. Ein Defekt in der GA-

Signaltransduktion wirde damit nachfolgend verstarkte JA-Signaltransduktion bewirken.

4.4. Entwicklungsspezifisches Calcium: Wie wird CPK 28 aktiviert?

Die Beschreibung des cpk28-Phénotyps bietet eines der wenigen Beispiele, in denen
CDPKs in einem Entwicklungsprozess beschrieben werden. Durch die molekulare
Funktion als calcium-abhéngige Proteinkinase stellt sich unweigerlich die Frage nach der
Herkunft des CPK28-aktivierenden Calcium-Stimulus‘. Fur abiotische und biotische
Stress-Signalkaskaden konnten Erhohungen des cytoplasmatischen Calcium-Levels
durch diverse Stimuli identifiziert werden, wie z. B. das Phytohormon ABA (Allen et al.
2001) oder pathogen-assoziierte Elizitoren wie flg22 (Ranf et al. 2011). Im Gegensatz
dazu gibt es kaum Informationen tber entwicklungsspezifisch generierte Calcium-Stimuli,
die die CPK28 in seiner Funktion in der hormonellen Regulation und als Koordinator der

Sprosselongation und des sekundéaren Dickenwachstums aktivieren konnen.
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4.4.1. Calcium und Gibberellin

Der CPK28-aktivierende Calcium-Stimulus konnte durch GA als Signalmolekdl
hervorgerufen werden, vielleicht durch einen fir die Sprosselongation bzw. die
reproduktive Phase spezifischen GA-Stimulus (Evans 1999). Dieser wurde durch CPK28
als positiven Regulator der GA-Homdostase zu einem weiteren Anstieg des GA-Gehaltes
fuhren, was in Arabidopsis nach Blihinduktion tatsachlich beobachtet wurde (Eriksson et
al. 2006). GA-Behandlung kann zum Anstieg des cytosolischen Calcium-Levels flhren
(Bush 1996, Gilroy 1996), wobei diese Regulation in Aleuronzellen von Weizen und
Gerste beobachtet wurde und damit einen géanzlich anderen biologischen Kontext betrifft
als fur CPK28 beschrieben. Allerdings konnte Repression der gibberellin-abhangigen
Elongation von Sprosssegmenten in Hafer durch Calciumantagonisten festgestellt
werden, wobei hier spezifisch GA-induzierte Zellelongation, jedoch nicht Elongation in
unbehandelten Sprossen inhibiert wurde (Montague 1993). Dies spricht fir eine direkte
Funktion von Calcium in der GA-induzierten Elongation. Diese Theorie wirde eine
positive Signalkaskade mittels CPK28 und GA postulieren, in der CPK28, durch GA-
induziertes Calcium aktiviert, zur GA-Biosynthese beitragt, was wiederum weitere GA-
abhangige Calcium-Stimuli zur Sprosselongation hervorrufen wirde. Unterstitzt wird dies
durch die bereits diskutierte Méglichkeit fir CPK28-induziertes GA in seiner Funktion als

mobiles Signal zur Sprosselongation (4.2.4.) (Dayan et al. 2012).

4.4.2. CPK28 in der Signalkaskade nach mechanischer  Stimulation

Einen Hinweis auf einen potentiellen Wirkungsmechanismus der CPK28 geben
Expressionsstudien, die erhthte CPK28-Expression bei Induktion von sekundarem
Dickenwachstum durch kinstliches Gewicht zeigten (Ko et al. 2004). Die Autoren
postulieren einen durch das zunehmende Gewicht des elongierenden Sprosses
generierten, internen Stimulus, mutmallich Calcium, der sekundares Dickenwachstum
initiiert und damit die Stabilitat des Sprosses verbessert. In Pappel konnte beispielsweise
wéahrend der Reaktivierung des Kambiums im Frihling ein starker Anstieg des
Calciumgehalts im Kambium festgestellt werden (Lautner und Fromm 2010), ein Prozess,
der in Arabidopsis nicht genauso stattfindet aber vielleicht mit dem Beginn des
sekundaren Dickenwachstums durch Initiation des interfaszikuldaren Kambiums verglichen
werden kann. Eine weitere Analyse zu Genexpression bei Bertihrung identifizierte CPK28
neben vielen calcium-bindenden, stressinduzierten und zellwand-modifizierenden Genen
zusatzlich als bertihrungsinduziertes Gen (Lee et al. 2005b). Expression der CPK28 wird
also tatsdchlich durch mechanische Reize stimuliert, die durch unterschiedliche

Umweltsignale vermittelt werden kénnen.
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Mechanische Belastung wie Berihrung oder Wind fuhrt bei Pflanzen zum Anstieg
cytosolischen Calciums (Knight et al. 1991, Knight et al. 1992) und zur Anschaltung
calcium-abhangiger Signalkaskaden. Vor allem Experimente im Wurzelhaar- und
Pollenschlauchwachstum lieferten hier Hinweise auf den Ablauf mechanischer Stress-
wahrnehmung (Monshausen und Gilroy 2009). Die erste Auswirkung von Belastung
zeichnet sich durch Deformation der Zellwand aus und wird aufgrund der bei normalem
Zellturgor enganliegenden Plasmamembran sofort auf diese Ubertragen (Monshausen
und Gilroy 2009). Die belastungsinduzierte Zugspannung der Plasmamembran fihrt zur
Offnung von Calcium-Kanilen und cytoplasmatischnem Calcium-Anstieg, der unter
anderem pH-Wert-Anderungen des Cytosols und der Zellwand bewirkt. Gleichzeitig
konnte Aktivierung membranstéandiger NADPH-Oxidasen gezeigt werden, die Ausbildung
reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) in der Zellwand verursachten (Monshausen et al.
2009), welche zusatzlich in die Zelle zuriickdiffundieren kénnen. Calcium-Anstieg, pH-
Wert-Senkung und ROS treiben cytosolische Signalkaskaden unter anderem zur
Expression berthrungsinduzierter Gene voran (Kurusu et al. 2013). Fir reaktive
Sauerstoffspezies ist nicht nur die Funktion in der Signaltransduktion bekannt, zusammen
mit dem erhéhtem pH-Wert in der Zellwand kénnen sie ebenso direkt die Rigiditat der
Zellwandmatrix mittels intermolekularer Quervernetzung von Zellwandpolymeren
verstarken (Monshausen und Gilroy 2009).

Als Kandidaten der bisher unbekannten Calcium-Kanéle zur Generation des mechano-
induzierten Calcium-Anstiegs werden neben verschiedenen membranstandigen rezeptor-
ahnlichen Kinasen (Seifert und Blaukopf 2010) auch andere membranstandige Proteine
(MscS-like = MSL-Proteine, midl-complementing activity = MCA-Proteine) diskutiert
(Kurusu et al. 2013). Die Funktion von MCA1 war fur Lignindeposition nach Zellwand-
beschadigung essentiell, ein Vorgang, der in Abh&ngigkeit von Calcium, ROS und JA die
Funktionalitdt der Zellwand nach Beschadigung aufrechterhalten soll (Denness et al.
2011). Nachdem auch wachstumsabhangige Zellexpansion den stdndigen Umbau der
Zellwand erfordert (Cosgrove 2005), werden fur Wachstumsprozesse ahnliche Signal-
kaskaden postuliert (Monshausen und Gilroy 2009). Auf diese Weise tragt also ein
calcium-induzierter Vorgang direkt zur Reaktion von Pflanzen auf mechanische Belastung
bei. Zellwand-abhéngige Calcium-Signalkaskaden konnen also direkt mit der
Modifizierung des Pflanzenwachstums mittels Veranderung der Zellwandeigenschaften
verbunden werden.

Eine potentielle Rolle fur CPK28 ist in Abbildung 4-1 dargestellt. Als berihrungs-
induziertes Protein, das in der Induktion von sekunddrem Dickenwachstum identifiziert
wurde (Ko et al. 2004, Lee et al. 2005b), kdnnte man sich folgendes Szenario vorstellen:

durch Veranderungen der Zellwand, moglicherweise durch das Gewicht des
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elongierenden Sprosses induziert, erfolgt Calcium-Anstieg im Cytoplasma und fuhrt zur
Aktivierung von CPK28, die, wie in der vorliegenden Arbeit beschrieben, eine
reprimierende Wirkung auf die Induktion des sekundaren Dickenwachstums hat. Dies
konnte vielleicht durch direkte oder indirekte Inhibition der ROS-Produktion durch
NADPH-Oxidasen geschehen, wodurch die ROS-induzierte Zellwandverstarkung und
nachfolgende Lignifizierung unterdriickt wiirden. Ubereinstimmend damit konnte fiir cpk28
erhohte Expression der NADPH-Oxidase RBOHD und erhdhte ROS-Produktion nach
flg22-Stimulus beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). In vitro-Phosphorylierung von
zwei RBOHD-Peptiden durch CPK28 wurde in dieser Arbeit gezeigt (Abb. 3-38), eine
direkte, inaktivierende Phosphorylierung in vivo wére also denkbar. Wenn im Fall des
CPK28-Funktionsverlusts die NADPH-Oxidase-Repression aufgehoben und damit mehr
ROS produziert wirde, konnte dies zu einer lUbermaflig verfestigten Zellwand und
erhohter Lignindeposition fuhren. Diese Lignifizierung findet, wenn durch Inhibition der
Cellulose-Biosynthese induziert, nur in Anwesenheit funktionaler RBOHD statt (Hamann
et al. 2009, Denness et al. 2011).

Mechanosensitiver Zellwand  Abpildung 4-1: Modell fiir die Rolle der CPK28
H*-Transporter Ca?-Kanal ARBOH in der Wahrnehmung von mechanischem
Plasma- 7 o Stress. Das hier gezeigte Modell adaptiert
membran UL Erkenntnisse aus der Untersuchung der durch

mechanischen  Stress  induzierten  Plasma-
membran-Signalkaskaden von Wourzelhaar- und
EF-Hand Pollenschlauchelongation. Membranspannung fiihrt
zur Offnung von Calcium-Kanélen, was pH-Wert-
Veranderung und NADPH-abhangige ROS-
Akkumulation in  Zellwand und Cytoplasma
verursacht. Veranderter pH, Calcium und ROS
initiieren cytoplasmatische Signalkaskaden,
pH-Anstieg ROS-Anstieg in  wahrend extrazellulare ROS und erhohter pH die
inder Zellwand  \1embranspannung der Zelwand  Rigiditdt der Zellwand verstérken. CPK28 (rot)
< f vollzieht hier eine durch mechanischen Calcium-
Stimulus aktivierte Rolle als cytoplasmatischer
{ . Repressor der ROS-Produktion, vielleicht durch
/v direkte inhibitorische = Phosphorylierung  der
caz /9\ NADPH ROS RBOHD. Dies fuhrt zu koordinierter Zellwand-
CPK28 NADP* verstarkung und zu kontrolliertem sekundéarem
\ l f / Dickenwachstum.  Abbildung verédndert nach
cytoplasmatische Signaltransduktion Monshausen und Gilroy (2009).

Zellwandrigidifizierung

Dieses Modell der CPK28-Funktion wird von der Tatsache unterstlitzt, dass fur die
ebenfalls in Untergruppe IV des CPK-Stammbaums positionierte CDPK1 aus Medicago
truncatula (Stammbaum in Boudsocq und Sheen (2013)) ahnliche zellulare Auswirkungen
beschrieben sind. Unterdriickung der MtCDPK1-Expression fiihrte zu erhohter ROS-
Produktion und Expressionssteigerung von Zellwand-Biosynthese-Genen (lvashuta et al.
2005), somit kbénnte MtCDPK1 als ebenso wie NaCDPK4 und NaCDPKS5 ein Homolog der
AtCPK28 darstellen.
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Auch viele genomweite Expressionsanalysen unter verschiedensten Bedingungen bzw.
Behandlungen deuten auf eine Bedeutung der CPK28 in der zellwand-abhangigen
Signaltransduktion hin: Die bereits genannte gewichtsabhangige Induktion des
sekundaren Dickenwachstums oder Berihrung, aber auch Ethylen-, Kalte- oder H,O,-
Behandlung, Bindung von Arabinogalactan-Proteinen der Zellwand mittels eines
synthetischen Inhibitors oder Uberexpression eines Transkriptionsfaktors in der DNA-
Replikation fiihren neben Expressionssteigerung verschiedener zellwand-modifizierender,
oft auch abwehrspezifischer Gene, immer auch zu erhdhter CPK28-Expression (Vlieghe
et al. 2003, De Paepe et al. 2004, Guan und Nothnagel 2004, Ko et al. 2004, Davletova et
al. 2005, Lee et al. 2005a, Lee et al. 2005b). Diese Kopplung der Expressionssteigerung
zellwand-modifizierender Gene und CPK28 spricht fir einen funktionalen Zusammenhang
zwischen CPK28 und dem Zellwand-Metabolismus oder auch der Zellwand-
Signaltransduktion.

In diesem Modell wére die fir cpk28 beobachtete Hormon-Deregulation vielleicht nur ein
sekundarer Effekt des CPK28-Funktionsverlusts, der durch verstarkte Induktion des
Zellwandmetabolismus' ohne reprimierende Funktion der CPK28 hervorgerufen werden
konnte. Wie schon in 4.3.3. erwahnt, kénnen Zellwand-Veranderungen JA-Signal-
transduktion und erhdhte JA-Level initiieren (Ellis et al. 2002a, Cafio-Delgado et al. 2003,
Hamann et al. 2009). Im Zuge der Bedeutung von JA im sekundaren Dickenwachstum
wird JA-Akkumulation von den Autoren auch als Effekt der zellwand-abhangigen
Mechanostimulation diskutiert (Sehr et al. 2010). Auch fiihrte chemisch-induzierte
Zellwandbeschéadigung in Abhangigkeit der Funktionalitat von RBOHD zu ektopischer
Lignindeposition in Wurzeln von Keimlingen (Denness et al. 2011). Eine Untersuchung
des potentiellen Einflusses der CPK28 auf die Regulation dieser Prozesse ist unbedingt
notwendig.

Uber einen direkten Effekt von Zellwand-Modifikation oder Mechano-Stimulation auf die
Gibberellin-Homoostase der Pflanzen gibt es keine detaillierten Informationen. Allerdings
ist Gibberellin insofern in die Regulation von Zellwandmodifikationen involviert, indem es
die Expression von Expansinen stimuliert, die eine Rolle in der Auflockerung von
Zellwandstrukturen wahrend der Zellelongation spielen (Cosgrove 2005). Transkriptions-
analysen konnten zeigen, dass DELLAs als Repressoren der GA-Signaltransduktion die
Expression vieler Zellwand-Biosynthese-Komponenten und zellwand-modifizierender
Enzyme inhibieren (Cao et al. 2006). Behandlung mit Gibberellin bzw. dessen
Biosynthese-Inhibitor Paclobutrazol 16ste weitfiihrende Modifikation der Genexpression im
Zellwand-Metabolismus aus (Ribeiro et al. 2012). Reduzierter GA-Gehalt in cpk28 kdnnte
unter anderem zu Uberméafiger Zellwandverhéartung aufgrund reduzierter GA-abhangiger

Zellwandlockerung und damit verminderter Zellexpansion fiihren. Applikation von

130



Diskussion

exogenem GA konnte durch Zellwandauflockerung diese Verhartung zumindest teilweise
beschranken, was im Falle der cpk28 die partielle Reversion der Sprosselongation nach
GA-Behandlung trotz erhéhter Lignifizierung (Abb. 3-26, 3-32) erklaren wiirde. Die bereits
diskutierte, antagonistische Wechselwirkung zwischen JA und GA (4.3.4.) kdnnte also
GA-Reduktion als Folge zellwand-induzierter JA-Akkumulation bewirken und die
beschriebenen hormonabh&ngigen Auspragungen des cpk28-Phanotyps erklaren.

Aus biologischer Sicht ist die beschriebene zellwand-abhéngige Regulation des
sekundaren Dickenwachstums sicherlich  sinnvoll. Bei Wahrnehmung eines
Belastungsstresses oder auch wahrend der Wachstumsphase des Sprosses werden
Elongationsereignisse wie Langenwachstum kontrolliert und sekundares Dickenwachstum
initiiert, um einerseits durch kambiale Zellteilung Zugspannung im belasteten Gewebe zu
vermindern und andererseits den Spross zu verstarken. CPK28 stellt in diesem Modell
also einen negativen Regulator des sekundéren Dickenwachstums dar, der je nach
mechanischer Belastung des Sprosses calcium-abhéngig Sprosselongation und

sekundares Dickenwachstum koordiniert.
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6. Anhang

Abbildung 6-1: Genomische Sequenz von CPK28 (At5g66  210). schwarz: Promotor; rot: 5°- und 3'- UTR,;
blau: Introns; gelb: Exons, Start- bzw. Stopp-Codon blau unterlegt

ggtct ggt gt at gggatttt gtttt gagaaagaat aaat ggacaact at gagt gagt aggtt agctt ggat catcattttt
gtttgtataccatgtatagtataagctgtatatgttagttatatccaccattcgttttagcttgtcatgcatgccgtgeac
acaccagcgat at gct gt aat gaaaat t tt gaagt t t gaggaaaaaaat gat t gggcccaaaagat gaaagcegt at t ggge
ccggt t ggtt ggget cact agt gat cat aat t ggt gagagggat ccaagt t gt at aacaaaacaaacat t aaaat acgtta
ggt gaagt agt agt attt gt t t aat aacat ggt cat gcacacgtttttcaat ct gagacaagt aaaaaaat aat gaaaaat
cagtttcagttcatact gccaagt aagt gcct cccgt cat cat aaaaacactttggttttcccat t aaaaaaaat t caaac
aatttcttcttcttataccatacatgattaaaatataatttgagcccttactt at aat aacagcgt acgggt agaagaagg
aaaaaagt at cggaat acggt t gt gcgt t ggaat ggcacgt gaat gt gat gcagt gcaccgt cagt gaccggat t t gcaaa
agagat aatttgttactttcctct gggcaaaatt caatt ct aagaagt cgaaccagt agaaaagaaaaaagaaaacgt at a
cgccttagattgtattat aaacatt act aaat at at at agacgttt t agaaaaat ggaaat ctt gt t t gaaaagaccaagt
caattt agt agaccaat aat ct aaggt t aaagt aat ct cagt t t gagt agggat t gaagacagggact t gaat act agt ac
aaaat acacaaaagat ccaggct agt aggaggaggct ct act aaaat at ggagt t t gt t agaaagt aat aaat gagagaca
cagagt ccat aat aat t t agt ggcaat aaat aat gat aat ggcaaact ct gaagt t gaat cgaat t gagt ct t accggggg

ATQ

A cagtt aaaat t ct cagaaat gt at aacaacaaaacaaaggt aaaaaaaaca
cagat aat aat aat aat aaaaaaaaaaaaagaagaagaaaaggcaaaaaaagt gggaaagt gagaaggat ctttcgtt ggg
gat cct cctt ggaggggt t cact cggcgcet tt gggt t t gaccaact caact ct aataat cttctctgecttcectctcettct
tcttctttcttctttcatctctttcttttattaatccecctttcttttctaactttctcgattcatcagagcc

gtacactttttccagcccttactagggtttcttttcceettt
tactagttgttggtatcttcctccactaccatctactagattcacat cagaaaaatagttgcggatctttttaatttagtt
taacactgattcccaatttgtactttgtttagttagttagtgctctttctctgttctttcatttgcaacattgttctgtgg
ttttactgcatcctctgetctgetttgaggtcactcatcaccatgttttgcetcacag

gtgagtctcctttcctcatttcttatagtctatccttcatgtatcggtggeattce
acattttactcttgcctttcttctag gtt agt cagcat c
tctcactactctttaatctattaccggt ggaat cgt aagaaagaacctaccttctcattattgatgetttcctttttttat
ttttcag
gtacattctcttgcttatacctcttaggatgtgetttttgttt
ctaataataaatcttctgcttttgctcctcctccaatttcttgeag
gt t agt act agct at caaaat ccacacaagcaaagt a
agt gtt aagagcgt attctgtt gatttct gt gat aaacaact caat cctt cacag

gt gt agt t gaaaactttc
tttcactggatttctatctatagcttttcttatttctttctcacttccttact aatatgtactat at gaat at ag

gtatgctttcgagtactaaagttagtgattttttcatgtgce
ggcggattctttgactaatgctattttgtctcttgectttgtag
gt
aagt t aaat gaggaagt t gt t ggat ggat aaaaacaaagt gat ccggacat gt ct ct aat gct tt gt gt ct cct t ct ggca
g
gt aaaagctcat gatattttgctttaagaacattact agttaaat ct aggcat
gatcagttaatctttatgcatccatttggccttttttctacag
gtagttatatttttgttttccattgcaattgcatctctgggggt at cagagggaga
cgtagtttcataat gagccgttgtgtacttgtatctttgetggtcacag

gt aagct gaact aacctctt
at caat at t ct cgt acggt agagt agat gt t t aggt aagt gggt gat gaaacccaat tt gt tt gt gaat cct cag

€ at at act a
gaagaggagt aagt aaaggat acagaat gt aatttgtt gggat gt gatatgtcttatcttcttatat gtaatgttggttgt
aagat aagt ggggt at tt t ggegt t t gt agt gat aagt aagt aat acttt ggt t gt t t aaggcgcagcaaaacaaagagag
aaagt ggagt gagaat cccat t gat gaaat at gagagagct ct t aaggt gcact agat gcaagaggacacgt ggcat t ccc
t gaat gggggacaaat ccaattttaaattttt aat ggtt gggcaccaaaagaaacat agagagccaget gt aatttcgatt
Ctatcatatattttgtctgtttccatttttcttataatattcgtttt

FUr CP28 sind bei TAIR vier Splice-Varianten annotiert, die in dieser Arbeit nicht weiter
untersucht wurden.
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Abbildung 6-2: Codierende Sequenzen (CDS) der putat iven CPK28-Interaktoren mit interagierender
Sequenz. schwarz: CDS; rot oder orange: mit CPK28-interagierende Sequenz im YZ2H-Experiment
(unterschiedliche Klone mit unterschiedlichen Farben). A PP2C (At1g67820), B CaS (AT5G23060), C Cys
(AT4G16500), D Glyk (AT3G61010) (fir Glyk sind unterschiedliche codierende Sequenzen bei TAIR bzw.
NCBI annotiert)

A
CDS PP2C laut TAIR

ATGACTAATAAACT TCCCTCAGAAGAAACAATCACGTCCCTTTCTTCTTTCATGGCTAGTACACT TAGCATTGOGTCACCC
TCTCCTTGITCTATTCCATTGI CGGT CACAAAGGT CTCGCCT TTAAAGAGAAAGAGACCTACCCACT TAAATATCCCTGAC
CTCAATCCTCAACAACCGATTTCAACTGATTACT TCCGT TTCAGAGAGGGT GACGCAAAGGT CTCGCCTTTAAAGAGAAAG
AGACCT GCCCACCTAAATAT CCCT GACCTCAATCCT CAACAACCGAT TCGAACTGATTACTTCAGT TTCACAGACTTTGCT
CACCAAAACGGECACCGTAAGCT TCGGTGECAATGGT TTTGGT GT CGT CTCCAGAAACGGTAAGAAGAAGT TTATGGAAGAT
ACTCACAGAATTGI TCCTTGI TTGGT TGGT AACT CCAAAAAGAGT TTCTTTGGAGT TTATGATGGTCATGGAGGT GCTAAA
GCTGCAGAATTTGT GGCTGAGAAT TTGCACAAATAT GT TGT TGAGAT GATGGAGAAT TGTAAGGGEGAAGGAGGAGAAAGT T
GAAGCCTTTAAGECTGCTTTTTTGAGGACT GATCGT GATTTCCTAGAAAAGEGTGT TGTGAGT GGTGCTTGCTGI GIT TACT
GCTGTGATACAAGATCAGGAGATGATTGTATCAAAT TTGGGAGATTGTAGAGCTGT CCTGT GTAGAGCAGGTGT TGCTGAG
GCTCTTACTGATGATCACAAACCAGGAAGGGATGAT GAAAAGGAAAGAAT TGAGAGT CAGGGAGGT TATGT CGATAATCAT
CAAGGGEECTTGECGAGT TCAGGGAATACT TGCGGT TTCCAGAAGCAT TGGAGATGCACACT TAAAGAAGT GGGTGGT TGCT
GAACCT GAGACGAGAGTACTAGAACT GGAACAAGATATGGAGT TTCTTGTCTTAGCT TCTGATGGACT TTGGGATGI GGT T
ACGC TAT AGTGAGGAGGAGAACT TG
GTTCAGGGECTTTGI CAATATGAGCCCAT CTTCGAAACT TCGT CGAGCT TCACT GGTCAAGT CTCCCAGATGT GCTAAATCC
CAAAGT TACTACTACAACT CAGAGAATGAATCACCCT CACT CAACCGT GAAAT AGCGAGT TCACCT TCAAAGT CACCGATA
ACACCGTGGAAGTCTCT T TGGGOCAAAGCGECT TGCAAAGAGCT TGCGAACCT GGCT GCAAAAAGAGGCAGTATGGATGAT
ATCACAGT GGTGATAATTGATCTCAACCATTACAAAGCGCTGA

B

CDS CasS laut TAIR

ATGCCTAT GGOGGAAATGCECAACGAAGT CTTCACTATCTGCAAAACTCACTCTTCCTTCTTCTTCTACTAAGAAGACACTG
AGTCTGAGACAAGT CTCTGT TTCACTTCCAACATCAACTTCAATCTCTCTGTTATCTCTCTTTGCATCTCCTCCTCATGAA
GCTAAAGCTGCTGI TTCCAT TCCCAAGGACCAAATCGT CTCCTCTCT CACT GAAGT GGAGAAAACAATCAACCAAGT TCAA
GAAACTGGTTCTAGTGTATTTGATGCAACGCAGCGT GT' GT TCCAAGT AGTAGGAGATGCTCTTAAACCAGCT TTGGACACT
GCTTTACCCATTGCAAAGCAAGCT GGTGAAGAAGCTATGAAGCT TGCTTCTCCTGCT TTCTCTGAAGCT TCAAAGAAAGCT
CAAGAAGCAATGCAGAGCTCTGGT TTTGATTCTGAGCCTGT CTTTAATGCT GCAAAGACAGTAACAGAT GTAGCACAACAG
ACGT CAAAAGCGAT AGAAGATGCTAAACCGAT TGCT TCAT CGACCAT GGATACGATTTCTTCAGCTGACCCTAGT GTCATT
GITGITGCTGCTGGTGCTGCGI TTCTTGCTTACCTTCTTCTCCCTCCTGI TTTCTCTGCCATCTCTTTTAACT TCCGTGGT
TACAAAGGT GATCT TACGCCGGCT CAAACGCT TGACCT TCTTTGCACCAAGAACT ACTTGATGGT GGATATAAGATCAGAG
AAAGACAAGGAGAAAGCCGGGAT TCCACGECT CCCT TCGAAT GCTAAGAACCGOGT GATCTCCATTCCATTAGAAGAACTA
CCAAACAAAGTAAAAGGAAT CGTGAGGAACT CTAAACGAGT TGAAGCAGAGATAGCAGCATTAAAGATTTCTTACCTCAAG
AAAATCAACAAAGCCT CCAATATCATCATCTTGGACTCGT ACACGGATTOGGCTAAGATAGT GGCGAAAACGT TAAAGGT T
CTCGGGTACAAGAATTGCTATATTGT GACAGATGGATTCT CTGGTGGCAGAGGAT GGT TGCAGAGCCGT TTAGGCACT GAT
TCTTACAACTTCTCGI TTGCACAAGT CTTGT CTCCATCGCGGAT TAT CCOGECAGCT TCGAGAAGCT TTGECACTAGGT CC
GGAACCAAGTI TCCTTCCTAGCTCCGACTGA

C

CDS Cys laut TAIR

ATGATGATGAAGTCGT TGATCTGI CTCTCTCTCATCCTCCTCCCACT TGTCTCCGT CGT GGAAGGT CTCGGTGGT GGTGGT
GGTCTTGGTAGCCGGAAGCCGATCAAGAAT GTATCTGATCCGGATGT TGT TGCGGT CECCAAGTATGCCAT CGAGGAACAT
AACAAGCAGT CCGAAGCGAGAAGT TGGT TTTCGT CAAGGT TGTGGAGGGAACGACGCAAGT GGTCTCCGGT ACAAAGTACGAT
CTGAAAAT TGOGGECCGAAGCATGGT GGTGGT AAGATCAAGAACTATGAGGCTGT TGTTGT TGAAAAGCT TGGECTTCATTCTA
AGAGCCTTGAGT CTTTCAAGCCGT TATAG

D

CDS Glyk laut NCBI

ATGCTGCTCTATTTGCTGAAGAGAAACAAT GT GT CAGCTGCCAT GT TTGCTCCTGGATGGEGTATATGAGACTGCACAACAA
CCCAATTTTAATTCGGCTCAGAATAAAT GGTGGT CACT TGTCGAGAAGT CATGT GGAATAGT CCAAACTATCCACAAGT CT
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TCCCTTTTTACTCGGATTTCAATCAGEGECTTTGGT TACCATGI TTCACT CCAAGGTCTCCAACAGTCAGATTGTTGCTTTT
AGTTTTATTCTTCACAGATGCCCCAT GGTGACAT CAGATGAAACCT CTAAACATGGAATCCTGCTTTCTTTCTCATCTCCA
TCACACGAGACGAAAT CCATTCTCGT TTCACGACAAGAAT CCATCT GTAGATTCAACAACATGT TCTTACAGT GTCTCGCC
ACGT CAGCGCAGACTGTATCCGAGT GGACAGT ACAGGAGACAAGCCT TGTCCT GGAT GATCAT GT TCAGTACCAGCAGAAA
CCCGAGACTTTACT TCCGGCATCACCGT TGGT CATTGAAGCT CATAACATGGAGCT TGTACCCGGT TATTCTGGT TCCAAG
AGCCTCAGGGT TAAGCTAGAAT GGAGACAGAAAGACCT TGAAGAT TCTGCATTCCCAAGGT ACAATGTGTATGOGGAGAAT
GTAAAGT CTACT GATCTAAGACCGAGGAAGGT TCTAGAGAAGCCGAGAAGCGAAACAGT GT TTCT CGGAGT CGCTCACGTA
CCATCCTATTACATAGCAGAACT GGT GGTAGAAT CAGACGTGAAAGGAGT CCGCTTTGT GTTCAAGCCTGT GCTAAAGATG
CTACGATTCACTTATCATGGTGEGEECTGGT CGGAATCGCAAT TGTCATTTCTTGCTTTCAATGATTTTGCTTGTGGGAATC
GACGTGGAGTACAATGT CTCCTATGT CTACCATGCCCTAGAT GCCTACATCGAGAGAGACAATGTCGECTTGAAAGGTTTC
ACCAAGT TCTTTAACGATTCAAGT CTTGAAGAACGAGGT TATGCTGAGAAGT TTATGGAGTATCAGATGCATTGT TTGCGA
TGGAGCTTGCACTGA

CDS Glyk laut TAIR (Sequenz nicht vollstandig im OR  F enthalten)

ATGCTGCTCTATTTGCTGAAGAGAAACAAT GT GT CAGCTGCCAT GT TTGCTCCTGGATGGEGTATATGAGACTGCACAACAA
CCCAATTTTAATTCGGCT CAGAATAAAT GGTGGT CACT TGTCGAGAAGT CATGT GGAATAGT CCAAACTATCCACAAGT CT
TCCCTTTTTACTCGGATTTCAATCAGEECTTTGGT TACCATGI TTCACT CCAAGGTCTCCAACAGTCAGATTGTTGCTTTT
AGTTTTATTCTTCACAGATGOCCCATGT TGATCTTCTTGATCTGGEGGGT CTCTCTCCTCTCATCTGATCTCOGTCTTTTCT
GATAGTACTCGAGAGGECATCTTTTAACGGAGGAGACTACATCACT TTTAGAGGAAAACT CGAGCGAGATGCGTATTTCACA
ACAAGCCTCTTCAAATCCCATCTTCATCTTTCATCTTCOCCCATCACAATTTCTTTCTCTGTGACATCAGATGAAACCTCT
AAACATGGAATCCTGCTTTCTTTCTCATCT CCAT CACACGAGACGAAAT CCATTCTCGT TTCACGACAAGAATCCATCTGT
AGATTCAACAACATGT TCTTACAGTGTCTCGCCACGT CAGOGCAGACTGTATCOGAGT GGACAGT ACAGGAGACAAGCCTT
GTCCTGGATGATCATGI TCAGTACCAGCAGAAACCCGAGACT TTACT TCCGGCATCACCGT TGGT CATTGAAGCTCATAAC
ATGGAGCTTGTACCCGGT TATTCTGGT TCCAAGAGCCT CAGGGT TAAGCTAGAAT GGAGACAGAAAGACCT TGAAGATTCT
GCATTCCCAAGGTACAATGT GTAT GCGGAGAATGTAAAGT CTACT GATCTAAGACCGAGGAAGGT TCTAGAGAAGCCGAGA
AGCGAAACAGTGT TTCTCGGAGT CGCTCACGT ACCATCCT AT TACAT AGCAGAACT GGT GGTAGAAT CAGACGT GAAAGGA
GTCCGCTTTGIGITCAAGCCTGTGCTAAAGATGCTACGAT TCACT TATCAT GGT GEEGECT GGT CGGAATCGCAATTGT CAT
TTCTTGCTTTCAATGATTTTGCT TGI GGGAAT CGACGT GGAGTACAATGT CTCCTATGT CTACCATGCCCTAGATGCCTAC
ATCGAGAGAGACAATGTCGCCT TGAAAGT TTATGGAGT AT CAGATGCAT TGT TTGOGATGGAGCT TGCACTGACT TTGGAG
AAACTTATTAAT GAAAAGCT TCTGAAGT TACAAAGT GT TGGT GT GAAGAACAATGATGT TAAGCTGGTTGATTTTGTAGAA
TCTGAGT TTCTAGGCGAGCT GGT CGAAGCCAT CAAGAAAAT CTCAGAGT ACAT AGAT GGAACAAAAATAAGGT CAATGCAG
TGGTGA

Tabelle 6-1: Oligonukleotide fuir Restriktionsklonie rungen. Verwendung siehe 2.2.3.
Oligonukleotid Oligonukleotid -Sequenz (5" -37) Annealing -
Bezeichnung Restriktionsschnittstellen klein Temperatur
CPK28 fwd Hindlll GGaagcttATGGGTGTCTGTTTC 56 C
CPK28- VK rev Smal cccgggATTCCCGCCTTCTC
PP2C- fwd EcoRI AAgaattcATGACTAATAAACTTCGCTCAGAAG 56 C
PP2C rev BamHI AAggatccTCAGCCTTTGTAATGGTTGAGATC
Cas fwd Clal AAatcgatATGGCTATGGCGGAAATGGC 56 C

CasS rev Smal AAcccgggGTCGGAGCTAGGAAGGAACTTGG

Cys fwd Clal AAatcgatATGATGATGAAGTCGTTGATCTGTC 56 C
Cys rev Smal AAcccgggTAACGCCTTGAAAGACTCAAGGC

PP2C- fwd Sall AAgtcgacATGACTAATAAACTTCGCTCAGAAG 56 C
PP2C rev Xhol AActcgagTCAGCCTTTGTAATGGTTGAG

Cas fwd Clal AAatcgatATGGCTATGGCGGAAATGGC 56 C
CasS rev Smal AAcccgggGTCGGAGCTAGGAAGGAACTTGG

Cys fwd Clal AAatcgatATGATGATGAAGTCGTTGATCTGTC 56 C
CasS rev Smal AAcccgggTAACGCCTTGAAAGACTCAAGGC

CPK28 fwd Xbal GCAtctagaATGGGTGTCTGTTTCTCCGCC 56 C

CPK28 rev Smal

TAcccgggTCGAAGATTCCTGTGACCTGCA
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Tabelle 6-2: Mutagenese-Oligonukleotide.

Verwendung siehe 2.2.3.

Oligonukleotid Oligonukleotid Sequenz (5° -3°) Annealing -
Bezeichnung (Mutation fettgedruckt) Temperatur
CPK28 S228A fwd CCATGACATTGTTGGTGCCGCCTATTATGTGG 60 T
CPK28 S228A rev CCACATAATAGGCGGCACCAACAATGTCATGG

CPK28 5228D fwd CCATGACATTGTTGGTGACGCCTATTATGTGG 60 T
CPK28 5228D rev CCACATAATAGGCGTCACCAACAATGTCATGG

CPK28 S318A fwd CTGCTGCACAAGCACTAGCACATGCGTGGGTTAGAG 60 T
CPK28 S318Arev CTCTAACCCACGCATGTGCTAGTGCTTGTGCAGCAG

CPK28 S318D fwd CTGCTGCACAAGCACTAGACCATGCGTGGGTTAGAG 60 T
CPK28 S318D rev CTCTAACCCACGCATGGTCTAGTGCTTGTGCAGCAG

CPK28 S495A fwd GAGATGGGAAAATAGCCCTGCATGAGTTCAG 60 T
CPK28 S495A rev CTGAACTCATGCAGGGCTATTTTCCCATCTC

CPK28 S495D fwd GAGATGGGAAAATAGACCTGCATGAGTTCAG 60 T
CPK28 S495D rev CTGAACTCATGCAGGTCTATTTTCCCATCTC

CPK28 G2A fwd CCCTTCACCATGGCTGTCTGTTTCTCCG 60 T

CPK28 G2A rev

CGGAGAAACAGACAGCCATGGTGAAGGG

Tabelle 6-3: Oligonukleotide fur Insertionsnachweis

in cpk28-1 bzw. cpk28-2 per Sequenzierung

Oligonukleotid Nachweis Oligonukleotid Sequenz (5° -3°) Annealing Produkt -
Bezeichnung (Mutation fettgedruckt) Temp lange in bp
CPK28 #1841 cpk28-1 LB CCACTAACCCATCAGTGTTGC 56 C 643
GABI-KAT-LB Insertion ATATTGACCATCATACTCATTGC
CPK28 #531 cpk28-1 RB AAGGTTCCATGACATTGTTG 56 C 695
GABI-KAT-RB Insertion GTGGATTGATGTGATATCTCC
CPK28 #143 cpk28-2 LB TCGAAGATTCCTGTGACCTGCAG 56 C 504
GABI-KAT-LB Insertion ATATTGACCATCATACTCATTGC
CPK28 #382 cpk28-2 RB | CACATGCGTGGGTTAGAGAAGG 56 C 760
GABI-KAT-RB Insertion GTGGATTGATGTGATATCTCC
Tabelle 6-4: Genotypisierungs-Oligonukleotide
Oligonukleotid Nachweis Oligonukleotid Sequenz (5° -3°) Annealing Produkt -
Bezeichnung Temp lange in bp
CPK28 fwd CPK28 WT | AAGGTTCCATGACATTGTTG 56 C 1217
CPK28 rev CATTCGAAGTTCCTCAGGCGTTATG
GABI-KAT-LB T-DNAin ATATTGACCATCATACTCATTGC 56 C 767 fur
CPK28 rev cpk28 CATTCGAAGTTCCTCAGGCGTTATG cpk28-1, 231
(beide fur cpk28-2
Linien)
PP2C fwd PP2CWT | AGGGGCTTGGCGAGTTCAGG 56 C ca. 600
PP2C rev aaggatccTCAGCCTTTGTAATGGTTGA
(Klonierungsprimer) GATC
SALK-LB T-DNAin TGGTTCACGTAGTGGGCCATC 59 C ca. 600
PP2C rev pp2c aaggatccTCAGCCTTTGTAATGGTTGA
GATC
AOS fwd AOSWT CTAACCGGAGGCTACCGTATC 56 C 1095
AOS rev CGAGAAATTAACGGAGCTTCC
SALK-LB neu T-DNAin ATTTTGCCGATTTCGGAAC 56 C ca. 700
AOS fwd aos CTAACCGGAGGCTACCGTATC
COI1-16 P2 COI1WT GAACACAATTTAGTACTAAGGACGC 68 C 340
ATTCCCAA
COl1-16 P4 AACTAGTTGGGTTCTTTAAGGCTGC
AGCTATTC
COI1-16 P2 coil-16 GAACACAATTTAGTACTAAGGACGC 68 C 340
(EMS ATTCCCAA
COI1-16 P3 Mutation) AACTAGTTGGGTTCTTTAAGGCTGC
AGCTAACT
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Tabelle 6-5: Oligonukleotide fiir semi-quantitative RT-PCR
Oligo - Nachweis Oligonukleotid Sequenz (5° -3°) Annealing Produkt -
nukleotid Tempe- lange in bp
Bezeichnung ratur
Actin2 fwd Referenzgen GTGAACGATTCCTGGACCTGCCTC 56 C 528
Actin2 fwd ACTIN2 GAGAGGTTACATGTTCACCACAAC
CPK28 #531 CPK28 vor AAGGTTCCATGACATTGTTG 52<C 319
CPK28 #3045 | Insertion CCCGCCTTCTCTAACCCACGC
CPK28 1439 CPK28 nach GATAGCAACACTGATGGGTTAGTG 52 C 308
CPK28 #2774 | Insertion GCAGGGCTTGGTGCTCTCTGTG
CPK28 #531 CPK28 Insertion | AAGGTTCCATGACATTGTTG 52<C 587
CPK28 #1841 | Uberspannend CCACTAACCCATCAGTGTTGC
Tabelle 6-6: Oligonukleotide fir qRT-PCR.  F = fwd-Oligonukleotid, R = rev-Oligonukleotid
Oligonukleotid Oligonukleotid Sequenz (5° -3°) Beschreibung Annealing -
Bezeichnung Temperatur
gRT-Actin2-F TCCCTCAGCACATTCCAGCAGAT Amplifikation 60 C
gRT-Actin2-R AACGATTCCTGGACCTGCCTCATC Referenz ACTIN2
gRT-NST1-F TCGAGCCTTGGGACATTCAAGAGA Amplifikation NST1 60 T
gRT-NST1-R ACCAGTCGTTTTGTGGCGTTGTT
gRT-NST2-F GCTCTTGAAGTATTACCTCCGCAA Amplifikation NST2 60 T
gRT-NST2-R ATCTCTTGAATATCCCAAGGCTCG
gRT-NST3-F GTGCCTCCAGGTTTCAGATTCC Amplifikation NST3 60 T
gRT-NST3-R TCCTCTTGAATATCCCAAGGCTCA
gRT-GA200x1-F | AGTGACGCCACCGAGAGAGCT Amplifikation 60 C
gRT-GA200x1-R | GGTGAGCCAATCTGAAAAGGCTTGG GA200x1
gRT-GA30x1-F ACCGTGCCACCGTTTCCTGG Amplifikation GA30x1 60 C
gRT-GA30x1-R | TAACCCGAGCGCGGTGCAAC
gRT-CPK28-F GCGTGGGTTAGAGAAGGCGGG Amplifikation CPK28 58 T
gRT-CPK28-R AGTGTGCTAGCAAGCGCCCT
gRT-PP2C-F AGGGGCTTGGCGAGTTCAGG Amplifikation PP2C 60 T
gRT-PP2C-R TCGTCTCAGGTTCAGCAACCACC
gRT-PDF1.2-F CTTTCGACGCACCGGCAATG Amplifikation PDF1.2 60 T
gRT-PDF1.2-F TCCGCAAACCCCTGACCATG
gRT-CORI3-F GAGGCGGCCAAAGATGCT Amplifikation CORI3 60 T
gRT-CORI3-R CAGGGCATAGAGTGCAGAGGTA
gRT-VSP2-F TCCATCAACTACGCCAACTG Amplifikation VSP2 60 T
gRT-VSP2-R CGGTTTTGGAGTCGTATTGG
gRT-AOS-F GAACCACCGGTTACGGCTCA Amplifikation AOS 60 T
gRT-AOS-R ACTTTAAACGCCGCGTCGTG
gRT-OPR3-F GGTGTTAATGGCTCAAAGCTCGC Amplifikation OPR3 60 T
gRT-OPR3-R CTCTGTTTGCCCGTAGGCGT
gRT-JAZ1-F AACTTGGCGAGCAAAGGCAC Amplifikation JAZ1 60 T
gRT-JAZ1-R TGGATGAGGAACTTGGTTTGCGA
gRT-JAZ10-F ATGTCGAAAGCTACCATAGAACTCG Amplifikation JAZ10 60 T
gRT-JAZ10-R GCCGATGAATCGGAATTGTTTCCAGTGG
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Abbildung 6-3: Schematische Darstellung der verwend eten Expressionskonstrukte (nicht
malstabsgetreu). 35S: 35S-Promotor des Blumenkohl-Mosaik-Virus’. PP2C: Protein Phosphatase 2 C, CaS:
Calcium Sensing Receptor, Cys: Cystatin/Monellin Superfamily Protein, eYFP: Yellow Fluorescence Protein,
HA: Hamagglutinin-Epitop, c-myc: c-myc-Epitop, GST: Glutathion-S-Transferase, pA35S: Terminator des 35S-
Promotors, NosT: Terminator des Nos-Gens. Dargestellt sind die zur Klonierung verwendeten
Restriktionsschnittstellen.

Pflanzenexpressionskonstrukte:

Strepll

358 PXCSG-CPK28-Strepll
oder pXCSG-CPK28-YFP

und alle Varianten
355

Strepll
— pXCSG-CPK28-(gen)-VK-Strepll bzw.
358 pXCSG-CPK28-(gen)-D188A-VK-Strepll
Hindlll  Smal Strepll

pXCS-CPK28-VK-Strepll bzw.

358
pXCS-CPK28-D188A-VK-Strepll

Hindlll Smal
pXCS-CPK28-VK-YFP bzw.
pXCS-CPK28-D188A-VK-YFP

35S

(0]
<
M
I -U

355 eYFP PXCSG-CPK32-YFP
EcoRl BamH|
355 PXNS2-PP2C-YFP
Clal Smal
PXCS-CasS-YFP
Clal Smal

35S eYFP pXCS-Cys-YFP

BiFC-Konstrukte:

Xbal Smal
35S c-mycl eYFP N173- pSPYNE 173-CPK28
BamH Smal
[ 355 | evFP ciss pPSPYCE (MR)-PP2C
Clal Smal

358 eYFP c155 pSPYCE (M)-CaS
Clal Smal

35S pPSPYCE (M)-Cys

E.coli-Expressionskonstrukt:
BamH| Smal

tac GST pGEX-4T1-PP2C

XXIII



