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Zusammenfassung

Calcium-abhéngige Proteinkinasen (CDPKs) sind Ser/Thr Protein Kinasen, die stress-
spezifische Anderungen cytoplasmatischer Calcium Konzentrationen erkennen und in definierte
Phosphorylierungsmuster zur Signalweiterleitung iibersetzten, worauf eine angemessene

adaptive Antwort auf sich stindig verindernde Umweltbedingungen erfolgt.

In dieser Doktorarbeit wurde die Rolle der beiden nahesten verwandten CDPKs CPK21 und
CPK23 aus Arabidopsis thaliana innerhalb der Signaltransduktion von Salz- und
hyperosmotischem Stress untersucht. Mittels phianotypischer Charakterisierung adulter Pflanzen
der beiden T-DNA-Insertionslinien cpk21 (SALK 029412) und cpk23 (SALK 007958) wurden
CPK21 und CPK23 als putative Negativregulatoren der Salzstressantwort identifiziert, die
insbesondere eine Rolle in der Antwort auf die osmotische Komponente des Salzstresses

spielen.

Messungen des Natrium- und Kaliumgehaltes in den griinen Geweben von Col-0, cpk2] und
cpk23 zeigten ein hoheres K'/Na'-Verhiltnis in cpk23 verglichen mit Col-0 nach eintigiger
Exposition mit 100 mM NacCl.

Auf RT-PCR basierende Expressionsstudien zeigten, dass die Expression von CPK2[ als
Antwort auf Salz- und hyperosmotischen Stress sowie ABA-Applikation aktiviert wird. CPK23
Transkriptakkumulation wurde als Antwort auf hyperosmotischen Stress sowie ABA-

Applikation beobachtet.

Auf eine Rolle von CPK21 in der Salzstressantwort weist auch die beobachtete biochemische in
vivo Aktivierung des Enzyms nach Salz- und hyperosmotischem Stress, sowie nach ABA-

Applikation hin.

Zur weiteren biochemischen Charakterisierung von CPK21 wurde der Einfluss der
Calciumbindung auf die Enzymaktivitit untersucht. Dafiir wurden verschiedene Strepll-
markierte Versionen, in denen die Calciumbindung an eine (EF1, EF2, EF3 oder EF4) oder zwei
EF-Hénde (C-terminales oder N-terminales EF-Hand Paar) verhindert wurde, transient in M.
benthamiana exprimiert. Nach Aufreingung dieser Enzymvarianten und anschlieBendem
Kinasetest mit unterschiedlichen Calciumkonzentrationen konnte gezeigt werden, das die N-
terminalen EF-Hénde fiir die biochemische Aktivierung des Enzyms essentiell sind.

In vergleichenden physiologischen Studien unter Verwendung von Col-0, den beiden T-DNA
Insertionslinien c¢pk21 und cpk23 sowie cpk21 und cpk23, welche die generierten CPK21- und
CPK23- Enzymvarianten unter Kontrolle des 35S-Promoters exprimierten, konnte gezeigt

werden, dass die Enzymvarianten in Abhéngigkeit ihrer in vitro Kinaseaktivitit,



unterschiedliche Fahigkeiten besaflen, den Mutantenphinotyp zu komplementieren. Damit
konnte zum ersten Mal eine Korrelation zwischen Ca”" - abhéngiger in vitro Kinaseaktivitit und

in vivo Funktion fir CDPKs gezeigt werden.

Summary

Calcium-dependent protein kinases (CDPKs) are Ser/Thr protein kinases which perceive
changes in cytoplasmic calcium concentrations and translate them into defined phosphorylation

patterns for signaltransduction in a continuously changing environment.

This PhD thesis addresses the role of the two closest homologs CPK21 and CPK23 from
Arabidopsis thaliana in signaltransduction events upon salt - and hyperosmotic stress.
Phenotypical characterisation of two T-DNA insertion lines cpk2/ (SALK 029412) and cpk23
(SALK 007958) identified CPK21 and CPK23 as putative negative regulators in the salt stress
response, with an unknown function in particular in response to the osmotic component of salt

stress.

Measurements of the sodium- and potassium content in green tissues of Col-0, cpk21 and cpk23
showed a higher K'/Na'-ratio in cpk23 compared to Col-0 after one day exposure to 100 mM
NaCl.

RT-PCR based expression studies showed an induction of CPK2[ expression after salt — and
hyperosmotic stress and ABA application. CPK23 transcript accumulation was observed in

response to hyperosmotic stress and ABA application.

The biochemical in vivo activation of CPK21 after ABA application, salt — and hyperosmotic

stress additionally refers to a role of the enzyme in salt signaltransduction.

For further biochemical characterisation of AtCPK21 the role of calcium binding for enzyme
activity was investigated. Therefore different Strepll-tagged enzyme variants, with single
mutations in all four EF-hands (EF1, EF2, EF3 oder EF4) and double mutations in either the C-
terminal or N-terminal EF-hand pair, preventing calcium binding, were transiently expressed in
N. benthamiana. After purification a kinase assay with different calcium concentrations was
performed. It was shown that the N-terminal EF-hands were essential for biochemical activation

of CPK21.

Physiological studies using Col-0, the two T-DNA insertion lines cpk2! and cpk23 and cpk21
and cpk23, expressing the generated CPK21- and CPK23- enzyme variants under control of the
35S-promoter showed different abilities of the enzyme variants to complement the mutant
phenotype dependent on their in vitro enzyme activity. This study showed for the first time a

correlation between Ca”" - dependent in vitro kinase activity and in vivo function for CDPKs.
v



1 Finleitung

1 Einleitung

1.1  Signaltransduktion in Pflanzen — Calcium

Um ihr Uberleben und die Fortpflanzung unter sich stindig dndernden Lebensbedingungen zu
sichern, miissen sich Pflanzen kontinuierlich den gegebenen Umstinden anpassen. Dabei
miissen unterschiedlichste abiotische Stressfaktoren wie Kilte, Salz-, Wasserstress, sich
verdandernde Lichtbedingungen, mechanische Belastungen und biotische Stressfaktoren wie
Pathogenbefall perzipiert werden. Geeignete pflanzliche Antworten auf diese Umweltsignale
werden Uber multiple Stresserkennungs- und Signaltransduktionswege ausgelost. Dabei
konnen die unterschiedlichen Signaltransduktionskaskaden an mehreren Punkten iiberlappen,
besitzen also die gleichen Komponenten oder fiihren zu gleichen Reaktionen. Second
Messenger wie Ca>", cAMP, cGMP, H,0, oder NO geben das empfangene Signal an Proteine
weiter, die eine angemessene Antwort auslosen. Jedoch sind die meisten Stresssensoren sowie

Signaltransduktionskomponenten noch nicht identifiziert.

Calcium stellt einen sehr wichtigen Second Messenger dar, um hormonelle -, Entwicklungs-
und externe Signale weiterzuleiten (Reddy, 1993; Reddy, 2000; Trewavas und Malho, 1998).
Calcium reguliert zellulire Prozesse wie Cytoplasmastromung, Gravitropismus,
Zellverlingerung, -differenzierung, -teilung, -polaritit, Photomorphogenese, Abwehr-
reaktionen und Stressantworten. (Hetherington und Brownlee, 2004; Reddy, 2000; Song et al.,
2008; Zielinskie, 1998). Diese Signale verursachen einen kurzzeitigen Anstieg der
cytosolischen niedrigen Calciumkonzentration (nicht stimuliert: 100-200 nM). Dabei wird
angenommen, dass die Dauer, die Stirke und die zelluldre Lokalisation der Oszillationen der
cytosolischen Calciumkonzentrationen fiir die spezifische Stressantwort der Zelle codieren
(Sanders et al., 2002; Evans et al., 2001). Der Anstieg der Calciumkonzentration sowie die
Linge und Frequenz der Calciumoszillation hdngen spezifisch vom Stress, vorheriger
Exposition mit dem spezifischen Stress sowie dem Gewebetyp ab (Chinnusamy et al., 2004).
Verdnderungen in der cytosolischen Calciumkonzentration werden von calciumbindenden
Proteinen perzipiert. Aus Pflanzen kennt man 3 Klassen von calciumbindenden Proteinen, die
Verdnderungen der cytosolischen Calciumkonzentrationen in Protein-Phosphorylierungen
iibersetzen. Dabei handelt es sich um Calmodulin, das unter anderem auch mit Calmodulin
abhingigen Kinasen interagiert, Calcineurin B- dhnliche (CBL) Proteine, die an CBL-
interagierende Proteinkinasen (CIPK) binden und diese aktivieren beziehungsweise
deaktivieren, sowie Calcium-abhédngige Protein-Kinasen (CDPK), welche als einzige Klasse

Calcium-bindende - und Kinase-Aktivitit in einem Molekiil vereint.



1 Finleitung

1.2 Calcium-abhingige Protein-Kinasen (CDPK5s)

CDPKs sind Serin/ Threonin-Kinasen, die nur in Pflanzen und einigen Prokaryoten, wie dem
Malariaerreger Plasmodium falciparum vorkommen. Sie bilden eine Genfamilie mit 34
Mitgliedern in Arabidopsis thaliana, und 29 Isoformen in Oryza sativa. Aufgrund von
Sequenzidentititen konnen die Arabidopsis thaliana CDPKs in einem phylogenetischen

Baum dargestellt werden, der sich in vier Untergruppen einteilt (siche Abbildung 1.1).
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Abbildung 1.1: Phylogenetischer Stammbaum der A. thaliana CDPK-Genfamilie, aus Cheng et al.,
2002. Die Linge der Aste gibt den phylogenetischen Abstand der einzelnen CDPKs wieder. Die in
dieser Arbeit untersuchten Genfamilienmitglieder CPK27 und CPK23 sind rot markiert.

Ob hohe Sequenzhomologie dhnliche biologische Funktion und Substratspezifitit bedeutet, ist
nicht bekannt. Es konnte einerseits gezeigt werden, dass die am nahesten verwandten CDPKs
aus Arabidopsis AtCPK4 und AtCPK11 die Abscisinsdure Signaltransduktion regulieren (Zhu
et al., 2007). Anderseits regulieren die beiden in SchlieBzellen exprimierten AtCPK3 und
AtCPK6 die Schlielzellenappertur, obwohl sie nur 59 % Sequenzidentitit auf Proteinebene

besitzen und verschiedenen Gruppen zugeordnet werden (Mori et al., 2006).
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1.2.1 Proteinaufbau von CDPKs

CDPKs besitzen eine hoch konservierte Struktur, die aus vier Dominen aufgebaut ist

(Abbildung 1.2).

] N EiETEEE
varigble  Kinasedoméine  Junction- Calmodulin-ghnliche  “APPildung 1.2: Schematische Darstellung
Domiine Domine Doméne der Doménenstruktur von CDPKs

Am N-Terminus befindet sich die variable Doméne, welche die groBten Sequenzunterschiede
zwischen den einzelnen CDPKs aufweist und eventuell fiir Substratspezifitidt verantwortlich
ist. CDPKs konnen am N-Terminus myristoyliert oder palmitoyliert vorliegen. Dabei handelt
es sich um posttranslationale Modifikationen, die eine Membranbindung ermdglichen. 24 der
34 CDPKs aus Arabidopsis thaliana weisen eine Myristoylierungsstelle auf (Bucher und

Bairoch, 1994).

C-terminal an die variable Doméne schlief3t sich die Kinase-Doméne an. Sie enthélt das aktive
Zentrum fiir die Proteinkinaseaktivitit, sowie die ATP-Bindestelle. Darauf folgt die 31
Aminosduren lange Junction-Doméne, deren C-terminaler Teil als Pseudosubstrat-Autoin-
hibitor fungiert. C-terminal lokalisiert befindet sich die Calmodulin-dhnliche Domine, welche
ungefdhr 40 % Sequenzidentitit mit Calmodulin aufweist (Chandran et al., 2005). Sie ist aus
zwei strukturellen Einheiten, dem C- und N-terminalen Lobe mit jeweils 2 calciumbindenden
EF-Hénden zusammen gesetzt. Jede EF-Hand weist eine “helix-loop-helix” Struktur auf und
bindet ein einzelnes Ca**-Ion. Die Calciumionenbindung findet in der 12 Aminosiuren langen
Schleife statt, wobei das Calciumion tiber Sauerstoffatome mehrerer saurer Seitenketten
sowie dem Carbonyl-Sauerstoffatom einer Peptidbindung komplexiert wird. Die Schleife
weist folgendes Muster auf: X*Y*Z*-Y*-X**-Z_ wobei die Aminosduren X, Y und Z an der
Calciumbindung beteiligt sind. Asn oder Asp werden meistens an Position X und Y gefunden,
Asn, Asp oder Ser an Position Z, unterschiedliche Aminosduren an Position —Y, an Position —

X normalerweise Asp, Asn oder Ser und an Position —Z Glu (Nakayama et al., 2000).
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1.2.2 Biochemische Aktivierung

Fiir die Aktivierung von CDPKs wurde ein Modell basierend auf biochemischen in vitro
Daten entwickelt (Harmon et al., 1994; Harper et al., 1994; Huang et al., 1996; Yoo und
Harmon, 1996; Vitart et al., 2000). Dieses Modell beschreibt einen Ruhe- und aktivierten
Zustand des Enzyms. Im Ruhezustand bindet die Junction-Doméne als Autoinhibitor/
Pseudosubstrat an das aktive Zentrum in der Kinase-Domédne und blockiert die Enzym-
aktivitdt. Stressinduzierte Erhoéhung der cytosolischen Calciumkonzentration fiihrt zu
Enzymaktivierung durch Autophosphorylierung und eine Konformationsédnderung, die auf
einer calciumabhéngigen Interaktion der autoinhibitorischen Junctiondomidne mit der
Calmodulin-dhnlichen Doméne beruht und die Junction-Doméne aus dem aktiven Zentrum

entfernt.

1.2.2.1 Biochemische Aktivierung — Calciumbindung

Fir 3 CDPKs aus Soja wurde eine 22-50 fache Stimulation der Enzymaktivitit durch
Calciumbindung gezeigt. Dabei weisen CDPKPB und CDPKy eine koorperative
Calciumbindung auf. Die Calciumbindeaffinititen der 3 CDPKSs unterschieden sich um den

Faktor 10 (Lee et al., 1998).

Die C- und N-terminalen EF-Hidnde sind jedoch nicht identisch in ihren Calcium- und
Peptidbindeeigenschaften. Die Messung der Calciumbindeaffinititen der EF-Hinde von
AtCPK1 und LeCPK1 aus Arabidopsis und Tomate zeigte, dass sich die 4 Calcium-bindenden
EF-Hand Motive in zwei Klassen von hoher und niederer Ca-Affinitit aufspalten, wobei die
C-terminalen EF-Hénde eine signifikant hohere Calciumbindeaffinitit aufwiesen, als die N-
terminalen EF-Hénde. (Christodoulou et al., 2004; Rutschmann et al., 2002). Wéhrend schon
bei basalen cytosolischen Calciumionen-Konzentrationen Calcium konstitutiv an die C-
terminalen EF-Hdnde gebunden ist, bindet es an die N-terminalen EF-Hénde erst nach

Calciumeinstrom in das Cytosol.

Des Weiteren wird basierend auf Rontgen-Kristall-Strukturstudien davon ausgegangen, dass
die autoinhibitorische Junction-Domidne schon bei niedrigen Calciumionenkonzentrationen
mit dem C-Lobe der Calmodulin-dhnlichen Doméne interagiert. Erst eine stressinduzierte
cytosolische Calciumkonzentrationserh6hung fiihrt zu der Interaktion des N-Lobes mit der
Junction-Domine, welche zu der aktivierenden Konformationsidnderung fiihrt (Chandran et

al., 2005 ).
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Diese Daten deuteten darauf hin, das C- und N-terminale EF-Hande unterschiedliche
Funktionen bei der Aktivierung des Enzyms haben. Dabei scheint der N-Lobe als Calcium-
Sensor-Domine zu fungieren, deren Calciumbeladung das Enzym aktiviert (Chandran et al.,

2005).

1.2.2.2 Biochemische Aktivierung — Autophosphorylierung

Calcium- und Mg-ATP abhédngige Autophosphorylierung, die als Mobilitdtsverdnderung in
der gelelektrophoretischen Auftrennung detektiert werden kann (Romeis et al., 2000 und
2001), wurde in fast allen untersuchten CDPKs festgestellt. Ausnahmen sind 2 CDPKs aus
»winged bean“. WbCDPK zeigt eine calciumunabhingige Autophosphorylierung (Saha und
Singh, 1995), wahrend WbPK keinerlei Autophosphorylierungsaktivitit aufweist (Ganguly
und Singh, 1998). Es wird angenommen, dass Autophosphorylierung der funktionellen
Regulation von CDPKs dient. Fiir NtCDPK2 konnte eine in vivo Aktivierung des Enzyms
durch Autophosphorylierung gezeigt werden (Romeis et al., 2001). Die calciumabhingige
Autophosphorylierung von GnCDPK aus Erdnuss erfolgt intramolekular und es wird
vermutet, dass Autophosphorylierung eine Vorraussetzung fiir Transphosphorylierungs-
aktivitdt des Enzyms ist (Chaudhuri et al., 1999). Im Gegensatz dazu wird WbCDPK Aktivitét
durch Autophosphorylierung inhibiert (Saha und Singh, 1995).

Hegeman et. al. (2006) identifizierten Autophosphorylierungsstellen in 8 CDPKs. In diesem
Experiment konnten in keiner der untersuchten CDPKs Autophosphorylierungsstellen in der
Junction-Doméne identifiziert werden. Konservierte Autophosphorylierungsstellen wurden
aber in der variablen -, Kinase- und Calmodulin-dhnlichen Doméne gefunden. Es wurde von
den Autoren vermutet, dass eine konservierte Stelle in EF-Hand 4 die Calciumbindung

beeinflusst.

Eine physiologische Funktion fiir Autophosphorylierung konnte noch nicht festgestellt
werden und auch die Reihenfolge oder wechselseitige Beeinflussung von

Autophosphorylierung und Calciumbindung wurde noch nicht aufgeklart.
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1.2.3 Biologische Funktionen von CDPKs

Fir viele CDPKs ist die biologische Funktion noch unbekannt. Jedoch weisen
Transkriptionsdaten, in vitro Phosphorylierungsdaten und phénotypische Untersuchungen von
CDPK Knock-Out-Pflanzen auf eine Funktion von CDPKs im Kohlenstoff- und
Stickstoffmetabolismus, Ionen- und Wassertransport, in der Cytoskelettorganisation,

Phospholipidsynthese, Pathogenabwehr und abiotischer Stressantwort hin.

CDPK Transkriptanstieg wurde nach Kalte-, Salz-, und Trockenstress nachgewiesen
(Berberich and Kusano, 1997; Urao et al., 1994; Tahtiharju et al., 1997; Martin und Busconi,
2001; Botella et al.,1996).

OsCDPK7 mRNA, jedoch nicht OsCDPK7 Protein aus Reis ist Kilte- und Salz-induzierbar
und OsCDPK?7 iiberexprimierende Pflanzen sind Kaélte/ Salz- und Trockenstress-resistenter
als Wildtyp-Pflanzen (Saijo et al., 2000). Gen- und Proteinexpression von OsCDPKI13
wurden nach Kailtestress induziert, jedoch nach Salz- und Trockenstress inhibiert. Des

Weiteren wurde das Enzym nach Kilte beziehungsweise Gibberillinbehandlung

phosphoryliert (Abbasi et al., 2004).

Transkript von AtCPK10 und AtCPK11 akkumuliert nach Salz- und Trockenstress, jedoch
nicht nach Kilte- oder Hitzestress. Die Behandlung der Pflanzen mit ABA hatte keinerlei
Effekt auf die Transkription der beiden Gene. Dies deutet darauf hin, dass beide Gene als

Antwort auf eine Anderung des osmotischen Potentials aktiviert werden (Urao et al., 1994).

Die Expression der beiden CDPKs ZmCDPK1 und ZmCDPK?7 aus Mais wird durch Kilte
induziert (Berberich und Kusano, 1997). McCDPK1 aus Mesembryanthemum crystallinum
wird durch Salz- und Trockenstress induziert (Patharkar und Cushman, 2000). Die Protein-
und Genexpression von VICPK1 aus Ackerbohne (Vicia faba L.) wurde durch Abscisinsdure
und Trockenstress induziert, jedoch nicht durch NaCl, Kélte- oder Hitzestress (Liu et al.,

2006).

Zhu et al. (2007) zeigten, dass ABA-Applikation die Proteinmenge von AtCPK4 und
AtCPK11 erhoht und die Enzyme biochemisch aktiviert, wihrend die Transkription der
beiden Enzyme nicht beeinflusst wird. Des Weiteren wiesen die cpk4 und cpkll Einzel- und
Doppel-Genverlust-Pflanzen im Vergleich zu Col-0 Wildtyppflanzen eine ABA- und Salz
insensitivere Samenkeimung auf. Im Gegensatz dazu zeigten die cpk4 und cpkll Einfach-
und Doppel Genverlust-Pflanzen einen salzhypersensitiven Phénotyp im Keimlingswachstum

nach Umsetzten auf NaCl haltiges Medium, 4 Tage nach der Keimung.
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Eine 56 kDa CDPK aus Reis wurde nach Kiltestressapplikation biochemisch aktiviert (Martin
und Busconi, 2001). Eine weitere 41 kDa CDPK aus Reis wurde nach Kilte-, Salz- und

Trockenstress biochemisch aktiviert (Li und Komatsu, 2000).

Eine Funktion in der Antwort auf Trocken- und Salzstress wurde auch fiir die in dieser Arbeit
untersuchte AtCPK23 von Ma und Wu beschrieben. Cpk23 Knock-Out- Pflanzen zeigten eine
verstirkte Toleranz gegen Trocken-, osmotischen - und Salzstress. Des Weiteren wurde nach
Salzstress ein groferes Kalium/ Natriumverhéltnis im oberirdischen Gewebe der Knock-Out-
Pflanze, verglichen zum Col-0 Wildtyp, festgestellt. Dies deutet auf eine verinderte

Kaliumaufnahme hin (Ma und Wu, 1997).

Bisher ist wenig bekannt iiber Phosphorylierungssubstrate von CDPKs und die meisten Daten
wurden in vitro gewonnen. Bei der Untersuchung von Phosphorylierungsakivititen in vitro
zeigen CDPKs jedoch eine grofle Promiskuitdt, sodass diese Daten vorsichtig zu bewerten
sind. 2006 wurde eine Interaktion von AtDil9 mit AtCPK11 in einem Yeast Two Hybrid
Assay gezeigt. Im ebenfalls durchgefiihrten in vitro Kinase Assay wurde AtDil9 ebenfalls
durch AtCPK11 phosphoryliert. (Rodriguez Milla et al., 2006). In einem Yeast two Hybrid
Experiment wurde eine Interaktion von McCDPK1 mit CSP1 (CDPK substrate protein 1)
nachgewiesen. Auch in vitro wurde CSP1 durch McCDPK1 phosphoryliert (Patharkar und
Cushman, 2000). Weiterhin konnte ein synthetisches Peptid der 1-Amino-Cyclopropan-1-
Carboxylat-Synthase LeACS2 (ein Enzym aus der Ethylenbiosynthese) aus Tomate durch
mehrere CDPKs u.a. LeCDPK2 (in vitro) phosphoryliert werden (Sebastia et al., 2004).
AtCPK4 und AtCPK11, die die ABA Signaltransduktion in SchlieBzellen regulieren, konnten
die ABA responsiven Transkriptionsfaktoren ABF1 und ABF4 in vitro phosphorylieren (Zhu
et al., 2007).

Signaltransduktionsnetzwerke, an denen CDPKs beteiligt sind, sind noch ungeniigend
untersucht. Fiir NtCDPK2 konnte eine Verbindung mit MAPK- und Hormon Signalwegen
gezeigt werden (Ludwig et al., 2005). Die Uberexpression von OsCDPK?7 aus Reis resultiert
in Kélte und Salzstress resistenteren Pflanzen. Dabei wurden die (Wasserstress-responsiven)
LEA Gene nach Salz-, jedoch nicht nach Kiltestress aktiviert. Dies deutet darauf hin, das
OsCDPK7 an der Signalkaskade fiir Salz- und Kiltestress beteiligt ist, jedoch zwei

unterschiedliche stressspezifische Signalwege aktiviert (Saijo et al., 2000).
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1.3 Abiotischer Stress

Pflanzen sind neben biotischen Stressfaktoren wie Pathogenbefall unterschiedlichsten
abiotischen Faktoren wie Hochsalz, Trockenheit oder extremen Temperaturen ausgesetzt. Im
Gegensatz zu Tieren sind Pflanzen jedoch sessile Organismen und miissen sich den
gegebenen Umweltbedingungen anpassen. Da Pflanzen oft mehr als einen Stress gleichzeitig
erfahren und diese in unterschiedlichen Entwicklungsstadien auftreten konnen, ist ein sehr

komplexes System notig, das Toleranz gegeniiber allen Umweltfaktoren gewdhrleistet.

Einige abiotische Stressfaktoren iiben - neben spezifischen - auch allgemeine Effekte auf
Pflanzen aus. Trockenheit zum Beispiel limitiert das Pflanzenwachstum aufgrund reduzierter
Photosynthese und geringerer Nahrstoffzufuhr. Salzstress 10st photooxidativen Stress aus, da
es zu physiologischer Trockenheit fithrt (Zhu, 2002). Osmotischer Stress und der damit
verbundene oxidative Stress ist eine Konsequenz von Trockenheit, hohen Salzkonzentrationen
und Frost (Mahajan und Tuteja, 2005; Thomashow, 1999; Shinozaki und Yamaguchi-
Shinozaki, 2000).

1.3.1 Salzstress

Ungefdhr 6 % agrarwirtschaftlich genutzter Flachen sind von hohen Salzkonzentrationen
betroffen. Dies stellt auf Grund der reduzierten Ernteertrige ein grofles Problem fiir die
Landwirtschaft dar (Munns et al., 1999). Hohe Salzkonzentrationen iiben mehrere Effekte auf
Pflanzen aus. Es fiihrt zu einem Wasserdefizit auf Grund des reduzierten Wasserpotentials,
verursacht osmotischen Stress und die hohen Tonenkonzentrationen von vor allem Na', CI
und SOy, haben eine cytotoxische Wirkung. Ein Uberschuss an Na" und CI"im Cytoplasma
stort die Photosynthese (Seemann und Critchley, 1985; Locy et al., 1996) und inhibiert die
Proteinsynthese (Hurkman und Tanaka, 1987).

In der ersten Phase der Salzexposition (Minuten bis Stunden) wirkt vor allem der osmotische
Effekt des Salzstresses auf die Pflanze und die Wasseraufnahme wird behindert. Nach Tagen
und Wochen stort die cytotoxische Wirkung der aufgenommenen lonen die Entwicklung der
Pflanze. Na" und CI lagern sich an Proteine und Enzyme an, wodurch diese inhibiert oder
denaturiert werden. Des Weiteren konkurriert Na™ mit K in biochemischen Prozessen und
Na® limitiert durch den direkten Einfluss auf Transporter und Kanile in der Wurzel-
Plasmamembran und indirekt durch Inhibierung des Wurzelwachstums auf Grund
osmotischer Effekte die Aufnahme von Phosphor, Kalium, Nitrat und Calcium. All diese
Prozesse storen das metabolische Gleichgewicht und verursachen oxidativen Stress durch die
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vermehrte Produktion von Reaktiven Sauerstoff Spezies (ROS). Dies fithrt zu einer
Reduzierung der Zellexpansion, Assimilatproduktion, Membranfunktion und dem

cytosolischen Metabolismus (Zhu, 2001 und 2002).

Die zellulidre Ionen-Homoostase und Hyperosmolaritidt werden iiber die zelluldre Aufnahme,
Sequestrierung, Export und ,,Long-Distance® Transport von Ionen reguliert. So soll die
Aufnahme und der Transport von Na'-Ionen in die Blitter limitiert werden und iiberschiissige
Ionen werden in der Vakuole sequestriert, um deren cytotoxische Effekte zu vermeiden und
ein hohes cytosolisches K /Na'-Verhiltnis zu erzielen. Dafiir werden verschiedene ATPasen,
Wasser-Kanal-Proteine und Ionen-Transporter transkriptionell und auf Proteinebene, zum
Beispiel durch Phosphorylierung reguliert. In héheren Pflanzen werden Na'-Ionen durch
Tonoplast - und Plasmamembran lokalisierte Na'/H'-Antiporter aus dem Cytosol transportiert
(Apse und Blumwald, 2007; Zhang et al., 2001; Blumwald et al., 2000). Die Transkription
dieser Antiporter wird durch erhdhte cytosolische NaCl-Konzentrationen induziert. Die
Uberexpression der vakuoliren Na'/H'-Antiporter NHX1 (Apse et al., 1999) und AtAVPI
(Gaxiola et al., 2001) in Arabidopsis erhohte deutlich die Salztoleranz. Das Salt-Overly-
Sensitive (SOS) System mit den Komponenten SOS1, SOS2 und SOS3 erkennt einen
Salzstress induzierten Calciumkonzentrationsanstieg (Zhu 2002). Dabei fungiert SOS3
(CBLA4) als Calciumsensor, der das Calciumsignal an SOS2 (CIPK24), eine Serin/ Threonin-
Proteinkinase, weiterleitet und diese aktiviert. SOS2 phosphoryliert den Na'/H'-Antiporter
SOS1, welcher Na' aus dem Cytosol in den Apoplast transportiert.

Natrium gelangt tiber den Transporter HKT1 (Rubio et al., 1995; Uozumi et al., 2000) und
nichtselektive Kationen-Kandle und -Transporter in die Zelle. Auf sehr salzhaltigen Béden
konkurriert Na” mit K™ um die Aufnahme. Vermehrte Na' -Aufnahme fiihrt zu einem
geringeren K' /Na'-Verhiltnis, was sich ungiinstig auf biochemische Prozesse auswirkt.
Versuche mit K'-Kanal iiberexprimierenden transgenen Melonen (HAL1) und 4. thaliana
(AtHAL3a) lassen vermuten, dass vermehrte Kalium-Akkumulation ein wichtiger Faktor fiir

Salztoleranz darstellt (Bordas et al., 1997; Espinosa-Riuz et al., 1999).

Die durch Sequestrierung erzielten hohen Na'-Konzentrationen in der Vakuole erfordern ein
Ausgleichen des cytosolischen osmotischen Potentials durch die Produktion von Osmolyten.
Osmolyte sind nichttoxische Molekiile kleiner molekularer Masse, die nicht mit dem
zelluldren Metabolismus interagieren. Sie helfen den Turgordruck konstant zu halten,
beeinflussen die Membranfluiditét, detoxifizieren Reaktive Sauerstoffspezies und helfen die

Hydrathiille um Proteine aufrecht zu erhalten (Hoekstra et al., 2001). Transgene Pflanzen, die
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Osmolyte wie Mannitol (Karakas et al., 1997) oder Prolin (Hong et al., 2000) akkumulieren,

zeigten eine erhdhte Salztoleranz.

Es wird angenommen, dass Ionenkanile und —transporter Sensoren fiir Salzstress darstellen.
Jedoch auch der Turgordruckverlust und die durch Na'-Einstrohm verursachte
Membrandepolarisation konnten als Signal fiir Salzstress dienen. Salzstresssignale werden
durch Ca” und Rezeptor-Kinasen weitergeleitet, aber auch ABA und H,0, spielen eine Rolle
in der Salzsignaltransduktion. Salzstress 16st innerhalb von 5-10 Sekunden

Calciumoszillationen aus (Knight et al., 1997).

Bereits verdffentlichte Daten lassen vermuten, dass CDPKs an der Weiterleitung
salzinduzierter Calciumsignale beteiligt sind. Transkript von AtCPK10 and AtCPKI11
akkumuliert nach Salz- und Trockenstress, jedoch nicht nach Kailte- oder Hitzestress. Dies
deutet darauf hin, dass beide Gene an der Signaltransduktion von osmotischem Stress beteiligt
sind (Urao et al.,, 1994). OsCDPK?7 fiberexprimierende Pflanzen sind Kélte/ Salz- und
Trockenstress-resistenter (Saijo et al., 2000). Auch fiir die in dieser Arbeit untersuchte
AtCPK23 wurde eine Funktion in der Antwort auf Trocken- und Salzstress gezeigt. Cpk23
Genverlust- Pflanzen zeigten eine verstirkte Toleranz gegen Trocken-, osmotischen - und
Salzstress. Dies lédsst sich eventuell mit erhohter Kaliumaufnahme erklaren (Ma und Wu,
1997). Salzstress aktiviert neben CDPK Signalkaskaden auch andere Signaltrans-
duktionswege, darunter MAPK-Kaskaden. Dabei stellen die MAPK-Signalwege den stirksten
Beweis fiir ,,cross-talk zwischen verschiedenen abiotischen Stresssignalwegen dar. So
werden AtMPK3, AtMPK4 und AtMPK6 durch Salzstress aktiviert, AtMPK4 aber auch
durch Kilte, niedrige Luftfeuchtigkeit, osmotischen Stress und Verwundung (Mizoguchi et
al.,, 1996; Ichimura et al., 2000). Auch eine putative MAPK Kinase Kinase wurde als
Negativregulator der Salzstressantwort identifiziert (Gao und Xiang, 2008).

ABA spielt eine wichtige Rolle in der Adaption an Salzstress. ABA akkumuliert in Wurzel
und Spross auf Grund von hohen Salzkonzentrationen ausgelostem ionischen - und
osmotischen Stress (Jia et al., 2002). ABA reguliert, ausgeldst durch Ca'-Oscillationen, den
Wasserhaushalt durch SchlieBen der Stomata und Genregulation von Genen, die an der
Osmolytbiosynthese beteiligt sind, beziehungsweise schiitzend wirken (LEA-like Gene,
darunter RD - (responsive to dehydration), KIN - (cold inducible) und RAB - Gene
(responsive to ABA)) (Hasegawa et al., 2000; Leung und Giraudat, 1998; Schroeder et al.,
2001; Zhu, 2002).
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1.3.2 Osmotischer Stress

Wasser ist mit 80 % bis 95 % Biomasseanteil in nicht verholzten Pflanzen das zentrale
Molekiil in allen physiologischen Prozessen. Es dient dem Transport von Metaboliten und
Néhrstoffen und der in Pflanzen durch Wasser erzeugte Turgordruck ist verantwortlich fiir das
Zellwachstum. Der Wasserpotentialgradient iiber Plasmamembranen bestimmt den Fluss von
Wasser, abhédngig von der Konzentration geloster Molekiile innerhalb und auBlerhalb der
Zelle. Das Wasserpotential setzt sich hauptsichlich aus Druck und osmotischem Potential
zusammen und ein positiver Turgordruck kann durch stindige Anpassung des osmotischen
Potentials aufgebaut werden. Verdnderungen im Wasserpotential durch Trockenheit,

Hochsalz oder Frost 16sen osmotischen Stress aus.

Wie schon in Absatz 1.3.1 beschrieben, reagieren Pflanzen auf osmotischen Stress
metabolisch mit einem verdnderten Kohlenstoffmetabolismus und der Synthese von
Osmolyten wie Zuckern, Polyolen und Aminosduren, zellulir durch eine verdnderte
Aufnahme, Transport und Sequestrierung von Ionen und morphologisch durch die
Inhibierung des Sprosswachstums und Aktivierung des Wurzelwachstums. So sollen die
zelluldre Ionen-Homoostase reguliert und Toxine detoxifiziert werden (Hasegawa et al.,

2000).

Neben der Regulation des osmotischen Potentials haben Osmolyte auch eine Funktion im
Abfangen reaktiver Sauerstoffspezies und sie helfen die Konformation von Enzymen zu

stabilisieren (Smirnoff und Cumbes, 1989; Hong et al., 2000).

Hyperosmolaritdt verursacht des Weiteren oxidativen Stress durch vermehrte Bildung von
reaktiven Sauerstoffspezies (ROS; zum Beispiel: Wasserstoffperoxid, Hydroxylradikale und
Superoxidradikale). Die Fahigkeit, ROS abzufangen und deren schéddliche Wirkungen zu
minimieren, stellt eine wichtige Eigenschaft von Stresstoleranz dar. Die Uberexpression des
Enzyms Superoxiddismutase (SOD), welches die Umwandlung von Superoxidanionen in
Hydrogenperoxid und Wasser katalysiert, fithrt zu einer erhdhten Stresstoleranz gegeniiber
abiotischen Stressen wie tiefen Temperaturen und Trockenheit (Bohnert und Sheveleva,
1998).

Auch die Rezeptoren flir osmotischen Stress sind noch nicht bekannt. Kandidaten fiir
Ionenstressrezeptoren sind lonentransporter, lonenkanile, die mechanische Verdnderungen
detektieren sowie Membranproteine, die Verdnderungen im Turgordruck wahrnehmen

konnen. Sekundére Signalstoffe wie die Phytohormone ABA und Ethylen, reaktive Sauerstoff
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Spezies (ROS) und Second Messenger wie Calcium und Phospholipide sind an der
Signalweiterleitung beteiligt (Xiong und Zhu, 2002; Boudsocq und Lauriere, 2005).

1.3.3 ABA als Signalhormon fiir abiotischen Stress

Neben der Regulation von Entwicklungsprozessen wie Samenreife und Blattseneszenz nimmt
Abscisinsdure (ABA) eine sehr wichtige Rolle fiir die Antwort auf unterschiedliche abiotische

Stresse wie Trockenheit, Salz und Kilte ein.

Die ABA Verfligbarkeit wird unter Wasser- und osmotischem Stress entweder durch
vermehrte Biosynthese oder Umverteilung gesteigert (Slovik et al., 1995; Zeevaart und
Creelman, 1988). Erreicht die ABA Konzentration einen bestimmten Schwellenwert, werden
Stress-assoziierte Reaktionen wie SchlieBen der SchlieBzellen durch Turgorregulation oder
verdnderte Genexpression ausgelost, wobei die Genexpression von circa 14 % aller
Arabidopsisgene durch ABA reguliert wird (Huang et al., 2007; Rock, 2000; Webb et al.,
2001). Die ABA-Konzentration steigt jedoch relativ langsam, weswegen angenommen wird,

dass ABA vor allem adaptive Prozesse reguliert.

So wird ABA eine Rolle in der Adaption an den vorherrschenden Wasserstatus zugeschrieben
(Christmann et al., 2006). Salz-, Kailte- und Trockenstress werden hauptsdchlich mit
reduzierter Wasserverfiigbarkeit assoziiert. Widhrend Pflanzen diesen abiotischen
Stressfaktoren ausgesetzt sind, wird die Transkription vieler Markergene sowohl ABA-

abhingig als auch —unabhéngig reguliert.

Bisher wurden drei Proteine als ABA-Rezeptoren publiziert. Dies waren 2004 der putative G-
Protein gekoppelte Rezeptor GCR1 (Pandey und Assmann, 2004), 2006 das RNA-
Bindeprotein FCA (Razem et al., 2006) und die Mg-Chelatase Untereinheit H (Shen et al.,
2006). Keines dieser drei Proteine konnte jedoch als ABA-Rezeptor bestétigt werden.

Ca”™ wurde neben anderen Molekiilen als Second Messenger der ABA-abhingigen
Signaltransduktion identifiziert. Calciumoszillationen verursachen das Schlieen der
SchlieBzellen (Schroeder et al., 2001). Die CDPKs AtCPK4 und AtCPK11 sowie AtCPK3
und AtCPK6 sind an der ABA Signaltransduktion sowie der Regulation Ca*"-permeabler
Kanile in Schlieflzellen beteiligt (Zhu et al., 2007; Mori et al., 2006).
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1.4 Zielstellung dieser Arbeit

CDPKs spielen eine Rolle in der Signaltransduktion einer Vielzahl verschiedenster
abiotischer und biotischer Stressfaktoren. In der vorliegenden Arbeit sollte die Rolle der
beiden am nahesten verwandten CDPK-Isoformen CPK21 und CPK23 aus Arabidopsis
thaliana innerhalb der Signaltransduktion von abiotischem Stress untersucht werden. Dafiir
wurden phanotypische Untersuchungen sowie auf RT-PCR basierende Expressionsstudien
nach Applikation der oben genannten abiotischen Stressfaktoren unter Verwendung von
Arabidopsis thaliana Col-0 Wildtyp, CPK21- und CPK23- T-DNA Insertionslinien sowie
komplementierten CPK21 und CPK23 T-DNA-Linien durchgefiihrt.

Neben der Untersuchung der biologischen Funktion von CPK21 und CPK23 innerhalb der
Signaltransduktion von Salz und osmotischem Stress wurde CPK21 biochemisch
charakterisiert. Insbesondere wurde der Einfluss von (Auto-) Phosphorylierung und
Calciumbindung des Enzyms nach Stressstimulus auf die Enzymaktivitdt untersucht. Dafiir
wurden verschiedene Versionen des Strep-markierten Enzyms transient in N. benthamiana
exprimiert. Bei diesen Versionen handelt es sich um eine verkiirzte Form ohne Autoinhibitor
und C-terminaler Doméne, einer Mutante ohne Proteinkinase-Aktivitit, sowie Mutationen in

den EF-Hénden, welche die Calciumbindung vermitteln.

Weiterhin wurde die Aktivierung von CPK21 nach Salz- und osmotischem Stress sowie nach

ABA-Applikation in planta untersucht.
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2 Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1 Chemikalien und Oligonukleotide

Alle verwendeten Laborchemikalien besaen analytischen Reinheitsgrad und wurden, sofern
nicht anders aufgefiihrt, von den Firmen Applichem (Darmstadt), GE Healthcare (Freiburg),
Bio-Rad (Miinchen), Fluka (Schweiz), Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Serva
(Heidelberg) oder Sigma (Steinheim) verwendet. Die Inhaltsstoffe der Nahrmedien wurden
von Duchefa (Niederlande) bezogen. Oligonukleotide wurden von Invitrogen (Karlsruhe)
synthetisiert. Die Sequenzen der verwendeten Oligonukleotide und die entsprechenden PCR-
Bedingungen sind im Anhang aufgefiihrt. Sequenzierungen wurden von Dr. Meixner GmbH

an der Humboldt Universitét Berlin durchgefiihrt.

2.1.2 Pflanzenmaterial

In dieser Arbeit wurde Arabidopsis thaliana (Okotyp Col-0) und Nicotiana benthamiana
verwendet. Nicotiana benthamiana diente der transienten Expression von Proteinen fiir die

biochemische Charakterisierung der untersuchten Arabidopsis thaliana CDPKs.

2.1.3 Arabidopsis thaliana

In der vorgelegten Arbeit wurden eine Wildtyplinie (Okotyp Col-0) und 4 T-DNA
Insertionslinien im Col-0 Hintergrund verwendet. Als Wildtyp-Kontrolle diente in allen
Versuchen die Linie Col-0. Die T-DNA Insertionslinien dienten als Hintergrund fiir die
Komplementation mit unterschiedlichen Varianten von CPK21 und CPK23. Alle Linien

werden im Nachfolgenden nédher charakterisiert.

Okotyp AbKkiirzung _ Originalquelle

Columbia Col-0 J. Dangl,University of North Carolina, Chapel Hill, NC, USA
Gen Hintergrund _Linie Mutagen Referenz/Quelle

cpk21 Col-0 SALK 029412 T-DNA (Alonso et al., 2003)

cpk23 Col-0 SALK 007958 T-DNA (Alonso et al., 2003)
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Folgende Arabidopsis thaliana Linien wurden in dieser Arbeit generiert.

Konstrukt Promoter Hintergrund Resistenz
pXCSG-Strepll CPK21 35S cpk21 PAT
pXCSG-Strepll CPK21 EF1 35S cpk21 PAT
pXCSG-Strepll CPK21 EF2 35S cpk21 PAT
pXCSG-Strepll CPK21 EF3 35S cpk21 PAT
pXCSG-Strepll CPK21 EF1/2 35S cpk21 PAT
pXCSG-Strepll CPK21 EF3/4 35S cpk21 PAT
pXCSG-Strepll CPK21 D204A 35S cpk21 PAT
pXCSG-Strepll CPK21 vk 35S cpk21 PAT
pXCS-HA-Strepll CPK21 Pcprk21 cpk21 PAT
pXCS-HA-Strepll CPK21 D204A Pcrr2l cpk21 PAT
pXCSG-YFP CPK21 35S Col-0 PAT
pXCS-YFP CPK21 Pcrk21 Col-0 PAT
pXCS-GUS Pcpk21 Col-0 PAT
pXCSG-Strepll CPK23 35S cpk23 PAT
pXCSG-Strepll CPK23 EF1 35S cpk23 PAT
pXCSG-Strepll CPK23 EF3 35S cpk23 PAT
pXCSG-Strepll CPK23 EF4 35S cpk23 PAT
pXCSG-Strepll CPK23 EF1/2 35S cpk23 PAT
pXCSG-Strepll CPK23 EF3/4 35S cpk23 PAT
pXCS-YFP CPK23 Pcpr23 Col-0 PAT
pXCS-GUS Pcpk23 Col-0 PAT

2.1.4 Enzyme, Proteine, Antikorper

Tab.2: Verwendete Enzyme, Proteine, Antikorper und Marker.

Name Bezugsquelle
Alkalische Phosphatase (,,shrimp”) Roche (Penzberg)
DNA-GroBenmarker Hyperladder I Bioline (Luckenwalde)
Gateway ™ LR Clonase II"™ Enzyme Mix Invitrogen (Karlsruhe)
Protein-GroBenmarker SeeBlue™ Plus2, Pre-Stained Invitrogen (Karlsruhe)
PfuTurbo® DNA Polymerase Roboklon (Berlin)

Restriktions-Endonukleasen New England Biolabs (Frankfurt)
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Strep-Tactin®, AP-Konjugat IBA (Gottingen)
T4-DNA-Ligase Invitrogen (Karlsruhe)
Taq DNA Polymerase, rekombinant Renate (Romeis Labor, Berlin)

2.1.5 Niahrmedien, Stimme, Plasmide

Tabelle 2.1 Medien

Medium Zusammensetzung

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

Nach dem Autoklavieren Zugabe von Antibiotika

YEB 0,5% (w/v) Fleisch-Extrakt, 0,1% (w/v) Hefe-Extrakt, 0,5% (w/v) Pepton
0,5% (w/v) Saccharose, 2 mM MgSO4, mit IM NaOH auf pH 7,2, in H,O
Nach dem Autoklavieren Zugabe von Antibiotika.

CR 2,0 % (w/v) Difco Bactotrypton, 0,5 % (w/v) Hefe-Extrakt, 0,5 % (w/v)
MgS0O4
0,074 % (w/v) KCI (10 mM), in H,O, autoklavieren

MS Makroelemente: 20,6 mM NH4NOs, 18,7 mM KNO3, 3 mM CaCl, * 2 H,O,
1,5 mM MgSO4 * 2 H,0, 1,25 mM KH,PO,

Mikroelemente: 130 uM MnSO4 * H,O, 100 uM H3BO;, 30 uM ZnSO4 * 7
H,O, 1 uM Na,MoO4 * 2 H,0, 12,5 uM KI, 0,1 uM CuSO4 * 5 H,0, 0,1 uM
COC12 *6 Hzo

Eisensulfat: 100 uM FeSO4 * 7 H,O, 100 uM Na,EDTA
0,05 % (w/v) MES-Puffer auf pH 5,7 einstellen
Festmedium (Zugabe von 0,8 % Phytoagar (Duchefa, Niederlande)

Tabelle 2.2 Stimme

Escherichia coli

Fir alle molekularbiologischen Arbeiten wurden die Stimme DHS50 und Machl™
(Invitrogen, Karlsruhe) verwendet, mit Ausnahme der Kultivierung von Gateway®-

Expressionsvektoren ohne Insert. Hierfiir wurde der Stamm DB3.1™ (Invitrogen, Karlsruhe)

genutzt.

Bezeichnung Merkmale Referenz

DH5Y SupE44, lacZAM15, hsdR17, recAl, endAl,  Hanahan, 1983
gyrA96, thi-1, relAl

Machl™ F" ¢80(lacZ)AlacM15 AlacX74 hsdR(rk-,

mk+), ArecA1398 endA1 tonA
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DB3.1TM F- gyrA462 endA1 A(srl-recA) merB mrr ,
hsdS20(rB-, mB-) supE44 aral4 galK2 lacY1,
proA2 rpsL20(SmrR) xyl5 A- leu mtl1

Agrobacterium tumefaciens

Der A. tumefaciens Stamm GV3101 wurde fiir die stabile Transformation von 4. thaliana und
fiir die transiente Expression in N. benthamiana verwendet. Der Stamm trdgt das
Helferplasmid pmp90RK (Koncz und Schell, 1986) und er besitzt Resistenzgene fiir

Kanamycin, Rifampicin und Gentamycin.

Bezeichnung Merkmale Referenz
GV3101::pMP90RK T-DNA-, RifR, GmR, KanR Koncz und
Schell, 1986
C58Cl1::pCH32 C58C1, RifR, GmR (zur Expression des p19  Voinnet et al.,
silencing Inhibitors aus dem Vektor 2003
35S::p19)

Tabelle 2. 3 Vektoren, Plasmide

In dieser Arbeit verwendete Vektoren

Bezeichnung Resistenz Beschreibung

pCR®-Blunt [I- TOPO®  Kanamycin Topo®-Vektor, zum Klonieren von PCR-
Produkten ohne A-Uberhang (Invitrogen,
Karlsruhe.)

pENTRTM /D-TOPO® Kanamycin ENTRY-Vektor fiir GATEWAY
Klonierungen in Expressionsvektoren.

pXCSG-Strepll Ampicillin Binidrer Gateway®-Expressionsvektor fiir
Fusionsproteine mit C-terminalen StreplI-
Epitop-tag unter Kontrolle des Blumenkohl
Mosaik Virus (CMV)-Promotors 35S. (Witte
et al., 2004).

pXCS-HA-Strepll Ampicillin Expressionsvektor fiir Fusionsproteine mit C-
terminalen Hamagglutinin (HA)- und StreplI-
Epitop-tag; (hergestellt von C.-P. Witte, FU

Berlin)

pXCS-GUS Ampicillin Bindrer Expressionsvektor, der das E. coli
uidA-Gen (GUY) trigt

pXCS-YFP Ampicillin Binidrer Expressionsvektor, der das yellow

fluorescent Protein tragt

p35S:p19 Kanamycin
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In dieser Arbeit hergestellte Plasmide

Plasmide zur Komplementation von cpk21 bzw. cpk23 T-DNA Insertionslinien

Bezeichnung

Beschreibung

pXCSG-Strepll CPK21
pXCSG-Strepll CPK21 EF1
pXCSG-Strepll CPK21 EF2
pXCSG-Strepll CPK21 EF3
pXCSG-Strepll CPK21 EF4
pXCSG-Strepll CPK21 EF1/2
pXCSG-Strepll CPK21 EF3/4
pXCSG-Strepll CPK21 D204A
pXCSG-Strepll CPK21 vk

Binirer Gateway"-Expressionsvektor fiir CPK21 CDS
(einschlieBlich mutagenisierte Versionen EF1, EF2, EF3,
EF4, EF1/2, EF3/4, D204A, vk) mit C-terminalen
StreplI-Epitop-tag unter Kontrolle des 35S Promoters.

pXCS-HA-Strepll CPK21
pXCS-HA-Strepll CPK21 D204A
pXCS-HA-Strepll CPK21 vk

Expressionsvektor fiir die genomische Version von
CPK21 (einschlieBlich der Versionen D204A, vk)

mit C-terminalen Hdmagglutinin (HA)- und StreplI-
Epitop-tag; unter Kontrolle des nativen cpk21
Promoters.

pXCSG-Strepll CPK23
pXCSG-Strepll CPK23 EF1
pXCSG-Strepll CPK23 EF2
pXCSG-Strepll CPK23 EF3
pXCSG-Strepll CPK23 EF4
pXCSG-Strepll CPK23 EF1/2
pXCSG-Strepll CPK23 EF3/4

Binidrer Gateway®-Expressionsvektor fiir CPK23
CDS(einschlieBlich mutagenisierte Versionen EF1, EF2,
EF3, EF4, EF1/2, EF3/4, D193A, vk) mit C-

terminalen Strepll-Epitop-tag unter Kontrolle des 35S
Promoters.

Plasmide zur Untersuchung der gewebespezifischen Expression sowie intrazellulirer
Lokalisation von CPK21 bzw. CPK23

Bezeichnung

Beschreibung

pXCSG-YFP CPK21

Bindrer Gateway®- Expressionsvektor fiir CPK21
CDS—YFP Fusions-Protein unter Kontrolle des 35S
Promoters.

pXCS-YFP CPK21

Expressionsvektor fiir CPK21 CDS —YFP Fusions-
Protein unter Kontrolle des nativen cpk21 Promotors.

pXCS-GUS CPK21

Binérer Expressionsvektor fiir das E. coli uidA-Gen
(GUS) unter Kontrolle des nativen cpk21 Promotors.

pXCS-YFP CPK23

Expressionsvektor fiir CPK23 CDS —YFP Fusions-
Protein unter Kontrolle des nativen cpk23 Promotors.

pXCS-GUS CPK23

Binérer Expressionsvektor fiir das E. coli uidA-Gen
(GUS) unter Kontrolle des nativen cpk23 Promotors.
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2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Isolierung von RNA aus Pflanzenmaterial mit der Trizol-Methode (nach
Chomczynski und Sacchi, 1987)

Bei der RNA-Isolation muss darauf geachtet werden, immer frische RNase freie Materialien

und Lésungen zu verwenden.

Tiefgefrorenes Pflanzenmaterial wurde in einem mit fliissigem Stickstoff gekiihlten Morser
pulverisiert und davon circa 0,1 g in einem Eppendorfreaktionsgefal mit 1 ml Trizol (0,8M
Guanidin Thiocyanat; 0,4 M Ammonium Thiocyanat; 0,1 M Natrium Acetat; 5 % Glycerin;
38 % Phenol) versetzt, um die pflanzlichen Proteine und genomische DNA von der RNA zu
trennen. Nach anschlieBendem einminiitigen Schiitteln, 5 miniitiger Inkubation bei
Raumtemperatur und erneuter einminiitiger Durchmischung wurden 0,2 ml Chloroform
zugegeben und 20 Sekunden erneut gut durchmischt. Nach 5 miniitiger Inkubation bei
Raumtemperatur wurde die Losung fiir 15 Minuten bei 15000 x g und 4 °C zentrifugiert.
Dadurch erfolgte eine Phasentrennung in eine organische Phase unten und eine wissrige
Phase oben. Die obere wissrige Phase wurde vorsichtig abgenommen und in ein frisches
Eppendorfgefd3 tiberfiihrt. Es erfolgte eine RNA-Féllung mit 0,5 ml Isopropanol. Nach
Durchmischung der Phasen und Zentrifugation fiir 10 Minuten bei 15000 x g und 4 °C wurde
der Uberstand vorsichtig abgenommen und das RNA-Pellet mit 70 % Ethanol gewaschen.
Nach erneuter Zentrifugation fiir 5 Minuten bei 15000 x g und 4 °C wurde der Uberstand
abgenommen und das Pellet an der Luft getrocknet. Das RNA-Pellet wurde in 20ul Wasser
aufgenommen. Um den Losungsvorgang zu beschleunigen, wurde das Eppendorfgefal3 fiir 5
Minuten bei 50°C inkubiert. Fiir die Bestimmung der RNA-Konzentration, wurde eine 1:200
Verdiinnung in Wasser vorgenommen und die Absorption bei 260 nm in Quarzkiivetten am
Spektrophotometer bestimmt, wobei 40 pg/ml RNA einer OD von 1 entsprechen.
AnschlieBend wurden 1 ng RNA auf ein 1 %iges Agarosegel aufgetragen, um die Qualitit der

Préparation zu iiberpriifen.

2.2.2 DNase I-Behandlung und Einzelstrang cDNA-Synthese

Die reverse Transkription von PolyA'-RNA erfolgte mit der MMLV Reversen Transkriptase
(Invitrogen, Carlsbad, USA). Die Inkubationsschritte bei verschiedenen Temperaturen
erfolgten im ,,DNA Engine PTC-200-,,Thermocycler* (MJ Research, USA). Es wurde 1pg

RNA pro Synthese eingesetzt, welche vorerst mit Dnase I behandelt wurde.
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1 png RNA wurde mit 0,9 pl 10 x DNase Puffer, tridestilliertem Wasser und 1 U DNase I auf
ein Volumen von 9 pul gebracht, 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und die Reaktion

durch Zugabe von 1 pl 25 mM EDTA und Inkubation fiir 10 Minuten bei 65 °C gestoppt.

Fiir die cDNA-Synthese wurden auf die 10 pl DNase I behandelte RNA-Losung 1pl 10 mM
dNTP-Mix und 1 pl Oligo(dT)i2.15 (0,5ng/ul) gegeben und 5 Minuten bei 65 °C inkubiert.
Nach anschlieBender Abkiihlung auf Eis fiir mindestens eine Minute wurden 4 pl MMLV
Reaktionspuffer, 2 pl DDT (100mM) und 1 ul RNase OUT™ Recombinant RNase Inhibitor
(Invitrogen, Carlsbad, USA) zugegeben. Nach anschlieBender Inkubation bei 37 °C fiir 2
Minuten wurde 1 ul (50 Units) MMLV Reverse Transcriptase' " , gemischt und 60 Minuten
bei 37 °C inkubiert und anschliefend zur Beendigung der Reaktion 15 Minuten bei 70 °C
inkubiert. Die synthetisierte cDNA konnte sofort fiir die PCR verwendet werden.

2.2.3 Isolierung genomischer DNA aus A. thaliana

Zur Isolierung genomischer DNA aus Arabidopsis thaliana wurde die Edwards Methode
gewdhlt (Edwards et al., 1991). Ein Blatt einer drei Wochen alten Pflanze wurde in 200 pl
Edwardspuffer (200 mM Tris HCI ph 7,5; 200 mM NaCl; 25 mM EDTA) und mit Hilfe von
4-8 Stahlkiigelchen in einer Retschmiihle zerkleinert. Ziigig wurden danach 10 pl 10 % SDS-
Losung zugegeben und 3 min bei 10.000 x g zentrifugiert. 100 pl des Uberstandes wurden in
frisches Eppendorfgefal iiberfiihrt und die DNA durch Zugabe von 75 pul Isopropanol gefillt.
AnschlieBend wurde fiir 10 min bei 10.000 x g zentrifugiert, der Uberstand vollstéindig
abgenommen und das Pellet mit 70 % Ethanol gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation fiir 5
min bei 10.000 x g und vollstindiger Entfernung des Uberstandes wurde das Pellet
vollstédndig getrocknet und anschlieend in 100 pl tridestilliertem Wasser aufgenommen. 1 pl

DNA wurden in einem 20 pl PCR Ansatz eingesetzt.

2.2.4 Amplifizierung von DNA

Zur Amplifizierung von DNA- Fragmenten aus pflanzlicher ¢cDNA beziehungsweise
genomischer DNA unter Verwendung der hitzestabilen Polymerasen Taq oder Pfu wurde
standardmdfig die Polymerasekettenreaktion (PCR) im ,DNA Engine PTC-200-
Thermocycler (MJ Research, USA) verwendet. Dafiir wurden zu den 3"-und 5’-Enden des zu
amplifizierenden Fragmentes komplementdre Oligonukleotide (Primer) von 24 — 27
Basenpaarlidnge designt. Zu dem Reaktionsansatz wurden folgende Komponenten in der
angegebenen Endkonzentration zugegeben, wobei die Reaktion in einem 20ul Ansatz
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erfolgte: forward/ reverse Primer je 0,25 uM; dNTP’s 1 mM; Polymerase 10 fach Puffer 2 pul;
0,5 pul Polymerase (Taq: 2,5 U; Pfu: 1,25 U); cDNA: 1 ul (entspricht 50 ng mRNA)

Nach einer Denaturierungsphase (95 °C) von 3 Minuten folgte fiir jedes Primerpaar eine
spezifische Anzahl von Zyklen (sieche Anhang). Ein Zyklus setzte sich aus einer
Denaturierungsphase (95 °C, 30 sec), einer Hybridisierungsphase (Temp. siche Anhang, 30
sec) und einer Polymerisationsphase (72 °C, 30 s - 240 s) zusammen. AnschlieBend wurde die

Polymerisation bei 72 °C fiir 7 Minuten fortgesetzt und die Reaktion auf 16 °C gekiihlt.

2.2.5 Agarose-Gelelektrophorese zur Auftrennung von DNA-Fragmenten

Die gelelektrophoretische Auftrennung von linearen DNA-Molekiilen erfolgte in 1,0 % - 2,0
% (w/v) Agarosegelen (+50 ng/ml Ethidiumbromid). Als Elektrophoresepuffer wurde 1 x
TAE (40 mM Tris, 0,1 mM EDTA mit 28,55 % (v/v) Eisessig auf pH 8,5 in H20 ) verwendet.
Die DNA wurde mit 0,2 Vol. 5 x DNA-Ladepuffer ( 50 % (v/v) Glyzerin ; 1 mM EDTA; 0,4
% (w/v) Bromphenol Blau) gemischt und aufgetragen. Als GroBenstandard diente der
Hyperladder I ™ (Bioline, Luckenwalde). Die angelegte Spannung lag je nach
Elektrophoresekammer zwischen 80 V und 160 V. Die aufgetrennten DNA-Fragmente

wurden mit Hilfe eines UV-Transilluminators (A = 254 nm) sichtbar gemacht.

2.2.6 Reinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Fiir die Reinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde der ilustraTM GFXTM
PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare, Freiburg) nach Anweisung des
Herstellers verwendet. Nach Auftrennung der DNA Fragmente entsprechend ihrer GrofB3e
wurde das Agarosestiick, welches das interessierende DNA Stiick enthélt, ausgeschnitten, in
dem entsprechenden Puffer bei 50 °C gelost und auf einer Silikamembran gebunden, um sie
von Verunreinigungen zu trennen. Die Eluierung der DNA von der Membran erfolgte mit

50 pl tridestilliertem Wasser.

2.2.7 Restriktionsverdau von Plasmiden

Fir den Restriktionsverdau von Plasmid-DNA wurden Restriktions-Endonukleasen und die
dazugehorigen Puffersysteme der Firma New England Biolabs (Frankfurt) nach
Herstellerangaben verwendet. Unter Verwendung mehrerer Enzyme in einem Reaktionsansatz

wurde der Puffer gewédhlt, bei dem die Enzyme die hochste Aktivitdt hatten, ohne
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unspezifische Aktivititen aufzuweisen. StandardméBig wurden 300 pg Plasmid-DNA in
einem 20 pl Ansatz fiir eine Stunde bei 37 °C mit 0,2 pl Restriktionsenzym verdaut.

Anschlielend erfolgte die Hitzeinaktivierung des Enzyms fiir 20 Minuten bei 65 °C.

2.2.8 Dephosphorylierung des restriktionsverdauten Vektors

Um die Selbstligation von linearisierten Plasmiden zu verhindern, wurden die 5’-Enden durch
Shrimp-alcaline-phosphatase (SAP) 30 Minuten bei 37 °C dephosphoryliert und das Enzym
anschlieBend 20 Minuten bei 65 °C inaktiviert. Dafiir wurde 2 pl SAP und die entsprechende
Menge 10 x SAP-Reaktionspuffer zum gel-aufgereinigten Vektor gegeben.

2.2.9 Ligation

Die Ligation von Vektor und amplifiziertem Fragment erfolgte in 10 ul Ansétzen, bestehend
aus folgenden Komponenten: 2 pl 5 x Ligase Puffer, 3 pl Vektor, 1 pl (1 U) T4 Ligase
(Invitrogen) und 4 pl gereinigtes Insert. Die Inkubation erfolgte fiir mindestens eine Stunde

bei Raumtemperatur.

2.2.10 GATEWAY Klonierungen

Zur Klonierung von Genen aus dem ,,ENTRY“-Vektor pPENTR\D-TOPO® in unterschiedliche
bindre Expressionsvektoren wurde das Gateway' " -System von Invitrogen (Karlsruhe) nach
Herstellerangaben verwendet. Dabei wurde das gewlinschte Konstrukt, inklusive ,,CACC*
Sequenz vor dem Start-Codon, mittels PCR amplifiziert und in den ,,ENTRY*“-Vektor
pENTR\D-TOPO® in gezielter Orientierung ligiert. Die Ubertragung des Inserts in den
,Destination“-Vektor erfolgte iiber eine ,,LR-Reaktion* nach Angaben des Herstellers (LR-
Clonase II Kit, Invitrogen, Karlsruhe). Nach Transformation der Reaktion in E. coli
MACH1™ (Invitrogen, Karlsruhe) oder DH5a Zellen konnten nur transformierte Zellen

iberleben, die ein Plasmid trugen, welches das Insert des ,,ENTRY“-Vektors enthielt.

2.2.11 Zielgerichtete Mutagenese

Die gezielte Einfiihrung von Punkt-Mutationen wurde analog zum QuickChangeTM Site-
Directed Mutagenesis Kit von Stratagene durchgefiihrt. Dabei wurden Primer gewéhlt, die

direkt auf der zu mutagenisierenden Sequenz gebunden haben und die in einer PCR das
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gesamte Plasmid amplifizierten. Als Elongationsdauer wurden 1 min je 1 kb Léange des

Plasmids gewéhlt.

Reaktions-Ansatz (50 pl):

5 ul 10x Pfu-Puffer

240 ul ANTPs (10 mM )

je 1,25 pl Primer (10 mM)

1 pl PfuTurbo®-Polymerase (2,5 U/ul)
10 ng Plasmid-DNA

mit H,O auf 50 pl

1 min, 94 °C anfénglicher Denaturierungs-Schritt
25 s, 94 °C Denaturierung

18 x 1 min, 50 °C Anlagerung der Primer

1 min je 1 kb, 68 °C Elongation

Fiir die Generierung von Doppel EF-Hand-Mutationen wurde mit den Primern EF1f und EF2r
bzw. EF3f und EF4r ein DNA Fragment amplifiziert, welches in einer nachfolgenden PCR als

Primer zur Amplifizierung des gesamten Plasmides diente.

Die DNA wurde anschlieBend mit 10 U des Restriktions-Enzyms Dpnl, welches nur
methylierte DNA erkennt und schneidet, fiir 1 h bei 37 °C inkubiert. Hierbei wurde nur die,
durch E.coli methylierte Ausgangs-DNA von Dpnl erkannt und geschnitten. 3 pl des Dpnl

behandelten PCR Ansatzes wurde in E. coli Zellen transformiert.

2.2.12 Plasmidkonstrukte

Im Folgenden wird kurz auf die Generierung der unterschiedlichen Expresions-Plasmide
eingegangen.

Die Nomenklatur der binidren Agrobakterien-Plasmide basierend auf dem Vektor pAMPAT-
MCS (,,accession number* AY436765) war wie folgt: Allgemeine Bezeichnung pX, gefolgt
von C oder N (C- oder N-terminale Fusion des Epitoptags bzw. Fusionsproteins), S oder A
(35S- bzw. pAlcA-Promotor), G (Gateway'"-kompatibel). Nach einem Bindestrich folgt die
Bezeichnung des Epitoptags bzw. Fusionsproteins und nach anschlieBendem Leerzeichen der

klonierte ORF (nach Witte et al., 2004).

Die genomische Sequenz von AtCPK21 wurde iiber die Schnittstellen EcoRI am 5’-Ende und
Xmal am 3’-Ende in die Vektoren pXCS-HA-Strepll und pXCS-YFP ligiert.
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Ein ca. 1200 bp Fragment des Promotors von AtCPK21 und AtCPK23 wurde iiber die
Schnittstellen Ascl am 5’-Ende und EcoRI am 3’-Ende in die Vektoren pXCS-HA-Strepll,
pXCS-YFP und pXCS-GUS ligiert.

Die CDS von AtCPK21 und AtCPK23 wurde mittels LR Reaktion aus dem pENTR/ D-TOPO
Vektor” in die GATEWAY Expressionsvektoren in pXCSG-Strepll und pXCSG-YFP
kloniert.

2.2.13 Kultivierung von Escherichia coli

Uber-Nacht-Kulturen (UNs) von E. coli wurden in autoklaviertem LB-Medium bei 37 °C
angezogen. Dem Medium wurden, wenn notig, folgende Antibiotika zugesetzt: Ampicillin
100 pg/ml, Kanamycin 50 pg/ml, Spectinomycin 100 pg/ml. Zur Kultivierung auf
Festmedium wurde LB-Agar verwendet, wenn ndtig mit Antibiotika. Zum Anlegen von
Dauerkulturen wurden UNs mit 50 % Glycerin im Verhiltnis 2:1 gemischt und bei -80 °C
gelagert.

2.2.14 Kultivierung von A. tumefaciens

Kulturen von A4. tumefaciens wurden in YEB-Fliissigmedium dicht angeimpft und 16 h bei 28
°C und 180 rpm schiittelnd inkubiert. Zur Kultivierung auf Festmedium wurde YEB-Agar
verwendet. Folgende Antibiotika wurden entsprechend der Stimme und Plasmide zugegeben:
Carbenicillin 50-75 pg/ml, Kanamycin 50 pg/ml, Gentamycin 15 pg/ml, Rifampicin 100
ug/ml. Fiir Dauerkulturen wurden UNs mit 50 % Glycerin im Verhiltnis 2:1 gemischt und bei
-80 °C gelagert.

2.2.15 Herstellung chemo-kompetenter E. coli Zellen

Zur Herstellung chemo-kompetenter E. coli wurden 5 ml einer Ubernachtkultur auf 200 ml
CR-Medium (2,0 % (w/v) Difco Bactotrypton, 0,5 % (w/v) Hefe-Extrakt, 0,5 % (w/v) MgSO4
0,074 % (w/v) KCI (10 mM), in H>O) {iiberimpft und in einem Erlenmeyer-Kolben bei 37 °C
und 200 rpm bis zu einer ODgg von ca. 0,5 wachsen gelassen. Die Kultur wurde fiir 5 min auf
Eis gekiihlt und fir 10 min bei 2000 x g und 4°C zentrifugiert. Alle weiteren Schritte
erfolgten ebenfalls auf Eis und im Kiihlraum. Die verwendeten Losungen wurden auf Eis
vorgekiihlt. Das Zellsediment wurde in 60 ml Transformations-Puffer 1 (30 mM

Kaliumacetat, 50 mM MnCl,, 100 mM RbCl,, 10 mM CaCl,, 15 % (v/v) Glycerin, mit
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verdiinnter Essigsdure auf pH 5,8; sterilfiltriert, in H,O) vorsichtig resuspendiert und erneut
unter gleichen Bedingungen zentrifugiert. Die Zellen wurden dann in 8 ml Transformations-
Puffer IT (10 mM MOPS, 10 mM RbCl,, 75 mM CaCl,, 15 % (v/v) Glycerin, mit 1 M NaOH
auf pH 6,5; sterilfiltriert, in H,O) aufgenommen und in Reaktionsgefilen auf 200 pl

aliquotiert. Diese wurden in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei -80 °C gelagert.

2.2.16 Herstellung elektro-kompetenter A. tumefaciens Zellen

Zwei 5 ml UNs in LB-Medium mit entsprechenden Antibiotika wurden auf 200 ml LB ohne
Antibiotikum tiberimpft. Die Kulturen wurden bei 28°C und 180 rpm inkubiert, bis sie eine
0OD600 von 0,6 erreicht haben. AnschlieBend wurden sie 5 min auf Eis gekiihlt und bei 3500
x g und 4°C fiir 20 min zentrifugiert. Alle weiteren Schritte erfolgten ebenfalls auf Eis und im
Kiihlraum. Die verwendeten Losungen wurden auf Eis vorgekiihlt. Der Uberstand wurde
verworfen und das Zellpellet in 200 ml und nach weiterer Zentrifugation in 100 ml
tridestilliertem H,O (4 °C) vorsichtig resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation wurde das
Pellet in 16 ml 10 %-igem Glycerin (4 °C) gewaschen und wiederum in 16 ml 10 %-igem
Glycerin (4 °C) vorsichtig resuspendiert. Aliquots von 40 pl wurden in fliissigem Stickstoff
eingefroren und bei -80 °C gelagert.

2.2.17 Transformation von Plasmid-DNA in E. coli Zellen mit der Hitzeschockmethode

Zur Transformation von Plasmid-DNA und DNA aus Ligations-Ansétzen in E. coli wurden
50 pl, auf Eis aufgetaute, chemo-kompetente E. coli mit 3 ul DNA-Losung versetzt und 10
min auf Eis inkubiert, damit sich die DNA an die Zellen anlagern konnte. Anschlie3end
wurden die ReaktionsgefdBle in einem Wasserbad bei 42 °C fiir 45 s inkubiert. Die Zellen
wurden 2 min auf Eis gekiihlt und in 0,5 ml LB-Medium aufgenommen und fiir 60 min unter
Schiitteln bei 37 °C inkubiert. Die Zellen wurden bei 5.000 x g fiir 3 min zentrifugiert und der
Uberstand bis auf 50 pl abgenommen. Das Zellpellet wurde resuspendiert und auf LB-Agar

mit dem entsprechenden Antibiotikum ausplattiert.

2.2.18 Transformation von Plasmid-DNA in A. tumefaciens Zellen mittels Elektro-
poration

Zur Transformation von Agrobakterien wurden 40 pl, auf Eis aufgetaute, elektro-kompetente
Zellen mit 2 pl Plasmid-DNA (100-250 ng/ul) gemischt und anschlieBend fiir 2 min auf Eis

inkubiert. Der Ansatz wurde in eine Elektroporations-Kiivette gegeben und im Elektroporator
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(Fa. Biorad) elektroporiert. Es wurde sofort 0,5 ml YEB-Medium zugegeben und das
ReaktionsgefdB fiir 1 h bei 28 °C und 800 rpm im Eppendorf-Schiittler inkubiert. 50 pl
wurden auf YEB-Agar mit entsprechenden Antibiotika ausplattiert und fiir 2-4 Tage bei 28 °C
inkubiert.

2.2.19 Protoplastentransfektion

Die Protoplastentransfektion erfolgte nach Yoo et al., 2007. Bei allen folgenden Schritten

wurde sehr vorsichtig und mit abgeschnitten Pipettenspitzen gearbeitet.

Je drei Blétter von sechs vier Wochen alten Arabidopsis thaliana wurden mit einer frischen
Rasierklinge in diinne Streifen geschnitten und in 5 ml Enzymldsung gegeben. Nach 30
miniitiger Vakuuminfiltration wurde die Losung 3 Stunden im Dunkeln inkubiert. Nach
Zugabe von 5 ml W5 Losung und Filtration durch einen Nylonfilter mit 80 pm Porengrof3e
(Neolab, Heidelberg) wurden die Protoplasten durch Zentrifugation bei 70 x g fiir 5 Minuten
pelletiert. AnschlieBend wurden die Zellen in 1 ml W5 Losung resuspendiert und 30 Minuten
auf Eis inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation bei 70 x g fiir 5 Minuten wurde die Zelldichte
auf 2 x 10°/ ml in MMG eingestellt.

Fir die Transfektion wurden auf 20 pg Plasmid-DNA (aber hochstens 20 pl) 100 pl
Protoplastenlosung und 110 pl PEG Losung gegeben und nach 10 Minuten Inkubation bei
Raumtemperatur wurde die Reaktion durch Zugabe von 440 pul W5-Losung gestoppt. Nach
anschlieBender Zentrifugation bei 100 x g fiir 2 Minuten wurden die Protoplasten in 1 ml WI-
Losung aufgenommen und {iber Nacht bei Raumtemperatur in vorher mit 1 ml Kalbserum

ausgespiilten kleinen Petrischalen inkubiert.

Enzymlésung: 20 mM MES pH 5.7; 0,4 M Mannitol; 20 mM KCI; 1,5% Cellulase; 0,4%
Macerozyme -> 10 min bei 55 °C inkubieren, dann auf 25 °C abkiihlen lassen und 10 mM
CaCl, und 0,1 % BSA zugeben

W5 Losung: 2 mM MES, pH 5.7; 154 mM NacCl; 125 mM CacCl, ; 5 mM KC1

MMG: 4 mM MES, pH 5.7; 0.4 M Mannitol; 15 mM MgCl,

PEG-L6sung: 40 % PEG in 0,2 M Mannitol; 100 mM CacCl,

WI-Losung: 4 mM MES, pH 5.7; 0.5 M Mannitol ; 20 mM KCl
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2.2.20 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli Zellen

Die Isolierung von Plasmid DNA aus E. coli Zellen erfolgte mit dem illustra™ plasmid Prep
Mini Spin Kit (GE Healthcare, Freiburg) nach Herstellerangaben. Die Plasmid DNA wurde

mit 100 pl tridestilliertem Wasser von der Sdulenmatrix eluiert.

Plasmid-DNA fiir die Protoplastentransfektion wurde mit dem Plasmid Midi Kit (Quiagen,
Hilden) nach Herstellerangaben isoliert und nach der DNA-Fillung in 100 pl bidestilliertem

Wasser aufgenommen.

2.2.21 Histochemische Farbung der Glucuronidase-Aktivitit

Fiir die Expressionsanalyse mittels GUS-Farbung wurde das Pflanzenmaterial in passenden
Reaktionsgefalen mit GUS Losung (1 mg/ml X-Glc) iiberschichtet. Die Reaktionsgefialie
wurden in einem Exsikator dreimal fiir jeweils 1 Minute unter Vakuum gesetzt. Die Gefédlle
wurden verschlossen iiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Das Pflanzenmaterial wurde
anschlieBend in 70 % Ethanol entfirbt. Bis zur mikroskopischen Analyse wurden die

Pflanzenteile in 70 % Ethanol gelagert.

2.2.22 Computergestiitzte Sequenzanalyse

Die Auswertung der Sequenzdaten erfolgte mit den Programm Vektor NTI (Invitrogen ).
Sequenzvergleiche mit Datenbanken erfolgten mit Hilfe des ,,BLAST*-Algorithmus.

2.3 Proteinchemische Methoden
2.3.1 Transiente Expression in N. benthamiana Blittern

Rekombinante Proteine wurden Agrobakterium-vermittelt in N. benthamiana Blittern
exprimiert. Dafiir wurden Glyzerin-Dauerkulturen der Agrobakterien mit dem entsprechenden
Expressionskonstrukt auf YEB-Festmedium mit den entsprechenden Antibiotika
ausgestrichen und 2-3 Tage bei 28 °C inkubiert. Vom Festmedium wurden 10 ml YEB
Fliissigkultur dicht mit den Agrobakterien angeimpft und fiir etwa 16 h bei 28 °C unter
Schiitteln (200 rpm) inkubiert. Zusitzlich wurde ein A. tumefaciens Stamm, der den
Silencing-Inhibitor 19K exprimiert, angeimpft.

Die UNs mit dem jeweiligen Expressionskonstrukt, sowie der Stamm 19K wurden bei 3000 x

g fiir 15 min zentrifugiert und das Pellet in Agrobakterien Puffer (10 mM MES; 10 mM
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MgCI2 ; 150 uM Acetosyrongon; in H;O) vorsichtig resuspendiert. Die ODggo fiir jedes
Expressionskonstrukt wurde auf 0,5 eingestellt und fiir 2 h bei Raumtemperatur inkubiert. Der
Stamm 19K wurde zu den 4. tumefaciens, mit den jeweilige Expressionskonstrukten so
zugegeben, das er eine ODgy von 0,3 in den Losungen einnahm. Mit Hilfe einer 1 ml Spritze
wurden die Bakterien durch einen Rasierklingen-Schnitt in den apoplastischen Raum von N.
benthamiana- Blittern ca. vier Wochen alter Pflanzen infiltriert. Nach 3 Tagen konnten

Blattproben zur weiteren Analyse entnommen werden.

2.3.2 Proteinextraktion nach transienter Expression Strep II markierter Proteine in
Nicotiana benthamiana

Die Aufreinigung der Strep II markierten Proteine erfolgte nach Witte et al., 2004. 0,5 g
Blattmaterial aus infiltrierten N. benthamiana-Bléittern wurden in fliissigem Stickstoff
zermorsert und 1,5 ml Proteinextraktionspuffer zugegeben. Nach vollstindigem Auftauen der
Proben wurden diese bei 16.000 x g und 4 °C fiir 20 min zentrifugiert, um Zellbruchtriimmer
und unlésliche Bestandteile abzutrennen. Der Uberstand (Rohextrakt) wurde abgenommen,
und zur Affinitdtsreinigung der transient exprimierten, Strep II markierten Proteine 30 pl
Strep-Tactin dazugeben. Dabei interagiert der Strep II Tag mit immobilisiertem Strep-Tactin,
einem speziell hergestellten Streptavidin. Nach 15 Minuten Inkubation im Uberkopfschiittler
bei 4 °C, wurde der Rohextrakt abgenommen und das Strep-Tactin 3 x mit Waschpuffer
gewaschen. Das Strep-Tactin wurde in 50 ul Waschpuffer aufgenommen und Aktivitétstests
erfolgten mit immobilisertem Enzym. Zur Proteindetektion mittels Westernblot wurden 10 pl

mit 3 ul 5 x Proteinladepuffer vermischt.

Proteinextraktionspuffer: 100 mM Tris/HCI pH 8,0, 5 mM EGTA, 5 mM EDTA, 100 mM
NaCl, 20 mM DTT, 0,5 mM AEBSF, AL-Mix (2png/ ml Antipain und 2pug/ ml Leupeptin) , 2
ul/ml Proteaseinhibitor Cocktail (Sigma, Steinheim), 10 mM NaF, 10 mM Na3;VOy, 10 mM B-
Glycerophosphat, 100pg/ml Avidin, 0,5 % (v/v) Triton®X-100, in H,O
Waschpuffer: 100 mM Tris pH 8, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, in H,O

2.3.3 Proteinextraktion Strepll markierter Proteine aus stabil transformierten
Arabidopsis thaliana Pflanzen

6 g Arabidopsis thaliana Pflanzenmaterial wurde in fliissigem Stickstoff zermorsert und 10
ml Proteinextraktionspuffer zugegeben. Nach vollstindigem Auftauen der Proben wurden

diese bei 16.000 x g und 4 °C fiir 40 min zentrifugiert, um Zellbruchtriimmer und unldsliche
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Bestandteile abzutrennen. Der Uberstand (Rohextrakt) wurde abgenommen, und zur
Affinitdtsreinigung der exprimierten Strep II markierten Proteine 20 ul Strep-Tactin
dazugeben. Dabei interagiert der Strep II Tag mit immobilisiertem Strep-Tactin, einem
speziell hergestellten Streptavidin. Nach 15 Minuten Inkubation im Uberkopfschiittler bei 4
°C, wurde der Rohextrakt abgenommen und das Strep-Tactin 3 x mit Waschpuffer
gewaschen. Das Strep-Tactin wurde in 50 pl Waschpuffer aufgenommen. Zur

Proteindetektion mittels Westernblot wurden 10 pl mit 3 pl 5 x Proteinladepuffer vermischt.

Proteinextraktionspuffer und Waschpuffer, siche 2.3.1

2.3.4 Kinaseaktivitatsbestimmung

Gereinigte Kinasen wurden in einem Kinasetest mit Syntide 2 als artifiziellem Peptidsubstrat,
beziehungsweise Histon als Proteinsubstrat verwendet. Vergleichbare Kinasemengen wurden
mit Hilfe von Western-Blots nach Strep II-Aufreinigung eingestellt. Ein Standard-
Kinaseansatz von 30 pl enthielt: 50 mM HEPES, pH 7,4; 10 mM MgCl,; 5 uM CaCl,; 2 mM
DTT, 10 uM Syntide 2; 100 uM ATP und 3 pCi [y-32P]-ATP. Die Negativkontrolle enthielt
statt des Calciums 2 mM EGTA. Die Kinasereaktionen wurden nach 6 Minuten durch Zugabe
von 3 pul 10 % Phosphorsdure gestoppt. 20 pl Reaktionsansatz wurden auf
Anionenaustauscher-Papier (P81) pipetiert und an der Luft getrocknet. Anschliefend wurde
das Papier mit 1 %iger Phosphorsdure gewaschen und die verbleibende Radioaktivitit mittels

Szintillationszdhlung bestimmt.

Zur Auswertung der Auto- und Transphosphorylierungsaktivitit wurde 10 pl des
Reaktionsansatzes auf ein 10 % Acrylamid Gel aufgetragen und die Proteine in einer SDS-
PAGE aufgetrennt. AnschlieBend wurde das Gel vakuum-getrocknet und die radioaktiven
Signale mittels Einlesen einer auf das Gel aufgelegten Phosphoimager-Platte (BAS-MS,
Fujifilm, Japan) im FLA 2000 ( Fujifilm, Japan) detektiert.

2.3.5 In Gel Kinase Test ( nach Romeis et al., 2000)

Gleiche Proteinmengen aufgereinigter Enzyme, beziehungsweise Rohextrakt wurden auf ein
SDS Gel aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt. AnschlieBend wurde das Gel bei
Raumtemperatur 2 mal 30 min in Puffer A (50 mM Tris/HCI-Puffer, pH 8,0; 20 %
Isopropanol), 2 mal 30 min in Puffer B (50 mM Tris/HCl-Puffer, pH 8,0; 5 mM -
Mercaptoethanol) gewaschen und zum Denaturieren eine Stunde in 50 mM Tris/HCI-Puffer,

pH 8,0; 5 mM B-Mercaptoethanol; 6 M Guanidiniumhydrochlorid inkubiert. Uber Nacht
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erfolgte die Renaturierung bei 4 °C in 50 mM Tris/HCI-Puffer, pH 8,0; 5 mM J-
Mercaptoethanol; 0,04 % Tween 20, wobei der Puffer mehrmals gewechselt wurde. Vor der
Kinasereaktion wurde das Gel 30 min in Puffer E ( 40 mM HEPES-Puffer pH 7,4; 2 mM
DTT; 15 mM MgCly; 0,1 mM EGTA; 500 uM CaCly) equilibiriert. Zum Starten der
Kinasereaktion wurden 25uM ATP und 50uCi y-P**-ATP zugegeben. Nach einer Stunde
wurde die Reaktion durch Zugabe von 5 % Trichloressigsdure, 1 % Phosphorséure in H,O
abgestoppt. Anschlieend wurde das Gel 6 mal je 30 min in der Stoppldsung gewaschen und
unter Vakuum getrocknet. Zur Detektion der Kinaseaktivitit wurde eine Phosphoimager

Platte (BAS-MS, Fujifilm, Japan) aufgelegt.

2.3.6 Proteinbestimmung (Bradford-Methode)

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mittels Bradford-Proteinassay-Reagenz
(Bio-Rad, Miinchen) wie im Herstellerprotokoll beschrieben. Die Absorption wurde in 96
Well-Mikrotiterplatten bei 595 nm im Microplate Spectralphotometer pQuant™ (Biotek
Industries, Bad Friedrichshall) gemessen. 5 pl einer geeigneten Verdiinnung des
Proteinextraktes (zwischen 1:5 und 1:10) wurden mit 200ul Bradford-Losung (1:5 in H,O
verdiinnt) gemischt und 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Proteinkonzentration

der Proben wurde in dreifacher Wiederholung anhand einer BSA Eichgeraden bestimmt.

2.3.7 Denaturierende SDS-PAGE

Die Proteinauftrennung erfolgte entsprechend ihres scheinbaren Molekulargewichtes in 10-15
%igen kontinuierlichen Polyacrylamidgelen (SDS-PAGE) in Mini- SDS-Gelapparaturen
(Bio-Rad, Miinchen). Fiir die Elektrophorese wurde 1 x Elektrophoresepuffer (25 mM Tris;
250 mM Glycin; 0,1 % (w/v) SDS) verwendet. Die Proteinextrakte wurden mit 1/5 Vol. 5 x
Probenpuffer (50 M Tris/ HCIL, pH 6,8; 10 % SDS; 30 % Glycerol; 1 M DTT; 0,4 %
Bromphenolblau) versetzt, 5 Minuten bei 95°C denaturiert und aufgetragen. Als
GroBenstandard diente ,,SeeBlue* (Bio-Rad, Miinchen). Nach der Trennung erfolgte der

Transfer auf eine Nitrocellulosemembran.

Zur Untersuchung der Mobilitdtsverdanderung von CDPKs nach Calciumbindung wurden die
Enzyme mit Probenpuffer, der 1 mM CaCl, oder 5 mM EGTA enthielt, vor dem

Proteinauftrag auf ein SDS-Gel versetzt.
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2.3.8 Western Blot

Mittels Western-Blot wurden die in einer SDS-PAGE aufgetrennten Proteine
elektrophoretisch auf eine Nitrocellulose-Membran {ibertragen. Anschliefend erfolgte eine
Detektion mit Antikdrpern. Die Ubertragung der Proteine auf eine Nitrocellulosemembran
(Hybond™-ECL™, GE-Healthcare, Freiburg ) erfolgte in dem miniPROTEAN® System
(Biorad) bei 100 V fiir 1 h bzw. 40 V fiir 14 h unter Verwendung von Transferpuffer (48 mM
Tris/ HCI, pH 8,3; 40 mM Glycin; 20 % Methanol). Die Membran konnte zur Uberpriifung
der Gleichbeladung mit Ponceau S-Losung ( 0,2 % Ponceau S in 3 % Trichloressigsdure)
eingefiarbt werden. Nach 1-2 Minuten Inkubation wurde die Losung abgeschiittet und die
Membran mit H,O gewaschen, bis die Proteinbanden deutlich zu erkennen waren. Die

Membran wurde zur Bestdtigung der Gleichbeladung eingescannt.

2.3.9 Immunodetektion von Strepll markierten Proteinen

Zur Detektion Strepll markierter Proteine wurde das Strep-Tactin (Streptavidin)- HRP (horse
radish peroxidase)- Konjugat verwendet. Die Detektion erfolgte iiber eine enzymatische
Reaktion des an das Konjugat gebundenen Enzyms. Nach einstiindiger Strep-Tactin
(Streptavidin)- HRP-Konjugat Inkubation erfolgte die Detektion mittels ECL ( Supersignal®
West Femto bzw. Piko Maximum Sensitivity Substrate, Pierce, USA). Dieses dient als
Substrat fiir die Alkaline Phosphatase und wird zu einem fluoreszierendem Produkt

umgesetzt.

Fiir die Blotentwicklung wurde die Membran eine Stunde in 20 ml Blockierlésung blockiert.
(Blockierlosung: 5 % Milchpulver in TBS-T-Puffer). AnschlieBend wurde die Membran
dreimal mit TBS-T ( 25 mM Tris/HCI, pH: 7,5; 100 mM NaCl; 0,05 % Tween 20 )
gewaschen und 10 min in 2 pg/ ml Avidin in TBS-T inkubiert, um eine unspezifische
Detektion von biotinylierten Proteinen durch das Strep-Tactin (Streptavidin)-Konjugat zu
verhindern. In diese Losung wurde das entsprechenden Strep-Tactin (Streptavidin)-Konjugat
(1:4000) gegeben und eine Stunde inkubiert. Anschlieend wurde zweimal 10 min mit TBS-T
und einmal 10 min mit TBS gewaschen. Die Proteindetektion erfolgte entsprechend dem

verwendeten Strep-Tactin (Streptavidin)-Konjugat.
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2.3.10 Immunodetektion phosphorylierter MAP-Kinasen (TEY Western)

Zur Detektion phosphorylierter MAP-Kinasen wurde ein TEY Western durchgefiihrt. Dafiir
wurde die Nitrozellulosemembran 1 Stunde bei Raumtemperatur in 20 ml Blockierlsung
blockiert (Blockierlosung: 5 % Milchpulver in TBS-T-Puffer), 3 x kurz mit TBS-T gespiilt
und anschlieBend tiber Nacht bei 4°C mit dem priméren Antikoérper aTEY (1:1000 in 5%
BSA in TBS-T) inkubiert. Nach dreimaligem Waschen fiir je 5 min mit TBS-T wurde die
Membran fiir eine Stunde mit dem sekundéren Antikorper (1:10.000 in 3 % Milch in 1xTBS-
Tween) inkubiert. Nach dreimaligem Waschen fiir je 5 min mit TBS-T wurde die Membran

mit dem Femto-ECL-Kit von Pierce entwickelt.

2.3.11 Colloidal Coomassie Firbung

Zur unspezifischem Detektion von Proteinen in SDS-Gelen wurde eine Collodial Coomassie
Farbung durchgefiihrt. Dafiir wurden die Proteine in dem Gel durch Inkubation in
Fixierlosung fixiert, 2 mal kurz mit destilliertem Wasser gespiilt und anschlieBend 3-4

Stunden in Féarbelosung inkubiert.

Fixierlosung: 40 % Ethanol, 10 % Essigsdure
Férbelosung: 0,6 M Ammoniumsulfat; 0,4 % Phosphorsdure; 0,8 % Coomassie Brilliant Blue

Stock (5 g Coomassie Brilliant Blue G-250 in 100 ml destilliertem Wasser); 20 % Methanol

2.3.12 Silberfirbung von SDS-Gelen

Nach der Auftrennung von Proteinen mittels SDS-PAGE wurde eine Silberfiarbung der
Proteine angefertigt, um die Reinheit aufgereinigter Proteine nachzuweisen. Dafiir wurde das
Gel eine Stunde in Fixierlosung fixiert und anschlieBend in Losung 1 fiir eine Stunde
inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit destilliertem Wasser fiir 10 Minuten, wurde das
Gel fir 30 Minuten in Firbelosung gefirbt. Nach zweimaligem kurzen Spiilen mit
destilliertem Wasser, wurde das Gel durch Zugabe von Entwicklerlosung entwickelt. Die
Reaktion wurde durch Zugabe von 50 mM EDTA abgestoppt.

Fixierlosung: 30 % Ethanol; 15 % Essigsdure in destilliertem Wasser

Losung 1: 0,5 M Natriumacetat; 8 mM NaS;03 x 5 H,O; 25 % Ethanol; 0,125 %
Glutharaldehyd in destilliertem Wasser

Férbelosung: 6 mM Silbernitrat; 11 % Formaldehyd in destilliertem Wasser
Entwicklerlosung: 2,5 % Na,COs; 0,03 % Formaldehyd in destilliertem Wasser
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2.4 Pflanzenanzucht
2.4.1 Pflanzenwachstumsbedingungen

Zur vegetativen Vermehrung wurden Arabidopsis thaliana Pflanzen (Okotyp Columbia) auf
2:2:1 P-Erde: T-Erde: Perliet (Gebriider Patza) angezogen. Nach dem Aussidhen wurden die
Samen 3 Tage bei 4 °C vernalisert. AnschlieBend wurden die Pflanzen unter
Langtagbedingungen mit einem Lichtzyklus: 16 h Licht und 8 h Dunkelheit bei 22 °C und

einer Lichtstirke von 250 pmol/m’s gehalten.

N. benthamiana Pflanzen wurden auf Floratonerde (92 % Hochmoortorf; 0,15 % Salzgehalt,
pH 5 bis pH 6) kultiviert. Die Samen wurden nach dem Aussden fiir drei Tage bei 4 °C
vernalisiert und unter Langtagbedingungen im Gewéchshaus kultiviert (16 h Photoperiode, 22
°C, Lichtintensitit: ~ 400 pmol/ m’*s’, Luftfeuchtigkeit ~ 30 %). Fiir die transiente

Expression wurden etwa vier Wochen alte Pflanzen verwendet.

2.4.2 Oberflichensterilisierung von Samen

Fir die Kultivierung von Arabidopsis Pflanzen auf MS-Fest-Medium wurde die Samen-

oberflache zuvor sterilisiert.

Dazu wurde zum einen die Methode der Dampfsterilisation verwendet. Etwa 50-100 A.
thaliana Samen wurden in einem 1,5 ml ReaktionsgefdB3 in einem Kunststoffstidnder in einen
Exsikator gestellt. In den Exsikator wurde 100 ml 12 %ige Hypochloritlosung gegeben und
die Entwicklung von Chlorgas mit der Zugabe von 5 ml 37 %iger Salzsiure gestartet. Mit
einer Membranpumpe wurde ein Vakuum angelegt, um das Gefdl3 abzudichten. Die Samen
wurde 3-6 Stunden in der Chlorgasatmosphére inkubiert, danach unter einer Sterilbank aus

dem Exsikator entnommen und auf die MS-Platten verteilt.

Als weitere Methode zur Oberflichensterilisierung von Samen diente die direkte Inkubation
in flissigem Natriumhypochlorid. Dafiir wurden die Samen zuerst mit 70 %-igem (v/v)
Ethanol behandelt. Nach zwei Minuten wurde der Alkohol gegen eine Sterilisationslosung (12
% (v/v) Na-Hypochlorit; 0,2 % (v/v) Tween” 20) ausgetauscht und die Samen von
Arabidopsis thaliana nach kurzem Schiitteln fiir 5 Minuten inkubiert. AnschlieBend wurden
die Samen fiinfmal in sterilem tridestilliertem Wasser gewaschen und auf die MS-Platten

verteilt.
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2.4.3 Stabile A. thaliana Transformation

Zur stabilen Transformation von A. thaliana wurde die ,floral dip* Methode ( Clough und
Bent, 1998), angewand. A. thaliana Pflanzen wurden unter Langtagbedingungen bis zum
Blithen gebracht. Fiir die Transformation wurde 100 ml YEB Medium inklusive der
entsprechenden Antibiotika mit einer frischen 10 ml A. tumefaciens Ubernachtkultur
angeimpft. Nach 20-stiindiger Inkubation bei 28 °C und 180 rpm wurde die Kultur 10
Minuten bei 3000 x g zentrifugiert und das Pellet in 5 % (w/v) Saccharoselosung mit 0,02 %
Silwet L-77 (Lehle Seeds, USA) resuspendiert und auf eine optische Dichte ODgpp von 0,8
eingestellt. Die Pflanzen wurden fiir einige Sekunden kopfiiber in die Bakteriensuspension
getaucht und anschlieend in eine Plastiktiite verpackt. Die Pflanzen wurden im Anschluss
unter reduzierten Lichtbedingungen {iiber Nacht inkubiert und am néchsten Tag ins

Gewichshaus tiberfiihrt. Nach etwa 6 Wochen wurden die Samen geerntet.

2.4.4 Selektion stabiler transgener A. thaliana auf Erde

Die Samen der transformierten Pflanzen wurden direkt auf Erde ausgesét und kultiviert wie
zuvor beschrieben. Eine Woche nach Keimung wurden die Pflanzen mit 0,1 % (w/v)
BASTA® (kommerzielles Produkt auf Glufosinatbasis) bespriiht. Nur transgene Pflanzen, die
das Phosphinothricin-Acetyltransferase (PAT) Gen trugen, iiberlebten.

2.4.5 Segregationsanalyse auf MS-Medium

Die Segregationsanalyse der T1 und T2 Generation der rekombinanten A. thaliana Linien
erfolgte auf MS-Festmedium. Dazu wurden oberflichensterilisierte Samen auf Petrischalen
mit MS-Festmedium mit 10 pg/ml Phosphinotricin verteilt und zwei Tage bei 4 °C
vernalisiert. Danach wurden die Pflanzen unter Langtagbedingungen herangezogen. Nach
etwa zwei Wochen konnte Ileicht zwischen normal entwickelten, resistenten, und
chlorotischen, anfilligen Pflanzen unterschieden werden. Die resistenten Pflanzen wurden

anschlieBend auf Erde kultiviert.

2.4.6 Schiittelkultur

Zur Untersuchung der Genexpression nach Stressapplikation wurden Arabidopsispflanzen in
Schiittelkulturen kultiviert. Dafiir wurde 50 ml 1/2 MS Medium mit 1 % Saccharose in 300 ml
Erlenmeyerkolben autoklaviert. Nach Abkiihlen des Medium wurden ca. 50
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oberfldchensterilisierte Arabidopsissamen in das Medium gegeben und 2 Tage bei 4 °C
vernalisiert. Die Pflanzen wurden 2 Wochen unter Langtagbedingungen, bei 120 rpm
kultiviert. Die Applikation von 100 mM NacCl, 200 mM Mannitol, oder 50 uM ABA erfolgte
direkt ins Medium. Proben wurden liber einen Zeitkurs geerntet, in fliissigem Stickstoff

eingefroren und bis zur weiteren Verwendung bei —80 °C gelagert.

2.4.7 Keimungstests

Um den Einfluss von NaCl, Mannitol, LiCl und ABA auf das Keimungsverhalten von
Atcpk21 und Atcpk23 Knockout Pflanzen im Vergleich zu Col-0 Wildtyp zu untersuchen,
wurden Keimungstests durchgefiihrt. Daflir wurden oberflédchensterilisierte Samen auf 2 MS
Medium, mit und ohne Stressfaktor ausgelegt. Das Pflanzenwachstum erfolgte bei 22 °C und
Langtagbedingungen (Lichtzyklus: 16 h Licht und 8 h Dunkelheit bei 22 °C) und wurde {iber

eine Woche verfolgt.

2.4.8 Wachstumstests

Um die Langzeitadaption der verwendeten A4. thaliana Linien an NaCl und Mannitol zu
untersuchen, wurden Wachstumsstests auf 1 MS Medium durchgefiihrt. Dafiir wurden
oberflachensterilisierte Samen auf 1 MS Medium mit 3 % Saccharose ausgelegt und 3 Tage
vernalisiert. Nach 4 Tagen Wachstum wurden die Keimlinge auf 1 MS Medium mit 3 %
Saccharose, 1 MS Medium mit 3 % Saccharose und 100 mM NacCl beziehungsweise 300 mM
Mannitol umgesetzt. Das Pflanzenwachstum erfolgte bei 22 °C und Langtagbedingungen

(Lichtzyklus: 16 h Licht und 8 h Dunkelheit bei 22 °C) und wurde iiber vier Wochen verfolgt.

2.4.9 Phinotypische Charakterisierung auf Erde gewachsener Pflanzen

Um die Toleranz der verwendeten A. thaliana Linien auf NaCl, Mannitol und LiCl zu testen,
wurden 3 Wochen alte 4. thaliana drei mal alle 2 Tage mit 300 mM NaCl, 200 mM Mannitol
oder 30 mM LiCl behandelt. Das Pflanzenwachstum erfolgte bei 22 °C und
Langtagbedingungen (Lichtzyklus: 16 h Licht und 8 h Dunkelheit bei 22 °C) und die

Ausbildung von stressbedingten Chlorosen wurde iiber 10 Tage verfolgt.
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2.4.10 Pflanzenanzucht und Probenaufarbeitung fiir Natrium- und Kaliummessungen
mittels ICP-MS

Um den Natrium- und Kaliumgehalt der Linien Col-0, cpk21, cpk23 und 35S::CPK21-Strepll
1.5.9 nach Exposition mit 100 mM NaCl zu messen, wurden die Topfe 3 Wochen alter auf
Erde gewachsener Pflanzen fiir 24 Stunden in 100 mM NaCl-Lésung gestellt. Das
Pflanzenwachstum erfolgte bei 22 °C und Langtagbedingungen (Lichtzyklus: 16 h Licht und
8 h Dunkelheit bei 22 °C). AnschlieBend wurden die Blitter geerntet, kurz in destilliertem
Wasser gewaschen und in fliisssigem Stickstoff gefroren. Nach Trocknung des Materials
mittels Lyophilisierung wurde der Natrium- und Kaliumgehalt in der Arbeitsgruppe Harter/
ZMBP Tiibingen mittels ICP-MS gemessen.

2.4.11 Blatttrocknungstests

Um die Transpirationsstirke zwischen verschiedenen A. thaliana Linien zu vergleichen,
wurde der Wasserverlust iiber 4 Stunden durch Wiegen von abgeschnittenen Bléttern von

jeweils 10 Pflanzen verfolgt und als Prozent des Ausgangsgewichts aufgetragen.

2.4.12 Fluoreszensmikroskopie

Die Detektion der YFP-Fluoreszenz in N. benthamiana und A. thaliana Protoplasten nach
Expression von YFP markierten Proteinen erfolgte mit dem Fluoreszenz-Mikroskop (Modell
Nikon Eclipse 90i) und zugehorigen YFP-Filtern (Anregungs-Filter 480-520 nm, ,,beam
splitter* 515 nm, Emissions-Filter 505-565 nm). Mit dem Programm Velocity konnten

digitale Bilder aufgenommen werden.

2.4.13 Kreuzung von Arabidopsis-Linien

Durch Kreuzung zweier Arabidopsis-Linien wurden deren Merkmale miteinander vereinigt.
Dafiir wurden die Staubblatter der paternalen Pflanzen vorsichtig entfernt und der Fruchtstand
mit dem Pollen einer anderen Linie befruchtet. Fiir beide Merkmale homozygote Pflanzen

wurden tiber PCR mit genomischer DNA als Template identifiziert.
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In der vorliegenden Arbeit sollte die Rolle der beiden CDPKs CPK21 und CPK23 aus
Arabidopsis thaliana in der Signaltransduktion nach Salz- und hyperosmotischem Stress
untersucht werden. Diese beiden CDPKs wurden auf Grund von Genexpressionsdaten von Dr.
Joachim Kurth (Daten nicht gezeigt) ausgewéhlt. Phianotypische Untersuchungen von CPK T-
DNA Insertionslinien im Vergleich mit Col-0 Pflanzen identifizierten die beiden am nahesten
verwandten CDPKs CPK21 und CPK23 als putative Signalmolekiile der Salzstressantwort in

Arabidopsis thaliana.

3.1 Charakterisierung derT-DNA Insertionslinien cpk21 (SALK 029412) und cpk23
(SALK_007958)

Zur Untersuchung der Rolle von AtCPK21 und AtCPK23 in der Signaltransduktion nach
Salz- und hyperosmotischem Stress wurden vergleichende phénotypische Charakterisierungen
und Genexpressionsanalysen zwischen Col-0 Wildtyppflanzen und cpk21 und cpk23 T-DNA-
Insertionslinien durchgefiihrt. Fiir die in dieser Arbeit durchgefiihrten Analysen wurde die
cpk21 Linie SALK 029412 sowie die cpk23 Linie SALK 007958 verwendet. Beide Gene
sind aus acht Exons und sieben Introns aufgebaut. Das CPK21 Gen ist 2814 bp lang mit einer
codierenden Sequenz von 1596 bp. Die Lange der genomischen Sequenz von CPK23 betragt
3087 bp mit einer codierenden Sequenz von 1563 bp. Die codierenden Sequenzen beider
Gene sind zu 87,2 % miteinander identisch. Abbildung 3.1 stellt schematisch die Position der

T-DNA-Insertion in den Genen dar.

SALK 029412 AtCPK21

5 3’
Abbildung 3.1: schematische Darstellung der Position
der T-DNA Insertion in den Genen CPK21 und CPK23
AtCPK23 SALK 007958 EXOIl = dunkler Balken

s Intron = heller Balken
5 '

Die T-DNA-Insertion der cpk21 Linie SALK 029412 befindet sich im ersten Exon und die
Insertion von cpk23 SALK 007958 im siebten Intron. Homozygote Pflanzen fiir die jeweilige
T-DNA-Insertion wurden mittels PCR identifiziert und isoliert (Abbildung 3.2).
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SALK 029412 SALK 007958
Gen T-DNA Gen T-DNA
cpk2l Col cpk2l Col cpk23 Col cpk23 Col

1500 bp - ‘ - e

1000 bp —
600 bp —

Abbildung 3.2: PCR zur Isolation homozygoter T-DNA-Insertionslinien. Die PCR zum Nachweis der
T-DNA-Insertion wurde mit T-DNA-spezifischen Primern und CPK21- bzw. CPK23-genspezifischen
Primern (T-DNA), die PCR zum Nachweis des Wildtypgens wurde mit CPK2I- bzw. CPK23-
genspezifischen Primern (Gen) durchgefiihrt. Als Template diente genomische DNA der Linie
SALK 029412 (cpk21) sowie genomische DNA der Linie SALK 007958 (¢pk23). Genomische DNA
von Col-0 diente als Positivkontrolle fiir den Nachweis des Wildtypgens (Col-0).

Des weiteren wurde mittels PCR mit ¢cDNA der Linien cpk2l und cpk23 als Template
untersucht, ob die T-DNA Insertion zu einem Fehlen des Gentranskripts fiihrte. Als
Positivkontrolle wurden die gleichen PCRs mit CPK2- bzw. CPK23- Plasmid-DNA als
Template, durchgefiihrt (Abbildung 3.3).

SALK 029412 SALK 007958
cDNA Plasmid cDNA Plasmid

U H U H U VvV H U V H

1500 bp _
1000 bp —

600 bp —

Abbildung 3.3: PCR zur Detektion von CPK2] und CPK23 Transkripten in den jeweiligen
Insertionsmutanten. Die PCR wurde mit einem Primerpaar durchgefiihrt, welche die T-DNA-Insertion
flankieren (U), hinter der T-DNA-Insertion binden (H) bzw. vor der T-DNA-Insertion binden (V). Als
Template dienten cDNA der Linien SALK 029412 bzw. SALK 007958 (cDNA) sowie Plasmid-DNA
von CPK21 und CPK23 (Plasmid).

Die T-DNA Insertion in cpk2l SALK 029412 fiihrt zu einem vollstindigen Verlust des
CPK21 Transkripts. Fir die cpk23 Linie SALK 007958 konnte mit Primern die vor
beziehungsweise hinter der Insertion binden, CPK23 Transkript detektiert werden. Da kein
Fragment mit Primern, welche die Insertion flankieren amplifiziert wurde, kann davon
ausgegangen werden, dass die T-DNA Insertion nicht mit dem Intron gespliced wird und ein

funktionsloses ,,Sinnlos-Transkript* entsteht.
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3.2 Phinotypische Charakterisierung von Col-0, cpk21 (SALK_029412) und cpk23
(SALK_007958)

Die cpk2l und cpk23 T-DNA Insertionslinien wurden im Vergleich zu Col-0 Wildtyp in
Wachstumstests auf NaCl- oder Mannitol-haltigem Medium eingesetzt. Daflir wurden 4 Tage
alte Keimlinge der homozygoten Linien nach Keimung auf 1 MS mit 3 % Saccharose auf
Medium umgesetzt, welches zusétzlich entweder 100 mM NaCl oder 300 mM Mannitol
enthielt.

b g2 (P B v,
L 4

Abbildung 3.4: Wachstum von A. thaliana Pflanzen der Linien Col-0, cpk2] und cpk23 auf 1 MS mit
3 % Saccharose (A), 1 MS mit 3 % Saccharose und 100 mM NaCl (B) bzw. 300 mM Mannitol (C). D
zeigt reprasentative Pflanzen jeder Linie. Fotos wurden von 4 Wochen alten Pflanzen aufgenommen.

Wie aus Abbildung 3.4 deutlich wird, zeigten die cpk2] und cpk23 T-DNA Insertionslinien
eine groflere Toleranz gegeniiber osmotischem Stress als Col-0 Wildtyp. Wahrend die Col-0
Pflanzen nach 4 Wochen Wachstum auf Mannitol-haltigem Medium starke Chlorosen
zeigten, wiesen die cpk2l und cpk23 T-DNA-Insertionslinien eine bessere Toleranz
gegeniiber osmotischem Stress auf. Nach 4 Wochen Wachstum auf NaCl-haltigem Medium
war allerdings kein Unterschied zwischen den Linien erkennbar.

Neben der phénotypischen Charakterisierung auf MS-Medium, wurden die Linien Col-0,
cpk2] und cpk23, sowie die CPK2I Uberexpressionslinie 35S::CPK21-Strepll 1.5.9
(Generierung siehe 3.3) auf Erde ausgelegt und unterschiedlichen Tests unterzogen. Jeweils
78, drei Wochen alte, unter Langtagbedingungen gewachsene Pflanzen der genannten Linien
wurden im Abstand von 2 Tagen mit 300 mM NaCl, 200mM Mannitol bzw. 30 mM LiCl
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behandelt. Pflanzen, die Chlorosen zeigten, wurden gezdhlt und die Ergebnisse statistisch mit
dem Programm GraphPad Prism 4 ausgewertet. Abbildung 3.5 zeigt jeweils eine Pflanze jeder

Linie 6 Tage nach der ersten Stressapplikation sowie eine graphische Auswertung der

Experimente.
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*P=0,0265 _ T _I.*
T T T ||
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Abbildung 3.5: Wachstum von jeweils 78, 3 Wochen alter Pflanzen der Linien Col-0, cpk21, cpk23
und 35S::CPK21-Strepll 1.5.9 unter Kontrollbedingungen und nach dreimaliger Applikation, im
Abstand von 2 Tagen, von 300 mM NaCl , 200 mM Mannitol bzw. 30 mM LiCl. (A) Fotos wurden 6
Tage nach der ersten Applikation von 300 mM NaCl, 200 mM Mannitol bzw. 30 mM LiCl
aufgenommen. (B) Graphische Darstellung: % chlorotische Pflanzen 5 bis 8 Tage nach der ersten
Applikation von 300 mM NacCl (1), 200 mM Mannitol (2) bzw. 30 mM LiCl (3).

Die Linien cpk21 und cpk23 zeigten eine erhdhte Toleranz gegeniiber 300 mM NaCl (mit
schwacher Signifikanz von *P= 0,0265 fiir cpk23), verglichen mit Col-0 Wildtyppflanzen.
Die cpk21 Uberexpressionslinie 35S::CPK21-Strepll 1.5.9 zeigte ein dhnliches Verhalten wie
Col-0. Mit der Behandlung von Mannitol bzw. LiCl kann unterschieden werden, ob die
osmotische — oder die cytotoxische Komponente des NaCl-Stresses zu dem verdnderten
Phénotyp fiihrt. LiCl ist zehnmal toxischer als NaCl, so dass eine zehnmal niedrigere
Konzentration des Salzes ausreicht, um die gleiche cytotoxische Wirkung hervorzurufen,
jedoch eine zehnmal geringere hyperosmotische Wirkung durch das Salz ausgeiibt wird.
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Damit kann unterschieden werden, ob die cytotoxische - oder die osmotische Wirkung von
NaCl einen Einfluss auf die Salztoleranz der Pflanzen ausiibt. Wahrend die Linien cpk2/ und
cpk23 eine erhohte Toleranz gegeniiber 200 mM Mannitol aufwiesen (mit schwacher
Signifikanz von *P= 0,046 fiir cpk23), verhielten sich alle Linien unter LiCl-Stress identisch.
Dies deutet darauf hin, dass die erhohte Toleranz von cpk21 und cpk23 auf einer erhdhten
Toleranz der osmotischen Komponente des NaCl-Stresses beruht. Darauf deuteten auch die

phénotypischen Untersuchungen auf MS-Medium hin (sieche Abbildung 3.4).

Um zu untersuchen, ob die erhohte Salztoleranz und Toleranz gegeniiber hyperosmotischem
Stress der cpk2] und cpk23 T-DNA Insertionslinien auf einer verminderten Transpiration und
einem damit verbundenem geringeren Transport von NaCl in die griinen Gewebe der Pflanzen
beruht, wurde ein Blatttrocknungstest mit den drei Linien, sowie der CPK2I-
Uberexpressionsinie 35S::CPK21-Strepll 1.5.9 durchgefiihrt. Dafiir wurde von jeweils zehn,
3 Wochen alten Pflanzen das Frischgewicht bestimmt und durch stiindliches Wiegen der

Wasserverlust bestimmt.

Blatttrocknungstest
100
80 T
5 Abbildung 3.6:
é 60 I == Col-0 Blatttrocknungstest von abge-
& AN W epk2l schnittenen Bléttern der Linien
5 4 U1 P2 Col-0 (blaw), cpk2] (rot), cpk23
z T\\\l ’ (gelb) und 35S::CPK21-Strepll
X | 1.5.9 (griin). Der Mittelwert von
201 Prozent des Ausgangsgewichts
von jeweils 10 Pflanzen pro
0 ‘ ‘ ‘ ‘ Linie + Standartabweichung
tinh 0 1 2 3 4 wurde angegeben.

Abbildung 3.6 zeigt, dass zwischen den Linien Col-0, cpk2l, cpk23 und der CPK2I
Uberexpressionslinie 35S::CPK21-StrepIl 1.5.9 kein Unterschied in der Transpirationsrate
festgestellt werden konnte. Dies wiedersprach fiir cpk23 den Ergebnissen von Ma und Wu
(2007), welche die gleiche SALK-Insertionsmutante charakterisierten. Sie haben fiir cpk23 im
Vergleich zu Col-0 eine verminderte Stomatadffnung und verminderten Wasserverlust nach

Entfernen der Rosettenblétter gezeigt.

Um den Einfluss von CPK21 und CPK23 auf die Keimung unter Hochsalz- bzw.
hyperosmotischen Bedingungen zu testen, wurden zusitzlich Keimungstests mit Col-0 und
den cpk21 und cpk23 T-DNA Insertionslinien durchgefiihrt. Daflir wurden jeweils 100 Samen

der drei Linien auf 1/2 MS Medium und 1/2 MS Medium mit 100 mM NaCl, 200 mM bzw.
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300 mM Mannitol sowie 10 mM LiCl ausgelegt und nach drei Tagen Vernalisation die
Keimung iiber einen Zeitraum von vier Tagen verfolgt. Auch hier diente LiCl der
Unterscheidung zwischen cytotoxischer und hyperosmotischer Wirkung des Salzes auf die

Keimung der einzelnen Linien. Die Ergebnisse dieser Tests sind in Abbildung 3.7 dargestellt.
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Abbildung 3.7: Keimungstests mit Col-0 (blau), cpk21 (rot) und cpk23 (gelb). Jeweils 100 Samen
wurden auf 1/2 MS Medium und 1/2 MS Medium mit 100 mM NaCl, 200 mM bzw. 300 mM
Mannitol oder 10 mM LiCl ausgelegt und die Keimung wurde nach 3 Tagen Vernalisation iiber 4 Tage
verfolgt. Die Abbildung zeigt das Ergebnis aus fiinf biologischen Wiederholungen mit vergleichbaren
Ergebnissen.

Abbildung 3.7 zeigt ein reprisentatives Ergebnis aus 5 Wiederholungen des Keimungstests.
Wihrend unter Kontrollbedingungen alle 3 Linien gleich gut keimten, war die Keimung von
cpk23 in Anwesenheit von 100 mM NaCl, 200 mM Mannitol und 10 mM LiCl am zweiten
Tag, beziechungsweise am dritten Tag in Anwesenheit von 300 mM Mannitol im Vergleich zu

Col-0 verzogert. Die Insertionslinie cpk21 zeigte das gleiche Keimungsverhalten wie Col-0.
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3.3 Phinotypische Analyse von Uberexpressionslinien/ Komplementationslinien von
CPK21 in cpk21 (SALK 029412) und CPK23 in cpk23 (SALK 007958) mit
verschiedenen Enzymversionen

Der CPK21 und CPK23 Genaktivititsverlust in den Linien SALK 029412 und
SALK 007958 wurde mit verschiedenen Strepll markierten Enzymvarianten unter Kontrolle
des 35S-Promoters komplementiert. Abbildung 3.8 stellt diese verschiedenen

Enzymversionen schematisch dar.

CPK21/CPK23 [ I | ]
D20aA [ X || ]

vk [ 1 ]
EF1 [ I ]

1 Abbildung 3.8: Schematische Darstellung der verschiedenen
EF2 [ I | ] Enzymversionen von CPK21 und CPK23.
|

CPK21/CPK23: Wildtypenzym; D204A: kinase-inaktive
EFS ' Variante von CPK21, vk: verkiirzte Version von CPK21 ohne
EFa [ I | ] regulatorische = Doménen; EF1, EF2, EF3, EF4:
Einzelmutationen in jeweils einer der 4 EF-Hénden; EF1/2,
EF3/4: Doppelmutationen im N- bzw. C-terminalen EF-
EF3/a [ I I I Handpaar

EF1/2 [ I | | ]

Bei diesen Enzymvarianten handelt es sich um das Wildtypenzym (CPK21/CPK23), eine
verkiirzte Version (vk), der die regulatorischen Doménen (Autoinhibitor- und Calmodulin-
dhnliche Domine) fehlen, eine kinase-inaktive Version, bei der der Austausch des Aspartat
204 im aktiven Zentrum gegen ein Alanin zu eine Inhibierung der Enzymaktivitit fiihrt
(CPK21 D204A), 4 Versionen mit jeweils einer Mutation in einer der 4 EF-Hénde (EF1; EF2;
EF3; EF4), sowie 2 Versionen mit Mutationen in dem C-terminalen bzw. N-terminalen EF-
Hand Paar (EF1/2; EF3/4). Fiir die Inaktivierung des EF-Hand Motivs wurden die, fiir die
Calciumbindung essentiellen Aminosduren Aspartat an Position X und Y (erste und dritte
Aminosdure des EF-Handmotivs) gegen Alanin ausgetauscht. Diese EF-Hand Mutationen
verursachen einen Verlust der Calciumbindefdhigkeit. Fiir CPK21 wurden zusédtzlich Linien
generiert, die das Wildtypenzym und die kinase-inaktive Version (CPK21 D204A) Strepll
markiert unter Kontrolle des nativen CPK2] Promoters exprimierten. Die 4. thaliana Linien
cpk21 und cpk23, welche Versionen der Enzyme CPK21 und CPK23 mit verdnderten
Calciumbindeeigenschaften exprimierten, wurden fiir Wachstumstests auf 1 MS Medium mit
3 % Saccharose und 1 MS Medium mit 3 % Saccharose und 100 mM NaCl bzw. 300 mM
Mannitol eingesetzt. Damit sollte untersucht werden, ob aus verdanderter Calciumbindung eine

unterschiedliche Fahigkeit der Komplementation des Mutantenphinotyps resultiert.
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Die Abbildung 3.9 zeigt die Stirke der Genexpression der verschiedenen Versionen von

CPK21 in der T3-Generation homozygoter cpk21 A. thaliana Linien im Vergleich zu Col-0.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

verschiedenen Strepll markierten
transformierten cpk21 A. thaliana

1: Col-0, 2: 35S::CPK21-Strepll 1.5.9; 3: 35S::CPK21 EF1-Strepll 2.5.3; 4: 35S::CPK21 EF2-Strepll
3.9.6; 5: 35S::CPK21 EF1/2-Strepll 7.1.1, 6 35S::CPK21 EF3-Strepll 1.6.9; 7: 35S::CPK21 EF3/4-
Strepll 4.1.3; 8: 35S::CPK21 D204A-Strepll 1.5.1; 9: 35S::CPK21 vk-Strepll 2.3.8; 10:
Pcpko1::CPK21-Strepll 5.3.1; 11: Pepkoi::CPK21 D204 A-Strepll 4.4.6;

Abbildung 3.10 stellt die Ergebnisse der Wachstumstests der cpk2l Linien, welche
unterschiedliche CPK21-Enzymvarianten exprimierten, auf 1 MS Medium mit 3 %

Saccharose, 1 MS Medium mit 3 % und 100 mM NaCl bzw. 300 mM Mannitol dar.

Die erhohte Toleranz von cpk21 gegeniiber hyperosmotischem Stress verglichen mit Col-0
konnte bestitigt werden (siehe auch Abbildung 3.4). Die Wachstumstests auf 1 MS Medium
mit 3 % Saccharose und 300 mM Mannitol zeigten, dass die Fahigkeit zur Komplementation
des Mutantenphinotyps von der Enzymversion abhing, die in den Linien exprimiert wurde.
Die Linien 35S::CPK21-Strepll 1.5.9 und Pcpkoi::CPK21-Strepll 5.3.1, die das
Wildtypenzym exprimierten, zeigten dasselbe Ausmal} an Chlorosenbildung wie Col-0. Dies
bestitigte, dass die beobachtete erhdhte Toleranz gegeniiber hyperosmotischem Stress auf
dem Verlust der Genaktivitit von CPK2] beruht. Im Gegensatz dazu verhielten sich die
Linien, welche die Enzymversionen mit den Doppel-EF-Hand-Mutationen, sowie die kinase-
inaktiven Versionen exprimierten, wie die T-DNA-Insertionslinien. Auch die osmotische
Stresstoleranz der Linien mit Einzel-EF-Hand-Mutation war geringer, als die der cpk21 T-
DNA Insertionslinie, wobei die Linie, welche die Enzymversion mit Mutation in EF3 trug,
von diesen drei Linien am intolerantesten gegeniiber hyperosmotischem Stress war. Die Linie
35::CPK21 vk-Strepll 2.3.8 zeigte den gleichen Phianotyp wie c¢pk21. Dies ist verwunderlich,
da es sich dabei um eine konstitutiv aktive Enzymvariante handelt. Eventuell wird das Enzym
in der Pflanze auf Grund seiner konstitutiven Aktivitdt vermehrt degradiert, was zu dem

beobachteten Phanotyp fiihrt.
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Abbildung 3.10: Wachstumstest von transgenen A. thaliana Linien auf 1 MS mit 3 % Saccharose zur
Charakterisierung von CPK2]. Fotos wurden nach 4 Wochen Wachstum auf 1 MS mit 3 % Saccharose
(B), 1 MS mit 3 % Saccharose mit 100 mM NaCl (C) bzw. 300 mM Mannitol (D) aufgenommen.
Schema der Linien (A), Graphische Darstellung: % chlorotische Pflanzen nach 4 wdchigem
Wachstum auf 1 MS mit 3 % Saccharose und 300 mM Mannitol (E)

Abbildung 3.9 verdeutlicht, dass die beobachtete Féhigkeit zur Komplementation des
Mutantenphinotyps nicht mit der CPK21-Transkriptmenge in den untersuchten Linien
korreliert. Die Linien 35S::CPK21-Strepll 1.5.9 und Pcpk2;::CPK21-Strepll 5.3.1 besalen die
grofite Fahigkeit den Wildtypphénotyp zu restaurieren, produzierten aber CPK2/ mRNA in
dhnlichen Mengen wie Col-0. Im Gegensatz dazu zeigten die Linien 35S::CPK21 EF1-Strepll
2.5.3, 35S::CPK21 EF1/2-Strepll 7.1.1 und 35S::CPK21 EF3/4-Strepll 4.1.3 ein geringes
Komplementationsvermdgen des Mutantenphénotyps, jedoch deutlich hohere CPK21-
Transkriptmengen als Col-0.
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Abbildungung 3.11 zeigt die Genexpressionsstirke der CPK23-Versionen in der T3-

Generation homozygoter cpk23 Linien im Vergleich zu Col-0.

1 2 3 4 5 6 7 . )
800 bp — — CPK23 AbbllQung 3.11: Genexpressmn der
verschiedenen Strepll markierten CPK23
600 bp— _ ACT2 Versionen in stabil transformierten A.

thaliana.

1: Col-0; 2: 35S::CPK23-Strepll 10.3.3; 3: 35S::CPK23 EF1-Strepll 6.3.5; 4: 35S::CPK23 EF1/2-
Strepll 4.2.1; 5: 35S::CPK23 EF3-Strepll 6.1.1; 6: 35S::CPK23 EF4-Strepll 2.3.1; 7: 35S::CPK23
EF3/4-Strepll 5.6.1

A

35S::EF1/2 | 35S::EF3

35S::EF1 35S::EF3/4

35S8::CPK23 35S::EF4

Col-0 cpk23

=

Col-0

cpk23
35S::CPK23
35S:: EF1
35S::EF3
35S::EF4
35S::EF1/2
35S::EF3/4

Abbildung 3.12: Wachstumstest von transgenen A. thaliana Linien auf 1 MS Medium mit 3 %
Saccharose zur Charakterisierung von CPK23. Fotos wurden nach 4 Wochen Wachstum auf 1 MS mit
3 % Saccharose (B), mit 100 mM NacCl (C) bzw. 300 mM Mannitol (D) aufgenommen. Schema der
Linien (A), Graphische Darstelluung: % chlorotische Pflanzen nach 4 wochigem Wachstum auf 1 MS
Medium mit 3 % Saccharose und 300 mM Mannitol (E).
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Abbildung 3.12 stellt die Ergebnisse der Wachstumstests der c¢pk23 Linien, die
unterschiedliche CPK23-Enzymvarianten iiberexprimierten, auf 1 MS Medium mit 3 %

Saccharose, 1 MS Medium mit 3 % und 100 mM NaCl bzw. 300 mM Mannitol dar.

Auch fiir cpk23 konnte die erhohte Toleranz gegeniiber hyperosmotischem Stress verglichen
mit Col-0 bestitigt werden (sieche auch Abbildung 3.4). Auch hier zeigten sich
unterschiedliche Féhigkeiten der einzelnen Linien, den Mutantenphdnotyp zu
komplementieren. Die Linie 35S::CPK23-Strepll 10.3.3, welche das Wildtypenzym
exprimierte, zeigte das gleiche Ausmall an Chlorosenbildung nach hyperosmotischen Stress
wie Col-0. Dies bestitigte, dass der beobachtete Phanotyp auf dem Verlust der Genaktivitét
von CPK23 beruht. Die Linie, welche die Enzymvariante mit Mutation in EF1 exprimierte,
verhielt sich identisch zu Col-0. Dies kann darauf hindeuten, dass EF-Hand 1 von CPK23
nicht funktional ist, wie man aus der Aminosduresequenz des Proteins ableiten konnte, da das
fiir die Calciumbindung essentielle Glutamat an Position 12 der EF-Hand 1 durch ein
Glutamin ersetzt ist (Proteinsequenz siche Abbildung 4 im Anhang). Des weiteren verhielten
sich die Linien, welche Enzymversionen mit den Doppel-EF-Hand-Mutationen, sowie die
Version EF3 und EF4 exprimierten wie die T-DNA-Insertionslinie. Auch hier kann man aus
Abbildung 3.11 ableiten, dass die beobachtete Féhigkeit zur Komplementation des
Mutantenphdnotyps nicht von der Transkriptmenge der exprimierten Enzymvariante abhangt.
Die Linie 35S::CPK23-Strepll 10.3.3 zeigte eine etwas geringere CPK23-Transkriptmenge
als Col-0, war aber von den untersuchten Linien am besten in der Lage den Wildtypphanotyp
zu restaurieren. Im Gegensatz dazu zeigten die Linien 35S::CPK23 EF3-Strepll 6.1.1 und
35S::CPK23 EF4-Strepll 2.3.1 hohe CPK23 Transkriptmengen mit einem cpk23 dhnlichen
Phianotyp.

3.4 Transkriptionsanalyse nach Stressapplikation

Um zu untersuchen, ob die Genaktivitit von CPK2! und CPK23 durch Salz- oder
hyperosmotischen Stress sowie das in der abiotischen Stressantwort beteiligte Phytohormon
ABA beeinflusst wird, wurde die Expression von CPK21 und CPK23 nach Stressapplikation
untersucht. Des weiteren sollte ermittelt werden, ob die Expression bekannter abiotischer
Stressmarkergene CPK21- und CPK23-abhingig erfolgt.

Dafiir wurden Col-0, cpk21 und cpk23 A. thaliana Pflanzen hydroponisch in 1/2 MS Medium
mit 1 % Saccharose steril und unter Schiitteln kultiviert. Nach 2 Wochen Wachstum wurden

100 mM NaCl, 200 mM Mannitol oder 50 uM ABA appliziert und Proben iiber einen
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Zeitkurs von 0, 1, 3, 6, 10 und 24 Stunden genommen. Die Abbildungen 3.13, 3.14 sowie
3.15 stellen die Ergebnisse der RT-PCR dar.

100 mM NacCl 200 mM Mannitol
Col-0 cpk21 Col-0 cpk21
tinh 0136102401 3 61024 tinh 013624013624

800 bp — Tt 2D 298 800 bp — EEERENEEEE 1D 298

600 bp — [t D 294 600 bp — I T 2109122%

800 by — ] 400 bp — R COR /5a
P CPRII 200 bp— CPK21

800 bp — R CPK23

600 bp — PP ————— T 800 bp — [ CPK23

600 bp — Rl L L LT (¢
Abbildung 3.13: PCR-Amplifizierung der Markergene RD 294, RD 29B und COR 15a sowie CPK21

und CPK23 iiber einen Zeitkurs nach Applikation von 100 mM NaCl bzw. 200 mM Mannitol zu den
Linien Col-0 und cpk21. Actin (ACT 2) diente als Ladungskontrolle.

Die Transkription von CPK21 wurde in Col-0 durch Applikation von 100 mM NaCl mit
einem Maximum bei 6 Stunden aktiviert. Die Starke der Expression der Markergene RD 294
und RD 29B zeigte in cpk21 keinen Unterschied zu Col-0. Im Gegensatz dazu wurde die
Transkription von CPK2] durch osmotischen Stress nicht reguliert und die Genaktivitit der
Markergene RD 294, RD 29B und COR [5a verhielt sich identisch in Wildtyp und T-DNA-
Insertionslinie. Die Expression von CPK23 wurde nicht durch Salz- und osmotischen Stress
beeinflusst und es zeigten sich keine Unterschiede in der CPK23-Transkriptmenge zwischen
Col-0 und cpk21. Die Microarray-Analysen auf www.genevestigator.ethz.ch zeigten einen
leichten Anstieg der CPK2! Genexpression nach Salzstress in den Wurzeln und einen
deutlichen Anstieg nach osmotischem Stress in griinem Gewebe. Allerdings kann das
Programm auf Grund der hohen Sequenzidentitdt von CPK21 und CPK23 nicht zwischen den

beiden Genen unterschieden.
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100 mM NaCl 200 mM Mannitol
Col-0 cpk23 Col-0 cpk23
tinh 01361024 01361024 tinh 01361024013 61024

300 by — QEEETEEECTIL cPk2/ 400 bp — IS TIENECLLI COR I5a
500 by — EEETTY cprzs 00— LRI 7K

800 bp — CPK23
11 by [ v— ELIILT
600 bp — TR CT?

Abbildung 3.14: PCR-Amplifizierung der Markergene RD 294, RD 29B und COR 15a sowie CPK21
und CPK23 ber einen Zeitkurs nach Applikation von 100 mM NaCl bzw. 200 mM Mannitol zu den
Linien Col-0 und cpk23. Actin (ACT 2) diente als Ladungskontrolle.

Es konnte bestdtigt werden, dass die Transkription von CPK23 weder durch Applikation von
100 mM NaCl noch durch 200 mM Mannitol beeinflusst wird. Auch die Genaktivitit der
Markergene RD 294, RD 29B und COR 15a zeigte keine Unterschiede in Col-0 und cpk23
nach Applikation von Salz- und hyperosmotischem Stress. Die CPK2] Transkription wurde,
auch in cpk23, unter Salzstress, jedoch nicht unter osmotischem Stress aktiviert, wobei keine

Unterschiede der CPK21 Transkriptmenge in Col-0 und cpk23 beobachtetet wurden.

50 uM ABA
Col-0 cpk2l cpk23

i 01 36102401 3 61024 01 3 610 24 .
tinh Abbildung 3.15:

300 bp — [ ettt < 9B PCR-Amplifizierung der
600 bp — ettt kD 204 Matkergene KD 294, RD 295
400 bp — ESESEST N YT WL YT COR IS0 Cpgs; und CPK23 ther e

' =% CPK21 und CPK23 {iber einen
400 bp — [ :8 /o Zeitkurs nach Applikation von
500 bp — [ cpia; 00 UM ABA zu den Linien

Col-0, cpk21 und cpk23. Actin
300 bp — [ i CPK2]  (ACT ~ 2)  diente  als

600 bp — ST AR ACT?  Ladungskontrolle.

Die Transkription von CPK2] und CPK23 wurde durch die Applikation von 50 pM ABA mit
einem Maximum bei 6 Stunden aktiviert. Die Expression der Markergene RD 294, RD 29B,
COR 15a und DRB Ia zeigte keinerlei Unterschiede im Vergleich zwischen den drei Linien.
Im Gegensatz dazu zeigten die Microarraydaten der Seite www.genevestigator.ethz.ch keine

Verinderung der Genaktivitdt von CPK21 oder CPK23 nach ABA-Applikation.
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Des weiteren sollte die Genexpression von CPK21, CPK23 sowie deren mdgliche Regulation
der Markergene RD 294, RD 29B, RD22, Cor 15a, DREB la, ABIl, ABI2, ABAI, ABFI,
ABF2, ABF4, GST6 und P5CSI nach 4 wochigem Wachstum auf 1 MS Medium mit 3 %
Saccharose und 1 MS Medium mit 3 % Saccharose und 100 mM NaCl oder 300 mM
Mannitol untersucht werden. Zu diesem Zeitpunkt zeigten cpk2l und cpk23 im Vergleich zu
Col-0 eine erhohte Toleranz gegeniiber 300 mM Mannitol, wihrend im Wachstum unter
Anwesenheit von 100 mM NaCl kein phéinotypischer Unterschied zwischen den Linien
sichtbar war (siehe auch Abbildung 3.4). Die ausgewéhlten Markergene haben eine Funktion
in der Antwort auf osmotischen -, cytotoxischen - und oxidativen Stress, ausgeldst durch hohe
Salzkonzentrationen und eine Regulation der Expression dieser Gene nach Salz- und

hyperosmotischem Stress ist aus der Literatur bekannt.

35S::CPK21 cpk21 Col-0 cpk23 35S::CPK23
K NaCl Mann. K NaCl Mann. K NaCl Mann. K NaCl Mann. K NaCl Mann.
e e ————————————————
il = @ =

Abbildung 3.16: PCR-Amplifizierung der Markergene RD 29B, RD 294, RD22, COR 15a, ABF1I,
ABF2, ABF4, ABAIl, ABIl, ABI2, DREB la, P5CSI, GST6 sowie CPK2l und CPK23 nach 4
wochigem Wachstum der Linien Col-0, cpk21, cpk23, 35S::CPK21-Strepll 1.5.9 und 35S::CPK23-
Strepll 10.3.3 auf 1 MS Medium mit 3 % Saccharose (K), 1 MS Medium mit 3 % Saccharose und 100
mM NaCl (NaCl) bzw. 300 mM Mannitol (Mann.). Actin (ACT 2) diente als Ladungskontrolle.
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Abbildung 3.16 zeigt, dass die Transkriptmenge von CPK2I nach 4 wochigem Salz- und
hyperosmotischem Stress und die Transkriptmenge von CPK23 dagegen nur nach 4 wochiger
Exposition mit hyperosmotischem Stress im Vergleich zu den Kontrollbedingungen anstieg.
Da auch die Transkriptmenge von CPK21 und CPK23 in den 35S-Uberexpressionslinien nach
Stressexposition anstieg, ist davon auszugehen, dass die Expression der beiden Gene vor
allem posttranskriptional reguliert wird. Die Stirke der Expression der untersuchten
Markergene fiir abiotischen Stress zeigten in den untersuchten cpk2/ und cpk23

Insertionslinien sowie den Uberexpressionslinien im Vergleich zu Col-0 keine Unterschiede.

3.5 Untersuchungen zur gewebsspezifischen Expression von CPK2] und CPK23

Zur Bestimmung der gewebsspezifischen Expression von CPK2/ und CPK23 wurden
transgene A. thaliana Linien generiert, die ein pXCS-GUS Konstrukt mit einem
Promoterfragment von CPK2] bzw. CPK23 im Col-0 Hintergrund trugen. Diese Linien
exprimierten das B-Glucuronidase-Gen unter der Kontrolle des Promoters des jeweiligen
Gens. Das Promoterfragment von CPK21 war 837 bp und von CPK23 1219 bp lang. Es

wurde aus genomischer DNA amplifiziert und endete direkt am ATG der codierenden

Sequenz des jeweiligen Gens.

Abbildung 3.17: GUS-Féarbung der Pcpy,1::GUS exprimierenden Arabidopsis thaliana Linie 11.3

A: Blatt einer 5 Wochen alten Pflanze; B: geschlossene Bliite; C: Stielblatt; D: offene Bliite; E: 4 Tage
alter Keimling; F: Kotyledonen eines 4 Tage alten Keimlings; G: Wurzel eines 4 Tage alten
Keimlings; H: Wurzel einer 5 Wochen alten Pflanze
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CPK21 wurde vor allem in den Leitgeweben von Bldttern exprimiert. Es konnte (-
Glucuronidase-Aktivitét in den Leitgeweben der Rosettenblitter, Stielblétter und Kelchblitter
detektiert werden. CPK2] Expression wurde sowohl in Keimlingen, als auch in adulten
Pflanzen gefunden. Fiir die Untersuchung der CPK2I-Expression wurden verschiedene

Pcpk21::GUS Linien analysiert. Sie zeigten alle das gleiche Expressionsmuster und eine

dhnliche Expressionsstirke in den Bléttern. Jedoch die Linie 11.3 zeigte auch CPK2]
Expression in der Wurzelspitze (Abbildung 3.17 (G, H)).

Abbildung 3.18: GUS-
Féirbung von PCPK23ZZGUS
exprimierenden A. thal-
iana

A: Pcpkr3::GUS Linie 6.2
in 4 Tage alten Keim-
lingen, B: Pcpkos::GUS
Linie 5.3 in 4 Tage alten
Keimlingen, C: Blatt-
primordien in 5 Wochen
alten A .thaliana, D: Blatt
Pcpk23::GUS Linie 5.3 in 5
Wochen alten 4 .thaliana,
E: Blatt Pcpko3::GUS Linie
6.2 in 5 Wochen alten 4
.thaliana

Die durchgefiihrten Promoter-GUS Untersuchungen wiesen darauf hin, dass CPK23 nur in
den oberirdischen Geweben exprimiert wird. CPK23 zeigte dort ein sehr auffilliges
Expressionsmuster. Es wurde B-Glucoronidase-Aktivitdit an den Hydatoden und in den
Blattprimordien detektiert. Es wurden verschiedene Pcpk23::GUS Linien analysiert, welche
alle das gleiche Expressionsmuster aufwiesen. Sie unterschieden sich jedoch in der Stirke der
Expression. In sehr stark exprimierenden Linien (Pcpk23::GUS Linie 6.2) wurde f-
Glucoronidase-Aktivitdit auch in den Blattleitgeweben, ausgehend von den Hydatoden
detektiert. CPK23 wird in Keimlingen sowie in adulten Pflanzen exprimiert. Ma und Wu
(2007) zeigten unter Verwendung eines langeren Promoterkonstrukts, als in der vorliegenden

Arbeit verwendet wurde, CPK23 Expression in grilnen Geweben und der Wurzel.
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3.6 Intrazelluliare Lokalisation von CPK21 und CPK23

Zur Bestimmung der intrazelluldren Lokalisation von CPK21 und CPK23 wurden C-terminale
Fussionskonstrukte von CPK21 und CPK23 mit dem gelb-fluoreszierenden Protein YFP
generiert. Die Plasmide pXCSG-YFP CPK21 und pXCSG-YFP CPK23, mit denen das
Fusionsprotein unter Kontrolle des 35S-Promoters exprimiert wurde, wurden fiir die
transiente Expression in Nicotiana benthamiana und A. thaliana Protoplasten sowie flir die
Erzeugung stabiler 4. thaliana Transformanten verwendet. Weiterhin wurden die Plasmide
pXCS-YFP CPK21 und pXCS-YFP CPK23 in denen das Fusionsprotein unter Kontrolle des
jeweiligen nativen Promotors exprimiert wurde, fiir die Erzeugung stabiler A. thaliana

Transformanten verwendet.

YFP-markierte CPK21 und CPK23 aus stabil transformierten A. thaliana unter Kontrolle des
nativen-, als auch des 35S-Promoters konnte nicht unter dem Fluoreszensmikroskop detektiert
werden, obwohl das Fusionsprotein mittels Western-Blot unter Verwendung eines YFP-
Antikdrpers nachgewiesen werden konnte (Daten nicht gezeigt). Nach transienter Expression

in N. benthamiana und A. thaliana Protoplasten unter Kontrolle des 35S-Promoters konnte

CPK21 und CPK23 YFP Fusionsprotein fluoreszensmikroskopisch detektiert werden
(Abbildungen 3.19 und 3.20).

Abbildung 3.19: Transiente
Expression von CPK21-YFP
unter Kontrolle des 35S-Pro-
moters in A. thaliana Mesophyll-
Protoplasten (A) und N. bentha-
miana Epidermis Zellen (B) PM:
Plasmamembran

TP: Tonoplastmembran

HF: Hechtsche Faden
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CPK21-YFP wurde nach transienter Expression in N. benthamiana unter Kontrolle des 35S-
Promoters in der Plasmamembran lokalisiert. Nach Durchfiihrung einer Plasmolyse mit
100 mM NaCl, konnte man deutlich die sogenannten Hechtschen Fiden erkennen. Dabei
handelt es sich um Cytoplasmamembran, die sich beim Schrumpfen der Zelle, ausgeldst durch
die Hyperosmolaritéit der Salzlésung, von der Zellwand 16st und nur {iber die Plasmodesmata

mit ihr in Verbindung bleibt.

Nach transienter Expression in A. thaliana Protoplasten wurde CPK2I1-YFP in der
Plasmamembran und im Tonoplast lokalisert. Wird die Plasmamembran von Protoplasten an
einer Stelle beschidigt, wolbt sich die Tonoplastmembran heraus. In dieser konnte unter dem

Fluoreszensmikroskop YFP-markierte CPK21 detektiert werden.

Fir CPK23-YFP wurde die gleiche Lokalisation bestimmt, wie fiir CPK21-YFP. Nach
transienter Expression in N. benthamiana und in A. thaliana Protoplasten wurde CPK23-YFP
in der Plasmamembran lokalisiert. Zusdtzlich wurde das Fusionsprotein nach transienter

Expression in A. thaliana Protoplasten am Tonoplast lokalisert.

Abbildung  3.20:  Transiente
Expression von CPK23-YFP unter
Kontrolle des 35S-Promoters in A.
thaliana  Mesophyll-Protoplasten
(A) und N. benthamiana Epidermis
Zellen (B)

PM: Plasmamembran

TP: Tonoplast

HF: Hechtsche Fiden

54



3 Ergebnisse

3.7 Bestimmung des Na'/ K’ -Gehalts in den griinen Geweben von Col-0, cpk21, cpk23
und 35S::CPK21-Strepll 1.5.9

Na" konkurriert mit K* auf sehr salzhaltigen Boden um die Aufnahme. Eine vermehrte Na'-
Aufnahme fiihrt zu einem geringeren K'/Na'-Verhiltnis, was sich ungiinstig auf
biochemische Prozesse auswirkt, da Na” mit K" um die Bindung an Proteine konkurriert.
Einige Daten lassen vermuten, dass vermehrte Kalium-Akkumulation ein wichtiger Faktor fiir
Salztoleranz darstellt (Bordas et al., 1997; Espinosa-Riuz et al., 1999). Auch Ma und Wu
(2007) zeigten fiir die in dieser Arbeit untersuchte, im Vergleich zu Col-0 Salz- und
Trockenstressresistentere cpk23-Linie, eine Inhibierung der Salzstress-induzierten Reduktion

der K'-Aufnahme bzw. der K'-Akkumulation in den griinen Geweben.

In dieser Arbeit wurde, in Kooperation mit AG Harter/ZMBP Tiibingen der Na'- und K'-
Gehalt in den griinen Geweben von jeweils vier Pflanzen der Linien Col-0, cpk21, cpk23 und
35S::CPK21-Strepll 1.5.9 mittels ICP-MS in zwei biologischen Replikaten gemessen.
(Abbildung 3.21). Dafiir wurden auf Erde gewachsene drei Wochen alte Pflanzen 24 Stunden
100 mM NacCl ausgesetzt.
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10 -
N | -
3
6] |
4 : : O Col-0
2 W eph2]
. = ['pf\:_?
0 O 355:CPK21
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Abbildung 3.21: Na'- und K" -Gehalt in den griinen Geweben der Linien Col-0, cpk23, cpk21 und
35S::CPK21-Strepll 1.5.9, 0 (0) und 24 Stunden (1) nach Applikation von 100 mM NaCl. Angegeben
sind nmol/mg Trockengewicht (DW).
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Wihrend die Na'-Konzentrationen in Col-0 in den griinen Geweben nach eintigiger
Exposition mit 100 mM NaCl anstiegen, wies cpk23 weniger Na'-lonen auf. Fiir cpk21 sowie
35S::CPK21-Strepll 1.5.9 blieb die Natriumionenkonzentration nach Salzexposition konstant.
Der Kaliumgehalt in den griinen Geweben von Col-0 und 35S::CPK21-Strepll 1.5.9 sank,
blieb in c¢pk23 und cpk21 jedoch unverdndert. Daraus resultierte nach eintidgiger Exposition
mit 100 mM NaCl ein héheres K'/Na'-Verhiltnis in cpk23 verglichen mit Col-0. Cpk21 und
35S::CPK21-Strepll 1.5.9 zeigten ein insgesamt hoheres K'/Na'-Verhiltnis als Col-0, was
sich durch die Salzexposition kaum verdndert. Auffillig ist, dass die Natriumkonzentration in
den griinen Geweben von cpk23 und 35S::CPK21-Strepll 1.5.9 an Tag 0 deutlich iiber denen
von Col-0 lag.

3.8 Biochemische Charakterisierung von CPK21

Fiir die biochemische Charakterisierung von CPK21 wurden Strepll markierte Versionen des
Enzyms unter Kontrolle des 35S-Promoters in N. benthamiana exprimiert und tiber die C-
terminale Strepll-Markierung aufgereinigt (Witte et al., 2004). Bei diesen Versionen handelte
es sich um das Wildtypenzym, eine kinase inaktive Version (D204A) und in ihrer
Calciumbindefahigkeit eingeschrinkte Versionen mit Mutationen in einer EF-Hand bzw. dem

C-terminalen oder N-terminalen EF-Handpaar.

o Silber- - Western - Appildung  3.22:  Aufreinigungsschritte
Coomassie-Férbung Farbung Blot — yon CPK21-Strepll aus N. benthamiana
1 2 3 4 5 6 Coomassie- , Silberfirbung und Western
Blot-Detektion von:
1. Rohextrakt
2. nicht gebundene Proteine
3. Ster Waschschritt
4. an Streptaktin-Matrix gebundenes
CPK21
5. an Streptaktin-Matrix gebundenes
40 kDa — CPK21
6. CPK21-Strepll Nachweis mittels Anti-
Strepll

100 kDa — |
70 kDa —

55kDa— — —

Abbildung 3.22 zeigt, dass CPK21 aus N. benthamiana mittels Strepll Markierung
aufgereinigt und CPK21-Strepll mit einer molekularen Grofle von 60 kDa in einem Western-

Blot detektiert werden konnte.

Fiir anschliefende Aktivititstests wurden die Enzymmengen nach der Western-Blot Detektion
mit ECL-Luminiszenz auf die gleiche Konzentration eingestellt.
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Zuvor wurde die optimalen Testbedingungen ermittelt. Die Standardaktivitdtsmessungen
erfolgten in einem Reaktionsvolumen von 30 ul mit 5 pM CaCl,, ImM MgCl, 10 uM ATP
und 0,3 pl [y—P32] ATP (3uCi) im Reaktionsansatz, bei 37°C {iiber einen Zeitraum von 6
Minuten. In diesem Zeitraum verlief die Phosphorylierungsreaktion mit einer linearen
Geschwindigkeit (siche Abbildung 3.23). Als Negativkontrolle wurde statt des Calciums 2
mM EGTA in den Reaktionsansatz gegeben. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von 3 pl
10 % iger Phosphorsédure abgestoppt.

Auch CPK23 konnte analog zu CPK21 aufgereinigt und mittels Western-Blot detektiert
werden. Es konnte jedoch auch unter vielfiltigsten biochemischen Bedingungen
(verschiedene Calcium-Konzentrationen, pH-Werte und Cofaktoren) keine CPK23-Aktivitét

nachgewiesen werden.

3.8.1 Substratspezifitit von CPK21

Um die Substratspezifitit von CPK21 zu untersuchen, wurden dem Enzym drei verschiedene

Peptidsubstrate in der Endkonzentration 10 pM angeboten.

cpm Substratphosphorylierungsaktivitt
120000+
100000
80000+
60000
Abbildung 3.23:
40000 Aus N. benthamiana
aufgereinigtes CPK21-
20000 Strepll  phosporyliert
0. drei verschiedene Sub-

strate. Die Inkubation

. und & Minuten unter
Substrat Syntide 2 AtRbohD-1 AtRbohD-2 Standardreaktions-

Peptidsequenz: PLARTLSVAGLPGKK FFRSTSSRIKNA LRRVFSRRPSK  bedingungen.

Abbildung 3.23 zeigt die Phosphorylierung der 3 verwendeten Peptidsubstrate durch CPK21.
AtRbohD-1 und AtRbohD-2 sind zwei Peptide der NADPH-Oxidase RbohD aus A. thaliana,
welche tiber das klassische Phosphorylierungsmotiv fiir CDPKs (®_s-x-R_3-x-x-Sy-) verfiigen.
Syntide 2 wurde in der Literatur mehrfach als gutes Substrat fiir CDPKs erwdhnt und ist
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kommerziell im Handel erhiltlich (Lee et al., 1998; Harmon et al., 1994). Klassische
Phosphorylierungsstellen fiir CDPKs sind rot in Abbildung 3.23 markiert.

CPK21 phosphorylierte alle drei Substrate mit unterschiedlicher Stirke, wobei AtRbohD-2
am stirksten phosphoryliert wurde. Das kann an den zwei mdglichen
Phosphorylierungsstellen im  Molekiil liegen. Fiir alle Substrate war die
Reaktionsgeschwindigkeit im Zeitraum von 8 Minuten linear. Als artifizielles

Standardsubstrat fiir alle nachfolgenden Kinasetests wurde Syntide 2 gewihlt.

3.8.2 Biochemische Aktivitit von CPK21-EF-Hand Varianten mit Syntide 2 als
Substrat

Zur Untersuchung des Einflusses der Calciumbindung auf die Aktivitit des Enzyms, wurden
verschiedene EF-Hand Mutationen generiert, welche die Calciumbindung an eine ( EF1, EF2,
EF3 oder EF4) oder zwei EF-Hidnde (C-terminales oder N-terminales EF-Hand Paar)
verhindern. Dafiir wurden die fiir die Calciumbindung essentiellen Aminosduren Aspartat an
Position X und Y (erste und dritte Aminosdure des EF-Handmotivs) gegen Alanin
ausgetauscht. Anschliefend wurde die Enzymaktivitit dieser mutagenisierten Enzymvarianten
im Vergleich zum Wildtypenzym in einem Kinasetest mit Syntide 2 als Substrat getestet. Als
Negativkontrolle diente die kinase-inaktive Variante D204A, bei der Aspartat 204 im aktiven

Zentrum gegen Alanin ausgetauscht wurde, was zu einem Verlust der Enzymaktivitét fiihrte.
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Abbildung 3.24: Aufreinigung, Substrat- und Autophosphorylierungsaktivitdt von CPK21-Strepll,
Strepll markierten AtCPK21 EF-Hand Varianten und CPK21 D204A-Strepll. Die Enzyme wurden in
N. benthamiana exprimiert und daraus aufgereinigt. Die Aktivitdtstest erfolgten mit Syntide 2 als
Substrat bei 4 verschiedenen CaCl2-Konzentrationen (1: 0 uM; 2: 0,05 uM; 3: 0,5 uM; 4: 5 uM)

Abbildung 3.24 zeigt, dass alle beschriebenen Enzymvarianten aus N. benthamiana
aufgereinigt und mittels Strepll-Markierung in einem Western-Blot detektiert werden
konnten. Es ist zu erkennen, dass CPK21 Syntide 2 calciumabhingig phosphorylierte. Ohne
Calcium im Reaktionsansatz zeigte das Enzym keine Phosphorylierungsaktivitit und mit
steigenden Calciumkonzentrationen stieg die Enzymaktivitit. Das Wildtypenzym hatte die
hochste Aktivitit, wihrend die kinase-inaktive Version D204A keine Enzymaktivitdt besal3.
Wiéhrend die EF-Hand Varianten mit Mutationen in EF3 und EF4 bei der hochsten
Calciumkonzentration [5 uM] noch ca. 50 % der Wildtypaktivitit besaen, lag die Aktivitit
der Varianten EF1 und EF2 hier noch bei ca. 30 % Wildtypaktivitdt. Noch gravierender fiel
der Aktivititsverlust bei niedrigen Calciumkonzentrationen aus. Wihrend die EF-Hand
Mutanten EF3 und EF4 sich dhnlich wie das Wildtypenzym verhielten und auch bei der
niedrigsten Calciumkonzentration [0,05 uM] schon ca. 80 % ihrer hochsten Aktivitdt bei 5
uM CaCl2 erreichten, war die Aktivitit der Versionen EF1 und EF2 in Anwesenheit von 0,05
uM CaCl2 nur ein Drittel ihrer hochsten Aktivitit in der Gegenwart von 5 uM CaCl2.
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Wihrend die Doppelmutation EF3/4 noch etwas Restaktivitdt zeigte, war die EF1/2 Variante

kinase-inaktiv.

Die Autophosphorylierungsaktivitit der Enzymversionen verhielt sich analog zu ihrer
Transphosphorylierungsaktivitdt. Sie stieg mit steigenden Calciumkonzentrationen, wobei das
Wildtypenzym die hochste Aktivitdit aufwies und die Version D204A keine
Phosphorylierungsaktivitit mehr besal.

3.8.3 Biochemische Aktivitit von CPK21-EF-Hand Varianten mit Histon H1 als
Substrat

Zusitzlich wurde die Aktivitit der einzelnen CPK21 Varianten mit Histon H1 als Substrat
und steigenden Calciumkonzentrationen getestet. Dafiir wurden 15 pl des Kinasetests in einer

SDS-PAGE aufgetrennt und eine Autoradiographie des getrockneten Gels anfertigt.

Abbildung 3.25 zeigt, dass alle Strepll markierten Versionen von CPK21 aufgereinigt und in
einem Western-Blot detektiert werden konnten. CPK21 phosphorylierte auch Histon H1
calciumabhéngig und mit Histon HI als Substrat zeigten die einzelnen Enzymversionen die
gleichen Aktivitdten wie mit Syntide 2. Ohne Calcium im Reaktionsansatz zeigte das Enzym
keine Trans- und Autophosphorylierungsaktivitit und mit steigenden Calciumkonzentrationen
stieg die Enzymaktivitit. Das Wildtypenzym hatte die hochste Aktivitdt, wiahrend die kinase-
inaktive Version D204A keine Enzymaktivitdt besall. Die EF3 und EF4 Varianten waren
phosphorylierungsaktiver als die Varianten EFl und EF2. Wéhrend die
Doppelmutationsvariante EF3/4 noch etwas Restaktivitit zeigte, war die EF1/2 Variante

kinase-inaktiv.

Auch hier war die Autophosphorylierungsaktivitit der Enzymversionen analog zu ihrer

Transphosphorylierungsaktivitét.
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Abbildung 3.25: Autoradiographie von im SDS-Gel aufgetrennten Kinase-Tests mit unterschiedlichen
CPK21 Varianten. Die Enzyme wurden aus N. benthamiana aufgereinigt, mittels Western Blot
detetktiert und ein Aktivititstest mit Histon HI1 als Substrat bei 4 verschiedenen CaCl,-
Konzentrationen ( 0 pM; 0,05 uM; 0,5 uM; 5 uM) durchgefiihrt.

3.8.4 Elektrophoretisches Lauf-Verhalten der EF-Hand Varianten nach
Calciumbindung in der SDS-PAGE

Die in ihrer Fdhigkeit zur Calciumbindung verdnderten CPK21 Varianten zeigten
unterschiedliche Enzymaktivititen. In dem néichsten Experiment wurde iiberpriift, ob die
unterschiedlichen Fahigkeiten zur Calciumbindung der EF-Hand Mutationen das
Laufverhalten nach Calciumbindung nach Auftrennung in einer SDS-PAGE verdndern. Gibt
man 1 mM CaCl, oder 5 mM EGTA in den Ladepuffer vor dem Proteinauftrag auf ein SDS-
Gel, so zeigt die calciumgebundene Form der CDPK ein schnelleres Laufverhalten in der

SDS-PAGE im Vergleich zur Calcium-ungebunden Form (EGTA im Ladepufter).

CPK21
WT EF1 EF2 EF3 EF4 EF1/2 EF3/4

e Abbildung 3.26:
Laufverhalten von CPK21
60 kDammp | g (W W - L Versionen nach Ca®" (+) -
' T bzw. EGTA (-) Inkubation
im Laufpuffer
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Abbildung 3.26 zeigt die Western Blot Detektion von Ca*" -ungebundener und gebundener
Form der EF-Hand-mutagenisierten CPK21 Varianten. Wéhrend EF3, EF4 und EF3/4 kaum
eine Verdnderung des Laufverhaltens nach Calciumbindung im Vergleich zur Calcium-
ungebundenen Form (Inkubation mit EGTA im Laufpuffer) aufwiesen, zeigten das

Wildtypenzym, EF1, EF2 und EF1/2 ein stark verdndertes Laufverhalten in Abhéngigkeit von

Calciumbindung.
CPK23
WT EF1 EF2 EF3 EF4 EF1/2 EF3/4
-+ -+ -+ -+ -+ -+ - Abbildung 3.27:

Laufverhalten der CPK23
Versionen nach Ca*" (+) -
bzw. EGTA (-) Inkubation
im Laufpuffer

58 kDa wmp — —

Abbildung 3.27 zeigt analog die Western Blot Detektion von Ca*"-ungebundener und
-gebundener Form der EF-Hand-mutagenisierten CPK23 Varianten. Es wurden die selben
Bedingungen gewihlt, jedoch war keine ausgeprigte Laufverhaltensdnderung zwischen den
einzelnen Enzymversionen, bei Vorhandensein oder Fehlen von Calcium im Ladepuffer,

erkennbar.

3.8.5 Einfluss der Autophosphorylierung auf die biochemische Aktivitit von CPK21

Bei fast allen bisher untersuchten CDPKs wurde Calcium- und Mg-ATP abhéngige
Autophosphorylierung festgestellt. Es wird angenommen, dass Autophosphorylierung der
funktionellen Regulation von CDPKs dient. Um zu untersuchen, ob die
Autophosphorylierung von CPK21 einen Einfluss auf die Enzymaktivitit des Enzyms hat,
wurde die Aktivitdt von aus N. benthamiana aufgereinigter CPK21-Strepll mit und ohne
vorheriger 10 miniitiger Inkubation mit [y-P>*JATP in einem Kinasetest mit Syntide 2 als
Substrat getestet. Die Aktivitdtsmessung wurde durch Zugabe des Substrats gestartet und
erfolgte iiber einen kurzen Zeitraum, da angenommen werden muss, dass die
Autophosphorylierung und damit die Aktivitdtsdnderung sehr schnell erfolgt. Zum Beispiel
konnten Chauduri et al. (1999) zeigen, dass GnCDPK aus Erdnuss nach 2 Minuten
vollstindig autophosphoryliert war.
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Abbildung 3.28: Standardaktivitdstest von CPK21-Strepll aufgereinigt aus N. benthamiana zur
Untersuchung des Einflusses der Autophosphorylierung auf die Enzymaktivitidt. Die Inkubation
erfolgte iiber 0,5, 1, 2 und 4 Minuten. +: 10 min Vorinkubation mit 0,3 pl [y—P32]ATP (3pnCi); -: ohne
Vorinkubation mit 0,3 pl [y-P**JATP (3uCi)

Abbildung 3.28 zeigt ein reprasentatives Ergebnis aus 2 Experimenten. Die Aktivitdt des mit
[y-P**]ATP vorinkubierten Enzyms war in allen Messungen hoher, als die Aktivitit des nicht
vorinkubierten Enzyms. Allerdings nahm der Unterschied der Aktivitidten, mit Ausnahme der
Messung nach 4 Minuten (die allerdings auch eine hohe Standardabweichung zeigt) ab. Dies

deutet darauf hin, dass Autophosphorylierung die Aktivitidt von CPK21 steigert.

3.9 Biochemische Aktivitit von CPK21 nach abiotischem Stress

Auf Grund der der erhohten Toleranz gegeniiber hyperosmotischem — und Salzstress der
Linien cpk2l (SALK 029412) und cpk23 (SALK 007958) sowie der beobachteten
Aktivierung der Expression von CPK2] nach Salzstress, ABA-Applikation und vier
wochigem hyperosmotischem Stress, sollte untersucht werden, ob Salz-, hyperosmotischer

Stress und ABA die Aktivitat von CPK21 direkt beeinflusst.

3.9.1 Invitro Aktivitit von CPK21 nach Salzstress

Zur Untersuchung der in vitro Aktivitdit von CPK21 nach Salzstress wurde CPK21-Strepll
Wildtyp-Enzym transient in N. benthamiana exprimiert. Nach 3 Tagen wurde 100 mM NaCl
in die exprimierenden Blitter infiltriert und nach 10 miniitiger Inkubation Proben genommen.
CPK21 wurde mittels Strepll-Markierung aufgereinigt und die Aktivitdt vor und nach

Salzinfiltration in einem Kinasetest mit Syntide 2 als Substrat bestimmt.
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Abbildung 3.29 =zeigt keine Aktivititssteigerung von in N. benthamiana transient
exprimiertem CPK21 Wildtyp-Enzym nach Salzstress. Dies kann darauf hinweisen, dass
CPK21 durch NaCl-Stress nicht aktiviert wird, oder daran liegen, dass vorgeschaltete
Komponenten der Salz-Signaltransduktion, die CPK21 in A. thaliana aktivieren in N.

benthamiana fehlen.

Es wurde ebenfalls untersucht, ob die Infiltration von 100 mM NaCl, 200 mM Mannitol, 50
uM ABA bzw. bidestilliertem Wasser in CPK21-Strepll exprimierende N. benthamiana
Blitter einen Einfluss auf die Enzymstabilitdt hat. Es wurde jedoch kein Einfluss der

Infiltration auf die Enzymstabilitét festgestellt (Daten nicht gezeigt).

3.9.2 Invivo Aktivitit von CPK21 nach Salz-Stressapplikation

Um zu untersuchen, ob die fehlende Aktivierung von transient in N. benthamiana
exprimierter CPK21 auf das Fehlen vorgeschalteter Signaltransduktionskomponenten fiir das
Arabidopsis Protein zuriick zu fithren ist, wurde die Aktivitdit des Enzyms nach
Stressapplikation in vivo gemessen. Dafiir wurde die zwei Wochen in Schiittelkultur
gewachsene CPK21-Strepll {iberexprimierende A. thaliana Linie 1.5.9 und die CPK21
D204A-Strepll tiberexprimierende Linie 1.5.1 mit 100 mM NaCl behandelt und Proben nach
10 und 30 Minuten genommen. Die Aktivitit von CPK21 wurde zuerst mittels In Gel
Kinasetest nach Romeis et al.(2001) getestet. Jedoch zeigte das Enzym nach diesen Protokoll
keine Aktivitit.
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Aus diesem Grund wurde ein Kinasetest mit Syntide 2 als Substrat durchgefiihrt. Fiir jede
Aufreinigung wurde die gleiche Menge Pflanzenmaterial verwendet und das aufgereinigte
Enzym wurde im Western Blot detektiert. Es konnte beobachtet werden, dass CPK21-Strepll
in A. thaliana sehr viel weniger exprimiert wurde, als in N. benthamiana. Wahrend 0,5 g N.
benthamiana Blattmaterial ausreichten, um geniigend CPK21-Strepll fiir ein gut mit dem Piko
ECL Kit (Supersignal® West Piko Maximum Sensitivity Substrate, Pierce, USA)
detektierbares Signal aufzureinigen, mussten 5 g A. thaliana fiir eine Detektion mit dem
Femto ECL-Kit (Supersignal® West Femto Maximum Sensitivity Substrate, Pierce, USA)
eingesetzt werden. Auch konnte wie in N. benthamiana beobachtet werden, dass quantitativ
mehr kinase-inaktives Enzym, als aktives Enzym exprimiert wird. Dies deutet darauf hin, dass
die Uberexpression aktiver CDPKs das biochemische Gleichgewicht in der Zelle stort und das
Enzym degradiert wird.

Anschliefend wurde mit dem aufgereinigten Enzym ein Kinasetest unter

Standardbedingungen mit Syntide 2 als Substrat durchgefiihrt.

100 mM NacCl

Substratphosphorylierungsaktivitét
cpm Abbildung 3.30: /n vivo Aktivitdt von
1500 T T T CPK21-Strepll (WT) und CPK21
D204A-Strepll (D204A) vor und nach
1000 Applikation von 100 mM NaCl. Die
Enzyme wurden aus 4. thaliana
500 T aufgereinigt. Proben wurden nach 0, 10
und 30 Minuten Salzstress gewonnen.
0 Der Kinasetest erfolgte unter

tinmin_0 10 30 0 10 30 Standardbedingungen mit Syntide 2 als
WT D204A Substrat. Dargestellt ist die
Western Blot Substratphosphorylierungsaktivitét

nach Subtraktion der Hintergrund-
60 kDawm> I civicit (EGTA-Kontrolle).

Abbildung 3.30 stellt die in vivo Kinaseaktivitit von CPK21-Strepll vor und nach Applikation
von 100 mM NaCl zu CPK21-Strepll exprimierenden A. thaliana nach Subtraktion der
Hintergrundaktivitit ( EGTA-Kontrolle) dar. Es konnte eine 40 %ige Aktivititssteigerung 10
Minuten nach Stressapplikation detektiert werden. 30 Minuten nach Stressapplikation fiel das
Aktivitdtsniveau von CPK21 wieder leicht. Dieser Test wurde zwei mal wiederholt mit

vergleichbaren Ergebnissen.
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3.9.3 In vivo Aktivitit von CPK21 nach hyperosmotischem, hypoosmotischem Stress
und mechanischem Stress

Substratphosphorylierungsaktivitét
cpm
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Abbildung 3.31: /n vivo Aktivitidt von CPK21-Strepll (WT) vor und nach Applikation von 200 mM
Mannitol (hyperosmotischer Stress), 2 Volumen destilliertem Wasser (hypo-osmotischer Stress) oder
nach 1 miniitigem mechanischem Stress. Die Enzyme wurden aus 4. thaliana aufgereinigt. Proben
wurden nach 0, 10 und 30 Minuten gewonnen. Der Kinasetest erfolgte unter Standardbedingungen
mit Syntide 2 als Substrat. Dargestellt ist die Substratphosphorylierungsaktivitat nach Subtraktion der
Hintergrundaktivitdt (EGTA-Kontrolle).

Abbildung 3.31 stellt die in vivo Kinaseaktivitit von CPK21-Strepll vor und nach Applikation
von 200 mM Mannitol (hyperosmotischer Stress), 2 Volumen destilliertem Wasser (hypo-
osmotischer Stress) oder nach 1 miniitigem mechanischem Stress aus CPK21-Strepll
exprimierenden A. thaliana nach Subtraktion der Hintergrundaktivitit ( EGTA-Kontrolle) dar.
Nach Applikation von 200 mM Mannitol konnte eine 100 %ige Aktivititssteigerung 10
Minuten nach Stressapplikation detektiert werden. 30 Minuten nach Stressapplikation fiel des
Aktivitdtsniveau von CPK21 wieder auf das Ausgangsniveau zuriick. Im Gegensatz dazu

steigerte hypoosmotischer Stress nicht die Aktivitiat von CPK21.

Um zu iiberpriifen, ob das schnelle Trocknen der Pflanzen, durch Driicken auf saugfdhigem
Papier vor dem Einfrieren in fliissigem Stickstoff die Aktivitit von CPK21 beeinflusst,
wurden die Pflanzen eine Minute mechanisch behandelt. Abbildung 3.31 zeigt, dass dies

keinen Einfluss auf die Aktivitidt des Enzyms hatte.

Die hier dargestellten Tests wurden zwei mal mit vergleichbaren Ergebnissen wiederholt.
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3.9.4 Invivo Aktivitit von CPK21 nach ABA-Applikation

ABA spielt eine Rolle in der Signaltransduktion von Salz- und hyperosmotischem Stress. In
dieser Arbeit konnte ebenfalls gezeigt werden, dass die Transkription von CPK2] und CPK23
nach Applikation von 50 uM ABA induziert wurde. Nun sollte untersucht werden, ob ABA
die biochemische Aktivitit von CPK21 beeinflusst. Dafiir wurden 50 uM ABA zu A. thaliana
Protoplasten, die CPK21-Strepll unter Kontrolle des 35S-Promoters exprimierten, appliziert.

Substratphosphorylierungsaktivitit
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T Abbildung 3.32: In vivo Aktivitit von
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unter Standardbedingungen mit Syntide 2 als
Western Blot Substrat. Dargestellt ist die Substrat-
phosphorylierungsaktivitdt nach Subtraktion
der Hintergrundaktivitdt (EGTA-Kontrolle).

Abbildung 3.32 stellt die in vivo Kinaseaktivitdt von CPK21-Strepll nach Applikation von 50
uM ABA zu CPK21-Strepll exprimierenden A. thaliana Protoplasten nach Subtraktion der
Hintergrundaktivitdt ( EGTA-Kontrolle) dar. Die Aktivitit von CPK21 stieg nach ABA-

Applikation kontinuierlich an.

Die hochste Enzymaktivitdit wurde 30 Minuten nach ABA-Applikation gemessen. Dieses
Experiment wurde zwei mal mit &hnlichem Ergebnis wiederholt. Es ist kaum wahrscheinlich,
dass die Aktivititssteigerung auf einem pH-Wert-Effekt durch Zugabe von ABA beruht, da

der pH Wert nur minimal von 5,601 auf 5,61 verschoben wurde.

3.10 Crosstalk mit MPKs

Aus der Literatur ist bekannt, dass AtMPK3, AtMPK4 und AtMPK6 durch Salzstress aktiviert
werden (Mizoguchi et al.,, 1996; Ichimura et al., 2000). Um zu untersuchen, ob die
Signaltransduktionswege, die CPK21 und eventuell CPK23 nach Salz- und osmotischem
Stress aktivieren, mit denen {iiberlappen, die AtMPK3, AtMPK4 und AtMPKG6 aktivieren,

wurde ein TEY-Wester-Blot durchgefiihrt. Fiir diesen Western-Blot wird ein Antikdrper
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verwendet, der phosphorylierte und damit aktivierte AtMPK3, AtMPK4 und AtMPK6

erkennt.

Dafiir wurden die A4. thaliana Linien Col-0, cpk21, cpk23 und 35S::CPK21-Strepll 1.5.9 zwei
Wochen in Schiittelkultur in 1/2 MS Medium mit 1 % Saccharose wachsen gelassen und
anschlieBend 100 mM NaCl appliziert. Nach 0 min, 10 min und 30 min wurden Proben
genommen und ein Proteinrohextrakt aus jeder Probe gewonnen. Nach der Bestimmung des
Proteingehaltes mittels Bradford-Methode wurden gleiche Proteinmengen auf ein SDS-Gel
geladen und gelelektrophoretisch getrennt. Als Positivkontrolle fiir die MPK-Aktivierung

wurde Flagellin 22 in Col-0 infiltriert und eine Probe nach 10 min genommen.

100 mM NaCl flg22
35S::CPK21 cpk21 Col-0 cpk23 Col-0

t in min 0 10 30 0 10 30 0 10 30 0 10 30 10
Westernblot

AtMPK 6 wmp
AtMPK 3 ==p

35kDa —
Ponceau Fiarbung

55 kDa —| .

Abbildung 3.33: TEY Western zur Detektion phosphorylierter MAP-Kinasen nach Applikation von
100 mM NacCl zu 2 Wochen alten, hydroponisch gewachsenen 4. thaliana Linien Col-0, cpk21, cpk23
und 35S::CPK21-Strepll 1.5.9. Die Ponceau-Féarbung zeigt gleiche Proteinmengen in allen Spuren an.

Abbildung 3.33 =zeigt den TEY-Western und die Ponceau-Farbung, mit der die
Gleichbeladung des SDS-Gels iiberpriift wurde. Phosphorylierte AtMPK3 und AtMPK6
konnten 10 bzw. 30 Minuten nach Applikation von 100 mM NaCl in den untersuchten Linien
Col-0, cpk21, cpk23 und 35S::CPK21-Strepll 1.5.9 detektiert werden. Es zeigte sich jedoch
kein Unterschied in der Aktivierungsintensitit im Vergleich zwischen den Linien. Dies deutet
darauf hin, dass CPK21 und CPK23 in der Salzstress-Signaltransduktion AtMPK3 und
AtMPK6 nicht vorgeschaltet sind.
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4 Diskussion

Hohe Salzkonzentrationen auf agrarwirtschaftlich genutzten Flichen stellen ein groBes
Problem fiir die Landwirtschaft dar, da die meisten agrarwirtschaftlich genutzten Pflanzen
iber keine hohe Salztoleranz verfligen und es jdhrlich zu hohen Ernteausfillen kommt. Aus
diesem Grund ist die Erforschung pflanzlicher Reaktionen und Toleranzmechanismen

gegeniiber Salzstress von besonderer Wichtigkeit.

In der vorliegenden Arbeit sollte die Rolle von CPK21 und CPK23 aus Arabidopsis thaliana
in der Signaltransduktion des abiotischen Stressfaktors Salz untersucht werden. Die
Modellpflanze Arabidopsis thaliana bietet auf Grund des vollstdndig sequenzierten Genoms
und vielféltiger Vordaten anderer Arbeitsgruppen iiber Genexpressionsregulation sowie
Transport- und Toleranzmechanismen nach Salzstress grole Vorteile zur weiteren
Untersuchung komplexer Stress-Antworten, bei der hormonale und externe Signale mit dem
Wachstum und der Entwicklung der Pflanze {iber unterschiedlichste Signaltransduktionswege
verknilipft werden. Arabidopsis thaliana ist ein Glycophyt, der sensitiv auf moderate
Salzkonzentrationen reagiert. Die beiden CDPKs CPK2] und CPK23 wurden als
Kandidatengene fiir die Salzstressantwort auf Grund von Vordaten von Dr. Joachim Kurth

ausgewahlt.

4.1 Phinotypische Charakterisierung der cpk21 (SALK_029412) und cpk23
(SALK 007958) T-DNA Insertionslinien

Zur Untersuchung der biologischen Funktion von Proteinen werden standardmiBig
Insertionsmutanten in einem oder mehrerer Gene aus A. thaliana auf phinotypische
Unterschiede zum Wildtyp untersucht. Dieser Ansatz gestaltet sich im Falle einer Genfamilie
wie den CDPKs (mit 34 Mitgliedern in 4. thaliana) als sehr schwierig, da davon ausgegangen
werden kann, dass funktionelle Redundanzen auftreten. Das heif3t, beim Verlust eines Gens
wird die Funktion des von thm kodierten Proteins von einem Homologen iibernommen. Oder
aber andere Signalwege kompensieren die ausgefallene Proteinkinaseaktivitit, was als
Kompensation oder Adaption bezeichnet wird. Dies ist wahrscheinlich der Grund dafiir, dass
Genfunktionsverlust-Phénotypen erst fiir 5 CDPKs beschrieben werden konnten. T-DNA-
Insertionslinien der in SchlieBzellen exprimierten CDPKs CPK3 und CPK6 aus Arabidopsis
thaliana zeigten eine Beeintrichtigung der ABA- und Ca®’-abhingigen Aktivierung von
»slow-type“ Anionenkandlen und der ABA-abhingigen Aktivierung Plasmamembran-

stindiger Ca’"-Kanile. Auch die ABA- und Ca*'-induzierte Stomataschliefung wurde
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beeintrachtigt (Mori et al., 2006). T-DNA-Insertionslinien der Arabidopsis CDPKs CPK4 und
CPK11, sowie Doppel-Insertionsmutanten in diesen beiden Genen zeigten eine erhohte
Trocken- und Salzstresssensitivitdt gegeniiber Col-0 Wildtyppflanzen (Zhu et al., 2007). Fiir
cpk23 SALK 007958 wurde eine erhdhte Trocken- und Salzstressresistenz beobachtet (Ma
und Wu, 2007).

In dieser Arbeit wurde die biologische Funktion der beiden am nahesten verwandten CDPKs
CPK21 und CPK23 aus Arabidopsis thaliana unter anderem mittels phénotypischer
Charakterisierung zweier T-DNA Insertionslinien fiir diese Gene untersucht. Bei der
homozygoten cpk2! Insertionslinie SALK 029412 konnte mittels RT-PCR ein vollstidndiger
Verlust von CPK2[-Transkript gezeigt werden. Im Gegensatz dazu, konnte fiir die cpk23
Linie SALK 007958 mit Primern die vor, beziehungsweise hinter der Insertion binden,
CPK23 Transkript detektiert werden (siehe Abbildung 3.3). Da jedoch kein Fragment mit
Primern, die die Insertion flankieren, amplifiziert wurde, wird davon ausgegangen, dass ein
funktionsloses ,,Sinnlos-Transkript entsteht. Ob dennoch eine CPK23 Proteinvariante
translatiert wird, konnte nicht tiberpriift werden, da keine CPK23-spezifischen Antikdrper zur
Verfiigung standen. Da sich die T-DNA-Insertion in der c¢pk23 Linie SALK 007958 im
siebten und damit letzten Intron befindet und damit noch hinter dem Teil des Genes, der fiir
die calciumbindenden EF-Hidnde codiert, wihre es denkbar, dass eine Enzymvariante mit

allen funktionalen EF-Hénden, aber ohne korrekten C-Terminus gebildet wird.

4.1.1 Phinotypische Charakterisierung adulter, auf Erde gewachsener Pflanzen

Zur phanotypischen Charakterisierung wurden jeweils 78, 3 Wochen alte, auf Erde
gewachsene Pflanzen der Linien Col-0, cpk21, cpk23 und der CPK21 Uberexpressionslinie
35S::CPK21-Strepll 1.5.9 mit 300 mM NaCl behandelt. Es zeigte sich eine erhdhte Toleranz
gegeniiber Salzstress fiir die Linien cpk2l und cpk23, mit einer schwach signifikant
geringeren Chlorosenbildung (*P=0,0265) von cpk23. Die CPK21 Uberexpressionslinie (im
cpk21 Hintergrund) komplementierte den Mutantenphidnotyp, was bestitigt, dass der
beobachtete Effekt auf dem Verlust der CPK21 Genaktivitét beruht (siche Abbildung 3.5).

Ma und Wu (2007) beschrieben bereits eine erhdhte Salz- und Trockenstressresistenz fiir die,
auch in der vorliegenden Arbeit verwendete, cpk23 Linie SALK 007958. Dafiir behandelten
sie vier Wochen alte Pflanzen (Col-0, cpk23 und eine 35S::CPK23 Uberexpressionslinie) mit
steigenden Salzkonzentrationen, beginnend bei 50 mM bis 200 mM. In der vorliegenden

Arbeit konnte die erhohte Salztoleranz der Linie cpk23 verglichen mit Col-0 bestétigt werden.
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Jedoch wurde eine andere Salzbehandlung gewihlt, da mit steigenden Salzkonzentrationen
kein unterschiedliches Verhalten zwischen Col-0 und cpk23 sowie cpk21 beobachtet werden
konnte. Dies kann an unterschiedlichen Wachstumsbedingungen (z.B. Luftfeuchtigkeit,
Lichtintensitit und —qualitit, verschiedene Sorten Erde) liegen, die eine grofen Einfluss auf

die Entwicklung und Stressantwort der Pflanze haben.

Um zu unterschieden, ob die erhdhte Toleranz gegen NaCl auf einer verbesserten Toleranz
gegen die cytotoxische - oder die osmotische Wirkung des Salzes beruht, wurden 3 Wochen
alte Pflanzen der selben Linien mit 200 mM Mannitol beziehungsweise 30 mM LiCl
behandelt. Nach LiCl Behandlung konnten keine phinotypischen Unterschiede zwischen den
einzelnen Linien beobachtet werden. Dies deutet darauf hin, dass die Unterschiede zwischen
den Linien nicht auf einer verbesserten Toleranz der T-DNA-Insertionslinien gegeniiber der

cytotoxischen Komponente des Salzstresses beruhen.

Dies konnte fiir die Linie cpk23 durch die Behandlung mit 200 mM Mannitol bestétigt
werden. Sechs Tage nach der ersten Applikation von 200 mM Mannitol konnte, neben
nachlassendem Turgordruck in den Blittern aller Linien, eine signifikant schwichere
Ausbildung (*P = 0,046) stressbedingter Chlorosen von cpk23 beobachtet werden, verglichen
mit Col-0. Fiir cpk2] konnte nur ein leichter phinotypischer Unterschied zu Col-0 unter
hyperosmolaren Bedingungen festgestellt werden (siche Abbildung 3.6). Auch der
salztolerante Phénotyp der cpk21 T-DNA-Insertionslinie war schwécher ausgeprégt als in der
Linie cpk23. Allerdings ist bei diesem Experiment zu bedenken, dass ein plotzlicher starker
Anstieg von Salzkonzentrationen im Boden unter natiirlichen Bedingungen kaum vorkommen

wird und es sich hierbei um ein , kiinstliches Laborszenario‘ handelt.

4.1.2 Langzeitstressadaption nach Wachstum auf 1 MS-Medium

Um zu untersuchen ob CPK21 und/oder CPK23 an der langfristigen Salzstress-Adaption
beteiligt sind und ein Verlust der Genfunktionen zu einer verbesserten langfristigen Toleranz
gegeniiber Salz- bzw. hyperosmotischem Stress fiihrt, wurden Wachstumstests auf 1 MS
Medium mit 3 % Saccharose und 300 mM Mannitol oder 100 mM NaCl durchgefiihrt (siche
Abbildung 3.4). Dieses Medium ist besonders geeignet, die Antwort auf die hyperosmotische
Wirkung des Salzstresses zu untersuchen, da die MS-Salze und die Saccharose die osmotische
Starke des Mediums erhohen, ohne zu einer vermehrten Ionentoxizitit zu fiihren (Koiwa et
al., 2006). Fiir die Wachstumstests wurden 4 Tage alte Keimlinge der Linien Col-0, cpk21
und cpk23 auf NaCl- bzw. Mannitol-haltiges Medium in Petrischalen umgesetzt und die
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Entwicklung der Pflanzen beobachtet. Nach vierwdchigem Wachstum auf Mannitol-haltigem
Medium zeigte sich eine verminderte Chlorosenbildung der beiden T-DNA Insertionslinien
verglichen mit Col-0. Diese Ergebnisse bestdtigen die Vermutung, dass die erhdhte Toleranz
von cpk21 und cpk23 gegeniiber NaCl auf einer besseren Toleranz der osmotischen Wirkung

des Salzes beruht.

Pflanzen auf NaCl-haltigem Medium zeigten im Vergleich zu Pflanzen auf stressfreiem
Medium eine Verlangsamung der Entwicklung, allerdings ohne Chlorosenbildung. Die
Pflanzen konnten sogar ihren Lebenszyklus bis zur Bliitenbildung vollenden. Jedoch konnten
keine Unterschiede zwischen den Linien in der Entwicklung beobachtet werden. Sickler et al.
(2007) zeigten, dass Arabidopsis unter Bedingungen mit hoher Transpiration und
kontinuierlicher Exposition mit 100 mM NaCl nicht in der Lage ist, den Lebenszyklus zu
vollenden. Dies deutet darauf hin, dass die Pflanzen wihrend des Wachstums in den
Petrischalen iiber eine sehr geringe Transpirationsrate verfiigten und der Salztransport in die
griinen Gewebe reduziert war. Damit ist die cytotoxische Wirkung des Salzes auf die Pflanze
zu gering und 100 mM NaCl hat im Vergleich zu 300 mM Mannitol eine zu niedrige
hyperosmolare Wirkung, um eine phénotypische Unterscheidung der Linien zu ermdglichen.
Im auf Erde durchgefiihrten Vergleichsexperiment wiesen die Pflanzen einen hoheren
Salzgehalt in den griinen Geweben auf, so das in diesem Experiment eine phdnotypische

Unterscheidung zwischen den Linien mdglich war.

Alle Ergebnisse der Wachstumstests deuten darauf hin, dass CPK21 und CPK23 negative

Regulatoren der Antwort auf Salz- und hyperosmotischen Stress sind.

4.1.3 Keimungstests

Im Gegensatz zu den durchgefiihrten Wachstumstests zeigte cpk23, aber nicht cpk2] eine
verzogerte Keimung an den ersten beiden Tagen auf 1/2 MS Medium mit 100 mM NacCl, 200/
300 mM Mannitol bzw. 10 mM LiCl im Vergleich zu Col-0 (siche Abbildung 3.7). Auch Zhu
et al.( 2007) beschrieben flir Atcpk4 und Atcpkll Einfach- und Doppel-Insertionslinien sich
wiedersprechende Keimungs- und Wachstumsphinotypen. Die Insertionsmutanten zeigten
eine Salz- und ABA-insensitive Keimung, im Gegensatz dazu aber eine erhdhte
Salzsensitivitdt, wenn 4 Tage alte Keimlinge auf NaCl haltiges Medium umgesetzt wurden.
Mano und Takeda (1997) zeigten, dass keine Korrelation zwischen der Salztoleranz wihrend
der Keimung und dem Keimlingsstadium in Gerste besteht und das Salztoleranz in

verschiedenen Entwicklungsstadien von unterschiedlichen genetischen Mechanismen
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kontrolliert wird. Quesada et al. (2002) verglichen die Keimungsrate von 250 Arabidopsis
Okotypen und berichteten, dass die Okotypen mit der hdchsten Salztoleranz wihrend der
Keimung, am sensitivsten wihrend dem Wachstum auf Salz reagierten. Dies deutet darauf
hin, dass Gene unterschiedliche Funktionen in verschiedene Entwicklungsstadien haben

konnen, was wahrscheinlich auch fiir CPK23 der Fall ist.

4.2 Expression von CPK21, CPK23 und ausgewihlter Stressmarkergene nach Salz-
und hyperosmotischem Stress sowie ABA-Applikation

Aus publizierten Microarray Experimenten geht hervor, dass die Expression 8 % aller Gene
durch Salzstress reguliert wird, wobei 70 % dieser Gene nicht durch Trockenheit beeinflusst
werden (Bohnert, 2001). Auch fiir einige CDPKs konnte Transkriptanstieg nach Kalte-, Salz-,
und Trockenstress nachgewiesen werden (Berberich und Kusano, 1997; Urao et al., 1994;
Tahtiharju et al., 1997; Martin und Busconi, 2001; Botella et al.,1996; Saijo et al., 2000;
Patharkar und Cushman, 2000).

Auf Grund des beobachteten Mutantenphénotyps der Linien cpk2] und cpk23 sollte bestimmt
werden, ob die Genexpression von CPK2] und CPK23 durch die untersuchten abiotischen
Stressfaktoren Salz und Hyperosmolaritit sowie ABA Applikation beeinflusst werden und ob

die Genexpression ausgewdhlter Stressmarkergene durch CPK21 und CPK23 reguliert wird.

4.2.1 Untersuchung der Genexpression nach Zugabe von 100 mM NaCl, 200 mM
Mannitol bzw. 50 pM ABA zu 2 Wochen alten Pflanzen

Zum einen wurde die Genexpression der beiden CDPK-Gene und der bekannten abiotischen
Stressmarker RD 294, RD 29B, DREB 1a und Cor 15a mittels RT-PCR {iber einen Zeitkurs
von 0, 1, 3, 6, 10 und 24 Stunden nach Applikation von 100 mM NaCl, 200 mM Mannitol
bzw. 50uM ABA in 2 Wochen alten, in Schiittelkultur mit 1/2 MS und 1 % Saccharose
gewachsenen, Pflanzen der Linien Col-0, cpk2/ und cpk23 untersucht (sieche Abbildungen
3.13,3.14,3.15) .

Es konnte gezeigt werden, dass die Genexpression von CPK21, jedoch nicht von CPK23 nach
Applikation von 100 mM NaCl mit einem Maximum bei 6 Stunden aktiviert wurde. Die
Genaktivitit von CPK2] und CPK23 wurde jedoch nicht durch osmotischen Stress
beeinflusst. Auch die Expression der untersuchten Stressmarker RD29 A, RD29 B und Cor

15a verhielt sich in allen Linien nach Salz- und hyperosmotischem Stress gleich.
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ABA ist als Hormon in der abiotischen Stressantwort beschrieben und wird vor allem mit dem
Wasserstatus der Pflanze assoziiert (Verslues und Zhu, 2005). In dieser Arbeit konnte gezeigt
werden, dass die Genexpression von CPK2] und CPK23 nach ABA-Applikation, mit einem
Maximum nach 6 Stunden, aktiviert wurde. Da fiir keine der hier untersuchten abiotischen
Stressbedingungen die Expression der Markergene RD 294, RD 29B, Cor 15a und DRB la im
Vergleich zu Col-0 fiir die Linien cpk21 und cpk23 verdandert war, scheint eine Regulation der

Markergene auf transkriptioneller Ebene durch CPK21 und CPK23 unwahrscheinlich.

Diese Daten deuten darauf hin, dass CPK2! ABA-abhdngig als Antwort auf Salzstress
transkriptionell aktiviert wird, wihrend die Expression von CPK23 zwar ABA-abhéingig, aber
eventuell als Antwort auf andere abiotische Stressfaktoren als hohe Salzkonzentrationen

aktiviert wird.

4.2.2 Untersuchung der Genexpression nach Langzeitstressadaption

Des weiteren wurde die Expression von CPK2] und CPK23 sowie der Markergene RD 294,
RD 29B, RD22, Cor 15a, DREB la, ABIl, ABI2, ABAIl, ABF1, ABF2, ABF4, GST6 und
P5CS1 nach vierwochigem Wachstum auf 1 MS Medium mit 3 % Saccharose und 100 mM
NaCl bzw. 300 mM Mannitol untersucht (siche Abbildung 3.16). Zu diesem Zeitpunkt zeigten
cpk21 und cpk23 im Vergleich zu Col-0 eine erhohte Toleranz gegeniiber 300 mM Mannitol,
wihrend im Wachstum unter Anwesenheit von 100 mM NaCl kein phénotypischer
Unterschied zwischen den Linien sichtbar war. Damit sollte untersucht werden, ob CPK21
und/oder CPK23 die Genexpression von Faktoren beeinflussen, die an zelluldren
Toleranzmechanismen nach Langzeitadaption an Salz- und hyperosmotischem Stress beteiligt
sind. Salzstress verursacht osmotischen -, cytotoxischen - und oxidativen Stress. Die

ausgewdihlten Markergene spielen eine Rolle in der Antwort auf all diese Stresskomponenten.

Es zeigte sich, dass die Transkriptmenge von CPK2/ nach 4 wdchigem Salz- und
hyperosmotischem Stress und die Transkriptmenge von CPK23 nach 4 wochigem
hyperosmotischem Stress anstieg. Da auch die Transkriptmenge von CPK2/ und CPK23 in
den 35S-Uberexpressionslinien nach Stressexposition anstieg, ist davon auszugehen, dass die
Expression der beiden Gene, als Antwort auf Salz- bzw. hyperosmotischen Stress, vor allem
posttranskriptional reguliert wird. Dies erkléart eventuell auch, die im Gegensatz von Ma und
Wu (2007) mittels GUS-Farbung beobachtete Reduktion der Expression von CPK23 4 bzw.

12 Tage nach Salz- und hyperosmotischem Stress.
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Die RD (responsive to dehydration) Gene kodieren neben den ERD (early responsive to
dehydration), KIN (cold inducable), COR (cold regulated) und RAB (responsive to ABA)
Genen fiir LEA (late-embryogenesis-abundant) Proteine in vegetativen Geweben, die fiir die
Trockenresistenz der Pflanze unter abiotischen Stressfaktoren wie Trockenheit, hohen
Salzkonzentrationen und Kailte verantwortlich sind (Shinozaki und Yamaguchi-Shinosaki,
2000; Zhu, 2002). Der Proteingehalt von LEA-Proteinen korreliert mit der Stresstoleranz in
verschiedenen Pflanzenarten. Wahrscheinlich haben sie eine schiitzende Funktion gegeniiber
osmotischem Stress. Die Expression von LEA-Proteinen wird iiber cis-Elemente im Promoter
reguliert. Die beiden wichtigsten cis-Elemente fiir die Genexpressionsregulation auf Grund
von abiotischem Stress sind DRE/CRT (dehydration-responsive element/ C-repeat) und

ABRE (ABA-responsive element).

Es ist bekannt, dass die Expression von RD 294 sowohl ABA-abhédngig und -unabhiangig und
RD 29B nur ABA-abhédngig aktiviert wird. Die Expression von RD 294 wird durch
Trockenheit, Kélte und Salzstress aktiviert. Dabei bindet der Transkriptionsfaktor DREB1 im
RD 294 Promoter an das ,,dehydration-responsive element* (DRE), welches jedoch nicht als
ABA-responsives Element (ABRE) fungiert. Der Promoter von RD 29B verfiigt iiber kein
DRE-Element. Jedoch enthédlt es zwei ABRE-Elemente, die fiir die ABA-abhingige
Expression des Gens essentiell sind (Uno et al., 2000). Die Funktion der von RD 294 und RD
29B kodierten Proteine ist nicht bekannt, jedoch wird angenommen, dass sie positive
Regulatoren der Salzstresstoleranz sind. Die beiden Transkriptionsfaktoren ABI3 and ABIS,
die in Arabidopsis Samen und Embryos exprimiert werden, sind wichtig fiir die Expression
von RD 29B in Samen. ABI3, ABIS und AREBI aktivierten die Transkription des GUS
Reportergens unter Kontrolle des RD 29B Promoters stirker, als GUS unter Kontrolle des
RD 294 Promoters (Nakashima et al., 2006). Zhu et al. (2007) zeigten, dass die ABA-
abhingige Expression von RD 294 und anderen (nicht in der vorliegenden Arbeit
untersuchten) Stressmarkergenen in zwei Trockenstress-sensitiveren T-DNA Insertionslinien

von AtCPK4 und AtCPK1 I reduziert wurde.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen keine Hinweise auf eine Funktion von CPK21 und
CPK23 in der Regulation der Expression der fiir LEA-Proteine kodierenden Gene RD 294,
RD 29B, RD22 und COR 15a sowie des Transkriptionsfaktors DREB Ia.

Die bZIP-Transkriptionsfaktoren ABF1, ABF2 (ABREBI1), ABF3 und ABF4 (AREB2)
binden ABRE-Motive in Promotoren und regulieren damit die ABA-abhédngige Genaktivitét.
Ihre Expression wird durch Trockenheit, Salzstress und ABA aktiviert. Des weiteren konnte

gezeigt werden, dass die beiden CDPKs CPK4 und CPK11 aus Arabidopsis thaliana ABF1
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und ABF4 in vitro phosphorylierten und auch die Expression von ABF1 und ABF4 war in
den Mutanten reduziert (Zhu et al., 2007). Auch fir CPK32 aus Arabidopsis thaliana wurde
mittels Yeast-Two-Hybrid-Tests gezeigt, dass es mit ABF4 interagiert und das Protein in vitro
phosphoryliert (Choi et al., 2005). Es konnte in der vorliegenden Arbeit jedoch gezeigt
werden, dass CPK21 und CPK23 keinen Einfluss auf die Expression von ABFI, ABF2 und
ABF4 haben.

Fiir die P5CS Gene wurde ebenfalls eine ABA-abhingige Aktivierung der Expression gezeigt
(Xiong et al., 2001). Die von diesen Genen kodierten Proteine sind an der Prolin-Biosynthese
beteiligt. Neben seiner Funktion als Osmolyt, aktiviert Prolin auch die Expression von
salzstress-responsiven Genen mit Prolin-responsiven-Elementen (PRE) in ihren Promotoren
(Satoh et al., 2002; Oono et al., 2003). Die Expression von P5CSI wird jedoch nicht von
CPK21 und CPK23 reguliert

Die reduzierte Photosyntheserate auf Grund von Salzstress fiihrt zu einer vermehrten Bildung
von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS). Dies fiihrt zur vermehrten Bildung von Enzymen, die
vor oxidativen Schidden schiitzen sollen. Mehr als 150 Proteine koordinieren das komplexe
ROS-Netzwerk in Arabidopsis zur Gleichgewichtseinzustellung zwischen Bildung und Abbau
von ROS (Mittler et al., 2004). Damit sollen oxidative Schidden verhindert, jedoch geniigend
hohen H,0, Konzentrationen zur Auslosung von Signaltransduktionsprozessen erreicht
werden. Unter diesen Enzymen finden sich unter anderem Superoxid-Dismutase und
verschiedene Peroxidasen. Transgene Pflanzen, die Ascorbatperoxidase (Wang et al., 1999)
und Gluthation S-Transferase/ Gluthation Peroxidase (Roxas et al., 1997 und 2000)
iiberexprimieren, wiesen einer erhdhte Toleranz gegeniiber osmotischem -, Temperatur- und
oxidativem Stress auf. CPK21 und CPK23 regulieren die Expression von Gluthation S-

Transferase 6 nicht.

Damit ist jedoch nicht ausgeschlossen, dass CPK21 und/oder CPK23 als Regulatoren
zelluldrer Toleranzmechanismen gegen Salz oder Hyperosmolaritit wirken konnten. Um zu
analysieren, ob Toleranzmechanismen konstitutiv aktiv in den  beiden T-DNA-
Insertionslinien sind und damit zu einem salztoleranteren Phénotyp fiihren, konnte die
Genexpression weiterer abiotischer Stressmarkergene untersucht werden. Eventuell wirken
CPK21 und/oder CPK23 nicht auf die Genexpression von Regulatoren der pflanzlichen
Toleranzmechanismen, sondern modifizieren Proteinaktivititen posttranslational {iber
Proteinphosphorylierungen. Salzstressinduzierte Unterschiede im Phosphoproteom von Col-0
und cpk2l und cpk23 Pflanzen konnten mittels 2D-Gelelektrophorese und anschlieBender
MS-Analyse der Proteine, die eine CPK21- oder CPK23-spezifische Phosphorylierung oder
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Dephosphorylierung aufweisen, untersucht werden. Diese Methode wurde schon erfolgreich

fiir AtCPK 1 angewendet (B6hmer und Romeis, 2007).

Mittels GC-MS-Analyse konnte der Gehalt an ABA und Osmolyten wie Prolin, Polyolen,
Zuckeralkoholen und Betainen in cpk21 und cpk23 verglichen mit Col-0 bestimmt werden,
um die Frage zu kldren, ob die ABA- und Osmolytbiosynthese in den Mutantenlinien

dereguliert ist und damit zu einer verbesserten Toleranz gegeniiber hyperosmotischem Stress

fiihrt.

Jedoch ist die Aktivierung der Expression von CPK2/ und CPK23 nach Stressexposition
iiberraschend, da die Mutantenphinotypen auf eine Funktion als negative Regulatoren der
Salzstressantwort hindeuten. Dies deutet auf eine mogliche Funktion in der Regulation von
Feedback-Mechanismen hin. Dies wurde auch fiir die beiden negativen Regulatoren der
ABA-abhéngigen Signaltransduktion und des ABA-Gehaltes AB// und ABI2 gezeigt, deren
Expression durch ABA und osmotischen Stress induziert wird. Diese beiden Gene kodieren 2
homologe Typ 2C Protein-Phosphatasen, fiir die bereits gezeigt wurde, dass sie die ABA-
abhédngige Aktivierung von CPK10 und CPK30 aus Arabidopsis thaliana vermindern. (Leung
et al., 1997; Verslues und Bray, 2006; Sheen, 1996). ABI2 interagiert mit dem Protein-
Phoshatase-Interaktions (PPI) Motiv von SOS2, was auf eine Funktion in der negativen

Regulation von Salzstress deutet (Otha et al., 2003).

Die dhnlichen Mutantenphénotypen von cpk2] und cpk23 werfen die Frage auf, ob CPK21
und CPK23 im selben Signaltransduktionsweg von Salz- bzw. hyperosmotischem Stress
involviert sind oder unterschiedliche Funktionen in der Stressantwort iibernehmen. Diese
Frage konnte die Untersuchung einer cpk2l cpk23 Doppel-Genfunktionsverlust-Mutante
kldren. Zeigt eine phénotypische und molekulare Charakterisierung der Doppel-Mutante im
Vergleich zu den Einzel-Mutanten einen stirkeren Phinotyp der Doppelmutante, wire dies
ein Hinweis auf verschiedene Signaltransduktionswege, in denen die beiden Gene eine Rolle
spielen. Da beide Gene im Genom jedoch nur durch ein Gen getrennt voneinander liegen, ist
eine Generierung dieser Doppel-Genfunktionsverlust-Mutante mittels Kreuzung sehr
aufwendig. In der vorliegenden Arbeit wurde ein RNAi sowie ein siRNA-Ansatz gewéhlt, um
einen ,,Knock-Down* von CPK23 im cpk21 Hintergrund zu erzeugen. Leider blieben diese

Versuche ohne Erfolg.
Fiir SOS2 und SOS3, welche fiir eine Proteinkinase (CIPK24) und das Calciumbindeprotein

CBL4 codieren, wurde dieser Ansatz schon erfolgreich angewendet. SOS2 reguliert durch

Phosphorylierung den Plasmamembran-lokalisierten Na'/H'-Antiporter SOS1, sowie den

vakuoliren Na'/H'-Antiporter NHX1 nach Bindung von calciumbeladenem SOS3. Die
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Kinase SOS2 spielt dabei eine zentrale Rolle in der Gewdhrleistung eines niedrigen
Natriumgehaltes im Cytosol der Zelle (Chinnusamy et al., 2005). Der Phéanotyp der sos2 sos3
Doppelmutante konnte nicht von dem ausgeprigteren Phédnotyp der sos? Einzelmutante
unterschieden werden. Dies zeigte, dass beide Gene Komponenten des selben

Signaltransduktionswegs sind (Halfter et al., 2000).

4.3 Substratphosphorylierungsaktivitit von CPK21 nach Stressapplikation

Es wird angenommen, dass CDPKs an der schnellen Signalweiterleitung, ausgeldst durch
stressinduzierte Calciumoszillationen, beteiligt sind. Der beobachtete Stressphdnotyp von
cpk21 sowie die aktivierte Genexpression nach Salzstress und ABA-Applikation lassen eine
Funktion von CPK21 in der Salzstress-Antwort vermuten. In der vorliegenden Arbeit wurde
untersucht, ob unterschiedliche abiotische Stressfaktoren ecinen Einfluss auf die
Enzymaktivitit von CPK21 haben. Dafiir wurden verschiedene experimentelle Ansitze

angewandt.

In Blétter von N. benthamiana, die CPK21-Strepll transient exprimierten, wurde durch
Infiltration von 100 mM NaCl Salzstress appliziert. Dabei konnte keine Aktivitétssteigerung
des Enzyms detektiert werden (siche Abbildung 3.29). Dies konnte darauf zuriickzufiihren
sein, dass die iibergeschalteten Signaltransduktionskomponenten zu Aktivierung von CPK21

in N. benthamiana fehlen.

Des weiteren wurden 2 Wochen alte, hydroponisch angezogene transgene Arabidopsis
thaliana Pflanzen, die CPK2I-Strepll unter Kontrolle des 35S-Promoters exprimierten
verwendet, um die biochemische Aktivierung des Enzyms in vivo zu untersuchen. Dabei
konnte eine 40 %ige Aktivierung von CPK21 nach Salzstress und eine 100 %ige
Aktivitétssteigerung nach hyperosmotischem Stress detektiert werden. Die Enzymaktivitdt
erreichte dabei nach 10 Minuten ihren Maximalwert und viel 30 Minuten nach
Stressapplikation wieder. Hypoosmotischer Stress und mechanischer Reiz haben keinen

Einfluss auf die biochemische Aktivitit von CPK21 (sieche Abbildungen 3.30 und 3.31).

Zur Untersuchung der biochemischen Aktivitit von CPK21 nach ABA-Applikation wurden
A. thaliana Protoplasten verwendet, die CPK21-Strepll transient exprimierten. Das Enzym
zeigte eine kontinuierliche Aktivitdtssteigerung um 40 % bis 30 Minuten nach ABA-
Applikation (sieche Abbildung 3.32). Die linger andauernde Aktivierung von CPK21 nach
ABA-Applikation, im Vergleich zu Salz- und Mannitolapplikation kann eventuell auf den

unterschiedlichen angewendeten Methoden beruhen. Protoplasten zeigen die selben
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physiologischen Reaktionen auf unterschiedlichste Signale wie ganze Pflanzen und dienten in
mehreren Studien der Untersuchung von Signaltransduktionsprozessen (Sheen, 2001; Yoo et
al., 2008). Jedoch muss bedacht werden, dass die Zellwand, Plasmodesmata und Zell-Zell-

Interaktionen zerstort sind.

Auch Zhu et al. (2007) verfolgten die Enzymaktivitit von AtCPK4 und AtCPK11 nach ABA-
Applikation iiber einen Zeitkurs. Sie konnten zeigen, dass ABA-Applikation die Enzyme
biochemisch aktiviert, mit einer Maximalaktivitit nach 60 Minuten. Fir ACPKI1 aus
Weintraube wurde in vivo eine Aktivitdtssteigerung nach externer Applikation von ABA mit
einem Maximum bei 60 Minuten gezeigt (Yu et al., 2006). Es kann auf Grund fehlender
Experimente leider keine Aussage dariiber getroffen werden, ob das Aktivititsmaximum von

CPK21 ebenfalls erst 60 Minuten nach ABA-Zugabe erreicht wird.

Fiir 3 weitere CDPKs wurde in vivo eine Aktivititssteigerung nach Stress detektiert. Romeis
et al. (2001) zeigten eine 250-fache Aktivititssteigerung von NtCDPK2 nach Elicitierung mit
IF(AVR9"). LeCDPKI1 aus Tomate wurde 2,4-2,9 fach nach Verwundung aktiviert (Chico et
al., 2002). Eine 47 kDa CDPK aus Reis wurde nach Kaltestress aktiviert. (Li und Komatsu,
2000).

4.4 Crosstalk mit MAP Kinasen

Des weiteren sollte untersucht werden, ob CPK21 und CPK23 mit salzstressspezifischen
MAPK-Signaltransduktionswegen interferieren. So ist zum Beispiel bekannt, dass Salzstress
auch die MAP-Kinasen AtMPK3, AtMPK4 und AtMPK6 aktiviert (Mizoguchi et al., 1996;
Ichimura et al., 2000). Im Februar 2008 konnte eine putative MAPK Kinase Kinase als
Negativregulator der Salzstressantwort identifiziert werden. Eine T-DNA Insertionslinie des
Gens zeigte eine erhohte Salzstresstoleranz wéhrend der Keimung und im Wachstum (Gao

und Xiang, 2008).

Es wire denkbar, dass Salzstress eine MAP-Kinase Kaskade auslost, die mit einem CPK21
und/oder CPK23 abhingigen Signalweg interagiert und die beiden Wege sich gegenseitig
positiv oder negativ beeinflussen. In einem durchgefiihrten TEY-Western, mit dem
phosphorylierte und damit aktivierte MAP-Kinasen detektiert werden, konnten jedoch keine
Unterschiede in der Aktivierungskinetik von MPK3 und MPK6 nach Salzstress in den cpk21
und cpk23 T-DNA Insertionslinien verglichen mit Col-0 nach Salzstress beobachtet werden
(siche Abbildung 3.33). Dies deutet darauf hin, dass die Signaltransduktionswege von CPK21
und CPK23 nicht mit denen von MPK3 und MPKG6 {iberlappen.
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4.5 CPK21 Enzymaktivitit in Abhingigkeit der Calciumbindefihigkeit und
Autophosphorylierung

Durch Analyse des Arabidopsis thaliana Genoms wurden von Day et al. (2002) 250 EF-Hand
enthaltende Proteine identifiziert, wobei drei von vier Klassen Calcium-bindender Enzyme
EF-Hinde enthalten. Die hohe Anzahl von Proteinen und Enzymen mit einer oder mehreren
Calcium-bindenden EF-Hédnden verdeutlicht die fundamentale Rolle von Calcium in der
Regulation einer Vielzahl zelluldrer Prozesse. Auch die Enzymaktivitit von CDPKs wird
neben der (Auto-) Phosphorylierung durch Calciumbindung an 4 EF-Hand-Motive reguliert.
Um den Einfluss der Calciumbindung auf die Enzymaktivitit zu untersuchen, wurden
verschiedene Enzymvarianten generiert, in denen die Calciumbindung einzelner EF-Hénde,

sowie des C- oder N-terminalen EF-Hand Paars verhindert wurde.

Es ist bereits bekannt, dass die C- und N-terminale EF-Hinde nicht identisch in ihren
Calcium- und  Peptidbindeeigenschaften  sind.  Anhand der Messung  der
Calciumbindeaffinititen der EF-Hénde der beiden CDPKs AtCPK1 aus A. thaliana und
LeCPK1 aus Tomate konnte gezeigt werden, dass sich die 4 EF-Hand Motive in zwei Klassen
aufspalten. Die C-terminalen EF-Héinde verfiigen dabei {iiber eine signifikant hohere
Calciumbindeaffinitit, als die N-terminalen EF-Hénde (Christodoulou et al., 2004;
Rutschmann et al., 2002). Die in vitro gemessenen hohen Calciumbindeaffinititen der C-
terminalen EF-Hénde deuten darauf hin, dass in vivo schon bei basalen cytosolischen
Calciumionen-Konzentrationen Calcium konstitutiv an die C-terminalen EF-Hande gebunden
ist und erst nach Calciumeinstrom in das Cytosol die N-terminalen EF-Hénde zu einer

Calcium-Bindung féhig sind.

4.5.1 Hinweise auf die Calciumbindeaffinititen der C- und N-terminalen EF-H:inde

Die Calciumbindeaffinititen der einzelnen EF-Hande von CPK21 und CPK23 wurden in
dieser Arbeit nicht bestimmt. Jedoch kann aus in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnissen der
Mobilititsverdnderung der einzelnen CPK21 EF-Hand-Varianten in der SDS-PAGE nach
Calciumbindung abgeleitet werden, dass auch die C-terminalen EF-Hande von CPK21 {iber

eine hohere Calciumbindeaffinitét verfiigen, als die N-terminalen (siche Abbildung 3.26).

Eine Mobilitidtsverdnderung in der SDS-PAGE nach Calciumbindung in der Anwesenheit von
SDS im Ladepuffer wurde fiir einige Calciumbindeproteine wie CDPKs oder auch
Calmodulin bereits beschrieben (Harmon et al., 1987; Burgess et al., 1980). Diese

Mobilititsveranderung beruht auf der Calciumbindung und damit ausgeldsten
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Konformationsdnderung. Unter denaturierenden Bedingungen, wie sie durch SDS im
Ladepuffer vorliegen, ist die Calciumbindung aber nur an Calciumbindestellen mit hoher
Affinitdt moglich. Die CPK21 Enzymversionen mit Mutationen in den C-terminalen EF-
Hénden 3 und 4 zeigten keine Mobilititsverdnderung zwischen Calciumgebundener und -
ungebundener Enzymform. Dies deutet darauf hin, dass die verbleibenden N-terminalen EF-
Hénde 1 und 2 unter den vorherrschenden denaturierenden Bedingungen, nicht zu einer
Calciumbindung fahig sind. Im Gegensatz dazu zeigten die Enzymvarianten mit Mutationen
in den N-terminalen EF-Hdnden 1 und 2 eine sehr deutliche Mobilititsverdnderung nach
Calciumbindung, da die EF-Hidnde 3 und 4 mit hoher Calciumbindeaffinitit noch
funktionsfahig waren. Das Wildtypenzym zeigte das gleiche Verhalten wie die Variante EF 1

und 2, da es auch noch iiber die funktionalen affinen EF-Hénde 3 und 4 verfiigte.

Das Wildtypenzym sowie die verschiedenen EF-Hand Varianten von CPK23 zeigten unter
den selben Bedingungen keine so deutliche Verdanderung ihrer Mobilitdt in der SDS-PAGE
nach Calciumbindung. Dies deutet auf niedrigere Calciumbindeaffinititen der EF-Héinde hin,
so das sie unter Anwesenheit von SDS nicht zur Calciumbindung féhig sind (siehe Abbildung

3.27).

4.5.2 Biochemische Aktivitit der CPK21 EF-Hand Varianten

Des weiteren kann aus den erhaltenen Aktivitdtsdaten der EF-Hand Varianten von CPK21
eine Aussage dariiber getroffen werden, welches EF-Hand Paar fiir die Aktivierung des
Enzyms essentiell ist (Abbildung 3.24). Wahrend die Enzymversionen mit den Mutationen in
EF-Hand 3 oder EF 4 im Aktivititstest mit Syntide 2 als Substrat mit der hochsten
Calciumkonzentration [SuM] noch ca. 50 % der Wildtypaktivitdt besallen, lag die Aktivitat
von den Enzymversionen EF 1 und EF 2 nur bei ca. 30 % Wildtypaktivitdt. Wahrend die
Enzymvariante mit Mutationen in den beiden EF-Hidnden 1 & 2 keine Enzymaktivitit
aufwies, zeigte die Mutation EF 3 & 4 noch Restaktivitéit bei hohen Calciumkonzentrationen.
Auch zeigten sich Unterschiede in der Calciumkonzentrationsabhingigkeit der Aktivitat
zwischen den einzelnen Enzymversionen. Die CPK21 Varianten mit einer Mutation in EF 3
und EF 4 besallen, dhnlich wie das Wildtypenzym, bei der niedrigsten Calciumkonzentration
[0,05 uM] schon ca. 80 % ihrer hochsten Aktivitit bei der hochsten Calciumkonzentration [5
uM CaCl;]. Im Gegensatz dazu betrug die Aktivitét von den EF 1 und EF 2 Mutanten bei 0,05
uM CaCl, nur ein Drittel ihrer Aktivitdt in der Gegenwart der hochsten Calciumkonzentration

[5 uM CaCL].
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Dies deutet darauf hin, dass die C- und N-terminale EF-Hinde unterschiedliche Funktionen
bei der Aktivierung von CPK21 haben und die N-terminalen EF-Hinde 1 und 2 als
Calciumsensor fiir die Aktivierung dienen. Darauf deuteten auch die Untersuchungen der
Calciumbindeaffinititen der C- und N-terminalen EF-Hénde sowie Rontgen-Kristall-
Strukturstudien von AtCPK1 hin. Diese zeigten, dass schon bei niedrigen
Calciumionenkonzentrationen die C-terminalen EF-Hande Calcium-gebunden vorliegen und
die autoinhibitorische Junctiondomidne mit diesen EF-Hénden interagiert. Erst ein
stressinduzierter cytosolischer Calciumkonzentrationsanstieg fiihrte zu Calciumbindung und
Interaktion der N-terminalen EF-Hidnde mit der Junction-Domine, welche zu der
aktivierenden Konformationsdnderung fiihrte (Chandran et al., 2005; Christodoulou et al.,
2004). Des weiteren konnte gezeigt werden, dass Bindung der Junctiondoméne die
Calciumbindeaffinititen des C-terminalen EF-Hand Motivs um den Faktor 100 erhoht
(Christodoulou et al., 2004).

Zhao et al. (1994) untersuchten die Konformationsdnderung und Aktivitit von PfCPK des
Malariaerregers Plasmodium falciparum in Abhéngigkeit der Calciumbindung an die
einzelnen EF-Hénde. Dafiir wurden Versionen des Enzyms generiert, in denen die
konservierte Aminosidure Glutamat an Position —X (Position 12) jeder EF-Hand gegen Lysin
oder Glutamin ausgetauscht und damit die Calciumbindung verhindert wurde. Auch diese
Studie zeigte, dass die N-terminalen EF-Hinde 1 und 2 notwendig fir die Ca®-induzierte
Konformationsédnderung und die calciumabhéngige Aktivierung sind, wéhrend Mutationen in
den C-terminalen EF-Hand-Motiven 3 und 4 nur geringe Effekte zeigten. Die
Enzymversionen mit Mutationen in EF-Hand 1 oder 2 zeigten im CD-Spektrum immer noch
die charakteristische aktivierende Konformationsinderung nach Calciumbindung, jedoch
wurde diese bei bedeutend hoheren Calciumkonzentrationen ausgelost, als im Wildtypenzym.
Des weiteren deuten die Ergebnisse darauf hin, dass dhnlich wie in Calmodulin, die
Calciumbindung kooperativ fiir das C- und N-terminale EF-Hand Paar erfolgt. Die Mutation
in einer EF-Hand fiihrt auch zu einer Reduzierung der Calciumbindeaffinitit der zweiten EF-

Hand in dem jeweiligen Paar.

Das Signal bei 222 nm des CD-Spektrums, welches die Gesamtkonformation des Enzyms
wiederspiegelt, zeigte keine Unterschiede der generierten mutierten Versionen zum
Wildtypenzym von PfCPK. Dies zeigte, dass die eingefiigten Mutationen an Position —X
(Position 12) der EF-Hénde keinen generellen Einfluss auf die Faltung des Enzyms haben
(Zhao et al.,, 1994). Ob dies auch fiir den, in der vorliegenden Arbeit vorgenommen,

Austausch des konservierten Aspartats an Position X und Y (Position 1 und 3) gegen Alanin
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zutrifft, konnte nicht ermittelt werden. Nach transienter Expression N. benthamiana und
anschliefender Aufreinigung von CPK21 und CPK23 mittels Strepll-Markierung konnten
alle Enzymvarianten in &hnlichen Mengen in Losung detektiert werden, was nicht auf
Faltungsprobleme hindeutet. Jedoch sind bei heterologer Expression der verschieden
mutagenisierten Calciumbindedomidnen von CPK21 in E. coli die Proteinmengen in der
l6slichen Fraktion abhédngig von der exprimierten Version, was auf Faltungsprobleme
mancher mutagenisierter Calciumbindedoménen nach Expression in E. coli hindeuten konnte

(personliche Kommunikation von Anja Liese).

Fiir CPK23 konnten leider keine experimentellen Bedingungen ermittelt werden, unter denen
eine biochemische Aktivitdit von CPK23 mit Syntide 2 als artifiziellem Substrat gemessen
werden konnte. Dabei wurden verschiedene Ca®’- und Mg" -Konzentrationen, pH-Werte und

Substrate getestet.

4.5.3 Einfluss der Autophosphorylierung auf die biochemische Aktivitit von CPK21

Die Autophosphorylierungsaktivitit der Enzymversionen von CPK21 verhélt sich analog zu
ihren Transphosphorylierungsaktivititen (siche Abbildungen 3.24 und 3.25). Sie steigt mit
steigenden Calciumkonzentrationen. Calciumabhéngige Autophosphorylierung wurde bis jetzt
fiir fast alle untersuchten CDPKs, mit Ausnahme zweier CDPKs aus ,,winged bean* gezeigt.
WbCDPK zeigt eine calciumunabhidngige Autophosphorylierung (Saha und Singh, 1995),
wihrend WbPK keinerlei Autophosphorylierungsaktivitit aufweist (Ganguly und Singh,
1998).

Das stédrkste Autophosphorylierungssignal der untersuchten CPK21 Varianten im Kinasetest
mit Syntide 2 oder Histon als Substrat wiesen das Wildtypenzym und die Varianten mit der
Mutation in EF-Hand 3 oder 4 auf. Die Varianten mit Mutationen in EF-Hand 1 und 2 zeigten
ein schwicheres Signal. Wihrend die Doppelmutation in EF-Hand 3 und 4 noch iiber eine
schwache Autophosphorylierung verfiigte, zeigte die Version EF 1/2 kaum noch
Autophosphorylierung. Dies deutet darauf hin, dass Calciumbindung an die N-terminalen EF-
Hénde 1 und 2 neben der Transphosphorylierungsaktivitit auch fiir die Autophosphorylierung

essentiell ist.

Des weiteren sollte untersucht werden, ob Autophosphorylierung CPK21 aktiviert und damit
der funktionellen Regulation des Enzyms dient. Dafiir wurde die Enzymaktivitit mit und ohne
ATP-Vorinkubation untersucht (siche Abbildung 3.28). Es konnte eine Aktivitétssteigerung

des Enzyms durch ATP-Vorinkubation gemessen werden. Der Unterschied der
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Enzymaktivititen zwischen vorinkubiertem und damit potentiell autophosphoryliertem
Enzym und nicht autophosphoryliertem Enzym nahm iiber den Messzeitraum von 4 Minuten
ab. Dies deutet auf eine schnelle Séttigung der Autophosphorylierungsreaktion hin, wie sie
schon von Chauduri und DasGupta (1999) gezeigt wurde. So ist GnCDPK aus Erdnuss nach 2
Minuten vollstidndig autophosphoryliert. Auch fiir NtCDPK2 konnte eine in vivo Aktivierung
des Enzyms durch Autophosphorylierung gezeigt werden (Romeis et al., 2001). Ein
Autophosphorylierungssignal von CPK21 nach Auftrennung des Reaktionsansatzes in der
SDS-PAGE konnte bei diesem Experiment nicht detektiert werden, da die Signalstdrke auf

Grund der kurzen Inkubationsdauer zu schwach war.

4.6 Invivo Funktion der Enzymvarianten von CPK21 und CPK23

Des weiteren wurden die einzelnen EF-Hand Varianten von CPK21 und CPK23 auf ihre
Féhigkeit hin untersucht, den Mutantenphdnotyp zu komplementieren. Dafiir wurden die
beiden Arabidopsis thaliana T-DNA Insertionslinien cpk2l SALK 029412 und cpk23
SALK 007958 mit dem Wildtypenzym, den EF-Hand Varianten, einer kinase-inaktiven
Version sowie einer konstitutiv aktiven Variante des zerstorten Gens Strepll-markiert und
unter Kontrolle des 35S-Promotors transformiert. Fiir CPK21 wurden auch Linien generiert,
die das Wildtypenzym sowie die kinase-inaktive Variante unter Kontrolle des nativen
Promoters exprimierten. Auf 1 MS Medium mit 3 % Saccharose und 300 mM Mannitol als
osmotisch aktiver Substanz zeigten die CPK21 Enzymvarianten mit der hdchsten
Enzymaktivitit das groBte Vermogen, den Mutantenphédnotyp zu komplementieren. Das heift,
sie waren sensitiver gegeniiber hyperosmotischem Stress als die T-DNA Insertionslinie (sieche
Abbildungen 3.10). Dabei konnten die Linien, die das Wildtypenzym unter transkriptioneller
Kontrolle des 35S- sowie des nativen Promoters exprimierten, den Mutantenphénotyp
vollstindig komplementieren. Dies bestitigte, dass der Mutantenphénotyp auf dem Verlust
der Genaktivitdt von CPK21 zuriickzufiihren ist. Die Untersuchung der Transkriptmenge der
exprimierten CPK21 Varianten verdeutlichte, dass die Menge an Transkript nicht
verantwortlich fiir den beobachteten Phénotyp ist. So wiesen die Linien 35S::CPK21 EF1-
Strepll 2.5.3, 35S::CPK21 EF1/2-Strepll 7.1.1 und 35S::CPK21 EF3/4-Strepll 4.1.3 ein
geringes Komplementationsvermdgen des Mutantenphédnotyps auf, besallen jedoch deutlich

héhere CPK21-Transkriptmengen als Col-0 (siche Abbildung 3.11).

Auch die verschiedenen CPK23 Enzymvarianten zeigten ein unterschiedliches Vermdgen,

den Wildtypphénotyp zu restaurieren, wobei die Menge an Transkript nicht mit dem Ausmaf
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der Komplementation korreliert (siche Abbildungen 3.12 und 3.13). Damit kann davon
ausgegangen werden, dass cpk23 SALK 007958 ein funktionsloses Sinnlostranskript
transkribiert.

Darauf, dass es sich bei dem beobachteten Toleranzphénotyp von cpk2!/ um einen
Genfunktionsverlust- und nicht um einen Kompensationsphidnotyp handelt, bei dem die
fehlende Genfunktion von CPK2I von einem anderen Gen iibernommen wird, deutet der
identische Phédnotyp von c¢pk2l und der cpk2l Linien, welche die kinase-inaktive
Enzymvariante exprimierten. Dariiber, ob dies auch fiir cpk23 der Fall ist, kann nur spekuliert
werden, da eine Linie, welche die kinase-inaktive Variante des Proteins exprimiert fehlt.
Jedoch zeigten auch hier die Linien, welche die Enzymvarianten mit Mutationen im C-
terminalen — bzw. N-terminalen EF-Hand-Paar exprimieren (diese Varianten zeigten fiir
CPK21 eine starke Reduktion der Aktivitdt im Kinasetest) den selben Toleranzphédnotyp wie
cpk23, was ebenfalls fiir einen Genfunktionsverlustphédnotyp spricht. Um diese Frage
befriedigend zu beantworten, konnte man mittels Microarrays untersuchen, ob die
Transkription anderer Gene (z.B. CDPKs) durch den Verlust der CPK2/ und CPK23

Genaktivitdt verdndert wird und damit deren Verlust kompensieren konnten.

4.7 Putative Funktionen von CPK21 und CPK23 in der Salzstressantwort

Die phinotypischen Untersuchungen von cpk2l und cpk23 im Vergleich zu Col-0, die
Aktivierung der Genexpression von CPK2! nach ABA-Applikation, Salz- und
hyperosmotischem Stress und die Transkriptakkumulation von CPK23 nach ABA-
Applikation und hyperosmotischem Stress sowie die biochemische in vivo Aktivierung von
CPK21 nach ABA-Applikation sowie Salz- und hyperosmotischem Stress identifizierten
CPK21 und CPK23 als putative Regulatoren der Salzstressantwort in A. thaliana. In den
nachfolgenden Kapiteln soll iiber eine mdgliche Funktion der beiden Enzyme spekuliert

werden.

4.7.1 Putative Funktionen von CPK21 und/oder CPK23 in der Regulation der
Stomataoffnung

Ma und Wu (2007) beschrieben eine signifikant geringere Stomatadffnung der Linie cpk23
verglichen mit Col-0, was eventuell zu der beobachteten Resistenz gegen Trocken- und
hyperosmotischen Stress beitrdgt. Hohe Salzkonzentrationen fiihren zu einer Reduzierung der

Stomata6ffnung, was auf den osmotischen Effekt des Salzes im Medium zuriickzufiihren ist.
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Eine reduzierte Stomatadffnung in cpk23 wiirde damit ebenfalls auf eine Rolle von CPK23 in
der Toleranz gegeniiber der hyperosmolaren Komponente des Salzstresses sprechen. Um zu
untersuchen, ob eine verminderte Transpiration zu den in der vorliegenden Arbeit
beobachteten salzstressresistenteren Mutantenphdnotypen der Linien cpk2l und cpk23
beitragen konnte, wurde ein Blatttrocknungstest durchgefiihrt. Dafiir wurde der Wasserverlust
von abgeschnittenen Blittern von jeweils zehn, drei Wochen alten, auf Erde gewachsenen,
Pflanzen der Linien Col-0, cpk21, cpk23 und 35S::CPK21-Strepll 1.5.9 iiber einen Zeitraum
von 4 Stunden gemessen (siche Abbildung 3.6). Es konnten jedoch keine Unterschiede im
Wasserverlust zwischen den Linien gemessen werden, was den Ergebnissen von Ma und Wu

(2007) wiederspricht.

In der vorliegenden Arbeit durchgefiihrte Promoter-GUS-Studien deuten nicht auf eine
Expression von CPK2] und CPK23 in den SchlieBzellen hin, was eine Regulation der
Stomatadffnung durch CPK21 und/oder CPK23 unwahrscheinlich erscheinen ldsst (siche
Abbildungen 3.17 und 3.18). Es ist jedoch nicht auszuschlieBen, dass die, fiir eine Expression
in den SchlieBzellen ndtigen regulatorischen Elemente, noch vor dem verwendeten Fragment
liegen. Darauf deuten auch die Microarray-Untersuchungen von Leonhardt et al.(2004) hin,
die neben CPK3, 6, 30 und 33 auch CPK23 Transkript in den SchlieBzellen von Arabidopsis

thaliana detektieren konnten.

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Expression beider Gene in Keimlingen sowie adulten
Pflanzen gefunden. CPK2] Genaktivitit wurde im Wurzel- und Blattleitgewebe detektiert,
wihrend CPK23 in den Hydatoden exprimiert wurde. CPK2/ wird auch in der Bliite
ausgewachsener Pflanzen in den Leitgeweben der Kelchblétter exprimiert. Allerdings zeigten
Ma und Wu (2007) mittels GUS-Farbung eine stirkere Expression von CPK23 in Blatt und
auch in der Wurzel. Die Linge des in dieser Arbeit verwendeten Promoterfragments von
CPK23 betrug 1219 bp, wihrend Ma und Wu (2007) ein 8,5 kb Fragment, einschlieBlich der
kodierenden Sequenz des Genes verwendeten. Die Unterschiede der beobachteten Expression
von CPK23 konnen daraus resultieren, dass wichtige regulatorische Sequenzen des CPK23
Promotors durch die Verwendung des kiirzeren Promotorfragments nicht mit abgedeckt
wurden. Auf https://www.genevestigator.ethz.ch/gv/index.jsp sind Microarraydaten fiir fast
alle 4. thaliana Gene verdffentlicht. Fir CPK21 und/oder CPK23 wird Transkript vor allem
im Stielblatt angegeben, aber auf basalem Niveau auch in Wurzel, Bliite und Rosettenbléttern.
Auf Grund der hohen Sequenzhomologie der beiden Gene, kann bei diesen Daten nicht
zwischen CPK2] und CPK23 Transkript unterschieden werden. Der Arabidopsis eFP-

Browser (http://bbc.botany.utoronto.ca) zeigt eine insgesamt schwichere Expression von
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CPK23 als CPK21, was in dieser Arbeit mittels RT-PCR bestitigt wurde. Wahrend CPK21
nach eFP-Browser-Daten in allen Geweben der Pflanze und dabei besonders in den Blittern
exprimiert wird, ist CPK23 Transkript hauptsdchlich im Stielblatt und seneszenten Blittern,
jedoch auch auf sehr niedrigem Niveau in Wurzel, Bliite und Rosettenbléttern detektierbar

(Siehe auch Abbildungen 5 und 6 im Anhang).

Auch eine Mutation im GCA2-Locus im Arabidopsis thaliana Okotyp Landsberg erecta (Ler)
deutet auf eine Funktion von CPK23 in der Regulation von ABA-abhdngigen Prozessen wie
der SchlieBzellbewegung im A. thaliana Okotyp Columbia hin. Der GCA2-Locus wurde auf
dem oberen Arm des 4 ten Chromosoms lokalisiert (Benning, 1999) und konnte als Homolog

von CPK23 identifiziert werden (personliche Kommunikation von Prof. Erwin Grill).
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Abbildung 4.1: Modell der ABA-abhéngigen Signaltransduktion in SchlieBzellen. Aus Leonhardt et
al., 2004

Die gca? Mutante im Ler-Hintergrund zeigt einen pleiotrophen ABA-insensitiven Phanotyp.
Dieser zeichnet sich durch ABA-insensitives Primdrwurzelwachstum und Samenkeimung,
sowie einer Verhinderung der ABA-induzierten StomataschlieBung aus. Damit ist GCA2 als
positiver Regulator der ABA-Signaltransduktion in den Schliezellen beteiligt, der fiir die
Regulation der ROS-, ABA- und CO,-abhidngigen Calciumkanal-Aktivierung zur
StomataschlieBung nétig ist (Young et al., 2006; Allen et al., 2001; Pei et al., 2000; siche auch
Abbildung 4.1).
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Keine Ergebnisse aus der vorliegenden Arbeit deuten auf eine Funktion von AtCPK23 in der
ABA-abhédngigen Regulation der Stomata-Apertur hin. Auch eine ABA-insensitive

Samenkeimung von cpk23 wurde nicht beobachtet (Daten nicht gezeigt).

Ma und Wu (2007) zeigten im Wiederspruch zu den Daten iiber gca2, welche durch Inhibition
der COs-induzierten StomataschlieBung charakterisiert wurde (Young et al., 2006), eine

geringere Stomata-Apertur in cpk23 verglichen zu Col-0.

Eventuell reguliert CPK23 in Arabidopsis thaliana Okotyp Columbia und Landsberg erecta

die Aktivitat von Kalium- oder Calciumkanélen in den Schlief3zellen.

Auch fiir AtCPK1 konnte im heterologen Expressionssystem Hefe eine Funktion in der
Regulation der Aktivitit eine Calciumpumpe gezeigt werden. Die Phosphorylierung an der N-
terminalen regulatorischen Domine der Calmodulin-stimulierten Ca*"-Pumpe ACA2 im
Endoplasmatischen Retikulum inhibiert die basale Aktivitidt und die Calmodulin-Stimulation

von ACA2 (Hwang et al., 2000).

Kwak et al. (2003) zeigten, dass die ROS vermittelte Calciumkanal-Aktivierung in den
Schliezellen abhédngig von den NADPH-Oxidase Untereinheiten AtrbohD und AtrbohF ist.
Diese beiden NADPH Oxidasen produzieren ROS, die Plasmamembran-stindige
Calciumkanile aktivieren. Ogasawara et al. (2008) zeigten zusétzlich, dass AtrbohD durch
Calciumbindung und Phosphorylierung synergisitisch aktiviert wird. Weitere Daten deuten
darauf hin, dass die ROS vermittelte Calciumkanal-Aktivierung eine wichtige Rolle in der
Signaltransduktion in verschiedenen Geweben einnimmt und die ROS-Produktion
gewebespezifisch von den 10 verschiedenen NADPH-Oxidase-Untereinheiten iibernommen
wird (Demidchik et al., 2003). In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass CPK21
zwei Peptide der NADPH-Oxidase-Untereinheit RbohD in vitro stirker phosphorylierte, als
das artifizielle Peptidsubstrat Syntide 2, was auf eine Funktion in der ROS-Generierung, als
Antwort auf Salzstress, hinweisen konnte. Jedoch zeigen bisher verdffentlichten Arbeiten eine
hohe in vitro Substratpromiskuitét von CDPKs, die keine Aussagen iiber die in vivo Substrate
zulassen (Patharkar und Cushman, 2000; Rodriguez Milla et al., 2006; Sebastia et al., 2004).
Um zu untersuchen, ob CPK21 und/oder CPK23 AtrbohD phosphorylieren, kdnnte man das
Protein aus den c¢pk2/ wund cpk23 Mutantenlinien aufreinigen und dessen

Phosphorylierungsstatus mit Col-0 vergleichen.
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4.7.2 Putative Funktionen von CPK21 und CPK23 in der Regulation von Na*- und K'-
Transportprozessen

Fiir viele Pflanzenfamilien wurde gefunden, dass Salz-tolerantere Arten die grofere Fahigkeit
besitzen, Natrium aus den oberirdischen Geweben auszuschlieBen und hohe cytosolische
Kaliumkonzentrationen beizubehalten (Zhu et al., 2001; Munns et al., 2000; Dubcovsky et al.,
1996). Der Ausschluss von Na' aus den oberirdischen Geweben ist notig, da hohe Na'-
Konzentrationen unterschiedliche osmotische und metabolische Probleme verursachen. Die
cytotoxische Wirkung von Na' beruht auf der Fahigkeit der Ionen, mit K um die Bindung an
Proteine und Enzyme zu konkurrieren. Mehr als 50 Enzyme sind bekannt, welche K" als
Cofaktoren bendtigen und dessen Funktion Na' nicht iibernehmen kann (Bhandal und Malik,
1988). Des weiteren werden fiir die Proteinbiosynthese hohe Kaliumkonzentrationen bendtigt
(Wyn Jones et al., 1979). Hohe Salzkonzentrationen verursachen auch ein osmotisches
Problem. Um einen konstanten Turgordruck aufrecht zu erhalten und die Wasseraufnahme zu
gewihrleisten, muss das interne Wasserpotential unter dem Wasserpotential der Erde gehalten
werden. Dafiir miissen entweder energieaufwendig Osmolyte synthetisiert werden, oder Ilonen
(hauptsichlich die toxischen Tonen Na' und C1') aus der Erde aufgenommen werden. Pflanzen
miissen dabei eine Balance zwischen der Verhinderung toxischer lonenkonzentrationen und
der Aufrechterhaltung des Turgordrucks finden. Na'-Aufnahme und Transport miissen daher

streng kontrolliert werden.

Ma und Wu (2007) zeigten, dass die Salzstress-assoziierte Reduzierung der Kaliumaufnahme
in der Linie cpk23 inhibiert war, was zu einem hdheren cytosolischen K'/Na'-Verhiltnis
fiihren konnte. Dies deutet darauf hin, dass CPK23 die ,high-affinity” Kaliumaufnahme

reguliert.

Diese Theorie wird durch die in der vorliegenden Arbeit ermittelte intrazelluldre Lokalisation
von CPK21 und CPK23 unterstiitzt. Mittels transienter Expression der YFP-markierten
CDPKs in N. benthamiana konnte eine intrazellulare Lokalisation von CPK21 und CPK23 an
der Plasmamembran, sowie nach transienter Expression in A. thaliana Protoplasten eine
Tonoplast- und Plasmamembran-Lokalisation gezeigt werden (siche Abbildungen 3.19 und
3.20). Die beobachtete Lokalisation im Tonoplast nach transienter Expression in A4. thaliana
Protoplasten ist eventuell auf eine ,,Uberproduktion” der Enzyme zuriickzufiihren, die zu
einer ,,Fehllokalisation* fithren konnte. Auch Dammann et al. (2003) zeigten fiir CPK21 unter
transkriptioneller Kontrolle des 35S-Promoters eine Lokalisation in der Plasmamembran von
Wurzelspitzenzellen transgener A. thaliana. In der vorliegenden Arbeit konnte jedoch kein

Fluoreszenz-Signal von YFP-markierter CPK21 unter Kontrolle des 35S- Promoters sowie
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des nativen Promoters in stabil transformierten 4. thaliana Pflanzen detektiert werden, so das

auf die transiente Expression der CDPKs zuriickgegriffen werden musste.

Die Membranlokalisation von CDPKs erfolgt durch Myristoylierung und eventuell S-
Acylierung. Dies sind posttranslationale Modifikationen, wobei 24 der 34 CDPKs aus A.
thaliana eine Myristoylierungsstelle aufweisen (Bucher und Bairoch, 1994). Auch CPK21
und CPK23 verfiigen iiber die N-terminale MGXXX(S/T)-Myristoylierungssequenz. Ein
Cystein (C3) C-terminal neben dem Glycin (G2) in der Myristoylierungssequenz konnte

zusiétzlich der S-Acylierung durch Palmitinsdure oder Stearinsdure dienen.

Fir CBL1 wurde gezeigt, dass Myristoylierung und Acylierung unabhingig voneinander
erfolgen, die Myristoylierung jedoch eine Vorraussetzung fiir die Acylierung darstellt. Beide
Modifikationen sind essentiell fiir die korrekte Lokalisation und Funktionalitdt von CBL1 und

der interagierenden CIPK1 (Batisti¢ et al., 2008).

Auch fiir NtCPDK2 aus Nicotiana tabacum wurde eine Zusammenhang zwischen korrekter
Lokalisierung und Funktionalitit gezeigt. Nach Mutagenese der Myristoylierungsstelle einer
vk-Variante von NtCDPK2, , welche die Myristoylierung verhindert, zeigte diese nicht mehr
die selbe Lokalisierung wie die nichtmutagenisierte vk-Variante und es wurde eine
Verringerung von NtCDPK2-induziertem Zelltod nach transienter Expression in N.

benthamiana beobachtet (Witte et al., unveroffentlicht).

Um zu untersuchen, ob die beobachtete verbesserte Salztoleranz der cpk2l- und cpk23-
Insertionslinien auf einer (a) reduzierten Aufnahme und damit reduzierten Konzentration von
Na'-Tonen in den griinen Geweben oder (b) einer Verhinderung der salzstressassoziierten
Reduktion der Kaliumaufnahme beruht und damit ein hdheres cytosolisches K'/Na'-
Verhiltnis erzielt wird, wurde der Na'- und K'-Gehalt in den griinen Geweben 3 Wochen
alter, auf Erde gewachsener, Pflanzen der Linien Col-0, cpk21, cpk23 und 35S::CPK21-
StrepIl 1.5.9 vor und nach 24 stiindiger Exposition mit 100 mM NaCl mittels ICP-MS
gemessen (siche Abbildung 3.21).

Wihrend Col-0 einen Anstieg der Na'-Konzentrationen nach 24 stiindiger Exposition mit 100
mM NaCl in den griinen Geweben zeigte, wies cpk23 weniger Na'-Ionen in den griinen
Geweben auf. Fir c¢pk2l  sowie  35S::CPK21-Strepll 1.5.9 blieb die
Natriumionenkonzentration nach Salzexposition konstant. Wihrend der Kaliumgehalt in
Col-0 und 35S::CPK21-Strepll 1.5.9 sank, blieb er in cpk23 und cpk2l konstant. Daraus
resultierte ein hoheres K'/Na'-Verhiltnis von cpk23 verglichen mit Col-0 nach eintigiger
Exposition mit 100 mM NaCl. Cpk21 und 35S::CPK21-Strepll 1.5.9 zeigten ein insgesamt

hoheres K'/Na'-Verhiltnis als Col-0, was sich durch die Salzexposition kaum verindert.
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Auftillig war, dass die Natriumkonzentration in c¢pk23 und 35S::CPK21-Strepll 1.5.9 an Tag
0 deutlich tiber denen von Col-0 lag.

Die niedrigere Na'-Menge in den griinen Geweben von cpk23 nach 24 stiindiger Exposition
mit 100 mM NaCl kénnte einerseits damit erklirt werden, dass CPK23 entweder die Na"
Aufnahme iiber nicht-selektive Kationenkanile, den Na -Efflux in der Wurzelepidermis oder
den Na'-Transport aus der Wurzel ins Xylem, oder den Riicktransport aus dem Blatt in die
Waurzel iiber das Phloem kontrolliert. Dies erscheint mdglich, da CPK23 nach Daten von Ma
und Wu (2007) und dem Arabidopsis eFP-Browser im Wurzelgewebe und in Leitgeweben der
Blatter exprimiert wird, das Enzym Plasmamembran- und Tonoplast-lokalisiert vorliegt und
die Aktivititskontrolle von Transportern und -Kanédlen durch Phosphorylierung schon
demonstriert wurde (Chinnusamy et al, 2005; Xu et al., 2006). Auf die Sequestrierung von
Na" in der Vakuole hat CPK23 wahrscheinlich keinen Einfluss. Bei einer verbesserten
Sequestrierung von Na' in ¢pk23 wiirde man hohere Na'-Konzentrationen nach Salzstress in
den griinen Geweben erwarten. Die unverdnderten Kaliumkonzentrationen in cpk23 nach

Salzexposition bestétigen die Ergebnisse von Ma und Wu (2007).

Cpk21 zeigte keine Verdanderungen der Natrium- und Kaliumkonzentrationen nach Salzstress,
was auf eine Deregulation von Na'- und K'-Aufnahmeprozessen hindeutet. Auch die
Uberexpression von CPK21 in 35S::CPK21-Strepll 1.5.9 fiihrt anscheinend zu einer
Deregulation von Transportprozessen. Dies liegt eventuell auch an der Expression des Gens in
Geweben, in denen es unter natiirlichen Bedingungen nicht aktiv ist. Wahrend in cpk2] der
Natriumgehalt, dem in Col-0 entsprach und der Kaliumgehalt etwas unter dem von Col-0 lag,

waren die Konzentrationen beider Ionen in der CPK21-Uberexpressionslinie erhoht.

Abbildung 4.2 zeigt Na'-Transportmechanismen an deren Regulation CPK21 und/oder
CPK23 beteiligt sein konnten.

Es gibt drei Wege, iiber die Na" aus dem Medium in die Wurzel gelangen kann. Diese sind (1)
,Leakage“ in den Wurzelapoplasten, (2) Ca*'-sensitiver Influx iiber nicht-selektive
Kationenkandle (NSCCs) aus den Familien der ,,cyclic nucleotid-gated channels* (CNGCs)
und der Glutamat-aktivierten Kanile (GLRs), (3) Ca* -insensitiver Influx iiber nicht-selektive
Kationenkanile und Mitglieder der HAK/KT/KUP Familie (mit hoher Selektivitdt fiir Kalium,
jedoch auch niedriger Natriumtransportaktivitit), wobei Natrium hauptsichlich passiv in die

Wurzel gelangt (Cheeseman, 1982).

Es wurden Mutanten mit geringerer AtHKT1-Aktivitét gefunden, die den Salz-sensitiven sos3
Phinotyp komplementierten, was auf Na'-Aufnahmetransportaktivitit des Transporters

hindeutet (Rus et al., 2001). Ebenfalls wird die Kontrolle von HKT1 und dessen Inaktivierung
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unter Salzstress durch SOS3 diskutiert (Zhu, 2002). Jedoch wird die Natriumtransportaktivitét
von HKTI1 durch moderate NaCl-Konzentrationen inhibiert, so das dieser Kanal

wahrscheinlich keine Rolle in der Salztoleranz spielt.
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Abbildung 4.2: Natrium Transportprozesse, welche die Natriumtoleranz in hoheren Pflanzen
beeinflussen. Rote Pfeile stellen Natriumtransportprozesse dar, deren Minimierung die Toleranz
erh6hen wiirde, griine Pfeile stellen Natriumtransportprozesse dar, deren Maximierung die Toleranz
erh6hen wiirde. Nach Tester und Davenport, 2003.

Die erhohte Salztoleranz von Pflanzen auf Grund von Calcium im Medium, wurde schon
1961 entdeckt (Epstein 1961 und 1998). Dieser Schutzmechanismus beruht unter anderem
auch auf einer selektiven Absorption von K™ bei hohen Na'-Konzentrationen im Medium,
wahrscheinlich durch die unter (2) beschriebenen Kandle. Aber auch Salzstress-induzierte
Calcium-abhiingige Signaltransduktionswege kontrollieren die Aktivitit von K'-Kanilen und

damit Toleranzmechanismen.

Mittels vergleichender Wachstumstests von Col-0, cpk2! und cpk23 auf NaCl-haltigem
Medium mit unterschiedlichen Ca’**-Konzentrationen konnte unterschieden werden, ob
CPK21 und/oder CPK23 eventuell den Ca*'-sensitiven oder —insensitiven Na'-Influx
beeinflussen. Dabei muss aber fiir eine geniigende Transpiration und damit Salztransport in
die Pflanzen gesorgt werden. Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Wachstumstests auf 1 MS

mit 3 % Saccharose und 100 mM NaCl zeigten keine phianotypischen Unterschiede zwischen
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Col-0 und cpk21 und cpk23, was wahrscheinlich an dem mangelnden Transport des Salzes in
die griinen Gewebe durch reduzierte Transpiration liegt. Wie schon erldutert, gelangt Na"
wahrscheinlich unspezifisch iiber NSCCs, deren physiologische Funktionen noch weitgehend
unbekannt sind, in die Wurzel. Im A. thaliana Genom sind 20 Gene, die fiir NSCCs codieren
annotiert (Demidchik et al., 2002), welche wahrscheinlich stark iiberlappende Funktionen
haben. So konnten in einem Mutantenscreen, in dem 70.000 g// und sos3-1 T-DNA-Linien
untersucht wurden, um NSCCs zu identifizieren, die fiir die Natriumaufnahme verantwortlich
sind, keine Mutanten identifiziert werden, die den Salz-hypersensitiven Phinotyp von sos3-1/
komplementieren (Hua et al., 2003). Dies ldsst NSCCs als potentielle Substrate fiir CPK21
und/oder CPK23, deren Deregulation durch Fehlen der beiden CDPKs zu einem

beobachtbaren Phénotyp fiithrt, unwahrscheinlich erscheinen.

Auch eine Funktion in der Regulation des Na-Efflux aus der Wurzel zuriick ins Medium ist
denkbar. Wie gezeigt wurde, wird die Nettoaufnahme von Na' durch das Verhiltnis von
passivem In- und aktivem Efflux bestimmt (Davenport et al., 1997). Uberschiissiges Na" wird
wahrscheinlich {iber Na'-selektive Na'/H -Antiporter wieder aus der Wurzel entfernt. SOS1
ist der best-charakterisierte plasmamembranstindige Na -selektive Na'/H'-Antiporter, dessen
Aktivitdt iiber Phosphorylierung durch SOS2 reguliert wird (Qiu et al.,, 2002). Die
Lokalisation von SOS1 an der Xylem-Symplast Grenze in Wurzeln weist auf eine Funktion
im aktiven Transport von Na' aus der Wurzel ins Xylem hin (Shi et al., 2002). Dies konnte
ein Weg sein, Salzkonzentrationen in der Wurzel zu regulieren. Aber auch andere
Natriumtransporter, wie die Mitglieder der CHX-Familie, konnten fiir den Natriumefflux

wichtig sein (Pardo et al., 2006).

Eine weitere Strategie hohe Na'-Konzentrationen zu vermeiden, ist die Entfernung von Na"
aus dem Xylem entweder schon in der Wurzel, im Mesokotyl, im Spross oder am Blattansatz.
Wahrscheinlich sind Mitglieder der HKT Genfamilie am Transport von Natrium aus dem
Xylem beteiligt. So entfernt der Uniporter HKT1 aus Arabidopsis in der Wurzel Natrium aus
dem Xylem (Davenport et al., 2007; Sunarpi et al., 2005) und ist damit einer der
Hauptkontrollpunkte fiir den Natriumgehalt in den grinen Geweben von Arabidopsis
thaliana. Auch eine Rezirkulation des Na' iiber das Phloem wurde schon fiir einige Arten
gezeigt (Lupine: Munns et al., 1988; Paprika: Blom-Zanstra et al., 1998; Mais: Lohaus et al.,
2000). Wahrscheinlich koénnen jedoch nur kleine Natriummengen iiber das Phloem
rezirkuliert werden, so das die Natriummenge in den Bléitter hauptsédchlich iiber die Prozesse,

die die Natriumkonzentrationen im Xylem beeinflussen, kontrolliert wird.
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Auf Grund der beobachteten verinderten K'-Konzentrationen in den griinen Geweben von
cpk21 und cpk23 im Vergleich zu Col-0 ist auch eine Regulation von Kaliumkanilen und —
transportern durch die beiden Proteine denkbar. Kalium ist das hdufigste Element in Pflanzen
und macht bis zu 10 % des Trockengewichts aus. Mittels Aufnahme und Abgabe von Kalium
regulieren Zellen ihren Turgordruck und ihr Wasserpotential. Damit hat Kalium eine wichtige
Funktion in der Osmoregulation unter osmotischem Stress, wie er auch unter
Salzstressbedingungen vorkommt. Des weiteren inhibieren hohe Salzkonzentrationen im
Boden die Kaliumaufnahme. Kaliumaufnahme und —transport innerhalb der Pflanze werden
von verschiedenen Familien von Kaliumkanilen und —transportern iibernommen, die sich in
threr Affinitdt, Selektivitidt und energetischen Kopplung unterscheiden. Wenigstens 35 Gene
codieren in A. thaliana fiir Kaliumtransportsysteme (Maéser et al., 2001), darunter die drei
Familien der Shaker-, TPK- und Kir-like-Kanéle (Véry und Sentenac, 2003). Alle Shaker-
Kanile und TPK4 aus der TPK-Familie liegen Plasmamembran-lokalisiert vor, wihrend die
Kir-like- und TPK-Kanéle, mit Ausnahme von TPK4 vakuolér vorliegen (Czempinski et al.,
2002; Voelker et al., 2006). Aus der Shaker-Familie von Kaliumkanilen hat AKT1 eine
bedeutende Funktion in der Kaliumaufnahme iiber die Wurzel, SKOR transportiert K" ins
Xylem, in SchlieBzellen sind KAT1 und KAT2 als ,,Outward-Rectifier* an der
Stomata6ffnung und GORK als ,Inward-Rectifier an der StomataschlieBung beteiligt.
AKT2,3 ist eventuell an der Rezirkulation von Kalium {iber das Phloem beteiligt und spielt

damit eine wichtige Rolle in der Kaliumhomdostase (Marten et al., 1999).

Der Kalium-selektive Tonoplast-lokalisierte Kanal TPK1 spielt eine Rolle in der
intrazelluldren Kaliumhomoostase und dient dem Erhalt des Turgordrucks zur Zellexpension
sowie der Aufrechterhaltung optimaler cytosolischer Kaliumkonzentrationen, der das
Wachstum unter Kaliumiiberschuss- und —mangelbedingungen beeinflusst (Gobert et al.,
2007). Weiterhin wurde gezeigt, dass die Bindung eines 14-3-3 Proteins an den
phosphorylierten Transporter die Aktivitét steigert (Latz et al., 2007).

Die Funktion von Tonoplast-lokalisierten Mitgliedern der HAK/KT/KUP Transporter-Familie
ist eventuell der Kaliumtransport aus der Vakuole ins Cytosol unter
Kaliummangelbedingungen, wie sie auch unter Salzstress herrschen (Walker et al., 1996).
AtHAK?2, AtHAK6 und AtHAK11 aus der Familie der HAK/KT/KUP Kaliumtransporter sind
eventuell an Reaktionen auf Salzstress beteiligt, da ihre Expression salzabhingig reguliert
wird (Maathuis, 2006).

Eine Moglichkeit die Interaktion und damit mogliche Regulation der Aktivitit von

Kaliumkanélen durch CPK21 und CPK23 in planta zu untersuchen, stellt die Bimolekulare
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Fluoreszenz Komplementation (BiFC) dar (Walter et al., 2004). Dabei werden ein N-
terminales und ein C-terminales Fragment des fluoreszierenden Proteins YFP mit zwei
potentiellen Interaktionspartnern fusioniert. Eine Interaktion zwischen den beiden Proteinen
ermoglicht die Assoziation der beiden YFP-Fragmente und fiihrt zur Bildung eines
bimolekularen Fluoreszenz-Komplexes. Die erhaltenen Daten miissen dabei durch BiFC-Tests
mit Proteinvarianten mit mutagenisierter Interaktionsstelle bestétigt werden (Kerppola, 2006).
Das heifit, erst nach der Identifizierung von Interaktionsstellen von CDPKs mit ihren
Substraten konnen verldssliche Daten mit dieser Methode erhalten werden. Man geht davon
aus, dass die N-terminale variable Doméine von CDPKs fiir Substratbindung und —spezifitit

verantwortlich ist. Dies konnte jedoch bisher noch nicht gezeigt werden.

Mit Patch-Clamp Versuchen in Xenopus leavis Oocyten, in Kooperation mit der
Arbeitsgruppe Hedrich, Universitdt Wiirzburg sollte die Regulation von Kaliumkanélen durch
CPK21 und/oder CPK23 untersucht werden. Mit dieser Methode lassen sich Ionenselektivitét,
Tonenflussrichtung und Abhingigkeiten von Spannung, pH-Wert, K~ oder Ca*" fiir
Plasmamembran-lokalisierte Kanédle aufkldren. Mittels heterologer Expression in Xenopus
leavis Oocyten wurde gezeigt, dass AtPP2CA, eine mit ABI1 nah verwandte Phosphatase, die
Aktivitdt von AKT2 (Cherel et al., 2002) und CIPK23, nach Bindung von CBL1 oder CBL9,
die Aktivitdt von AKT1 reguliert (Li et al., 2006).

Aufgrund der Lokalisation von CPK21 und CPK23 in der Plasmamembran und im Tonoplast
ist eine Regulation der K'-Aufnahme und Sequestrierung denkbar. In ersten Experimenten, in
denen die ,,full-length® CDPKs mit den Kaliumkandlen KAT1, AKT2 und GORK aus der
Shaker-Familie von Kaliumkanélen in Xenopus leavis Oocyten exprimiert wurden, zeigten
CPK21 und CPK23 keinen Einfluss auf die Aktivitit der untersuchten Kanéle. Da es sich bei
CDPKs um calciumregulierte Enzyme handelt und unter den gewihlten Bedingungen, die
beiden CDPKs eventuell nicht aktiv vorliegen, werden in weiteren Experimenten die

konstitutiv aktiven vk-Varianten verwendet. Dazu liegen allerdings noch keine Daten vor.
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4.8 Ausblick

Der steigende Landverlust auf Grund von Versalzung und Trockenheit von Boden als Folge
der globalen Klimaerwdrmung stellt ein groBBes Problem fiir die Landwirtschaft dar, da die
meisten Nutzpflanzen nicht tolerant gegeniiber abiotischen Stressfaktoren sind. Abiotische
Stressfaktoren und besonders Salzstress reduzieren im Durchschnitt den Ernteertrag der
Hauptnutzpflanzen um 50 Prozent (Bray et al., 2000). Die Erzeugung Salz-toleranterer
Nutzpflanzen zur Sicherung der zukiinftigen Erndhrung der Weltbevolkerung ist eine der
wichtigsten Aufgabenstellungen der Biotechnologie. Dafiir ist ein tiefes Verstdndnis der
Adaption und Toleranz von abiotischen Stressfaktoren essentiell. An der Toleranz abiotischer
Stressfaktoren sind jedoch eine Vielzahl von Genen beteiligt sind, die fiir die Stressperzeption
und Signaltransduktion verantwortlich sind sowie Schutzfunktionen {ibernehmen. Dabei stellt
das komplexe Signaltransduktionsnetzwerk aus negativen - und positiven Regulatoren sowie
Feedback-Mechanismen, bei denen mehrere unterschiedliche Signalwege iiberlappen oder die
gleichen Funktionen iibernehmen kénnen, eine gro3e Herausforderung fiir die gentechnische

Erzeugung Salz-toleranterer Nutzpflanzen dar.

A. thaliana ist auf Grund des vollstindig sequenzierten Genoms, der Vielzahl charakterisierter
Mutanten, vorhandener Genexpressionsdaten und bereits durchgefiihrter vielféltiger
physiologischer, biochemischer und genetischer Untersuchungen einen wertvollen
Modellorganismus dar, Signalmolekiile und deren Funktionen in Salzstress-assoziierten
Signalwegen zu identifizieren. Die in dieser und anderen Arbeiten gewonnen Daten kdnnten
der Erzeugung Salz-toleranterer Nutzpflanzen durch gezielte Manipulation von
Signalmolekiilen dienen, um maximale Ernteertrige unter suboptimalen Bedingungen zu

gewdhrleisten.
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Tabelle 1: Primer zur Amplifizierung von Markergenen fiir abiotischen Stress

Primerbezeichnung Sequenz Beschreibung
actin2 frw 5-GTGAACGATTCCTGGACCTGCCTC-3" Actin2 5’-Primer
actin2 rev 5-GAGAGGTTACATGTTCACCACAAC-3’ Actin2 3’-Primer
RD 294 frw 5-CTCCTTCTGCACCGGAACAACAGTG-3’ RD29A 5’-Primer
RD 294 rev 5-CTCCGGTCAATGAGAAGGATCAAG-3’ RD29A 3’-Primer
RD 29B frw 5-CTGCTTGCTCATGACCATAAGGAC-3’ RD29B 5’-Primer
RD 29B rev 5-GTCTTCTTCTCTCCTCCTCTTCC-3’ RD29B 3’-Primer
COR 15a frw 5-CTTTGTGGCATCCTTAGCCTCTCC-3’ CORI15a 5'-Primer
COR 15a rev 5-CTCAGGAGCTGTTCTCACTGGTATG-3’ COR15a 3’-Primer
DRB la frw 5’-CCATAACGATACGTCGTCATCATC-3’ DRB1la 5'-Primer
DRB la rev 5-GTGGGTTTGTGAGGTTAGAGAAC-3’ DRBI1a 3’-Primer
ABII frw 5-GATGGTCGGTTTGATCCTCAA-3’ ABI1 5’-Primer
ABII rev 5-CTCACACGCTTCTTCATCCGT-3’ ABII1 3’-Primer
ABI2 frw 5"-GATGAGTTTGATCCGAGATCGA-3’ ABI2 5’-Primer
ABI2 rev 5-CACTTCTGGATCCGGAATTACT-3’ ABI2 3’-Primer
ABAI frw 5-GCTGCAATTATGGCTTCCACT-3’ ABA1 5’-Primer
ABAI rev 5'-TCGAAGATCCATCAAGAAGAAAGCT-3’ ABA1 3’-Primer
RD 22 frw 5-GACCATTGAGGAGTGTGAAGCC-3’ RD22 5’-Primer
RD 22 rev 5-CACACAACATGAGTCTCCGGG-3’ RD22 3’-Primer
ABF1 frw 5’-ACAACTTAGGCGGCGATAC-3’ ABF1 5’-Primer
ABFI rev 5-GCAACCGAAGATGTAGTAGTCA-3" ABF1 3’-Primer
ABF2 frw 5’-GGGAATGAGCCACCAGGAG-3’ ABF2 5’-Primer
ABF2 rev 5'-GAGAAACCTGTGTTGGCATCATTAC-3’ ABF2 3’-Primer
ABF4 frw 5"-AACTGTGTTCAACAGATGGGTCAG-3’ ABF4 5’-Primer
ABF4 rev 5-GGTTCCGTAACTAGCTAATCC-3’ ABF4 3’-Primer
GST6 frw 5-TCAAGCTCGTCTTCCCTTGT-3" GST6 5'-Primer
GST6 rev 5-GGTTGCCTTGACTTTCTTGC-3" GST6 3’-Primer
P5CS1I frw 5-TTTATGGTGCTATAGATCACA-3’ P5CS1 5°-Primer
P5CSI rev 5-GAATGTCCTGATGGGTGTAAAC-3’ P5CS1 3’-Primer

Tabelle 2: Primer zur Identifizierung homozygoter cpk21 und cpk23 Linien

Primerbezeichnung Sequenz Beschreibung

21723 frw 5'-caccATGGGTTGTTTCAGCAGTAAAC-3’ CPK21/23 5’ (bindet
vor T-DNA Insertion)

21 rev 5’-CCGTAACTTCGCCTTAATACTT-3’ bindet hinter
T-DNA Insertion

23 frw 5'-CACTGTGTTATCACGTATGAAGC-3’ bindet vor T-DNA
Insertion

23 rev 5'-GTGGAATGGATACTGTTTCCCTT-3" CPK23 3’ ( bindet
hinter T-DNA
Insertion)

SALK-Lba 5"-TGGTTCACGTAGTGGGCCATC-3’ SALK-Lba
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Tabelle 3: Primer zur Untersuchung der CPK21 und CPK23 Transkription in cpk21 und

cpk23

Primerbezeichnung Sequenz Beschreibung

21/23 5 5"-caccATGGGTTGTTTCAGCAGTAAAC-3’ CPK21/23 frw (bindet
vor T-DNA Insertion)

21 rev 5"-ATCCTTGGATCAAAGGGGGAGAA-3’ CPK21 rev (bindet
hinter T-DNA-
Insertion)

21 frw 5'-GGGAGTGCTTACTACGTTGCTCCA-3’ CPK21 frw (bindet
hinter T-DNA-
Insertion)

23 rev 5"-GCTGATTTCTTTTCCGTAACTCTG-3’ CPK21 rev (bindet
vor T-DNA-
Insertion)

233’ 5'-GTGGAATGGATACTGTTTCCCTT-3" CPK23 rev (bindet
hinter T-DNA-
Insertion)

23 frw 5-caccGGAATTTCGTGCGATGATGAGATG-3’ CPK23 frw (bindet

hinter T-DNA-
Insertion)

Tabelle 4: Primer fiir die zielgerichtete Mutagenese in CPK21 und CPK23

Primerbezeichnung Sequenz Beschreibung

21 eflF 5’-gcgaatatagCtaccgCcaaaagcggga-3” frw-EF1 Mutagenese CPK21
21 eflR 5’-tccegettttgGeggtaGetatattcge-3° rev-EF1 Mutagenese CPK21

21 ef2F 5’-gaagccgetgCegtcgCtggtaatgg-3° frw-EF2 Mutagenese CPK21

21 ef2R 5’-ccattaccaGegacgGeageggette-3” rev-EF2 Mutagenese CPK21

21 ef3F 5’-tccaacactttgCtaaagCcaacagcgggcac-3” frw-EF3 Mutagenese CPK21
21 ef3R 5'-gtgcecgetgttgGetttaGeaaagtgttgga-3” rev-EF3 Mutagenese CPK21

21 efdF 5’-gttatatccgaagttgCtaccgCcaatgatggaagaat-3°  frw-EF4 Mutagenese CPK21

21 ef4R 5’-attcttccatcattgGeggtaGeaacttcggatataac-3° rev-EF4 Mutagenese CPK21
21mut frw 5'-ggtetgottcatcgagCtctcaagectgag-3” frw-D204A Mutagenese CPK21
21mut rev 5’-ctcaggcttgagaGetcgatgaaccacacc-3’ rev-D204A Mutagenese CPK21
23 eflF 5’-gtttgcgaatatggCtaccGCtagaagecgggaca-3’ frw-EF1 Mutagenese CPK23
23 eflR 5’-tgtcccgettctaGCggtaGecatattcgcaaac-3” rev-EF1 Mutagenese CPK23

23 ef2F 5’-tgaagcgtctgCtgtggCtggtaatggaacaa-3’ frw-EF2 Mutagenese CPK23
23 ef2R 5’-ttgttccattaccaGecacaGeagacgcettca-3” rev-EF2 Mutagenese CPK23

23 ef3F 5’-cattccaacacttagCtaaagCcaaaaatgggcacata-3”  frw-EF3 Mutagenese CPK23
23 ef3R 5’-tatgtgcccatttttgGetttaGetaagtgttggaatg-3” rev-EF3 Mutagenese CPK23
23 efdF 5’-tatccgaagttgCcaccgCcaatgatggaaa-3” frw-EF4 Mutagenese CPK23
23 ef4R 5’-tttccatcattgGeggtgGeaacttcggata-3” rev-EF4 Mutagenese CPK23
23mut frw 5’-gtgtgattcatcgagCtctcaagectgag-3” frw-D193A Mutagenese CPK23
23mut rev 5’-ctcaggcttgagaGetcgatgaatcacac-3” rev-D193 A Mutagenese CPK23
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Tabelle 5: Primer zur Klonierung von CPK21, CPK21 vk und CPK23 in pXCSG-Strep,
pXCS-HA-Strep und pXCSG-YFP

Primerbezeichnung Sequenz Beschreibung
21 frw 57-gaattcATGGGTTGCTTCAGCAGTAAACA-3’ CPK21 5'+ EcoRI

21 rev 5"-cccgggATGGAATGGAAGCAGTTTCCCC-3’ CPK21 3+ Xmal

21 vk 57-cccggegTTCTCCCCCTTTGATCCAAGGATGTTC-3’ CPK21 vk3'+Xmal

21 rev 5'-ATGGAATGGAAGCAGTTTCCCC-3’ CPK21 3’

GW Klonierung

21/23 57 5’-caccATGGGTTGTTTCAGCAGTAAAC-3’ CPK21/23 5" frw
233’ 5-GTGGAATGGATACTGTTTCCCTT-3’ CPK23 3" rev

Tabelle 6: Primer zur Klonierung von Promoterfragmenten von CPK21 und CPK23 in
pXCS-GUS

Primerbezeichnung Sequenz Beschreibung
P21 frw 5'-ggcgcgccAGATCTACACCTTTTAAATATTTCATGTTC-3" CPK21 Pr. 5'+Ascl
P21 rev 5'-gaattcTAGTAAAGGAGGAGACTTTCGTTATTGG-3" CPK21 Pr.3'+EcoRI
P23 frw 57-ggcgcgccGTCCAAATTTAAAAGAAAAGCCACATTC-3"  CPK23 Pr. 5'+Ascl
P23 rev 5"-cccgggGTGGAATGGATACTGTTTCCCT-3’ CPK23 Pr. 3’+EcoRI

Abbildung 1: generierte Expressionsvektoren

A
pXCSG-Strepll CPK21 R
(Wildtypenzym, vk, EF1, EF2, EF3, EF4, EF1/2, L /” i
EF3/4, D204A) CPK___4 :jff::-“"""ﬁ'/ 4 el mew
pXCSG-Strepll CPK23 - X
(Wildtypenzym, EF1, EF2, EF3, EF4, EF1/2,

EF3/4) [/

bla

I‘ 6950 bp
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B

pXCS-HA-Strepll CPK21 (+ nativer Promoter)
pXCS-HA-Strepll D204A (+ nativer Promoter)

C
pXCSG-YFP CPK21
pXCSG-YFP CPK23

D
pXCS-YFP CPK21 (+ nativer Promoter)
pXCS-YFP CPK23 (+ nativer Promoter)

E
pXCS-GUS PCPK21
pXCS-GUS PCPK23
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Abbildung 2: CPK21, At4g04720, genomische Sequenz
Promoter: Schwarz, 5'- und 3’-UTR: Rot, Exons: Gelb, Introns: Violett.

ataattcatgtcctctattgtaatcacgtatcttattcctacccatccaaacaataagatatgtttcttttgaat
aatgcatgttcattttatattagacatgcattttctaaaaatacatggtattatataaaagatctacacctttta
aatatttcatgttctctactgtaatattattcatacctatccgaacaataagatgtatttcttctgaataatgca
tgttccttttataattgtcatgtattgttttaataaaatattaattcatttagatactatgttgtctgtaaataa
ttcatgttttttattcagatgttaatcaactctgatttattatcactggcattattgtagaaacaagaaaataga
aagatattttttagtatttattctactttaaaaaatgttatttatctaaattttctgacaaaaaattattttttt
aattttgtttaattttatggttattttttatcattaaccttttttttatatcagctgtaatggaaaaatatatca
aagtaatattgacactattttttttttgaaattaaaaataatattgacacttgacagttcgaaattcaatacttt
tctaattataaatggaatattctgtacccgtccaataaaacaaggaatttttccgttccagaacaaatattcgaa
atttttttaccataaaattcctttgaaaaatgtaagtcaaatttaatttattttaaatataattaatttattgtyg
gatattttattttcagcaaattgacaaagacaaaagacaatttacttaaacagttctatctattacactcagaaa
ttgacgcgactgatagataattccaattccagtcaaacaaaaccttcacaactcaattattcttccgattttggt
ttctctcttccaatcatccttcaagctcatctttttcttctacccaataacgaaagtctcctcctttacta-G
GTTGCTTCAGCAGTAAACACCGGAAAACTCAAAACGACGGCGGAGAAAAATCAATCCCGATCAATCCAGTTCAAA
CCCATGTAGTCCCCGAGCATCGTAAACCTCAAACCCCAACACCAAAACCCATGACTCAACCAATCCATCAGCAGA
TTTCAACACCGTCTTCAAATCCAGTCTCAGTTCGAGATCCAGATACGATTTTAGGTAAACCATTCGAAGACATCA
GGAAATTTTACAGCTTGGGGAAAGAATTAGGTCGAGGTCAATTTGGGATTACGTATATGTGTAAAGAGATTGGTA
CTGGTAACACTTATGCTTGCAAATCGATTCTTAAGAGGAAGCTAATTAGTAAGCAAGATAAAGAAGATGTGAAGA
GAGAGATTCAGATAATGCAGTATTTGTCTGGACAACCTAACATTGTTGAGATCAAAGGTGCTTATGAAGATAGAC
AATCTATACATTTGGTTATGGAGTTGTGTGCTGGTGGTGAGTTGTTTGATAGGATTATAGCTCAAGGTCATTACT
CTGAGAGAGCTGCTGCTGGTATCATTAGGTCTATTGTCAATGTTGTTCAGATTTGTCATTTTATGGGTGTGGTTC
ATCGAGATCTCAAGCCTGAGAATTTCTTGCTTTCGAGTAAAGAGGAGAATGCTATGCTTAAAGCTACTGATTTCG
GTTTGTCCGTCTTCATCGAAGAAGgttagctagagactcaatatagccttttttggtctttggttttggattgtt
agtgtttggaatctataagcttgtctagtctctttagtgtcaaagattaagagtttggtagttcattgcattgtyg
atctctagcttgagtacttcttgttttcgagtaacagtgagagtgtcatggtcaaaacaattgattttgtgtttt
ctctgttcattgaagattgatcatattctttggtatttaagatctgcactttttttttccgttgatcatgagcta
gattgttgtcttatgttccaatgcatagggatgagactcaagacactttagtaccgagaatcgagtttatcttgt
cttttgtacacatctttatgatattgtcaagtatgtaattttcattagtttgattcttatgttaatatgcttcat
gatatgtctgtgaaaccaacaaatgcagGAAAAGTTTACCGGGATATAGTTGGGAGTGCTTACTACGTTGCTCCA
GAAGTATTAAGGCGAAGTTACGGAAAAGAAATCGACATTTGGAGTGCAGGTGTCATTTTATACATCCTACTCAGC

tgatctatattcatatgttatattttagAAAATGAGAAAGGAATATTCGATGAGGTCATAAAAGGCGAAATTGAT
TTTGTAAGTGAGCCATGGCCTTCTATATCTGAAAGCGCGAAAGATCTTGTTAGGAAGATGCTAACCAAAGACCCG
AAGAGACGAATCACGGCTGCACAGGTTCTTGgtaagacaatgtgaataccagtatttttttcccactectgtttyg
tatagaatgcgtgattacatattttagaggctcaaagccagaacaagatagtcagtccattgtataggacctcta
ggtctaaatagactctagtgaatgttgaagtctgatcttgttcttgtctttgagtttatggtcgtctaactagta
atgctttactaatatgtagccatccttatggtttatagAACATCCTTGGATCAAAGGGGGAGAAGCACCAGACAA
GCCTATTGATAGCGCTGTGTTATCCCGCATGAAGCAATTCCGAGCAATGAACAAGCTTAAGAAGCTAGCTCTAAA
Ggtaaagaagtggctgaaattttttatgaaattatctttctttattactaattttgcatttcaattatccacttg
caatctctctatgctccatattgcaatgcctcatatctactggtgcctgaaattttggttgtaatttgtgtattce
tgttttcagGTTATCGCGGAGAGTCTATCAGAAGAGGAGATTAAAGGTCTTAAAACCATGTTTGCGAATATAGAT
ACCGACAAAAGCGGGACAATCACTTATGAAGAACTCAAAACTGGGCTAACTAGACTTGGGTCTAGACTCTCGGAA
ACTGAAGTTAAGCAACTCATGGAAGCCgtaagttatcttcagcatcttggcttcactttccactgttaaggtttt
gaaaaagcttgaaacacatgatgataacgtttcagGCTGACGTCGATGGTAATGGAACAATCGACTACTACGAGT
TTATCTCTGCGACAATGCATAGATACAAATTAGATCGAGATGAGCATGTATACAAAGCATTCCAACACTTTGATA

actaagtatcagatgtgtacaactattatcatgcaccaatgttaataatggcttggttatacaacagGCACATAA
CTAGAGATGAGTTGGAAAGTGCCATGAAGGAATATGGAATGGGAGATGAAGCTAGCATCAAAGAAGTTATATCCG
AAGTTGATACCGACAATgtaagttgcactctctaacatataagccaacatctcaaacattaaactggttcttgaa
accttgtaatgaactatgttacagGATGGAAGAATAAACTTTGAAGAATTTTGCGCGATGATGAGAAGTGGCAGC
ACGCAGCCACAGGGGAAACTGCTTCCATTCCATTCAtcaagtcggcataaatecccaacggtttatcaaccgaaag
cgattcttgaacccagagtagaagagctaaaccgggggtaaaccgaggtgagcatagttgatatactgtctcaaa
atgttgttctatcttctctgtgtttgaacagatttatttatccttcteccttagttagtctgaaactgattttgag
agactgtcatgtcttagctccttgtaacagtaacatatccacttatatttttttgaaactttcttgagaacttte
ttaatccttatgagctttaagtgtaatcttttgctagtaatagttccttaggaatctctcecttatcacttctcaat
ccaagatacaaactcaagaa
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6 Anhang

Abbildung 3: CPK23, At4g04740
Promoter: Schwarz, 5'- und 3’-UTR: Rot, Exons: Gelb, Introns: Violett.

agccattctactgaaccaaaaagtcaaaaatcagcatataaaacacggagataaattgatttaactgaaacaaac
acaagtccacaatctaattgtcatgactgaaacaataacccgtttagtatacaactgagttttgacaattcccag
acgggaagtaaacatataacttcacggcgtcgttgatggttacgtaagagtaatgattcagtgcggtgcatgtge
atggtatgaaagaagagttattgtgttttttttttagattttgaaaattaccttatttttaagtttttatttgaa
aaatatacatttctctacttttaataaagattaaaaaatttaatatgtaaatgacaattttgtccaaatttaaaa
gaaaagccacattctttataaattaaaaacaatattcgaaatttaatattttaaagtctatcacttaatattttt
cacgttataaaaaagatcaatctttcatagattgtttttcctttatcttttttgttcttggacaattttgtttta
atatttaaaataaaactgttatctttaaaactgttagttatcagatattaattcatgagtttttctgttttaatt
ttatattcttttttattattaccaaatattaattagtctattttagtaattttatattggatcattggcattttg
cctaacttgttttaagtttaattatttttctgaaactaatattggaccattgacattttgcctaacttattttcect
tattttctttttgtcttcaacataatttttaaccaaccaatctaaagaataaagattataaactgatctctttgt
aagaaatataaaagagttatctttctcttatgacatcaataattctaaggcccaattaaggcctccagagcagcec
caatctgagatctcgatatattttttccggtatatgaaaaaaaagtccaaaatccagctcaaaattcaaatcttt
caaaaatttcttacagttcgagtcaaacatatacaataatacaaaccacaaatgtgttctcaatcaaattcctcce
aagtttatcttcttcttcaatccaagaagaaagtctacgaaaagtctcctecctttactafyle

cca
agactacatagatccaacggaaagtaattcttaaacatggaaaactcaaaacgacggtggcaaaagatgaatcaa
ccaagccatcaacagattttcaacaccgtctacaaacccaatctcagttcgagatatatcaatgggagatatatc
gaatggttacaaaactggacaagtatgtgcacaatacagccttcgaattcagtccttctcgcaatgaaagtcaat
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6 Anhang

atcttggagtagatgatgactgagaattggtggacatttttaggctttatctccagtggaaatcatgagagaggt
tgcgttaggtaaaattgataatatgtcgagacagatagcaatcatgagactttgtgatcacactgcttagaaagg
ggagataagtgttttagagattagagaaatccagccgttgttcatctttggecttgcagaaataggagttccagt
gaacacattcaagcaaaacaatgttcaggaagatggtttatatcttccagtgcttaacaatgcggcttgatgata
aagattgccgtttataatcttcttccagagatttacagaaacctagactcaccaagagactcgttggaagataac
aattgatgggtcttggcacttacgggtgcgttctgtgcagcaattaatttgagatagatctcaagtcacgctgga
tactttatggagattgcatataagatgatagatgaatactttatccgaagctttttgtgaatttcgcatctgatt
tctatgaaatcgatcttctggaatgag

gatgatggattcatgaaagttttctaggtaagagatttcaa
tctctttgcgaattttaaggagattcaggtaaaagagattgatttgaaatgttgttgcattattccatgttctat
tgactccaaatcgttagtcaattgcctattgagttgtttagggatacattgtagaagaaactaggacacctatga
ctggctttacatttttggtgctttccattgtgcagcttgcatggtattaaatccctcaaggtatgcattectttgt
ac

Abbildung 4: Alignment der Proteinsequenz von CPK21 und CPK23
ATP-Binderegion (griin), Aktives Zentrum (blau), EF-Handmotive =(rot)

cpk2l MECFSSKHRETOMDGGE-ERSI PIMPWOTHY Y ———PEHRKEPOTPTPEKPMTOPIHOOISTPS 56
cpkZ3 MGCFSSKHRETONDGSSERSIPIIPVOTHIVDOWVPDHRKPOQIPSP——————————————— 45
BB RN W W RO W R T T PR
cpk2l SMPYESVRDPDTILGKPFEDIRKFYSLGKELGRGOFGITYMCKEIGTGNTYACKSILKRKL 116
cpkZ3 SIPISWRDPETILGKPFEDIRKFYSLGRELGRGGLGITYMCKEIGTGHIVACKSTILKRKL 103
T T T h R R L R e R e TS R R RO L A
cpk2l ISKODKEDVKREIQIMOY LSGOPNIVEIKGAYEDROSIHLVMELCAGGELFDRITAQGHY 176
cpkZ3 ISELGREDWVKTEIQIMOHLSGOPMNWWEIKGSYEDRHSVHLVMELCAGGELFDRITIAQSHY 165
B s WOHEN HECMWHR WM RRR N = MR RN s N xRN RN RN RN N R RN R RN R
cpk2l SERAAAGTIRSIVMNVVOICHFMYWWHROLKPENFLLESKEENAMLKATDFGLSYFIEEGK 236
cpk23 SERAAAGTIKSIVDVOICHLNYYIHROLKPENFLFESKEENAMLEVTDFGLSAFIEEGK 225
BN W W s W RN s s i i ko o R R MR Wl
cpkzl WY RDIVESAY Y WAPEVLRRSYGEEIDIWSAGWILYILLSGVPPFWAENERGIFDEVIKGE 296
cpkZs IYKDVVGSPYYVAPEVLRQSYGKEIDIWSAGVILYILLCGVPPFWADNEEGVFVEILKCK 285
S RN ROW R RON R RN RN W RN R RO R R WO R s MW W
cpk2l IDFVSEPWPSISESAKDLYRKMLTKDPERRITAADW L EHPWI KGGEAPDEPIDSAVLSRM 356
cpkZ3 IDFVREPWPSISDSAKDLYEKMLTEDPERRITAADVLEHPWI KGGEAPERKPIDSTVLSREM 345
RORCHH RO RON O+ R RRROR R R xR RO W R R R BN RO R R R+ RO W 1 Rl
cpk2l FOFRAMME LK KLALKYIAESLSEEEI KGLETMFANIDTDKSGTITYEEYRTGLTRLGSRL 416
cpkZ3 KOQFRAMMELKELALKVSAVSL SEEEI KGLEKTLFANMDTNRSGTITYEQUOTGLSRLRSRL 4045
e R A R P R L
cpk2l SETEVKQLMEAADWVDGNGTIDYYERI SATMHRY KLDRDEHYY KAFQHFDREDNSGHITRDE [476
cpkZ3 SETEVOQOLVEAFDVDGNGTIDYYERI SATMHRY KLHHDEHVHKAFOQHLDKEDKNGHITRDE [463
L R R BT L | MR R
cpk2l LESAMKEYGMEDEASIKEVISEYDTDMDGRINFEEFCAMMRSGSTOPOGKLLPFH 531
cpkZ3 LESAMKEEYGMGDEASIKEVISEYDTDNDGKINFEEFRAMMRCGTTOPKGEOYPFH 520
B B R L L R ek
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Abbildung 5: Expressionsdaten fiir CPK21 vom Arabidopsis eFP-Browser
(http://bbc.botany.utoronto.ca)

Atdg04720 255292 s ot Arabidopsis electronic Fluorescent Protein Browser at bbc botany.utoronto.ca
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rovart. Data from Gene Expression Map of Arabidopsis Development: Schmid et al., 2005, Nat. Gen. 37:50

eFP Brows

Abbildung 6: Expressionsdaten fiir CPK23 vom Arabidopsis eFP-Browser
(http://bbc.botany.utoronto.ca)

Atdg04740 255306 at Arabidopsis electronic Fluorescent Protein Browser at bbc botany.utoronto.ca
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