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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Calcium-abhéngige Protein-Kinasen (CDPKs) sind Ser/Thr Protein-Kinasen bei denen
die Calcium-bindende Sensordoméne mit einer Kinase-Effektordoméne in einem Mole-
kiil vereint ist. Sie werden als wichtige Regulatoren bei einer Vielzahl von unterschied-
lichsten Prozessen diskutiert und iibersetzen umweltbedingte cytoplasmatische Calcium-
signale in definierte Phosphorylierungsmuster.

Bislang gab es nur wenige Hinweise auf eine Beteiligung von CDPKs an der R-Gen-
vermittelten Pathogenabwehr in Tabak (Romeis et al., 2000; Romeis et al., 2001; Ludwig
et al., 2005; Kobayashi et al., 2007) bzw. sehr wenige Hinweise auf die Regulation der
PAMP-vermittelten Abwehr in Gerste (Freymark et al., 2007).

In dieser Arbeit wurde die Funktion der beiden nahesten verwandten CDPKs CPKS5 und
CPKG6 aus Arabidopsis thaliana innerhalb der PAMP-induzierten Signaltransduktion un-
tersucht. Die hier vorgelegten Daten deuten zum ersten mal auf eine direkte Verbindung
zwischen Calcium-abhéngigen Protein-Kinasen aus Arabidopis thaliana und der Regula-
tion der friihen PAMP-induzierten Pathogenabwehr hin. Biochemische Untersuchungen
an transient in Arabidopsis thaliana Mesophyll-Protoplasten exprimierten AfCPKS5- und
AtCPK6-Protein konnten zeigen, dass diese Kinasen eine durch Flg22 und EIf18 spezi-
fische induzierbare Kinaseaktivitit aufweisen.

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass AfCPKS stressabhiingig phosphoryliert wird.
Eine wichtige Phosphorylierungsstelle scheint dabei die Aminosédure S8 zu sein. Muta-
tionen an dieser Stelle fithren zu einem Protein, dass Flg22 insensitiv ist. Zudem konnten
in dieser Arbeit weitere Flg22 abhiingige in vivo Phosphorylierungsstellen identifiziert
werden.

Die Expression der konstitutiv aktiven Variante der AfCPKS in Arabidopsis Mesophyll-
Protoplasten fiihrt, &hnlich wie nach Expression in N. benthamiana, zum Absterben der
Zellen. Dariiber hinaus verursacht dieses Protein eine Reduktion der Phosphorylierung
von AtMPK3 und AtMPK6 nach Flg22 Behandlung.

Da keine KO-Mutanten fiir ArCPKS5 zur Verfiigung standen, konnten die pathophysio-
logischen Untersuchungen nur mit der Atcpk6-KO-Mutante durchgefiihrt werden. Hier
zeigten sich jedoch keine Unterschiede zum Col-0 WT. Im Gegensatz dazu weisen
ArCPKS-YFP iiberexprimierende Pflanzen einen interessanten Phinotyp auf. An den
Blattrindern entwickeln sich ohne Pathogenbefall chlorotische und nekrotische Berei-
che und RT-PCR-Analysen konnten zeigen, dass die Expression von pathogenabwehr

relevanten Salicylsdure-abhingigen Markergenen erhoht ist.
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Summary

Summary

Calcium-dependent protein kinases (CDPK) are a class of serine/threonine kinases, in
which the calcium-binding sensor domain is linked to the protein kinase effector domain
within one molecule. CDPKs have been identified as major signaling mediators, which
translate changes in the environment into specific phosphorylation signals.

A direct involvement of CDPKs in plant defence has so far only been shown in a gen-
for-gen interaction in tobacco (Romeis et al., 2000; Romeis et al., 2001; Ludwig et al.,
2005; Kobayashi et al., 2007) and there are some evidences that CDPKs might play a
role in PAMP induced defence responses in barley (Freymark et al., 2007).

This thesis adresses the function of two close homologues CPKS and CPK6 from Ara-
bidopsis thaliana in the PAMP induced signal transduction. Results indicate for the first
time a direct link between CDPKSs from Arabidopsis thaliana and the regulation of very
early PAMP induced defence responses. Biochemical experiments with Protein transient-
ly expressed in Arabidopsis thaliana mesophyll-protoplasts showed a Flg22 and EIf18
specific inducible kinase activation.

The induction of kinase activity is linked to a change in the phosphorylation status
of ArCPKS. An important phosphorylation site involved is a Serin at position 8. Site-
directed mutation of S8 results in a Flg22 insensitive protein. In addition, new additional
Flg22-dependent in vivo-phosphorylation sites were identified.

Similar to results from N. benthamiana the expression of constitutive-active variants of
ArCPKS in mesophyll-protoplast from Arabidopsis resulted in enhanced cell death symp-
toms. Also a reduction of Flg22 induced phosphorylation of AtMPK3 and AtMPK6 could
be observed.

Since there had been no knock-out lines available for ArCPK)5 all phytopathological test
were performed only with Azcpk6 knock-out plants. No differences between Atcpk6 and
the Col-0 WT plants could be detected. In contrast AfCPKS5-YFP overexpressing plants
developed chlorotic and necrotic lesions without any infection by pathogens. Further-
more RT-PCRs demonstrated an enhanced expression of pathogen-induced marker gens

indicative for the salicylic acid dependent pathway.
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1 Einleitung

Pflanzenkrankheiten sind in der heutigen Zeit der Monokulturen ein wichtiges Thema
und grofBes Problem (Strange und Scott, 2005). Ein Pathogen, das einmal erfolgreich
eingedrungen ist, kann sich rasant vermehren und zu erheblichen Ertragseinbuf3en fiih-
ren. So war das Schadenpotential von Pilzen und Bakterien beim Weizenanbau in West-
Europa in den Jahren 1996-1998 genau so grofl wie das von Unkrdutern, die gemeinhin
fiir die groBBten Ernteverluste verantwortlich sind (Orke und Dehen, 2004).

Phytopathogene konnen aber auch eine Gefidhrdung des Menschen darstellen. Der im
Deutschen auch Mutterkorn genannte Pilz Claviceps purpurea befillt vor allem Rog-
gen und andere Getreidearten und produziert fiir den Menschen giftige Alkaloide, wie
beispielsweise Ergotamin. Diese konnen zu Magenkrdmpfen, Halluzinationen und dem
Absterben von Fingern und Zehen fiithren (Creutzig und Alexander, 1985). Vor allem im
Mittelalter kam es nach dem Verzehr von verseuchtem Getreide hiufig zu Epidemie-
artigen Vergiftungen ganzer Dorfer und Stddte. Die letzten groBeren Fille von Mut-
terkornvergiftungen sind aus Frankreich (1953) und Athiopien (1978) berichtet worden
(Murphy et al., 2006).

Um die von Pathogenen verursachten Ertragseinbuflen und Gefdhrdungen des Men-
schen zu reduzieren, werden in der modernen Landwirtschaft vermehrt Pflanzenschutz-
mittel eingesetzt. So stieg in Deutschland der Absatz an Fungiziden von 1991 bis 2007
um mehr als 29% (Daten des Bundesamtes fiir Verbraucherschutz und Lebensmittelsi-
cherheit). Allerdings werden Pflanzenschutzmittel, insbesondere Pestizide, kritisch dis-
kutiert, da sie im Verdacht stehen Krebs zu erzeugen (Infante-Rivard und Weichenthal,
2007; Andreotti et al., 2008). Dariiber hinaus konnen Pathogene Resistenzen gegeniiber
den eingesetzten Mitteln entwickeln und diese so wirkungslos machen. Daher ist es sinn-
voll, zu verstehen, wie Pflanzen Pathogene erkennen und abwehren. Mit Hilfe dieser Er-
kenntnisse lassen sich dann eventuell Pflanzen ziichten, die eine auf natiirlichem Wege
erworbene erhohte Pathogenresistenz besitzen und so helfen, den Einsatz von Pestiziden

zu reduzieren.
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1.1 Pflanze-Pathogen-Interaktion

Aufgrund ihrer Lebensweise kann man phytopathogene Organismen in drei Gruppen un-
terteilen. Die erste besteht aus nekrotrophen Pathogenen, welche ihre Wirtszelle/-pflanze
nach Befall toten und sich dann von dem abgestorbenen Material ernidhren. Zu dieser
Gruppe zdhlen z. B. die Pilze Alternaria brassicicola und Botrytis cinerea. Um die be-
fallene Pflanze zu toten, sekretieren sie eine Reihe von toxischen Sekundidrmetaboliten,
die die Wirtszellen entweder direkt toten oder in ihnen Apoptose auslosen.

Die zweite Gruppe, die der biotrophen Pathogene, ist dadurch gekennzeichnet, dass
diese Organismen auf lebende Wirtszellen angewiesen sind um ihren Lebenszyklus ab-
zuschlieBen. Zu dieser Gruppe gehoren unter anderem der Mehltau verursachende Pilz
Blumeria graminis und Rostpilze (z. B. der Gattung Puccinia).

Die dritte Gruppe ist die der hemibiotrophen Pathogene. Diese Organismen verhalten
sich in den ersten Infektionsstadien wie biotrophe Pathogene und ernédhren sich von der
lebenden Wirtszelle. Im weiteren Verlauf der Infektion téten sie jedoch ihren Wirt und
nutzen, wie nekrotrophe Pathogene, die abgestorbenen Uberreste als Nihrstoffquelle. Zu
dieser Gruppe zidhlen zum Beispiel die Gram-negativen Bakterien der Gattung Pseudo-
monas syringae, Verursacher der Tiipfelschwirze bei Tomaten und der Fettfleckenkrank-

heit bei Hiilsenfriichten.

1.1.1 Nichtwirtsspezifische Immunitat (Angeborene Immunitat)

Wie alle multizelluldren Organismen sind Pflanzen einer Vielzahl von potentiellen Pa-
thogenen ausgesetzt. Dennoch gilt fiir die meisten Pflanze-Pathogen-Interaktionen, dass
komplette Pflanzenarten gegeniiber bestimmten Pathogenspezies resistent sind. Sie bie-
ten den Pathogenen keine Grundlage, Nihrstoffe zu beziehen und ihren Lebenszyklus
abzuschlielen. Diese Form der Resistenz wird auch als nichtwirtsspezifische Immunitiit,
Basisresistenz oder Basisinkompatibilitiit bezeichnet (Heath, 2000b; Niirnberger et al.,
2004).

Die meisten Pathogene scheitern daran in die Pflanze einzudringen, da diese konsti-
tutiv vorhandene Schutzmechanismen besitzen. Zum einen besitzen Pflanzen rein me-
chanische Barrieren, wie die duflere Wachsschicht (Cuticula), die die Blitter an der Au-
Benseite iiberzieht oder die feste Zellwand, die alle Pflanzenzellen umgibt. Des Weite-
ren konnen konstitutiv vorhandene antimikrobielle Substanzen, zum Beispiel Saponine
und Phenylpropane, viele Pathogene an einer erfolgreichen Proliferation hindern (Maher

etal., 1994; Papadopoulou et al., 1999). Ist ein Pathogen nicht in der Lage diese Barrieren
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zu liberwinden, sind keine weiteren Abwehrmallnahmen seitens der Pflanze notwendig,
um einen Krankheitsausbruch zu verhindern.

Reichen diese permanent vorhandenen Barrieren allerdings nicht aus, um eine Resis-
tenz gegeniiber dem Pathogen zu determinieren, besitzen Pflanzen zusitzliche, induzier-
bare Abwehrmechanismen. Nach Pathogenbefall wird unter anderem die Synthese von
niedermolekularen Stoffen induziert, die eine antimikrobielle Wirkung aufweisen und als
Phytoalexine bezeichnet werden (Flors und Nonell, 2006; Lecourieux et al., 2006). So ist
beispielsweise der nekrotrophe Pilz Alternaria brassicicola normalerweise nicht in der
Lage, seinen Lebenszyklus auf Arabidopsis thaliana abzuschlieBen und Sporen zu bil-
den. Ist die Bildung der Phytoalexine jedoch gestort, wie in den phytoalexin-defizienten
(pad) Mutanten von Arabidopsis thaliana, erhoht sich die Anfilligkeit der Pflanze ge-
geniiber Alternaria brassicicola, der auf der pad3-1 Mutante sogar Sporen bilden kann
(Thomma et al., 1999).

Um aber ein wie oben beschriebenes induzierbares System nutzen zu konnen, miissen
Pflanzen erkennen kénnen, wann sie von einem Pathogen attackiert werden. Daher ist der
erste Schritt einer erfolgreichen Abwehr von mikrobiellen Infektionen, sowohl bei Tie-
ren als auch bei Pflanzen, die Erkennung von korperfremden Stoffen bzw. Organismen.
In tierischen Systemen wie der Maus, dem Menschen oder der Fruchtfliege Drosophila
melanogaster ist liber diese Art des Immunsystems viel bekannt (Palm und Medzhitov,
2009; Medzhitov und Janeway, 2002). Obwohl in den letzten Jahren grofe Fortschrit-
te bei der Entschliisselung der pflanzlichen Basalabwehr gemacht wurden (Asai et al.,
2002; Gomez-Gomez und Boller, 2002; Gohre und Robatzek, 2008; Wan et al., 2008;
Zipfel, 2008), ist dieses Wissen, im Vergleich zum tierischen Immunsystem, immer noch

verschwindend gering.

1.1.1.1 Pathogen assoziierte molekulare Muster (PAMPs)

Neben den offensichtlichen Unterschieden zwischen dem tierischen und pflanzlichen Im-
munsystem, wie etwa dem Fehlen eines adaptiven Immunsystems mit der Bildung von
Antikorpern, das bei Tieren eng mit dem angeboren Immunsystem verkniipft ist, oder
dem Fehlen von spezialisierten Zelltypen (z. B. Makrophagen), die fiir die Erkennung
von Pathogenen in Tieren verantwortlich sind (Palm und Medzhitov, 2009), gibt es auf
molekularer Ebene erstaunliche mechanistische und strukturelle Ahnlichkeiten (Niirn-
berger et al., 2004; Zipfel und Felix, 2005).

Sowohl in Pflanzen als auch bei Tieren zeichnet sich die basale Immunitit durch die

Erkennung von so genannten pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) aus (Ja-
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neway und Medzhitov, 2002; Medzhitov und Janeway, 2002). PAMPs werden auch als
generelle Elizitoren bezeichnet und definieren sich durch drei Merkmale.

Zum ersten werden PAMPs nur von Mikroorganismen gebildet und es spielt dabei kei-
ne Rolle, ob diese Mikroben fiir den jeweiligen Organismus Pathogene darstellen oder
nicht. Durch diesen Umstand kann das Immunsystem von Pflanzen und Tieren zwischen
,,selbst® und ,,nicht-selbst* unterscheiden. Zum zweiten zeichnen sich PAMPs durch
einen hohen Grad der Konservierung innerhalb einer bestimmten Gruppe von Mikroorga-
nismen aus. Hierdurch kann mit einer relativ geringen Anzahl von Rezeptoren ein breites
Spektrum von mikrobiellen Infektionen erkannt werden. Und drittens sind PAMPs es-
sentiell fiir das Uberleben der jeweiligen Mikroorganismen. Mutationen oder ein Verlust
dieser PAMPs fiihren entweder zum Tod oder aber zu einer drastischen Reduktion der
adaptiven Fitness des Mikroorganismus (Medzhitov und Janeway, 2002; Niirnberger und
Kemmerling, 2006).

Als allgemeine Elizitoren gelten z. B. Lipopolysaccharide (LPS) Gram-negativer Bak-
terien, Peptidoglykane Gram-positiver Bakterien, bakterielles Flagellin, der bakterielle
Elongationsfaktor Tu (EF-Tu), methylierte bakterielle DNA und Glukane, sowie Chi-
tin von Pilzen (Medzhitov und Janeway, 2002; Niirnberger und Kemmerling, 2006;
Gust et al., 2007; Zipfel, 2008). Analog zum tierischen System sind diese Stoffe in der
Lage auch in Pflanzen eine Abwehrreaktion hervorzurufen (Kunze et al., 2004; Wan
et al., 2008). Neben diesen mikrobiellen PAMPs konnen aber auch pflanzeneigene Stof-
fe Abwehrreaktionen auslosen. In diesem Fall handelt es sich um ,,Abbauprodukte‘ von
pflanzlichen Strukturen, die immer nur dann entstehen, wenn ein Pathogen versucht eine
Pflanze zu infizieren (Niirnberger et al., 2004).

Der zur Zeit wohl am besten charakterisierte pflanzliche Elizitor ist das bakterielle
Flagellin. Flagellin ist eine Proteinuntereinheit des bakteriellen Flagellums und fiir die
Fortbewegung und somit auch fiir die Virulenz vieler Bakterien von entscheidender Be-
deutung (Ramos et al., 2004). Sowohl Tiere als auch Pflanzen haben Rezeptoren zur
Erkennung von Flagellin entwickelt. Allerdings erkennen die Rezeptoren TLRS (TOLL-
Like Receptor 5) bei Tieren und FLS2 (Flagellin-Sensing 2) bei Pflanzen zwei vollig
unterschiedliche Bereiche innerhalb desselben Molekiils. TLRS bindet eine als D1 be-
zeichnete Doméne (Smith et al., 2003; Ramos et al., 2004), wohingegen FLS2 einen
als ,,Spike* bezeichneten Bereich erkennt (Zipfel und Felix, 2005). Das von FLS2 er-
kannte Peptid ist 22 Aminosduren lang und wird daher als FlIg22 bezeichnet. Synthetisch
hergestelltes Flg22 wirkt als wesentlich stirkerer Elizitor im Vergleich zu gereinigtem,
natiirlichen Flagellin (Felix et al., 1999; Gomez-Gomez und Boller, 2002).
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Ein weiterer gut untersuchter genereller Elizitor ist der Elongationsfaktor Tu (EF-Tu)
(Kunze et al., 2004). Obwohl sich dieser Elongationsfaktor auch in pflanzlichen Mito-
chondrien und Chloroplasten finden ldsst, weist nur das bakterielle Protein eine elizitie-
rende Wirkung auf (Zipfel, 2008). Genau wie Flagellin besitzt auch dieses Protein alle
Merkmale eines PAMPs: hidufiges Auftreten, einen hohen Grad an Sequenzkonservie-
rung iiber viele verschiedene Spezies hinweg und Unabdingbarkeit fiir das Uberleben der
Mikroben. Im Gegensatz zu Flagellin, das als Bestandteil des Flagellums an der Auflen-
seite der Bakterien zu finden ist, befindet sich EF-Tu als Elongationsfaktor im Zellinne-
ren des Bakteriums (Zipfel, 2008). Wie kommt es also dazu, dass Pflanzen dieses Protein
perzipieren konnen? Aufgrund der sehr hohen Empfindlichkeit, mit der EF-Tu erkannt
wird und der groBen Menge an EF-Tu Protein in Bakterien wird vermutet, dass schon
wenige abgestorbene und lysierte Bakterien ausreichen, um von der Pflanze erkannt zu
werden (Zipfel, 2008). Dariiber hinaus gibt es auch immer mehr Hinweise darauf, dass
EF-Tu direkt auf der Bakterienoberfliche zu finden ist (Dallo et al., 2002; Granato et al.,
2004; Kunert et al., 2007). Analog zu Flg22 konnte auch fiir EF-Tu ein Peptid identi-
fiziert werden, welches die Immunantwort von Pflanzen ausl6st. Dieses Peptid besteht
aus den ersten 18 Aminosduren des Proteins und wird als EIf18 bezeichnet (Kunze et al.,
2004).

1.1.1.2 Mustererkennende Rezeptoren

Fiir die Erkennung von PAMPs besitzen Pflanzen und Tiere eine Reihe von Rezepto-
ren. Hier zeigen sich erstaunliche molekulare Ahnlichkeiten zwischen den beiden un-
terschiedlichen Reichen. So weisen die fiir die Pathogenerkennung wichtigen TOLL-
und TOLL-&@hnlichen-Rezeptoren (TLR) von Drosophila melanogaster bzw. von Sduge-
tieren groBe Ahnlichkeiten in ihrem modularen Aufbau zu den pflanzlichen Rezeptor-
dhnlichen-Kinasen (RLK) auf. In beiden Gruppen besitzen diese Rezeptoren eine Ligan-
den-bindende extrazelluldre Doméne und beinhalten entweder selbst eine Kinase-Doma-
ne (Pflanzen), oder aber rekrutieren andere Proteine mit Kinasefunktion (Tiere), um das
aufgenommene Signal weiter zu leiten (Aderem und Ulevitch, 2000; Shiu und Bleecker,
2001; Niirnberger et al., 2004).

FLS2 ist eine Leucin-reiche Rezeptor-dhnliche Kinase (LRR-RLK) und der bislang
am besten untersuchte PAMP-Rezeptor in Pflanzen. Er besteht aus einer extrazelluldren
Flagellin-bindenden Leucin-reichen Doméne, welche iiber eine Transmembrandoméne
mit einer intrazelluldren Kinase-Doméine verbunden ist (Gomez-Gomez et al., 2001).

Erst vor kurzem konnten auch in Tabak und Tomate AfFLS2-Orthologe identifiziert wer-
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den (Robatzek, 2007; Hann und Rathjen, 2007). Es stellte sich heraus, dass in Tomate ein
kiirzeres Epitop erkannt wird als in Arabidopsis (Robatzek, 2007). Dies zeigt, dass die
PAMP-Erkennung zwar auf konservierten Strukturen aufbaut, diese aber dennoch einer
evolutiondren Variabilitit und Flexibilitdt unterliegt.

Fiir die Aktivierung der Flagellin-induzierten AbwehrmaBnahmen ist jedoch nicht nur
FLS2 allein verantwortlich. Nach Bindung von Flagellin an FLS2 kommt es zu ei-
ner Heterodimerisierung mit der Rezeptorkinase BAK1 (Brassinosteroid Insensitive 1-
Associated Receptor Kinase I; Chinchilla et al., 2007). Es konnte nachgewiesen wer-
den, dass bakl-Mutanten anfilliger gegeniiber nekrotrophen Pilzen sind (Kemmerling
etal., 2007). Urspriinglich wurde BAK1 als Korezeptor fiir den Brassinosteroid-Rezeptor
BRI1 (Brassinosteroid Insensitive 1) identifiziert (Li et al., 2002). Mutationen in der
Brassinosteroid-Signaltransduktion fithren unter anderem zu Zwergwuchs und verzoger-
ter Seneszenz (Clouse, 1996; Clouse, 2002), aber nicht zu einer Verdnderung in der Pa-
thogenabwehr (Kemmerling et al., 2007).

Mittlerweile sind in Pflanzen weitere PAMP-erkennende Rezeptoren bekannt. 2006
wurde durch einen revers genetischen Versuch eine weitere LRR-RLK als Rezeptor fiir
EF-Tu identifiziert (Zipfel et al., 2006). Kurz darauf wurde festgestellt, dass Chitin von
CERK1/LysM-RLK1 gebunden wird (Miya et al., 2007; Wan et al., 2008).

1.1.1.3 Signaltransduktion nach PAMP-Erkennung

Ein weiterer wichtiger Schritt fiir eine erfolgreiche Abwehr von Pathogenen ist, neben
der Erkennung einer Infektion, auch die Weiterleitung des Signals. Dabei werden die
Signale, die von den unterschiedlichsten Pathogenen ausgelost werden, nur iiber wenige
und zum Teil gemeinsame Signalkaskaden weitergeleitet (Zipfel et al., 2006; Zhao und
Qi, 2008).

Eine der wichtigsten Signalkaskaden ist die der Mitogen-aktivierten Protein-Kinase
(MAPK). MAPK-Kaskaden sind konservierte Signalmodule, die in allen eukaryotischen
Lebewesen identifiziert wurden (Colcombet und Hirt, 2008). Eine typische MAPK-
Kaskade setzt sich aus drei Kinasen zusammen. Einer MAP-Kinase-Kinase-Kinase
(MAP3K), einer MAP-Kinase-Kinase (MAP2K) und einer MAP-Kinase (MAPK), wo-
bei das Phosphorylierungssignal von der MAP3K iiber die MAP2K auf die MAPK iiber-
tragen wird (Colcombet und Hirt, 2008). Am Ende dieser Signalkaskade steht oft die
Phosphorylierung von Transkriptionsfaktoren, die das Phosphorylierungssignal in die
verdnderte Expression von entsprechenden Genen umsetzen (Asai et al., 2002; Lee et al.,
2004).
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Fiir die Signaltransduktion nach Flagellin-Perzeption konnten zwei MAPK-Kaskaden
identifiziert werden (Asai et al., 2002; Suarez-Rodriguez et al., 2007; Colcombet und
Hirt, 2008). Behandelt man Arabidopsis-Pflanzen mit Flg22 kommt es schon nach fiinf
Minuten zu einer biochemischen Aktivierung der MAP-Kinasen MPK3, MPK4 und
MPKG6 (Asai et al., 2002; Suarez-Rodriguez et al., 2007). MPK3 und MPK6 regulie-
ren die Genexpression von FRK (Flg22-induzierte Rezeptorkinase 1) und WRKY?29, ei-
nem Transkriptionsfaktor mit WRKY-DNA-Bindemotiv (Asai et al., 2002). Dariiber hin-
aus phosphoryliert MPK6 unter anderem die ACC (1-Amino-Cyclopropan-1-Carboxyl-
Saure)-Synthase-6 (ACS6) (Liu und Zhang, 2004). ACS6 ist an der Biosynthese des fiir
die Pathogenabwehr wichtigen Phytohormons Ethylen beteiligt (Ludwig et al., 2005)
und wird durch diese Phosphorylierung stabilisiert (Joo et al., 2008). Fiir MPK3 konnte
2007 der Transkriptionsfaktor VIP1 (VirEl-Interacting Protein 1) als spezifisches Sub-
strat identifiziert werden. Nach Flg22-Behandlung kommt es zur Phosphorylierung von
VIP1 durch MPK3 und zu einer Relokalisierung von VIP1 aus dem Cytoplasma in den
Zellkern. Dort induziert VIP1 die Expression von Pathogenabwehr-relevanten Genen
(PR-Genen) (Djamei et al., 2007).

Fiir die Aktivierung dieser beschriebenen MAP-Kinase-Kaskade ist ein schneller In-
flux von Calcium in das Zellinnere notwendig (Jonak et al., 1999) und es kommt zusitz-
lich zu einer vermehrten Bildung von weiteren Signalmolekiilen, wie z. B. reaktive Sau-
erstoffspezies (ROS) sowie Stickstoffmonoxid (NO) und der, fiir die Pathogenabwehr re-
levanten Phytohormone Salicylsidure, Jasmonsdure und Ethylen (Niirnberger et al., 2004;
Chisholm et al., 2006; Ingle et al., 2006).

1.1.2 Effektorproteine und wirtsspezifische Immunitat

Trotz aller schon beschriebenen konstitutiv vorhandenen und induzierbaren pflanzlichen
Abwehrmechanismen schaffen es Pathogene dennoch, diese Barrieren zu iiberwinden,
Pflanzen zu infizieren und diese als Wirt zu nutzen. Im Rahmen der Koevolution zwi-
schen Pathogen und Pflanze ist es aber moglich, dass durch den vom Pathogen auf die
Pflanze ausgeiibten Selektionsdruck neue Pflanzensorten innerhalb einer Art entstehen,
die gegen ein bestimmtes Pathogen resistent sind (Jones und Dangl, 2006). In diesem
Fall spricht man von der wirtsspezifischen Immunitit. Diese Art der Resistenz kenn-
zeichnet sich durch das Vorhandensein von so genannten Avirulenz-(Avr) und Resistenz-
(R) Genen und die spezifische Interaktion der daraus resultierenden Genprodukte. Die-
ses Modell der Resistenz wurde bereits 1955 beschrieben und wird seitdem auch als

Gen-fiir-Gen Hypothese bezeichnet (Flor, 1955). Ein charakteristisches Zeichen fiir eine
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Avr-Gen-R-Gen-Interaktion ist die sehr schnelle Ausbildung von nekrotischem Gewe-
be in unmittelbarer Umgebung zur Infektionsstelle. Dabei handelt es sich um eine be-
schleunigte und verstirkte Abwehrreaktion, die dhnlich der tierischen Apoptose, einen
programmierten Zelltod darstellt, der bei Pflanzen als hypersensitive Reaktion (HR) be-
zeichnet wird (Jones und Dangl, 2006; Greenberg und Yao, 2004).

Viele Avr-Gene, die in ihrer eigentlichen Funktion Virulenz-Gene darstellen, werden
von Pathogenen exprimiert und sollen die Infektion eines Wirtes ermoglichen. Erst wenn
eines dieser vom Virulenz-Gen kodierten Proteine mit einem von der Pflanze produzier-
tem R-Gen-Produkt direkt oder indirekt interagiert (Guard-Hypothese), bezeichnet man
das Gen als Avr-Gen, da es zur Resistenz der R-Gen tragenden Pflanze gegeniiber dem
Pathogen beitrdgt (Dangl und Jones, 2001). Die eigentliche Funktion der Virulenz-Gen-
Produkte kommt somit erst bei Pflanzen ohne entsprechendes R-Gen zum Tragen. Hier
unterdriicken und hemmen sie aktiv die pflanzlichen Abwehrreaktionen und werden da-
her auch als Effektorproteine bezeichnet (Abramovitch et al., 2003; Jones und Dangl,
2006).

Zum Einschleusen ihrer Effektoren in die Pflanzenzelle besitzen Gram-negative Bak-
terien das so genannte Typ-III-Sekretionssystem (Tang et al., 2006). Es besteht aus meh-
reren Membranringen, die eine nadelartige Struktur bilden (Tang et al., 2006). Mit Hilfe
dieser ,,Nadel* injizieren diese Bakterien eine Vielzahl unterschiedlicher Effektorprote-
ine in das Zellinnere und unterdriicken so pflanzliche Abwehrreaktionen (Tang et al.,
2006; Grant et al., 2006; Block et al., 2008). Ein sehr gut untersuchtes Effektorprotein
ist z. B. AvrPto aus Pseudomonas syringae. Dieses Protein interagiert nach dem Trans-
fer in das Zellinnere mit dem Flagellin-Rezeptor FLS2 bzw. dem Ko-Rezeptor BAK1
und blockiert so die Flagellin-induzierte Signaltransduktion (Shan et al., 2008; Xiang
et al., 2008). Einige andere Effektorproteine besitzen eine E3-Ligasefunktion (Roseb-
rock et al., 2007). Diese Proteine bewirken eine Ubiquitinylierung ihrer Zielproteine, die
zum Abbau dieser Proteine im 26S-Proteasom fiihrt (Zeng et al., 2006). Fiir viele andere
Effektorproteine konnte jedoch bislang weder eine Funktion gezeigt, noch vorhergesagt
werden.

Wie bei der PAMP-vermittelten Pathogenabwehr wurde auch bei der R-Gen-ver-
mittelten HR die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies und Stickstoffmonoxid beschrieben
(Heath, 2000a). Des Weiteren ist auch bei dieser Abwehrreaktion das Phytohormon Sali-
cylsdure (SA) von besonderer Bedeutung, da Salicylsdure-defiziente Pflanzen keine HR
aufweisen (Heath, 2000a). Dariiber hinaus ist SA auch fiir die Ausbildung der systemisch
erworbenen Resistenz (SAR) von entscheidender Bedeutung (Loake und Grant, 2007).
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Bei der SAR handelt es sich um eine Reaktion der Pflanze auf ein Pathogen, welches
Nekrosen verursacht, wobei es nicht darauf ankommt ob diese durch eine Gen-fiir-Gen
Interaktion hervorgerufen werden, oder ob es sich bei ihnen um Krankheitssymptome
handelt (Durrant und Dong, 2004). Pflanzen die eine SAR entwickeln sind fiir einen
langeren Zeitraum resistenter gegeniiber viralen, bakteriellen und pilzlichen Phytopatho-
genen (Mishina und Zeier, 2007). Als ein weiteres, fiir die HR wichtiges Signalmolekiil,
konnte Calcium identifiziert werden (Grant et al., 2000). Bislang ist aber nicht geklért,
wie Pflanzen bei der Nutzung gleicher Signalmolekiile, zwischen wirtsspezifischer und

nichtwirtsspezifischer Immunitét unterscheiden.

1.1.3 Calcium als Signalmolekiil

Eine der ersten pflanzlichen Reaktionen nach der Erkennung von Pathogenen oder
PAMPs ist der Anstieg der cytosolischen Calcium-Konzentration (Hetherington und
Brownlee, 2004; Lecourieux et al., 2006). Calcium fungiert sowohl bei Pflanzen, als
auch bei Tieren, als wichtiger sekundirer Botenstoff und reguliert bei Pflanzen neben
der Pathogenabwehr (Blume et al., 2000; Lecourieux et al., 2006) auch entwicklungs-
biologische Prozesse (Knight et al., 1995; Reddy, 2001; Chen et al., 2008), Anpassungen
an abiotische Stresssituationen (Song et al., 2008) und die Ausbildung von symbioti-
schen Pflanze-Mikroorganismus-Interaktionen (Navazio et al., 2007; Peiter et al., 2007;
Oldroyd und Downie, 2008).

Da Calcium bei all diesen sehr verschiedenen Stimuli als sekundédrer Botenstoff fun-
giert, war lange Zeit unklar, wie dieses unspezifische Signal in eine spezifische Antwort
der Pflanze ubersetzt wird. Heute wei3 man, dass unterschiedliche Reize verschiedene
Calciummuster innerhalb der Zelle hervorrufen (McAinsh und Pittman, 2009). Diese
Muster setzten sich zum einen aus der Stirke der Veridnderung der intrazelluldren Calci-
umkonzentration, der Dauer des Signals, sowie der Frequenz, mit der die Calciumkon-
zentration innerhalb der Zelle oszilliert, zusammen. Die Art des Calciummusters ist aber
auch davon abhéngig, welches Organ, Gewebe oder welcher Zelltyp dem Stress ausge-
setzt ist (Lecourieux et al., 2006; McAinsh und Pittman, 2009).

Bei der Pathogenabwehr von Pflanzen konnte gezeigt werden, dass der Einstrom von
extrazelluldrem Calcium in das Zellinnere wichtig fiir die Bildung von Phytoalexinen ist
(Mithofer et al., 1999; Blume et al., 2000). Wird der Einstrom von Calcium durch die
Zugabe von Chelatoren wie EGTA unterbunden, so ist auch keine Transkriptakkumula-
tion der Phenylalanin-Ammonium-Lyase (PAL) mehr zu beobachten (Lecourieux et al.,

2002). PAL katalysiert den ersten Schritt der Phenylpropanoidsynthese und ist somit es-
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sentiell fiir die Bildung von Phytoalexinen (Wanner et al., 1995).

Erst vor kurzem konnte gezeigt werden, dass Bakterien extrazellulidre Polysacchari-
de produzieren, die in der Lage sind das apoplastisch gelagerte Calcium zu chelatieren
und somit den Einstrom von Calcium aus dem Apoplasten in das Zellinnere verhindern
(Aslam et al., 2008). All diese Daten verdeutlichen die Bedeutung von Calcium als Si-
gnalmolekiil bei der Abwehr von Pathogenen.

Fiir die Perzeption der intrazelluldren Calciumkonzentrationen besitzen Pflanzen un-
terschiedliche Klassen von Calcium-bindenden Proteinen (Harper et al., 2004; Harper
und Harmon, 2005). Es handelt sich dabei um Calmodulin, dass nach der Bindung mit
Calcium mit einer Vielzahl von unterschiedlichen Proteinen interagiert, und diese somit
in ihrer Aktivitét reguliert. Bei diesen Calmodulin-abhéngig regulierten Proteinen kann
es sich unter anderem um Kinasen (Banba et al., 2008; Yano et al., 2008) oder Tran-
skriptionsfaktoren handeln (Galon et al., 2008; Doherty et al., 2009; Du et al., 2009).
Erst vor kurzem konnte gezeigt werden, dass der CaM-abhingige Transkriptionsfak-
tor AtSR1/CAMTA3 ein negativer Regulator der biotischen Stressantwort ist und die
Bildung von Salicylsdure hemmt (Galon et al., 2008; Du et al., 2009). Zwei weitere
wichtige Calcium-regulierte Proteinklassen sind Calcineurin B-dhnliche (CBL) Proteine,
die CBL-interagierende Protein-Kinasen (CIPK) regulieren (Luan, 2009), und Calcium-
abhiéngige Protein-Kinasen (CDPK).

1.1.4 Calcium-abhéangige Protein-Kinasen (CDPKSs)

Obwohl Calcium-abhingige Protein-Kinasen (CDPKs) seit mehr als 25 Jahren bekannt
sind (Hetherington und Trewavas, 1982), wei3 man nur sehr wenig iiber deren Funk-
tion und Regulation. CDPKs sind Serin/Threonin-Protein-Kinasen, die nur in Pflanzen
und einigen Protisten, wie dem Malariaerreger Plasmodium falciparum zu finden sind
(Harper und Harmon, 2005; Nagamune et al., 2008). In der Modellpflanze Arabidopsis
thaliana konnten aufgrund von Sequenzhomologien 34 Isoformen identifiziert werden
(Cheng et al., 2002). Die Anzahl der CDPK-Isoformen variiert allerdings abhéngig von
der Pflanzenspezies. So sind in den monokotyledonen Pflanzen Reis (Oryza sativa) und
Weizen (Triticum aestivum) bislang 31 bzw. 20 Isoformen identifiziert worden (Ray et al.,
2007; Li et al., 2008).

Die CDPKs aus Arabidopsis konnen aufgrund ihrer Sequenzidentitit in 4 Unterfamili-
en eingeteilt werden (Abb. 1.1). Die in dieser Arbeit untersuchten AfCPKS5 und AtCPK6
besitzen 87% identische Aminoséduren. Ob diese hohe Sequenzhomologie auch dhnliche

biologische Funktionen bedeutet, ist bisher noch nicht bekannt. Es gibt Daten, die einen
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solchen Schluss nahelegen. So sind die nah verwandten AtfCPK4 und ArCPK11 beide an
der Abscisinsdure-abhingigen Signaltransduktion beteiligt (Zhu et al., 2007). Im Gegen-
satz dazu konnte aber auch gezeigt werden, dass die weit entfernt verwandten Proteine
AtrCPK3 und ArCPK6 wichtig fiir die Regulation der Schliezellenappertur sind (Mori
et al., 2006).

I1 cpko3 CPK22
CPK29 CPKY  _CPK1S CPK27
cP
CPK18 GERY CPK31
CPKA17
IV CPK3
CPK19
CPK16 / SR
CPK20
CPK28 0.1
CPK1
CPK30 CPK2
G | CPKA12 -
. CPK4
CPK13 CPK28 ookt

CPK32 (@g%

CPK14 cPKg CPK7
II1

CPK24

Abbildung 1.1 Verwandtschaftsverhiltnisse von CDPKSs aus Arabidopsis thaliana: Analyse
der vollstidndigen Proteinsequenz aller bekannten CPKs aus Arabidopsis thaliana. Die Lange
der Aste zeigt an, wie nah bzw. weit die einzelnen Proteine miteinander verwandt sind. Die
Markierung 0,1 entspricht 10 % Unterschied. Die in dieser Arbeit untersuchten A7«CPKS und
ArCPKG6 sind rot markiert. Abbildung modifiziert nach Cheng et al. 2000.

1.1.4.1 Struktureller Aufbau von CDPKs

CDPKs besitzen einen hoch konservierten und charakteristischen modularen Proteinauf-
bau mit vier Doménen (Abb. 1.2). Sie bestehen aus einem variablen N-Terminus (V),
einer Protein-Kinase-Domine (K), einer Verbindungs-Domine (Junction-Domain) (J),
und der C-terminal gelegenen Calmodulin-dhnlichen Doméne (CLD).

Die N-terminale Variable-Doméne weist die groBten Unterschiede in Linge und

Aminosduresequenz zwischen den einzelnen CDPKSs auf und wird daher fiir die Substrat-
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EF-Hinde
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Variable-Doméne (V) Kinase-Doméne (K) Calmodulin-dhnliche
Doméne (CLD)

Abbildung 1.2 Allgemeine Doménenstruktur von CDPKs: Calcium-abhingige Protein-
Kinasen bestehen aus einer N-terminalen Variablen-Doméne (V), einer Protein-Kinase Do-
méine (K), einer autoinhibitorischen Verbindungs-Doméine (Junction-Domain, J) und einer C-
terminalen Calmodulin-dhnlichen Doméne (CLD) mit normalerweise 4 Calcium-bindenden
EF-Hénden. Nach Freymark et al. 2007.

spezifitit der einzelnen Isoformen verantwortlich gemacht (Cheng et al., 2002). Dariiber
hinaus besitzen 29 der 34 CDPK Isoformen aus Arabidopsis am N-Terminus eine poten-
tielle Myristoylierungssequenz (Freymark et al., 2007). Diese posttranslationale Modifi-
kation ermdglicht eine Anheftung des Proteins an Zellmembranen.

Die Protein-Kinase-Domine der CDPKs zeigt die grote Sequenzhomologie innerhalb
aller Isoformen. Sie enthilt das aktive Zentrum fiir die Protein-Kinase-Aktivitit, sowie
die ATP-Bindestelle (Cheng et al., 2002).

C-terminal von der Protein-Kinase-Domiéne liegt die Verbindungs-Domine. Sie ist ca.
31 Aminosduren lang und verbindet die Protein-Kinase-Domine mit der Calmodulin-
dhnlichen Doméne. Dariiber hinaus fungiert sie als autoinhibitorisches Pseudosubstrat
fiir die Protein-Kinase-Domine (Cheng et al., 2002).

Die C-terminal gelegene Calmodulin-dhnliche Domidne weist eine ca. 40%ige
Sequenzidentitit zu Calmodulin auf und fungiert als Calciumsensor. Normalerweise
findet man in dieser Domine vier calciumbindende EF-Hand-Motive (Chandran et al.,
2006). Es gibt aber auch Isoformen, die nur noch eine (ArCPK25), zwei (AfCPK13) oder
drei (AtCPK7, 8, 10, 14, 19, 22) vollstandige EF-Hand-Motive aufweisen (Cheng et al.,
2002).

1.1.4.2 Biochemische Aktivierung von CDPKs

Aufgrund von biochemischen in vitro-Daten (Harmon et al., 1994; Harper et al., 1994;
Huang et al., 1996; Yoo und Harmon, 1996; Vitart et al., 2000; Weljie et al., 2003) konn-
te folgendes Modell fiir die biochemische Aktivierung von CDPKs entwickelt werden:
Im Ruhezustand bindet der autoinhibitorische Bereich der Verbindungs-Domine am ak-
tiven Zentrum der Kinase-Doméne und blockiert so den Zugang von Substraten. Nach

stressinduzierter Erhohung der cytosolischen Calciumkonzentration kommt es zur Bin-
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dung von Calcium an die EF-Hand-Motive und damit zu einer Konformationséinderung
des Proteins. Dies fiihrt dazu, dass die autoinhibitorische Verbindungs-Doméne aus dem

aktiven Zentrum der Kinase-Doméne entfernt wird und so den Zugang von Substraten
A) Vollstandiges Protein

Calmodulin-ahnlich-Domane
Verbindungs-

Domane

N* Stress
CaZ+
Kinase-Domane \
Variable-Domane B

X
B) Konstitutiv aktives Protein X
(VK) N* i(#
——- P
[3
Kinase-Domane
X P

Abbildung 1.3 Aktivierungsmodell fiir CDPKs: A) Im Ruhezustand blockiert die autoinhibi-
torische Verbindungs-Doméne den Zugang von Substraten ins aktive Zentrum der Kinase-
Domine. Nach Stressstimulus kommt es zu einem Einfluss von Calcium ins Zellinnere. Die
EF-Hiénde binden das Calcium und die dadurch entstehende Konformationsinderung zieht
die Verbindungs-Domine aus dem aktiven Zentrum. Es kommt zur Phosphorylierung der
Substrate und zur Autophosphorylierung der CDPK selbst. B) Die konstitutiv aktive Form
der CDPKs besteht nur aus der N-terminalen Variablen-Doméne (V) und der Kinase-Doméne
(K). Durch das Fehlen der autoinhibitorischen Verbindungs-Doméne und der Calmodulin-
dhnlichen Doméne ist die Kinase Calcium-unabhiingig aktiv. Nach Freymark et al. 2007.

ermoglicht. Im weiteren Verlauf kommt es bei nahezu allen CDPKs zu Autophosphory-
lierungen, die neben dem Calciumstimulus, fiir die Regulation der CDPKSs verantwortlich
gemacht werden (Abb. 1.3 A) (Harper et al., 2004).

Entfernt man die CLD und Verbindungs-Doméne vom restlichen Protein, so erhilt
man eine Calcium-unabhiéngige Kinase, die nur noch aus der Variablen- und der Kinase-
Domine (VK) besteht und als konstitutiv aktive Form bezeichnet wird (Abb. 1.3 B) (Lud-
wig et al., 2005).

Abweichend von diesem Modell wurde fiir zwei CDPKs aus der Goabohne (Psopho-
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carpus tetragonolobus) gezeigt, dass PtCDPK eine Calcium-unabhéngige Autophospho-
rylierung (Saha und Singh, 1995) und PrPK gar keine Autophosphorylierungsaktivitét
aufweist (Ganguly und Singh, 1998). Dass Autophosphorylierungen jedoch fiir die Re-
gulation der Aktivitit von Bedeutung sind, zeigen zwei Beispiele. Fiir Nt*CDPK?2 konn-
te eine in vivo-Aktivierung des Enzyms durch die Autophosphorylierung nachgewiesen
werden (Romeis et al., 2001). Im Gegensatz dazu zeigte sich bei PfCDPK eine Inhibition
der Aktivitdt durch Autophosphorylierung (Saha und Singh, 1995).

Hegeman et al. veroffentlichten 2006 in vitro-Autophosphorylierungsstellen von sie-
ben rekombinanten CDPKSs aus Arabidopsis thaliana. Dabei identifizierten sie konser-
vierte Phosphorylierungstellen in der Variablen-, Kinase- und Calmodulin-dhnlichen Do-
mine (Hegeman et al., 2006). Es bleibt jedoch offen, in wieweit sich diese in vitro-Daten
auf in vivo-Situationen iibertragen lassen. Weiterhin ist unklar, in welchem Zusammen-
hang Autophosphorylierung und Calciumbindung bei der Regulation der CDPKs stehen.

Neben der Regulation durch Autophosphorylierung konnte zumindest fiir N¢\CDPK2
gezeigt werden, dass dieses Protein auch durch Phosphorylierungen anderer Kinasen

reguliert wird (Romeis et al., 2001; Witte und Romeis, unveréffentlichte Daten).

1.1.4.3 Biologische Funktion von CDPKs

Aufgrund der groen Anzahl an identifizierten CDPK-Isoformen geht man davon aus,
dass sie, zusammen mit dem CBL-CIPK-Netzwerk, die wichtigsten ,,Ubersetzer** der
Calcium-vermittelten Signaltransduktion in Pflanzen sind (Cheng et al., 2002; Har-
per und Harmon, 2005). Es iiberrascht daher auch nicht, dass CDPKs als Signaltrans-
duktionskomponenten bei sehr unterschiedlichen biologischen Funktionen identifiziert
wurden. Sie werden mit der Regulation des Kohlenstoff- und Stickstoffmetabolismus
(McMichael et al., 1995; Zhang und Chollet, 1997; Ogawa et al., 1998), der Ethylenbio-
synthese (Sebastia et al., 2004), des Ionentransports (Berkowitz et al., 2000; Mori et al.,
2006) und der Cytoskelettorganisation (Allwood et al., 2001) in Verbindung gebracht.

Dariiber hinaus konnte zum Beispiel fiir OsCDPK7 aus Oryza sativa gezeigt werden,
dass die Transkription dieses Gens nach Kilte- und Salzstress induziert wird (Saijo et al.,
2000). Transgene Pflanzen, die OsCDPK?7 iiberexprimieren, besitzen eine erhohte Tole-
ranz gegeniiber diesen beiden Stressfaktoren (Saijo et al., 2000). Auch fiir OsCDPK13
konnte eine Induktion der Genexpression nach Kiltestress nachgewiesen werden. Im
Gegensatz zu OsCDPK7 wird OsCDPK13 allerdings nach Salz- und Trockenstress tran-
skriptionell inhibiert (Abbasi et al., 2004).

Fiir CDPK1 aus Tabak konnte gezeigt werden, dass sie den Transkriptionsfaktor RSG
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(Repression of shoot growth) Gibberellin-abhiingig phosphoryliert (Ishida et al., 2008).
Diese Phosphorylierung ermoglicht eine Interaktion von RSG mit 14-3-3-Proteinen und
verhindert so den Transport von RSG in den Zellkern (Ishida et al., 2004).

Auch CDPKs aus Arabidopsis thaliana reagieren auf abiotische Stressfaktoren. So
werden AtCPK10 und AtCPK11 nach Salz- und Trockenstress transkriptionell aktiviert
(Urao et al., 1994). 2007 konnten Zhu et al. nachweisen, dass AfCPK4 und ArCPK11
nach Abscisinsdure-Applikation akkumulieren und biochemisch aktiviert werden. Des
Weiteren ist die ABA- und Calcium-abhingige Regulation der Stomata von Arabidopsis
in cpk3- und cpk6-Doppelmutanten beeintrichtigt (Mori et al., 2006). Dariiber hinaus
fithrt sowohl der KO von AtCPK2]1 (Franz, 2008; Franz und Romeis, unvertffentlicht)
als auch von ArCPK23 (Ma und Wu, 2007) zu einer erhohter Toleranz gegeniiber Salz-

und Trockenstress.

1.1.4.4 CDPKs und Pathogenabwehr

So eindeutig die Hinweise auf eine wichtige Rolle von Calcium als Signal wihrend der
Pathogenabwehr sind, so wenig weifl man in diesem Zusammenhang iiber die Signal-
transduktion der Calcium-abhingigen Proteine, insbesondere der CDPKGs.

Die bedeutendsten Hinweise auf eine Beteiligung von CDPKs an der Pathogenab-
wehr stammen aus Untersuchungen an Tabak und Gerste (Romeis et al., 2000; Romeis
et al., 2001; Ludwig et al., 2005; Freymark et al., 2007). So konnte fiir Nt\CDPK2 ge-
zeigt werden, dass dieses Protein in der Cf-9/Avr9-abhingigen Gen-fiir-Gen Interakti-
on biochemisch aktiviert wird (Romeis et al., 2001). Nach VIGS (Virus Induced Ge-
ne Silencing)-vermittelter Hemmung der Translation der N*CDPK2-Unterfamilie konnte
eine Reduktion der Cf-9/Avr9-abhingigen hypersensitiven Antwort beobachtet werden
(Romeis et al., 2001). Im Gegensatz dazu zeigte sich in gain-of-function-Experimenten
mit einer N¥*CDPK2-VK Variante, dass Pflanzen, die dieses Protein exprimierten, eine
erhohte Menge an ROS, eine stirkere Phytohormonsynthese, eine erhdhte Expression
von Pathogenabwehr-relevanten Genen und vermehrt HR-dhnliche Symptome aufwie-
sen, obwohl keine Elizitierung erfolgte (Ludwig et al., 2005). Die Mutation der Myri-
stoylierungssequenz in Nt*CDPK2-VK fiihrt dariiber hinaus, im Vergleich zum korrekt
lokalisierten Protein, zu einer verringerten Zelltodinduktion nach transienter Expression
in N. benthamiana (Witte und Romeis, unveroffentlichte Daten). Dies verdeutlicht, dass
nicht nur die Proteinaktivitdt allein, sondern auch die richtige Lokalisierung innerhalb
der Zelle fiir die korrekte intrazelluldre Weiterleitung des Signals wichtig ist.

In Gerste konnten zwei CDPK-Isoformen isoliert werden (HvCDPK3 und HvCDPK4),
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die eine Transkriptakkumulation nach Infektion mit dem Mehltau-Erreger Blumeria
graminis aufwiesen (Zierold et al., 2005). Ndhere Untersuchungen zeigten jedoch, dass
diese beiden Proteine wohl eine gegenteilige Funktion besitzen (Freymark et al., 2007).
Wiihrend die Uberexpression der konstitutiv aktiven HvCDPK3-VK zu einer erhohten
Anfilligkeit gegeniiber B. graminis f. sp. hordei fiihrte, war dies fiir HvyCDPK4-VK
nur dann zu beobachten, wenn die Aktivitit dieser Kinase durch die Expression der
HvCDPK4-Verbindungs-Doméne inhibiert wurde.

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass zwei CDPK-Isoformen aus Kartoffel
(51CDPK4 und SrCDPK35) in der Lage sind, die NADPH-Oxidase StRbohB zu phospho-
rylieren (Kobayashi et al., 2007). Die transiente Expression von verkiirzten, konstitutiv
aktiven Formen von StCDPK4 und StCDPKS in N. benthamiana fiihrte dariiber hinaus
zu einer RbohB abhiéngigen ROS-Bildung (Kobayashi et al., 2007).

Fiir CDPKSs aus Arabidopsis thaliana ist jedoch bisher unbekannt, ob sie z. B. bei R-
Gen-vermittelten Abwehrreaktionen oder der Regulation der Basal-Abwehr eine Rolle

spielen.
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1.2 Ziel der Arbeit

Calcium reguliert in Pflanzen als sekundirer Botenstoff viele sehr unterschiedliche zel-
luldre Prozesse, unter anderem auch Abwehrreaktionen nach Pathogenbefall. Calcium-
abhingige Protein-Kinasen (CDPK), die nur in Pflanzen und einigen Protisten zu finden
sind, werden als wichtige Komponenten bei der Ubersetzung dieser Calciumsignale dis-
kutiert.

Vorarbeiten im Labor der AG Romeis zeigen, dass zwei CDPKs aus Arabidopsis
thaliana (AtCPKS5 und AtCPK®6) in ihrer verkiirzten konstitutiv aktiven Form Zelltod-
dhnliche Symptome nach transienter Expression in N. benthamiana verursachen. Dieser
Effekt ist bereits von der, an der Wirts-spezifischen Immunantwort beteiligten, CDPK2
aus Nicotiana tabacum bekannt.

Ziel dieser Arbeit war es, mit Hilfe der reversen Genetik, Uberexpressionslinien und
biochemischen Methoden eine Funktion von AfCPKS5 und AtCPK6 wihrend der frithen

Pathogenantwort in Arabidopsis thaliana zu untersuchen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Alle Laborchemikalien wurden, wenn nicht anders angegeben, von AppliChem (Darm-
stadt), General Electrics Healthcare (Miinchen), Biorad (Miinchen), Fluka (Buchs,
CH), Merck (Darmstadt), Carl Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg), Duchefa Bioche-
mie (Haarlem, NL) oder Sigma (Steinheim) bezogen. Die Inhaltsstoffe der Nidhrmedi-
en stammen von Difco Lab. (Detroit, USA) und Duchefa Biochemie (Haarlem, NL).
Nukleinsdure-modifizierende Enzyme wurden von Bioline (Luckenwalde), Roboklon
(Berlin), New England Biolabs (Frankfurt am Main), Promega (Mannheim) und Fermen-
tas GmbH (St. Leon-Rot) verwendet. Blottingmembranen wurden von General Electrics
Healthcare bezogen. StrepTactin fiir die Affinititschromotographie wurde von der Firma
IBA (Gottingen). Oligonukleotide wurden von der Firma Metabion (Ebersberg) oder In-
vitrogen (Karlsruhe) geliefert. Radiochemikalien wurden von der Firma Hartmann Ana-
lytic GmbH (Braunschweig) bezogen. Autoradiographien wurden mittels des Phosphol-
magers FLA-2000G der Firma FujiFilm (Diisselforf) detektiert.

2.1.2 Nahrmedien

Zu Selektionszwecken wurde den Medien, die in Tabelle 2.1 beschrieben sind, nach Ab-
kiihlen auf ca. 55°C das entsprechende Antibiotikum zugegeben. Die jeweiligen Konzen-
trationen konnen aus Tabelle 2.2 entnommen werden. Fir MS-Agar wurden 8 g/l Plant

Agar (Duchefa) verwendet.
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Tabelle 2.1 Verwendete Nihrmedien

Medium Inhaltsstoffe

LB 1,0 % (w/v) Trypton, 0,5 % (w/v) Hefe-Extrakt, 1,0 % (w/v) NaCl
mit 1M NaOH auf pH 7,0 einstellen, in HO
0,5 % (w/v) Fleisch-Extrakt; 0,5 % (w/v) Pepton; 0,5 % (w/v) Sac-

YEB charose; 0,1 % (w/v) Hefe Extrakt; 2 mM 1M MgSOy4, mit IM NaOH
auf pH 7,2 einstellen in H>0

CR 2,0 % (w/v) Difco Bactotrypton, 0,5 % (w/v) Hefe-Extrakt, 0,5 %
(w/v) MgS0Oy4, 10 mM KCl

Kine’s B 20 g/1 Glyzerol; 40 g/l Proteose-Peptone; nach dem Autoklavieren:

& 1,5 g/l K;HPO4 und 1,5 g/l MgSOy steril filtriert hinzugeben
1/2 X MS 2,2 g/ MS-Salz (Duchefa); pH 5,7 mit KOH einstellen

Tabelle 2.2 Verwendete Antibiotika und deren Arbeitskonzentrationen

Abtibiotikum Endkonzentration

Ampicilin 50 ug/ul

Carbenicilin 50 ug/ul

Gentamycin 15 ug/ul

Kanamycin 50 ug/ul

Rifampicin 50 pg/ul (aus 25 mg/ml in Methanol)
Spectinomycin 100 oder 200 pug/ul

Tetracyclin 12,5 pg/ul (aus 12,5 mg/ml in Ethanol)

2.1.3 Verwendete Bakterien- und Pilzstamme

In der Tabelle 2.3 sind die verwendeten Bakterienstimmen mit ihren Genotypen aufge-

listet.
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Tabelle 2.3 Verwendete Bakterienstimme

Spezies Stamm

Genotyp

Escherichia coli DH10B

F~ endAl recAl galE15 galK16 nupG
rpsL AlacX74  ¢80lacZAM15  araD139
A(ara,leu)7697 mcrA A(mrr-hsdRMS-
mcrBC)A~

Machl1
(Invitrogen)

ArecA1398 endAl tonA ¢80AlacM15 AlacX74
hsdR(rg ~ mg*)

TOP10
One Shot

F mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)
¢80lacZAM15 AlacX74 nupG recAl araD139
A(ara-leu)7697 galE15 galK16 rpsL(Str')
endAl A~

DB3.1 ™

F gyrA462 endAl ginV44 A-(srl-recA) mcrB
mrr hsdS20(rg™, mp~ aral4 galK2 lacY1 proA2
rpsL20(Sm") xyl5 Aleu mtll

Pseudomonas  DC3000
syringae pv.
tomato

Rif", Cor*

avrRpm1

pVSP61-avrRpml1, Rif", te" (Bisgrove et al.,
1994)

hrcC™

Rif", Kan" (nptll) (S. Nimchuk)

Agrobacterium GV3103:
tumefaciens pMP90ORK

T-DNA-, Rif", Gm", Kan’
(Koncz und Shell, 1986)

C58C1:pCH32

C58Cl1, Ri", Gm" (Voinnet et al., 2003)

Weiterhin wurde der nekrotrophe Pilz Alternaria brassicicola (Mu CL 20297) verwen-

det.

2.1.4 Verwendetes Pflanzenmaterial

Als Wildtyp (WT) Kontrolle dienten in allen Versuchen Arabidopsis thaliana Pflanzen
des Okotypes Columbia 0 (Col-0). Die T-DNA-Insertions-Knock-out (KO) Linien wur-
den vom Nottingham Arabidopsis Stock Center (NASC, http://nasc.nott.ac.uk) bezogen.

Alle KO-Linien wurden mittels Polymerase-Kettenreaktion (s. Kap. 2.5.6) auf die ent-

sprechenden T-DNA-Insertionen iiberpriift. Die homozygoten KO-Pflanzen jeder Linie

wurden dann in der T3-Generation bereitgestellt. In Tabelle 2.5 sind alle verwendeten

Pflanzen-Linien aufgefiihrt.

20



Material und Methoden

Tabelle 2.4 Verwendeter Wildtyp

Okotyp Abkiirzung Originalquelle
Columbia-0 Col-0 J. Dangl, University of North Carolina, Chapel
Hill, NC, USA

Tabelle 2.5 Verwendete Knock-out-Linien

Name Knock out-Linie AGI-Nummer
cpk6 SALK_025460 At2g17290
bakl-3 SALK_034523 At4g33430
fls2 SALK_093905 At5g46330

2.2 Pflanzenanzucht

Alle Pflanzen wurden entweder unter Langtagbedingungen (16 h Licht / 8 h Dunkelheit)
oder Kurztagbedingungen (8 h Licht / 16 h Dunkelheit) bei ca. 21°C und einer Lichtmen-
ge von 150 umol/m?s kultiviert. Die Aussaat erfolgte entweder auf Erde (1:1:2 Mischung
aus T-Erde:P-Erde (Gebr. Patzer):Perligran) oder unter sterilen Bedingungen auf 1/2 MS-
Agar Platten. In allen Féllen wurden die Samen zur Stratifikation fiir 2 Tage bei 4°C im

Dunkeln inkubiert und danach den entsprechenden Lichtbedingungen ausgesetzt.

2.3 Anzucht von Escherichia coli, Pseudomonas syringae pv.
tomato und Agrobacterium tumefaciens

Wenn keine anderen Angaben gemacht werden, wurden alle E. coli Stimme entweder
auf LB-Agar bei 37°C iiber Nacht oder in LB-Medium bei 37°C und ca. 180 upm iiber
Nacht kultiviert. Zur Selektion wurden den Medien, entsprechend dem Bakterienstamm
und transformiertem Plasmid, Antibiotika zugesetzt (Tabelle: 2.2)

Alle Pseudomonas Stamme wurden im Allgemeinen auf King’s B-Agar (fiir lange-
re Lagerung bei 4°C) oder aber LB-Agar (Bakterienwachstumsversuche) etwa 48 h bei
28°C inkubiert. Die Anzucht in Fliissigmedium erfolgte immer in King’s B-Medium bei
28°C und ca. 200 upm. Den Medien wurden, je nach Stamm, die entsprechenden Anti-
biotika zugesetzt.

Agrobacterium tumefaciens wurde auf LB-Plattten mit Rifampicin (50 pg/ml), Genta-
mycin (25 pg/ml), Kanamycin (50 pg/ml) und dem Vektor entsprechendem Antibiotika
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bei 28°C fiir etwa 48 h inkubiert.

2.4 Transformationen

2.4.1 Herstellung chemo-kompetenter Escherichia coli

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 upm bis zu einer ODggp von ca. 0,5 kultiviert. Die Kultur
wurde fiir 5 min auf Eis gekiihlt und fiir 10 min bei 2.000 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 I (30 mM Kaliumacetat, 50 mM MnCl,, 100 mM RbCl,, 10 mM CaCl,, 15 %
(v/v) Glycerin, mit verdiinnter Essigsdure auf pH 5,8; sterilfiltriert, in HyO) vorsichtig
resuspendiert und erneut unter gleichen Bedingungen zentrifugiert. Die Zellen wurden
dann in 8 ml Transformations-Puffer II (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 Reaktionsgefden zu je 200 ul aliquotiert. Diese wurden in fliissigem Stickstoff

eingefroren und bei -80 °C gelagert.

2.4.2 Herstellung elektro-kompetenter Agrobacterium tumefaciens

Zwei 5 ml Ubernachtkuturen in LB-Medium mit entsprechenden Antibiotika wurden auf
200 ml LB ohne Antibiotikum iiberimpft. Die Kulturen wurden bei 28°C und 180 upm
inkubiert, bis sie eine ODg(y 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) ge-
waschen und wiederum in 16 ml 10 %-igem Glycerin (4°C) vorsichtig resuspendiert.

Aliquots von 40 ul wurden in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert.
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2.4.3 Transformation von Plasmid-DNA in Escherichia coli

Ein Aliquot (100ul) von chemisch kompetenten E. coli Zellen des Stammes DH10B
(bzw. TOP10 oder Mach1) wurde mit 2-4 ul DNA-L6sung versetzt und fiir 5 min auf Eis
inkubiert. Danach folgte ein 90 s Hitzeschock bei 42°C im Wasserbad. Nach der Zugabe
von 450 ul LB-Medium und einer 45 min. Inkubation unter Schiitteln bei 37°C wurden
50 ulbzw. 450 ul des Ansatzes auf LB-Agar Platten (mit entsprechendem Antibiotikum)
ausgestrichen. Die Platten wurden dann iiber Nacht bei 37°C inkubiert.

2.4.4 Transformation von Plasmid-DNA in Agrobacterium tumefaciens

Zur Transformation von Agrobakterien wurden 40 ul, auf Eis aufgetaute, elektro-
kompetente Zellen mit 2 ul Plasmid-DNA (100-250 ng/ul) gemischt und anschlieend
fiir 2 min auf Eis inkubiert. Der Ansatz wurde in eine Elektroporations-Kiivette gegeben
und im Elektroporator (Fa. Biorad) elektroporiert. Es wurde sofort 0,5 ml YEB-Medium
zugegeben und das Reaktionsgefdl fiir 1 h bei 28 °C und 800 upm im Eppendorf-
Schiittler inkubiert. 50 ul wurden auf YEB-Agar mit entsprechenden Antibiotika aus-
plattiert und fiir 2-4 Tage bei 28 °C inkubiert.

2.4.5 Stabile Transformation von Arabidopsis thaliana Col-0 mittels
Agrobacterium tumefaciens

Die benotigten bindren Vektoren (siehe Tabelle 2.5.1) wurden mit dem Gateway-
System”™ von Invitrogen (s. Kap. 2.5.6.2) hergestellt und in E. coli transformiert (s.
Kap. 2.4.3). Nach Plasmid-Miniprédparation (s. Kap. 2.5.3) und Verifizierung der Kon-
strukte (Restriktionsanalyse (s. Kap. 2.5.9) und Sequenzierung (s. Kap. 2.5.11) wurden
Agrobakterien des Stammes GV3101::pMP90RK mit den Konstrukten transformiert (s.
Kap. 2.4.4). Der Erfolg der Agrobakterien Transformation wurde mittels Agrobakterien
Plasmid-Minipréparation (s. Kap. 2.5.4), Retransformation der Konstrukte in E. coli und
anschlieBender Restriktionsanalyse iiberpriift.

Mit den so transformierten Agrobakterien wurde aus einer 5 ml LB-Ubernachtkultur
(+ Antibiotika, siehe Tabelle: 2.2) eine 500 ml LB-Kultur (+Antibiotika) angeimpft
und 16-24h bei 28°C und 120 upm inkubiert. Die Zellen wurden geerntet, mit 5 %iger
Saccharose-Losung auf eine ODgp=0,8 eingestellt und 0,02 % Silwet hinzugefiigt. Ara-
bidopsis Col-0 Pflanzen, die erst seit kurzem in Bliite standen, wurden fiir einige Sekun-
den in die Bakterienlosung getaucht und fiir 24h mit einer Plastiktiite abgedeckt. Danach

reiften die Pflanzen normal ab. Zur Selektion der Transformanten wurde in Abhingigkeit
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von dem verwendeten Vektor Glufosinat (BASTA, Bayer) verwendet.

2.5 DNA-Analytik

2.5.1 Verwendete Plasmide

In der Tabelle 2.6 sind alle verwendeten Plasmide und ihre wichtigsten Eigenschaften

aufgelistet. Die Tabellen 2.7 und 2.8 fassen alle in dieser Arbeit generierten Plasmide

zusammen

Tabelle 2.6 Verwendete Vektoren

Vektor

Charakteristika

Verwendung

pCR®-BluntlI-
TOPO®

(Invitrogen)

ori pUC, M13 forward und
reverse Primer Bindestellen,
SP6 und T7 Promoter, Kan",
ccdb-ORF

TOPO®_Vektor zum Klonieren
von Blunt-End PCR-Produkten

pENTR " /D-
TOPO®

(Invitrogen)

ori pUC, M13 forward und
reverse Primer Bindestellen,
T7 Promoter, rrnB T1 und T2
attL1, artL.2, Kan"

TOPO®-Vektor zum gerichteten
Klonieren von PCR-Produkten

pJET1.2/blunt

rep(pMB1), Amp', eco47IR,

Blunt-End Vektor zum Klonie-

(Fermentas) Pr.cuvs, T7 Promoter, ren von PCR-Produkten
pJET1.2 forward und revers
Primer Bindestellen
pXCS- ori ColEl, ori RK2, P35S, bindrer Vektor fiir carboxy-
HA/Strepll pA35S, BASTA" Himagglu- terminale HA-Strep-Fusion und

tinin (HA), Strepll

Uberexpression in planta

pXCSG-Strepll
(Witte et
2004)

al.,

ori ColEl, ori RK2, P35S,
pA35S, BASTA' Strepll

GatewayTM kompatibler bindrer
Vektor
StrepII-Fusion und Uberexpres-

fir carboxy-terminale

sion in planta
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pXCSG-3Myc ori ColEl, ori RK2, P35S, GatewayTM kompatibler binirer
(Witte et al,, pA35S, BASTA' 3xcMyc Vektor fiir carboxy-terminale

2004)

cMyc-Fusion und Uberexpressi-

on in planta

pXCSG-eYFP ori ColEl, ori RK2, P35S, GatewayTM kompatibler bindrer
(Witte et al., pA35S, BASTA' eYFP Vektor fiir carboxy-terminale

2004)

e YFP-Fusion und Uberexpressi-

on in planta

Tabelle 2.7 Uberexpressionskonstrukte fiir AfCPK5 und AtCPK6

Bezeichnung

Beschreibung

pXCSG-Strepll CPK5
pXCSG-Strepll CPKS D221A
pXCSG-Strepll CPKS5 vk
pXCSG-Strepll CPKS5 S8A
pXSCG-Strepll CPKS5 S8D
pXCSG-Strepll CPKS T98A/S100A

GatewayTM kompatibler bindrer Vektor
fir AtCPKS5 (einschlieBlich mutagenisier-
ter Versionen S8A, S8D, T98A/S100D,
T98D/S100D, D221A, vk) mit C-terminaler
StreplI-Markierung unter Kontrolle des 35S
Promoters

pXSCG-Strepll CPK6
pXCSG-Strepll CPK6 D209A
pXCSG-Strepll CPK6 vk

GatewayTM kompatibler bindrer Vektor fiir
ArCPKG6 (einschlieBlich mutagenisierter Ver-
sionen D209A, vk) mit C-terminaler StreplI-
Markierung unter Kontrolle des 35S Promo-
ters
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Tabelle 2.8 Plasmide zur Untersuchung der gewebespezifischen Expression sowie intrazel-
luliirer Lokalisation von A#CPKS bzw. AtCPK6

Bezeichnung Beschreibung

pXCSG-eYFP CPK5 GatewayTM kompatibler bindrer Vektor fiir C-
terminale AtCPK5 CDS-eYFP-Fusion unter Kontrol-
le des 35S Promoters

pXCS-GUS CPKS5 Binidrer Expressionsvector fiir das E. coli uidA-Gen
(GUYS) unter Kontrolle des nativen AtCPK5 Promo-
ters

pXCSG-eYFP CPK6 GatewayTM kompatibler bindrer Vektor fir C-

terminale AfCPK6 CDS-eYFP-Fusion unter Kontrol-
le des 35S Promoters

pXCS-GUS CPK6 Bindrer Expressionsvector fiir das E. coli uidA-Gen
(GUS) unter Kontrolle des nativen AtCPK6 Promo-
ters

2.5.2 Isolation genomischer DNA aus Pflanzen

In ein 1,5 ml Reaktionsgefill wurden 2 bis 3 frische Blittchen gegeben und sofort in fliis-
sigem Stickstoff eingefroren. Das tiefgefrorene Material wurde mit einem kalten Kunst-
stoffpistill gemorsert. Das Pulver wurde mit 1 ml Extraktionspuffer (100 mM Tris/HCI
pH 8,0; 50 mM EDTA pH 8; 500 mM NaCl; 1,5 % SDS) versetzt. Nach 10 miniitiger In-
kubation bei 65 °C wurden 300 pl 5SM Kaliumazetatpuffer (60 % 5M Kaliumazetat; 11,5
% Essigsdure) zugesetzt und 30 min. auf Eis inkubiert. Anschliefend wurden alle festen
Bestandteile abzentrifugiert (10 min., 20.800 x g, 4 °C) und der Uberstand in ein neu-
es 2 ml Reaktionsgefdl tiberfiihrt. Nach Zugabe von 800 ul PCI (Phenol-Chloroform-
Isoamylalkohol, Verhiltnis: 25:24:1) und vorsichtigem Mischen, wurde erneut zentrifu-
giert (5 min., 20.800 x g, 4 °C) und der Uberstand in ein 1,5 ml Reaktionsgefil tiber-
fiihrt. Aus diesem wurde durch Zugabe von 500 ul Isopropanol die DNA gefillt und
anschlieend abzentrifugiert. Das Nukleinsdure-Pellet wurde mit 500 ul 70 % Ethanol
kurz gewaschen, erneut zentrifugiert und nach Trocknung des Pellets dieses in 50 ul 10

mM Tris/HCI pH 8 aufgenommen und bei 4 °C gelagert.

2.5.2.1 Isolation genomischer DNA aus Pflanzen nach Edwarts et al.

Die fiir die Genotypisierung notwendige genomische DNA aus Pflanzen wurde nach ei-

ner modifizierten Version des Edwards-Protokolls (Edwards et al., 1991) durchgefiihrt.
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Dazu wurde von jeder zu untersuchenden Pflanze ein kleines Blattstiick abgeschnitten
und in ein 1,5 ml Reaktionsgefdf tiberfiihrt, in dem 200 pl Edwards-Puffer (200 mM
Tris-HCl pH 7,5; 250 mM NacCl; 25 mM EDTA; 0,5 % SDS) vorgelegt waren. Das Blatt-
material wurde mit einem Handmorser zerkleinert und durch Zentrifugation (5 min.,
20.800 x g, 4°C) pelletiert. 150 ul des Uberstandes wurden dann in ein neues 1,5 ml
Reaktionsgefil tiberfiihrt und mit 150 ul Isopropanol versetzt. Nach zwei miniitiger In-
kubation bei RT wurde die geféllte DNA durch zentrifugieren (10 min. 20.800 x g; 4°C)
pelletiert, mit 70% Ethanol gewaschen und nach Trocknung des Pellets in 100 11 Wasser
gelost. In PCR-Reaktionen (s. Kap. 2.5.6) wurden 1 ul DNA-Prepiration eingesetzt.

2.5.3 Plasmid-Minipraparation aus E. coli

Von einer LB-Agarplatte wurden 4 ml LB-Fliissigkulturen (+ entsprechende Antibiotika)
angeimpft und iiber Nacht unter Schiittlen (180 upm) bei 37°C inkubiert. Von diesen
Fliissigkulturen wurden 2 ml pelletiert, und in 100 ul P1 Puffer (50 mM Tris-Cl pH 7,5;
10 mM EDTA; 0,1 g/l RNase) resuspendiert. Nach Zugabe von 100 ul des Puffers P2
(200 mM NaOH; 1 % SDS), 5 min Inkubation bei RT, Zugabe von 100 ul P3 (3 M
Kaliumazetat pH 5,5) und 10 min Inkubation auf Eis, wurden die Proben zentrifugiert
(15 min; 20.800 x g; RT). Die Uberstinde wurden in ein neues Reaktionsgefif iiberfiihrt,
mit 300 ul eiskaltem Isopropanol versetzt und fiir 10 min zentrifugiert (20.800 x g; RT).
Die Uberstiinde wurden verworfen und die Pellets nach dem Waschen mit 70 % Ethanol

und vollstdndigen Trocknen in 50ul Wasser resuspendiert.

2.5.4 Agrobakterium Plasmid-Minipraparation

3 ml einer Ubernachtkultur (+ 50 pg/ml Rifampizin, 25 pg/ml Gentamyzin, 200 wg/ml
Spectinomyzin) wurden pelletiert (3 min 1300 x g; RT), in Losung 1 (0,45 g/ml Glu-
kose; 0,25 M EDTA; 0,5 M Tris-Cl pH 7.,5; 0,02 g/ml Lysozym) resuspendiert und
fiir 30 min bei RT inkubiert. Nach der Zugabe von 200 ul alkalischer SDS-Losung
(200 mM NaOH; 1 % SDS) und einer 30 min. Inkubation bei RT wurde 30 ul alka-
lisches Phenol (1 ml Phenol; 60 ul 1M NaOH) zugegeben, durch invertieren gemischt
und 150 ul Kaliumazetatpuffer (60 ml 5 M Kaliumazetat; 11,5 ml Essigsédure; 28,5 ml
steriles Wasser) hinzugefiigt. Nach Zentrifugation (10 min; 20.800 x g; RT) wurde der
Uberstand in ein neues 2 ml ReaktionsgefiB iiberfiihrt, mit dem gleichen Volumen Phe-
nol/Chloroform/Isoamylalkohol (25/24/1) gemischt und zentrifugiert (5 min; 20.800 x

g; RT). Die wissrige Phase wurde erneut in ein neues Reaktionsgefdf3 tiberfiihrt, mit 1
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Volumen Chloroform gemischt und zentrifugiert (5 min; 20.800 x g; RT). Die wissrige
Phase wurde in ein neues Reaktionsgefi$ tiberfiihrt und die Plasmid-DNA durch Zugabe
von 500 ul Isopropanol gefillt (5 min bei RT inkubieren), durch Zentrifugation (15 min;
20.800 x g; 4°C) pelletiert und anschlieBend mit 70 % Ethanol gewaschen. Das Pellet
wurde luftgetrocknet und in 50 ul Wasser gelost.

2.5.5 Bestimmung der Nukleinsaurekonzentration

Die Nukleinsduerekonzentrationen in Losung wurden spektroskopisch mittels eines
Spektrophotometers (Nanodrop ND-1000 (PEQLAB)) bei 260 nm ermittelt. Uber die
folgenden Formeln lédsst sich die Konzentration der Losung errechnen.

dsDNA: Ejgo=1 entspricht 50 pug/ml
RNA: Er60=1 entspricht 40 pg/ml

2.5.6 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten PCR-Reaktionen wurden, wenn nicht anders ange-
geben, mit 500 pM 5’- und 3’-Primern, 0,125 mM dNTP Gemisch (Bioline), 1x Tag-
Polymerase Puffer und 2,5 U Tag- bzw. 1,25 U Pfu-Polymerase durchgefiihrt. Als Vor-
lage diente entweder 1 ul genomische DNA (s. Kap. 2.5.2.1) oder cDNA aus einer Re-
versen Transkription Reaktion (s. Kap. 2.5.6.3). Das Endvolumen betrug 20 ul. Die Am-
plifikation der DNA-Fragmente erfolgte, wenn nicht anders angegeben, mit folgendem
Programm: 2:00 min 94°C; 30-40x: 0:30 min 94°C; 0:30 min T,¢47; 1:00 min pro kbp
72°C; 10:00 min 72°C und 4°C fiir co. Die Temperaturzyklen wurden mit dem Gerit
PTC-200 von der Firma Biorad (Miinchen) durchgefiihrt.

2.5.6.1 Genotypisierung

Zur Uberpriifung der T-DNA Insertionen in den einzelnen Arabidopsis T-DNA Linien,
wurden PCR-Reaktionen durchgefiihrt mit denen zwischen WT und Knock out Pflanzen
unterschieden werden konnte. Hierfiir wurden zwei Primerpaare und zwei unabhéngi-
ge PCR-Reaktionen bendtigt. In der ersten PCR-Reaktion zur Detektion des WT wurden
Primer verwendet, die die vorhergesagte T-DNA-Insertionsstelle genspezifisch umschlie-

Ben. In der zweiten Reaktion zur Detektion des KO wird ein Primerpaar verwendet, bei
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dem ein Primer spezifisch fiir die T-DNA-Insertion ist und der andere genspezifisch bin-
det (siehe hierzu auch den Anhang). Ist nur in der WT- bzw. KO-Reaktion ein Produkt
zu sehen, dann besitzt die getestete Pflanze ein homozygotes WT-Gen bzw. ein homo-
zygotes KO-Gen. Ist in beiden Reaktionen ein Produkt zu erkennen, dann ist die Pflanze

Heterozygot.

2.5.6.2 Klonierung mit dem Gateway-SystemT"I

Zur Klonierung von Genen aus dem ENTRY-Vektor pENTR\—TOPO® in unterschiedli-
che bindre Expressionsvektoren wurde das GatewayTM—System von Invitrogen (Karlsru-
he) nach Herstellerangaben verwendet. Dabei wurde das gewiinschte Konstrukt, inklusi-
ve CACC-Sequenz vor dem Start-Codon, mittels PCR amplifiziert und in den ENTRY-
Vektor pENTR\—TOPO® in gezielter Orientierung ligiert. Die Ubertragung des Inserts
in den Ziel-Vektor erfolgte iiber eine LR-Reaktion nach Angaben des Herstellers (LR-
Clonase II Kit, Invitrogen, Karlsruhe). Nach Transformation der Reaktion in E. coli
MACHI (Invitrogen, Karlsruhe) oder DH10B Zellen konnten nur transformierte Zellen
iberleben, die ein Plasmid trugen, welches das Insert des ENTRY-Vektors enthielt.

2.5.6.3 Reverse Transkription

Als Ausgangsmaterial fiir die reverse Transkription dienten 10 1l RNA aus einer DNA-
se behandelten (s. Kap. 2.6.2) RNA-Priparation (s. Kap. 2.6.1). Die Erststrangsynthese
erfolgte mit der M-MLV Reversen Transkriptase (Promega) nach Herstellerangaben. Die
folgende PCR-Reaktion wurde mit 7ag-Polymerase, fw. und rev. Primern und einer den
Primer angepassten Typneal durchgefiihrt. Als Ladungskontrolle wurde ein Genfragment
des Struktruproteins Actin2 in 20 Zyklen und Typpe=55°C amplifiziert. Die Menge der
eingesetzten cDNA-Vorlage richtete sich nach der Stirke der PCR-Produkte in der ent-
sprechenden Actin2 PCR.

2.5.7 Agarosegelelektrophorese

Die gelelektrophoretische Auftrennung von linearen DNA-Molekiilen erfolgte in 1,0 % -
2,0 % (w/v) Agarosegelen (+50 ng/ml Ethidiumbromid). Als Elektrophoresepuffer wur-
de 1 x TAE (40 mM Tris, 0,1 mM EDTA mit 28,55 % (v/v) Eisessig, pH 8,5 in H,O ) ver-
wendet. Die DNA wurde mit 0,2 Vol. 5 x DNA-Ladepuffer (50 % (v/v) Glyzerin ; | mM
EDTA; 0,4 % (w/v) Bromphenol Blau) gemischt und aufgetragen. Als Grof3enstandard
diente der Hyperladder I (Bioline, Luckenwalde). Die angelegte Spannung lag je nach
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Elektrophoresekammer zwischen 80 V und 160 V. Die aufgetrennten DNA-Fragmente

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

2.5.8 Reinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die mit Ethidiumbromid angefirbten DNA-Banden wurden unter UV-Licht aus dem
Agarosegel ausgeschnitten und nach Herstellerangaben (Blue Matrix Agarose Out, Ro-

boklon) eluiert.

2.5.9 Restriktionsverdau

Fiir den Restriktionsverdau von Plasmid-DNA wurden Restriktions-Endonukleasen und
die dazugehorigen Puffersysteme der Firma New England Biolabs (Frankfurt) nach Her-
stellerangaben verwendet. Unter Verwendung mehrerer Enzyme in einem Reaktionsan-
satz wurde der Puffer gewihlt, bei dem die Enzyme die hochste Aktivitit hatten, ohne
unspezifische Aktivitdten aufzuweisen. Standardméfig wurden 300 g Plasmid-DNA in
einem 20 ul Ansatz fiir eine Stunde bei 37 °C mit 0,2 ul Restriktionsenzym verdaut.
AnschlieBend erfolgte die Hitzeinaktivierung des Enzyms fiir 20 Minuten bei 65 °C.

2.5.10 Zielgerichtete Mutagenese

Die gezielte Einfiihrung von Punkt-Mutationen wurde analog zum QuickChange Site-
Directed Mutagenesis Kit von Stratagene durchgefiihrt. Dabei wurden Primer gewdhlt,
die direkt auf der zu mutagenisierenden Sequenz gebunden haben und die in einer PCR
das gesamte Plasmid amplifizierten. Als Elongationsdauer wurden 1 min je 1 kb Linge
des Plasmids gewihlt. 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 ul des Dpnl behandelten PCR Ansatzes wurde in E. coli Zellen transfor-

miert.

Reaktions-Ansatz (50 ul):

5 ul 10x Pfu-Puffer

240 ul dNTPs (10 mM )

je 1,25 ul Primer (10 mM)

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

mit H,O auf 50 ul
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PCR-Programm:

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

18 x 1 min, 50°C Anlagerung der Primer

1 min je 1 kb, 68°C Elongation

2.5.11 Sequenzierung der DNA

Fir die Sequenzierung wurde 30-100 ng Plasmid-DNA aus einer Plasmid-
Minipréparation (s. Kap. 2.5.3) mit den entsprechenden Primern an die Firma GATC
(Konstanz) gesandt. Fiir die Sequenz der Primer siehe Anhang.

2.5.12 Computergestiitzte Sequenzdatenverarbeitung

Die Auswertung der Sequenzierungen erfolgte mit dem Programmpaket VectorNTI von

Invitrogen

2.6 RNA-Analytik

2.6.1 Isolierung von RNA aus Pflanzen

Um die Genexpression unter bestimmten Bedingungen zu testen, wurden Arabidopsis-
Pflanzen mit dem jeweiligen Pathogen infiziert (s. Kap. 2.8.1). Nach dem Ernten der
Blitter wurden sie in fliissigem Stickstoff eingefroren und gemorsert. Nach der Zugabe
von 1 ml Trizol (Invitrogen), Auftauen unter Vortexen und Phasentrennung mit 0,2 ml
Chloroform wurde die wissrige Phase in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefal} iiberfiihrt. Die
Nukleinsduren wurden durch Zugabe von 1 Vol. Isopropanol gefillt, mit 75 % Ethanol
gewaschen und die Pellets luftgetrocknet. Je nach GroBe des Pellets wurde es mit 20-50
ul RNase-freiem Wasser (Promega) gelost.

2.6.2 DNAse-Verdau isolierter RNA

Zu etwa 2 ug RNA aus einer Priparation mittels Trizol (s. Kap. 2.6.1) wurde 1x DNase
Puffer und 0,5 ul DNase (Roche 10 U/ul) gegeben, auf 10 ul mit RNase freiem Was-

ser aufgefiillt und fiir 15 min bei RT inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von
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EDTA (Endkonzentration 2 mM) und Inkubation bei 65°C fiir 10 min gestoppt. An-
schlieBend wurde die RNA mittels Reverser-Transkriptase in cDNA umgeschrieben (s.
Kap. 2.5.6.3).

2.7 Proteinanalytik

2.7.1 Proteinexpression
2.7.1.1 Transiente Proteinexpression in Nicotiana benthamiana

Rekombinante Proteine wurden Agrobakterium-vermittelt in N. benthamiana-Blittern
exprimiert. Dafiir wurden Glyzerin-Dauerkulturen der Agrobakterien mit dem entspre-
chenden Expressionskonstrukt auf YEB-Festmedium mit den entsprechenden Antibio-
tika 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 upm) inkubiert. Zusitzlich wurde ein A. fumefaciens-Stamm,
der den Silencing-Inhibitor 19K exprimiert, angeimpft. Die Fliissigkulturen mit dem je-
weiligen 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 MgCl, ; 150
UM Acetosyrongon; in H,O) vorsichtig resuspendiert. Die ODgq fiir jedes Expressi-
onskonstrukt wurde auf 0,5 eingestellt und fiir 2 h bei Raumtemperatur inkubiert. Der
Stamm 19K wurde zu den A. tumefaciens, mit den jeweilige Expressionskonstrukten so
zugegeben, das er eine ODgoo 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.

2.7.1.2 Proteinreinigung Strepll-markierter Proteine nach Expression in
Nicotiana benthamiana (Witte et al., 2004)

0,5 g Blattmaterial aus infiltrierten N. benthamiana-Blittern wurden in fliilssigem Stick-
stoff zermorsert und 1,5 ml 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 (2ug/ml
Antipain und 2ug/ml Leupeptin); 2 ul/ml Proteaseinhibitor Cocktail (Sigma, Stein-
heim); 10 mM NaF; 10 mM Na3VOy; 10 mM B-Glycerophosphat; 100 pg/ml Avidin;
0,5 % (v/v) TritonX-100 in H,O) zugegeben. Nach vollstindigem Auftauen der Proben

wurden diese bei 16.000 x g und 4 °C fiir 20 min zentrifugiert, um Zellbruchtriimmer
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und unlésliche Bestandteile abzutrennen. Der Uberstand (Rohextrakt) wurde abgenom-
men, und zur Affinitdtsreinigung der transient exprimierten Strepll markierten Proteine
30 ul StrepTactin (IBA) zugegeben. Dabei interagiert der Strepll-Tag mit immobilisier-
tem StrepTactin, einem speziell hergestellten Streptavidin. Nach 15 min Inkubation im
Uberkopfschiittler bei 4 °C, wurde der Rohextrakt abgenommen und das Strep-Tactin 3 x
mit Waschpuffer (100 mM Tris pH 8; 150 mM NaCl; 1 mM EDTA; in H,O ) gewaschen.

2.7.1.3 Transiente Proteinexpression in Arabidopsis
thaliana-Mesophyliprotoplasten (Yoo et al. 2007)

Die Isolierung der Mesophyllprotoplasten erfolgte nach dem Protokoll von Yoo et al
2007. Je drei Blitter von vier Wochen alten, unter Kurztagbedingungen kultivierten Ara-
bidopsis thaliana Pflanzen wurden mit einer frischen Rasierklinge in diinne Streifen ge-
schnitten und in 5 ml Enzymlosung (20 mM MES pH 5.7; 0,4 M Mannitol; 20 mM KClI;
1,5 % Cellulase; 0,4 % Macerozyme fiir 10 min bei 55 °C inkubiert, dann auf RT abge-
kiihlt und 10 mM CaCl; und 0,1 % BSA zugeben) gegeben. Nach 30 miniitiger Vakuu-
minfiltration wurde die Losung 3 Stunden im Dunkeln inkubiert. Nach Zugabe von 5 ml
W5-Losung (2 mM MES, pH 5.7; 154 mM NaCl; 125 mM CaCl, ; 5 mM KCl), Filtrati-
on der Protoplasten durch einen Nylonfilter mit 80 um PorengroBe (Neolab, Heidelberg)
und Zentrifugation bei 75 x g fiir 2 min in einem Ausschwingrotor wurden die Zellen
in W5-Losung resuspendiert, die Zelldichte bestimmt und 30 min zur Sedimentation auf
Eis inkubiert. Dann wurde der Uberstand entfernt und die Zellen in einem adiquatem
Volumen MMG (4 mM MES, pH 5.7; 0.4 M Mannitol; 15 mM MgCl,) resuspendiert,
so dass die Zelldichte 2x10° betrug. Fiir die Transfektion wurden auf 15-20 pg Plasmid-
DNA (aber hochstens 20 ul), 100 ul Protoplastenlosung und 110ul PEG Losung (40 %
PEG in 0,2 M Mannitol; 100 mM CaCl,) gegeben. Nach 10 min Inkubation bei Raum-
temperatur wurde die Reaktion durch Zugabe von 440 ul W5-Losung gestoppt. Nach
anschlieBender Zentrifugation bei 100 x g fiir 2 min wurden die Protoplasten in 1 ml
WI-Lésung (4 mM MES, pH 5.7; 0.5 M Mannitol; 20 mM KCl) aufgenommen und bei
Raumtemperatur in vorher mit 1 ml 5 % Kalbserum beschichteten 6-kavititen Platten fiir
6 h bzw. 24 h inkubiert.
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2.7.1.4 Proteinreinigung Strepll-markierter Proteine nach Expression in
Arabidopsis thaliana-Mesophyllprotoplasten

Die Reinigung von Strepll-markierten Proteinen nach Expression in A. thaliana-Meso-
phyllprotolasten geschah analog zu der Reinigung von Proteinen aus N. benthamiana
(2.7.1.2). Die Protoplasten wurden nach der Expression in 1,5 ml Reaktionsgefife iiber-
fiihrt und pelletiert (10.000 x g; 10 s; 4°C). Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet in
fliissigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert. Die Protoplasten wurden durch
Zugabe von 100 ul Lysepuffer (2,5 mM Tris-HCI pH 8.0; 2 mM DACTAA; 1 mM DTT;
1 % Glycerin; 1 % Triton X-100) lysiert. Dem Rohextrakt wurden 5 ul StrepTactin zuge-
fiigt und 15 min im Uberkopfschiittler bei 4°C inkubiert. Das Waschen der Beads erfolgte

wie bei der Reinigung aus N. benthamiana-Blittern.

2.7.2 Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Der Proteingehalt einer Losung wurde mit dem Bradford proteinassay (Biorad) mit Eich-
kurven auf Basis von Standardalbuminldsungen nach Angaben des Herstellers in einem

Spectralphotometer uQuantTM (Biotek Industries, Bad Friedrichshall) bestimmt.

2.7.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)

Die SDS-PAGE wurde nach dem Protokoll von Laemmli (1979) als diskontinuierli-
che Elektrophorese nach den Anweisungen von Sambrook (1998) durchgefiihrt. Das
Acrylamid-Bisacrylamid-Gemisch (37,5:1) wurde als Rotiphorese Gel 30-Losung von
der Firma ROTH (Karlsruhe) bezogen. Die Proteine wurden in 10 - 15 %igen Trennge-
len mit 5 %igen Sammelgelen in den Minigelelektrophoresekammern der Firma BioRad
(Miinchen) bei 25 mA/Gel aufgetrennt und anschlieBend mit Coomassie Brilliant Blue
R-250 gefirbt (s. Kap. 2.7.4). Als GroBenstandard wurden die PageRuler™ Plus Pre-

stained Protein Ladder von Fermentas (St. Leon-Rot) verwendet.

2.7.4 Proteinfarbung mit Coomassie

Zur Kontrolle der Gelbeladung wurden die Proteingele mit Coomassie Brilliant Blue R-
250 Losung (0,125 % Coomassie Brilliant Blue R-250; 50 % Methanol; 10 % Essigsédure)
angefirbt, mit Entfarberlosung (5 % Essigsdure) iiberschiissiger Farbstoff wieder ent-
fernt und entweder auf Blottingpapier bei 80°C im Geltrockner oder nach 30-miniitiger
Haltbarmachung in Trockenldsung (30 % Methanol; 5 % Glyzerol; 65 % H»O) in Folie
getrocknet.
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2.7.5 Western-Blot

Mittels Western-Blot wurden die in einer SDS-PAGE aufgetrennten Proteine elektropho-
retisch auf eine Nitrocellulose-Membran (HybondTM-ECLTM, GE-Healthcare, Miin-
chen) iibertragen. Die Ubertragung der Proteine auf eine Nitrocellulosemembran 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 % Metha-
nol). Die Membran konnte zur Uberpriifung der Gleichbeladung mit Ponceau S-Losung
(0,2 % Ponceau S in 3 % Trichloressigsédure) eingefirbt werden. Nach 1-2 min Inku-
bation wurde die Losung abgeschiittet und die Membran mit HyO gewaschen, bis die

Proteinbanden deutlich zu erkennen waren.

2.7.5.1 Immunodetektion Strepll-markierter Proteine

Zur Detektion Strepll markierter Proteine wurde das Strep-Tactin HRP-(horse radish
peroxidase)-Konjugat (IBA) verwendet. Die Detektion erfolgte iiber eine enzymatische
Reaktion des an das Konjugat gebundenen Enzyms. Nach einstiindiger Inkubation des
Strep-Tactin HRP-Konjugats erfolgte die Detektion mittels ECL ( Supersignal ® West
Femto bzw. Piko Maximum Sensitivity Substrate, Pierce, USA).

Fiir die Blotentwicklung wurde die Membran eine Stunde in 20 ml Blockierldsung
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; 0,1 % Tween
20) gewaschen und 10 min in 2 pg/ ml Avidin in TBS-T inkubiert, um eine unspezifi-
sche Detektion von biotinylierten Proteinen durch das StrepTactin HRP-Konjugat (IBA)
zu verhindern. In diese Losung wurde das entsprechenden StrepTactin HRP-Konjugat
(1:4000) gegeben und eine Stunde inkubiert. AnschlieBend wurde zweimal 10 min mit
TBS-T und einmal 10 min mit TBS gewaschen. Die Proteindetektion erfolgte mit mit
dem Femto-ECL-Kit von Pierce und der Kodak Image Station 440CF.

2.7.5.2 Immunodetektion phosphorylierter MAP-Kinasen (TxY-Western)

Zur Detektion phosphorylierter MAP-Kinasen wurde ein TxY-Western durchgefiihrt.
Dafiir wurde die Nitrozellulosemembran 1 Stunde bei Raumtemperatur in 20 ml Blo-
ckierlosung inkubiert (Blockierlosung: 5 % Milchpulver in TBS-T-Puffer), 3 x kurz
mit TBS-T gespiilt und anschlieBend iiber Nacht bei 4°C mit dem priméren Antikorper
p42/p44 von Cell Signaling (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 sekun-
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diren a-Kaninchen HRP-konjugiertem Antikorper (1:10.000 in 3 % Milch in 1xTBS-T)
inkubiert. Nach dreimaligem Waschen fiir je 5 min mit TBS-T wurde die Membran mit

dem Femto-ECL-Kit von Pierce entwickelt und die Proteine mit der Kodak Image Stati-
on 440CF detektiert.

2.7.5.3 Immunodetektion myc-markierter Proteine

Fiir den Nachweis 3myc-markierter Proteine wurde die Nitrocellulosemembran mit den
immobilisierten Proteinen 1 Stunde bei Raumtemperatur in 20 ml Blockierlésung in-
kubiert (Blockierlosung: 5 % Milchpulver in TBS-T-Puffer) und 3 x kurz mit TBS-T
gespiilt. Der a-myc-Antikorper wurde 1 h bei RT in 10 ml 5% Milchpulver in TBS-T
(1:5.000) inkubiert. Nach dreimaliger Waschung der Membran mit TBS-T fiir je 10 min
wurde der Blot mit o.-Maus AP-konjugiertem Sekundirantikorper (1:5.000) in 10 ml 5%
Milchpulver in TBS-T fiir 1 h inkubiert. Die Proteindetektion erfolgte nach dreimaligen
Wachen der Membran mit TBS-T in 10 ml AP-Puffer (100 mM Tris pH 9,5; 100 mM
NaCl; SmM MgCl,) mit 33 ul BCIP (50 mg/ml in DMF) und 66 ul NBT (50 mg/ml in
70% DMEF).

2.7.5.4 |dentifizierung von in vivo Phopshorylierungsstellen

Fir die Identifizierung von in vivo Phopshorylierungsstellen wurden die Strepll-
markierten transient in Arabidopsis-Mesophyllprotoplasten exprimiert (2.7.1.3) und mit-
tels Strep-Tactin affinitdtschromatographisch gereinigt (2.7.1.4). Die gereinigten Protei-
ne wurden mit SDS-Ladepuffer aufgekocht und auf ein SDS-Polyacrylamid Gel geladen
(2.7.3). Nach dem Gellauf wurden die Proteine mit Coomassie angeférbt (2.7.4) und die
entsprechenden Banden mit einem Skalpell ausgeschnitten. Die Gelstiickchen wurden
anschlieBend zweimal mit 1:1 H,O/Acetonitril (v/v) entfarbt. Nach 5 min Inkubation in
Acetonitril bei RT waren die Gelstiicke dehydriert und wurden anschlieBend 5 min mit
100 mM Bicarbonat bei RT rehydriert. Nach Zugabe von einem Volumen Acetonitril
zum Bicarbonat (1:1 Bicarbonat/Acetonitril) und 15 min schiitteln bei RT wurden die
Gelstiicke in einer Vakuumzentrifuge getrocknet. Die Reduktion und Alkylierung von
Cysteinresten erfolgte durch die Zugabe von 10 mM DTT in 100 mM Bicarbonat fiir
45 min bei 56°C. Nach dem Abkiihlen der Probe wurde das DTT verworfen und die
Gelstiicke in 55 mM Idoacetamid in 100 mM Bicarbonat aufgenommen und 30 min im
Dunkeln inkubiert. Das Idoacetamid wurde verworfen und die Gelstiicke fiir 15 min in

100 mM Bicarbonat bei RT inkubiert. Nach der Zugabe von einem Volumen Acetronitril
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(1:1 Bicarbonat/Acetonitril) und 15 min Inkubation bei RT wurden die Gelstiicke in der
Vakuumzentrifuge getrocknet. Fiir den In-Gel-Verdau wurden die Gelstiicke anschlie-
Bend durch die Zugabe von Trypsin (Promega 10 ng/ul in 50 mM Bicarbonat) rehydriert
und iiber Nacht mit 25 mM Bicarbonat bei 37°C inkubiert. Nach kurzer Zentrrfugation
und iiberfithren des Uberstandes in ein neues Reaktionsgefi wurden die Peptide in einer
Vakuumzentrifuge getrocknet.

Fiir die Anreicherung der Phosphopeptide wurden die getrockneten Peptide in 80%
Acteonitri, 0,1 % TFA und 2mg/ml 2,5-Dihydroxybenzoesiure geldst und fiir 20 min bei
RT mit 5Smg TiO, (Titansphere) inkubiert. AnschlieBend wurden das TiO;, einmal mit
10% Acetonitril, 0,1 % TFA und einmal mit 80% Acetonitril, 0,1 % TFA gewaschen und
anschlieBend mittels C8 entsalzt. Nach Elution mit 100 ul 0,5NH4OH, 70 % Acetonitril,
0,1 % TFA und anséduern des Ansatzes mit TFA auf ca. pH 2 wurden die Peptide in einer
Vakuumzentrifuge fast komplett getrocknet und mit 8 ul 0,5 % TFA, 5 % Acetonitril
aufgenommen.

Die Analyse erfolge dann mittels LC-MS/MS mit einer nanoflow HPLC (Proxeon Bio-

systems) und einer linearen Ionenfalle (LTQ-Orbitrap, Thermo Scientific).

2.7.5.5 Phosphatase-Behandlung

Die Strepll-markierten Proteine wurden transient in Arabidopsis-Mesophyllprotoplasten
exprimiert (2.7.1.3) und mittels Strep-Tactin affinitdtschromatographisch gereinigt
(2.7.1.4). Das am Strep-Tactin gebundene Protein wurde anschlieend einmal mit 1x
Phosphatase-Puffer + 1x MnCl, gewaschen. Danach wurden 400 U A-Phosphatase
(NEB) zu dem Protein gegeben und fiir 20 min bei 30 °C inkubiert. Die Reaktion wur-
de durch die Zugabe von SDS-Ladepuffer gestoppt und der Ansatz mittels SDS-PAGE
analysiert (2.7.3)

2.7.6 Kinaseaktivitatstest
2.7.6.1 In-Gel-Kinase-Test

Der In-Gel-Kinase-Test der MAPK, sowie der CPKs, wurde nach He et al., 2006 durch-
gefiihrt. Die Protoplasten wurden lysiert (2.7.1.4) und der Rohextrakt iiber ein SDS-
Polyacrylamidgel aufgetrennt (2.7.3). Dieses enthielt im Trenngel zusitzlich 0,25 mg/ml
MBP (SIGMA). Nach Beendigung des Gellaufes wurde dieses dreimal fiir eine Stunde
in Waschpuffer (25mM Tris-HCI pH 8; 0,5 mM DTT; 0,5 mM NaF; 0,1 mM Na3zVOy;
0,5 mg/ml BSA; 0,1 % Triton X-100) auf einem Schiittler bei RT inkubiert. Nach einer
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einstiindigen Inkubation des Geles im Renaturierungspuffer (25mM Tris-HCI pH 8; 0,5
mM DTT; 0,5 mM NaF; 0,1 mM Na3;VO,) bei RT erfolgte eine Inkubation bei 4°C iiber
Nacht, gefolgt von einer weiteren Stunde bei RT. Nach jedem Inkubationschritt erfolgte
eine Erneuerung des Wasch- bzw. Renaturierungspuffers. Die Equilibrierung des Geles
erfolgte fiir 30 min bei RT auf dem Schiittler im Reaktionsspuffer (25mM Tris-HCl pH
8; 2 mM EDTA; 12 mM MgCl,; 1 mM DTT; 0,1 mM NazVOy). Die Reaktion wurde
anschliefend durch Zugabe von 25 uM kaltem ATP (Roche) und 50 uCi p32-y-ATP
(Hartmann Analytic GmbH) gestartet. Nach 1 h wurde die Reaktion durch 5 % Tri-
chloressigsédure und 1 % Phosphorséure gestoppt. Das Gel wurde anschlieend mehrfach
mit 5 % Trichloressigsdure und 1 % Phosphorsidure gewaschen, bis keine Radioaktivitit
mehr in der Waschlosung messbar war. Nach Trocknung des Geles wurden die Ban-
den mittels Audioradiographie visualisiert. Hierzu wurde eine Phopho-Imaging Platte
(BAS-MS, Fujifilm) iiber Nacht auf das getrocknete Gel gelegt. Nach ausreichender Be-
lichtungszeit erfolgte die Analyse mit dem Geridt FLA-2000G und dem Softwarepaket
Science Lab 99 von Fujifilm.

2.7.7 Fluoreszensmikroskopie

Die subzellulidre Lokalisierung der YFP-markierten Proteine in Arabidopsis thali-
na-Pflanzen oder -Protoplasten bzw. in Nicotiana benthamiana erfolgte mit dem
Fluoreszenz-Mikroskop Eclipse 90i von Nikon bei einer Extinktionswellenlinge von
480-520 nm und einer Emmisionswellenlidnge von 505-565 nm. Das Mikroskop wurde
mit dem Programm Volocity (Improvision) gesteuert und die Bilder mit einer Hamamat-
su ORCA C4742-Kamera aufgenommen.

2.7.8 Farbung von Protoplasten mit FDA und PI

Fiir die Untersuchung des Zelltodes erfolgte die Fiarbung der Protoplasten mit Fluore-
sceindiacetat (FDA) und Prodiumiodid (PI) (FLUKA). Hierfiir wurden von jedem Zeit-
punkt nach der Transformation und Resuspensierung in WI Medium 10 ul der Proto-
plastensuspension abgenommen und mit jeweils 50 pg/ml der Farbstoffe versetzt. An-
schlieBend erfolgte die Auszihlung der Zellen unter dem Floureszenz-Mikroskop (Nikon
Eclipse 901). Fiir FDA erfolgte eine Anregung bei 500nm und die Emission bei 535nm.

Fiir Propidiumiodid erfolgte eine Anregung bei 565nm und die Emission bei 620nm.
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2.7.9 Histochemische Farbung der Glucuronidase-Aktivitat

Fiir die Expressionsanalyse mittels GUS-Farbung wurde das Pflanzenmaterial in passen-
den ReaktionsgefiBBen mit GUS-Losung (1 mg/ml X-Glc) iiberschichtet. Die Reaktions-
gefille wurden in einem Exsikkator dreimal fiir jeweils 1 min unter Vakuum gesetzt. Die
Gefile wurden verschlossen iiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Das Pflanzenmaterial wur-
de anschlieBend in 70 % Ethanol entfirbt. Bis zur mikroskopischen Analyse wurden die

Pflanzenteile in 70 % Ethanol gelagert.

2.8 Phanotypische Analysen

2.8.1 Pathogen-Tests in planta

Ob die KO-Linen eine erhohte oder verringerte Anfilligkeit gegeniiber Pathogenen im
Vergleich zum Wildtyp zeigen, wurde mittels Infektion der Pflanzen mit dem Pilz Al-
ternaria brassicicola und den Bakterien Stammen Pseudomonas syringae pv. tomato
DC3000 (virulent), avrRpm1 (avirulent), und hrcC- (apathogen) iiberpriift. Die Pflanzen
wurden zu diesem Zweck sechs Wochen lang in Erde unter Kurztagbedingungen kulti-

viert.

2.8.1.1 Alternaria brassicicola Infektion

Die Infektion mit dem Pilz Alternaria brassicicola geschah durch das Auftropfen von 6-
8 Tropfen einer Sporensuspension mit einer Sporenzahl von 5%10° Sporen/ml auf je zwei
Blitter einer Pflanze. Die infizierten Blitter wurden dann am Tag 5 nach der Infektion

auf ihre Symptome hin untersucht.

2.8.1.2 Bakterienwachstumsversuche mit Pseudomonas syringae pv.
tomato

Die verschiedenen Stimmme von Pseudomonas syringae pv. tomato wurden in einer
50 ml Ubernachtkultur in King’s B-Medium mit entsprechenden Antibiotika angeimpft
und bei 28°C und 200 upm inkubiert. Vor der Infiltration wurden die Bakterien pelletiert
(6 min; 1300 x g; 4°C), zweimal mit 10 mM MgCl, gewaschen, und auf eine ODggg
= 0,2 ~ 10® cfu/ml eingestellt. Fiir die Infiltration wurden die Zellen auf 10* cfu/ml
verdiinnt. An den Tagen 0, 1 und 3 nach der Infiltration wurden die Blitter geerntet. Zur
Oberflachensterilisation der Blitter wurden sie fiir 1 min in 70% Ethanol, und anschlie-

Bend kurz in Wasser gewaschen. Nach dem Abtrocknen wurde mit Hilfe eines Kork-
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bohrers (3 mm Durchmesser) aus jedem Blatt zwei Blattscheiben herausgestanzt. Diese
wurden in ein mit 100 ul 10 mM MgCl, gefiilltes 1,5 ml Reaktionsgefal iiberfiihrt, und
mit einem Handmorser zerkleinert. Der Handmorser wurde mit zusétzlichen 100 ul 10
mM MgCl, abgespiilt. 10 ul der Suspension wurden in verschiedenen Verdiinnungsstu-
fen auf LB-Agar-Platten (mit den entsprechenden Antibiotika + 501 g/ml Cycloheximid)
aufgetragen und 48 h bei 28°C inkubiert. Die gewachsenen Bakterienkolonien wurden
gezihlt und die Zellzahl auf die jeweilige Verdiinnungsstufe zuriickgerechnet. Pro Zeit-

punkt und Pathogen wurden jeweils zwei Blitter von drei Pflanzen inokuliert.
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3 Ergebnisse

In dieser Arbeit sollte die Funktion der beiden CDPKs AfCPKS und ArCPK6 bei der
friihen Abwehr von Phytopathogenen untersucht werden. Voruntersuchungen in der AG
Romeis hatten gezeigt, dass konstitutiv aktive Varianten dieser Kinasen, dhnlich wie es
auch fiir die Nr*CDPK2 beobachtet wurde, in der Lage sind, Zelltoderscheinungen nach
transienter Expression in N. benthamiana hervorzurufen (Komander und Romeis; unver-
offentlicht).

Fiir die ndhere Charakterisierung dieser beiden Kinasen, musste fiir die biochemischen
Analysen eine neues Expressionssystem im Labor etabliert werden, das es erlaubte, die
Aktivierung der Kinasen nach Elizitierung mit Flg22 bzw. Elf18 zu testen. Des Wei-
teren wurden patho-physiologische Untersuchungen an T-DNA-Insertionsmutanten fiir
AtCPKG6 durchgefiihrt.

3.1 Genotypische Analyse der verwendeten
Arabidopsis-Mutanten

Knock out-Pflanzen sind ein wichtiges Werkzeug zur Aufkliarung von Proteinfunktionen.
In Arabidopsis lassen sich Gene durch unterschiedliche Verfahren ausschalten. Die am
meisten verwendete Methode ist die Integration einer so genannten T-DNA mittels Agro-
bacterium tumefaciens. Mit dieser Methode hat das SALK-Institut (San Diego, Kalifor-
nien) eine genomweite Mutagenisierung von Arabidopsis thaliana vorgenommen (Alon-
so et al., 2003). Neben dieser Methode konnen ganze Genomabschnitte auch durch Neu-
tronenbeschuss deletiert werden (Li et al., 2001) oder Punktmutationen werden durch
Ethan-Methylsulfonat (EMS)-Mutagenese induziert (Sega, 1984).

Fiir die patho-physiologischen Untersuchungen an Atcpk6 KO-Pflanzen wurde die
T-DNA Insertionsmutante SALK_025460 genutzt. Diese Linie wurde vom Notting-
ham Arabidopsis Stock Center (NASC) bezogen. Fiir die Analyse Flg22 und EIf18-
abhiéngiger Signaltransduktionswege wurden, neben dem Col-0 WT, auch die T-DNA-
Insertionslinien SALK_034523 (Atbakl-3) und SALK_093905 (Atfis2) verwendet. Die-

se Mutanten wurden von der AG Niirnberger (Uni Tiibingen) zur Verfiigung gestellt.
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Alle Mutantenlinien wurden vor der Verwendung in biochemischen oder physiologi-
schen Analysen mittels PCR auf Homozygotie getestet.

Fiir ArCPKS existieren bisher keine T-DNA-Insertionen innerhalb der translatierten
mRNA und es sind auch keine Deletionsmutanten beschrieben. Im Rahmen des
TILLING-Projektes (Targeting Induced Local Lesions IN Genomes) (Henikoff et al.,
2004) konnten nach EMS-Mutagenese mehrere Punktmutationen innerhalb des CPK5-
Gens identifiziert werden (Abb. 3.1 A). Bei der Mutation 168HS5 im ersten Exon handelt
es sich um eine C->T Transition, welche zu einem Stopp-Codon (TAA) in der mRNA
nach Aminosdure G106 fiihrt. Allerdings ist es im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr
gelungen, homozygote Pflanzen dieser Linie zu selektieren. Auch die Generierung At-
CPKS5 defizienter Pflanzen mittels RNAi-Techniken war bei dreimaligen Versuchen nicht
erfolgreich. Fiir alle anderen genutzten Mutanten-Linien konnten homozygote Pflanzen
selektiert und vermehrt werden (Abb. 3.1 B).

Fiir die Analyse potentiell verdnderter Resistenzen der transgenen Pflanzen gegen-
tiber Pathogenen wurden die hemibiotrophen Gram-negativen Bakterien Pseudomonas
syringae pv. tomato DC3000 (virulent), AvrRpm1 (avirulent), hrcC~ (apathogen) und
der nekrotrophe Pilz Alternaria brassicicola verwendet. Diese Mikroorganismen wur-

den von der AG Niirnberger (Uni Tiibingen) zur Verfiigung gestellt.
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Abbildung 3.1 Genstruktur und Genotypisierung der verwendeten Mutantenlinien: A)
Schematische Ubersicht iiber die Intron-Exon-Struktur der mutierten Gene. Die Lage der T-
DNA-Insertionen fiir Atcpk6, Atbakl-3 und Atfls2 sind markiert. Die roten Pfeile kennzeich-
nen die Primerbindestellen fiir die Genotypisierung. B) Fiir die PCR-Reaktionen wurden
stichprobenartig jeweils drei Pflanzen jeder Linie ausgewihlt. Die DNA wurde nach Edwards
etal. 1991 isoliert und in die jeweiligen PCR-Reaktionen eingesetzt. Als Kontrolle diente iso-
lierte DNA von drei Col-0 WT Pflanzen. Die PCR-Produkte wurden in einem 1%igen Aga-
rosegel elektrophoretisch aufgetrennt und mit Ethidiumbromid angefirbt. Die obere Reihe
zeigt jeweils das Ergebnis der PCR mit Primern die die T-DNA-Insertionstelle umschliefen.
Die untere Reihe zeigt jeweils die Ergebnisse mit Gen- und T-DNA-spezifischen Primern.
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3.2 Expressionsanalysen fiir AICPK5 und AtCPK6

Pflanzen exprimieren je nach Entwicklungsstadium, Organ, Gewebe und nach bestimm-
ten Stressreizen einen definierten Satz von Genen. Mit Hilfe der Datenbank Geneves-
tigator (Zimmermann et al., 2004) lassen sich die Daten von vielen unterschiedlichen
Microarray-Experimenten nach bestimmten Genen durchsuchen.

Fiihrt man eine Metaanalyse der Genexpression fiir AtCPK5 und AtCPK6 in Bezug auf
die Expression wihrend unterschiedlicher Entwicklungsphasen durch, so ist zu erkennen,
dass AtCPKS5 iiber den gesamten Lebenszyklus von Arabidopsis fast gleich bleibend stark
exprimiert wird (Abb. 3.2 A). Im Gegensatz dazu zeigt AtCPK6 ein Expressionsmaxi-
mum in jungen Pflanzen.

Betrachtet man die Expression dieser beiden Gene in den unterschiedlichen Gewe-
ben, erkennt man, dass AfCPK6 am stirksten in Kallusgewebe und im Hypocotyl von
Keimlingen exprimiert wird. AtCPK5 dagegen zeigt auch bei dieser Analyse eine eher

gleichmiBige Expression innerhalb der unterschiedlichen Gewebe (Abb. 3.2 B).
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Abbildung 3.2 Genevestigator-Analyse der Genexpression von AfCPK5 und AtCPK6 wih-
rend der Entwicklung von Arabidopsis thaliana: Absolute Werte der Microarray Analysen
sind in blau-weifl Farben dargestellt und auf den Maximalwert normalisiert. Der dunkelste
Blauton entspricht dem maximalen Expressionspotential fiir jedes Gen. A) Metaprofil he-
at map-Analyse der Genexpression von AtCPK5 und ArCPK6 wihrend unterschiedlichen
Entwicklungsphasen. B) Metaprofil heat map-Analyse der Genexpression von AtCPK5 und
AtCPK®6 in verschiedenen Geweben wihrend der Entwicklung.
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Da die in Abb 3.2 dargestellten Ergebnisse allerdings aus einer Metaanalyse von vie-
len unterschiedlichen Microarray-Experimenten stammen, die nicht zwangsldufig das
Ziel hatten, die Genexpression in Abhéngigkeit von Alter und Gewebe zu untersuchen,
ist es angebracht die Expressionsmuster der betreffenden Gene stets noch einmal im De-
tail zu betrachten. Zu diesem Zweck wurde ein 1404 bp langes Promoterfragment von
AtCPK)5 bzw. ein 1436 bp langes Promoterfragment von AtCPK6 im pXCSG-Vektor vor
das beta-Glucuronidase (GUS) Gen kloniert und mittels Agrobacterium in Col-0 Pflan-

zen eingebracht.

Abbildung 3.3 GUS-Farbung von
Pepis:GUS exprimierenden
Arabidopsis thaliana-Pflanzen:
A) 4 Tage alter Keimling; B-F)
2 Wochen alte Pflanze (B) mit
Nahaufnahme der Wachstums-
zone (C), der Blitter (C-D), der
Ubergangszone von Wurzel zu
Spross (E) und der Wurzelspitze
(F); G-J) 4 Wochen alte Pflanze
(G) mit Nahaufnahme der
Bliiten (H), Blitter (I) und der
Wurzelspitze (J)
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AtCPKS5 wird tiber den gesamten Lebenszyklus in fast allen Organen exprimiert (Abb.
3.3). Sehr starke Fiarbungen konnten in jungen, sich entwickelnden Geweben beobachtet
werden (Abb. 3.3 C; F; J). Besonders auffillig war ein schmaler Bereich im Wurzel-
Spross-Ubergang (Abb. 3.3 E). In den Bliiten war, bis auf eine leichte Firbung in noch
geschlossenen Bliiten, keine GUS-AKktivitit zu erkennen (Abb. 3.3 H).

Abbildung 3.4 GUS-Firbung von
Pepke:GUS  exprimierenden
Arabidopsis thaliana-Pflanzen:
A) 4 Tage alter Keimling; B-F)
2 Wochen alte Pflanze (B) mit
Nahaufnahme der Ubergangs-
zone von Wurzel zu Spross (C),
eines Blattes (D), und der Wur-
zelspitze (E); F-I) 4 Wochen alte
Pflanze (F) mit Nahaufnahme
der Bliiten (G), eines Blattes (H)
und der Wurzelspitze (1)

Bei der Pgpre gesteuerten GUS-Expression war im Vergleich zu den Genevestigator-
Daten ein deutlicher Unterschied auszumachen. Nach der GUS-Firbung wird AtCPK6
zum iiberwiegenden Teil nur in der Wurzel exprimiert (Abb. 3.4). In den Blittern konnte
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nur an den Hydathoden und Leitgeweben eine Fiarbung beobachtet werden (Abb 3.4 D;
H). Auch fiir die At‘CPK6 war im Bereich des Wurzel-Spross Ubergangs eine Expres-
sion nachzuweisen. Diese fiel aber weniger stark aus als es fiir AtfCPK5 zu beobachten
war (Abb. 3.4 C). Im Gegensatz zu ArCPK5 konnte fiir ArfCPK6 aber eine Expression in
den Fruchtblittern und den Staubblittern nachgewiesen werden (Abb. 3.4 G). Des Wei-
teren konnte sowohl fiir A#fCPK5 als auch fiir AfCPK6 eine Expression in SchlieBzellen
beobachtet werden (Daten nicht gezeigt).

3.2.1 Expressionsanalysen nach Pathogenstress

Da aus Vorarbeiten im Labor der AG Romeis bekannt ist, dass die beiden Proteine
AtCPKS und AtCPKG6 in einem gain-of-function-Ansatz in der Lage sind, dhnlich wie
NtCDPK2 (Romeis et al., 2001), nach heterologer Expression in Nicotiana benthamiana
zelltodidhnliche Symptome hervorzurufen (Komander, Witte und Romeis; unveroffent-
licht), wurde untersucht, ob die Expression der fiir A7fCPKS und ArCPK6 kodierenden

Gene durch Pathogenbefall verdndert wird.

CPK5 CPK6
0 2 6 24 30 h - 0 2 6 24 30 h
350 behandelt behandelt
350~ i V' e
Actin2
0/24
0 2 6 24 30 h
oo -t
500 behandelt Nacht
; 6/30h 0/24h

Abbildung 3.5 Expressionsanalyse von AfCPKS5 und AtCPK6 nach Infektion mit Pseudomo-
nas syringae pv. tomato: Arabidopsis thaliana Col-0 Pflanzen wurden mit 103 cfu/ml Pst
DC3000 bzw. Pst hrcC infiltriert. Als Kontrolle wurden Blitter mit 10 mM MgCl, infil-
triert oder nicht behandelt. Die Proben fiir die RNA-Isolierung und RT-PCR wurden 2, 6, 24
und 30h nach Infiltration genommen. Als Ladungskontrolle fiir die PCR-Reaktionen wurden
Actin-spezifische Primer verwendet. Die Uhr zeigt die Probenahmen relativ zum Tag/Nacht-
Rhythmus.
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Zu diesem Zweck wurden Arabidopsis Col-0 Pflanzen mit dem virulenten Bakte-
rienstamm Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 und der apathogenen Typ-III-
Sekretionsmutante (TTSS) Pst hrcC ™ infiltriert. Die infiltrierten Blitter wurden zu den
Zeitpunkten Oh, 2h, 6h, 24h und 30h nach Infektion geerntet. Die Expression von At-
CPK5 und AtCPK6 wurde mittels RT-PCR untersucht.

Weder fiir AtfCPKS5 noch fiir AtCPK6 konnte eine Anderung der Transkriptmenge durch
Pst DC3000 oder hrcC™ beobachtet werden (Abb. 3.5). Es fiel allerdings auf, dass die Ex-
pression beider Gene von der Tageszeit abhédngt. Zu den Zeitpunkten Oh, 2h und 24h nach
Infektion war bei allen Behandlungen die geringste Transkriptmenge nachzuweisen. Im
Gegensatz dazu stieg die Transkriptmenge 6h nach dem Einschalten der Beleuchtung (6h
und 30h nach Infektion) relativ stark an.

Mit Hilfe der Datenbank Genevestigator wurden auch die Expressionsmuster von
AtCPK5 und AtCPK6 nach Behandlung mit pathogen associated molecular pattern
(PAMPs) untersucht. In Abb. 3.6 ist zu erkennen, dass die Transkriptmenge von AtCPK5
keine Verdnderung nach Behandlung mit Flg22 (Bestandteil bakterieller Flagellen), Hr-
pZ (Bestandteil des TTSS), LPS (Lipopolysaccharide) und NPP1 (necrosis-inducing
Phytophthora protein 1) zeigt. Im Gegensatz dazu ist bei AfCPK6 4h nach Behandlung
mit Flg22 und HrpZ eine ca. 2- bzw. 3-fache Induktion der Expression zu erkennen. Die
Behandlung mit LPS und NPP1 fiihrte aber auch bei AtCPK6 zu keiner Verdnderung der
Transkription.

AtCPK5 AtCPK6
5 5
OFlg22 OFIg22
c 4 B c 4 A &
o OHrpz o OHrpz
[%:] [%]
e 31 mLps g 37 mLPs
Q. Q.
X 2 ENPP1 & 2 - ENPP1
: :
T[] LT
0 T 0 T
1h 4h 1h 4h
Zeit nach Behandlung Zeit nach Behandlung

Abbildung 3.6 Microarray-Analysen der AtCPKS5 und AtCPK6 Expression nach Inokulation
von verschiedenen Elizitoren: Induktion der Expression von AfCPK5 und AtCPK6 nach
Behandlung mit den Elizitoren Flg22, HrpZ, LPS und NPPI. Fiir HrpZ und Flg22 diente
H,O als Kontrolle. Bei NPP1 wurde als Kontrolle eine Prédparation aus GST enthaltender
Vektorkontrolle inokuliert und fiir LPS diente Ca?*/Mg>*-Losung als Kontrolle. Die abso-
luten Werte der jeweiligen Signalstirken wurden aus der Genevestigator-Datenbank kopiert
und durch die Werte der Kontrollen dividiert.
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3.3 Subzellulare Lokalisation von AtCPK5 und AtCPK6

Fiir die Untersuchungen der subzelluldren Lokalisation von AfCPKS5 und AtCPK6 wur-
den die Gene der CPKs C-terminal mit dem Gen fiir das Gelb-Fluoreszierende-Protein
(YFP) fusioniert. Die Fusionsproteine wurden anschliefend unter der Kontrolle des
35S-Promoters transient in Arabidopsis Mesophyll-Protoplasten oder N. benthamiana-
Blittern exprimiert bzw. stabil in Arabidopsis thaliana Col-0 WT transformiert. Die Lo-
kalisation der Proteine wurde mit einem Fluoreszenzmikroskop analysiert.

Das AtCPKS5-YFP-Fusionsprotein zeigte sowohl eine Membran- als auch cytoplas-
matische Lokalisierung (Abb. 3.7). In Abb. 3.7 A ist zu erkennen, dass das Protein
sowohl um die Chloroplasten herum als auch in der Plasmamembran von Mesophyll-
Protoplasten zu finden ist. In Plasmolyseexperimenten (Abb. 3.7 B) waren deutlich die
sich von der Zellwand zuriickziehende Plasmamembran, als auch die Hecht’schen Fidden

zu erkennen.

YFP Hellfeld ‘ Uberlagerung

Abbildung 3.7 Subzelluliire Lokalisation von AfCPKS: A) Transiente Expression in
Mesophyll-Protoplasten. Die Aufnahme wurde 6h nach Transfektion aufgenommen. B) Plas-
molyse von Epidermiszellen stabil transformierter Arabidopsis-Pflanzen. Das Blatt wurde
mit 850 mM NaCl + 0,01% Silwet L70 eingedeckelt. Die Aufnahme wurde nach ca. 10 min
Inkubation gemacht. A) + B) PM markiert die Plasmamembran, ZW die Zellwand und Chl
die Chloroplasten. Rote Pfeile kennzeichnen die Hecht’schen Faden (HF). Die weilen Gro-
enstandards entsprechen 10 pm.
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Fiir das AtCPK6-YFP-Fusionsprotein konnte eine der AtfCPKS5 sehr dhnliche Loka-
lisierung beobachtet werden (Abb. 3.8). Auch hier wurde ein Fluoreszenzsignal um
die Chloroplasten von Mesophyll-Protoplasten herum beobachtet. Da keine stabil trans-
formierten AfCPK6-YFP-exprimierenden Arabidopsis-Pflanzen zur Verfiigung standen,
wurden die Plasmolyseexperimente an A?CPK6-YFP transient exprimierenden N. bent-
hamiana-Blittern durchgefiihrt (Abb. 3.8 B). Wie schon fiir A7CPKS konnten auch hier
das Zuriickweichen der Plasmamembran von der Zellwand und die Hecht’schen Fiden

beobachtet werden.

YFP Hellfeld Uberlagerung

Abbildung 3.8 Subzelluliire Lokalisation von AfCPK6: A) Transiente Expression in
Mesophyll-Protoplasten. Die Aufnahme wurde 6h nach Transfektion aufgenommen. B) Plas-
molyse von Epidermiszellen transient transformierter N. benthamiana-Blitter. Das Blatt wur-
de mit 850 mM NaCl + 0,01% Silwet L70 eingedeckelt. Die Aufnahme wurde nach ca. 10
min Inkubation gemacht. A) + B) PM markiert die Plasmamembran, ZW die Zellwand, ZK
den Zellkern und Chl die Chloroplasten. Rote Pfeile kennzeichnen die Hecht’schen Faden
(HF). Die weiBlen Groenstandards entsprechen 10 yum.
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3.4 Biochemische Analysen von A{CPK5 und AtCPKG6

3.4.1 Transiente Proteinexpression und Flg22-Behandlung in N.
benthamiana

Pflanzen reagieren auf Pathogenbefall unter anderem mit einem sehr raschen Einstrom
von Calcium in die Zelle (Lecourieux et al., 2006). Von NtCDPK2 ist bereits bekannt,
dass die Phosphorylierungen der Kinase wichtig fiir deren Aktivierung sind (Romeis et
al., 2001, Witte und Romeis, unveroffentlicht). Diese Phosphorylierungen konnen in ei-
nigen Fillen durch SDS-PAGE nachgewiesen werden, da phosphorylierte Proteine ein
verindertes Laufverhalten aufweisen konnen (Peck, 2006). Daher wurde die biochemi-
sche Modifikation bzw. Aktivitdt der AfCPKS und ArCPK6 nach Pathogenbefall bzw.
Elizitierung untersucht.

Zuerst wurden die Proteine transient in N. benthamiana exprimiert. Die transiente
Proteinexpression in N. benthamiana eignet sich, um grof3e Mengen Protein herzustel-
len. Gegeniiber bakteriellen Expressionssystemen bietet es den Vorteil, dass pflanzen-
spezifische post-translationale Modifikation an den Proteinen vorgenommen werden
konnen. Damit das Protein der Wahl in N. benthamiana-Blittern exprimiert werden kann,
werden Agrobakterien mit einem binédren-Vektor transformiert und anschlieend in die
Blitter injiziert. Sie sorgen dafiir, dass der Vektor in die Pflanzenzellen transferiert wird.

Mit dieser Methode wurden die beiden CDPKs AtCPKS, ArCPK6 und deren jeweilige
Kinase-inaktive Varianten in N. benthamiana-Blittern exprimiert. Anschliefend wurden
diese Blitter fiir 10 bzw. 30 min mit 1 uM Flg22 infiltriert. Die Proteine konnten an-
schlieBend affinititschromatographisch gereinigt und fiir Western-Blot-Analysen bzw.
fiir in vitro-Kinase-Tests verwendet werden (Abb. 3.9).

Fiir AtfCPKS war in der Western-Blot-Analyse eine Doppelbande zu beobachten, die
bei der Kinase-inaktiven Variante dieses Proteins wesentlich schwécher ausgeprigt war.
Bei der hoher laufenden Bande handelt es sich sehr wahrscheinlich um die phospho-
rylierte Form der AtCPKS. Fiir AtfCPK6 war sowohl beim WT-Protein als auch bei der
Kinase-inaktiven Variante nur eine Bande zu erkennen (Abb. 3.9 A).

Im in vitro-Kinase-Test zeigte sich, dass die Aktivitit beider Kinasen Calcium-
abhingig ist, wobei auch eine geringe Restaktivitit in den mit EGTA behandelten Proben
festzustellen war (Abb. 3.9 B-C). Beide Kinasen waren in der Lage sowohl sich selbst,
als auch das Substrat (Histon) zu phosphorylieren. Es lieB sich jedoch keine Anderung
der Kinaseaktivitdt nach in vivo Flg22-Applikation erkennen. Auffillig ist jedoch, dass

nur die obere Bande der AtCPKS5 eine deutliche Kinaseaktivitiat aufwies.
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Abbildung 3.9 In vitro-Kinase Test nach transienter Expression von A#CPKS und AtCPK6
in N. benthamiana und nach Flg22-Behandlung: AtCPKS5, ArCPK6 und deren jeweili-
gen Kinase-inaktiven Varianten wurden mittels Agrobakterien-Transformation in N. bent-
hamiana exprimiert. Drei Tage nach der Transformation wurden die transformierten BIt-
ter mit 1 uM Flg22 infiltriert. Anschliefend wurden nach 0, 10 bzw. 30 min Blattscheiben
aus den mit Flg22-behandelten Blittern ausgestanzt, in fliissigem N, eingefroren und die
Strepll-markierten Proteine mittels StrepTactin gereinigt. A) Western-Blot gegen die Strepll-
markierten Proteine. B-C) in vitro-Kinase-Test der gereinigten AfCPKS5 und ArCPK6 Protei-
ne mit Histon als Substrat. Die jeweilige untere Teilbild zeigt das Coomassie-gefarbte Histon
nach Trennung der Proteine durch SDS-PAGE.

Um sicherzustellen, dass nicht die Proteinreinigung die Kinaseaktivitét verfilscht, wur-
de nach der Proteinexpression in N. benthamiana ein In-Gel-Kinase-Test durchgefiihrt.
Bei diesem Test werden die Proteine nach der Extraktion ohne weitere Behandlung di-
rekt auf ein SDS-Gel geladen, in dessen Matrix ein Substrat (normalerweise Histon oder
myelin basic protein MBP) eingegossen wurde. Nach der Gelelektrophorese werden die

Proteine im Gel renaturiert und anschliefend eine Kinasereaktion mit radioaktiv mar-
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kiertem ATP durchgefiihrt.

In Abb. 3.10 ist ein solcher In-Gel-Kinase-Test fiir AfCPKS gezeigt. Um zu testen, ob
eventuell Flg22 alleine nicht in der Lage ist die Kinaseaktivitit der AfCPKS5 zu beein-
flussen, wurden die AtCPKS exprimierenden Blitter neben H,O und Flg22 (Abb. 3.10
A) zusitzlich mit 10 mM MgCl, bzw. dem Bakterium Pst DC3000 infiltriert (Abb. 3.10
B). H>O und MgCl, dienten jeweils als Negativ-Kontrollen.

Die Kontrolle der Expression erfolgte mittels Westen-Blot. Auch hier war eine Dop-
pelbande fiir AfCPKS5 nachzuweisen. Die Kinaseaktivitit der AfCPKS war jedoch vollig
unabhingig von der Art und dem Zeitpunkt der Behandlung. Alle Proben wiesen eine

vergleichbar starke Kinaseaktivitit auf.
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Abbildung 3.10 In-Gel-Kinase-Test von StrepII-markierter AfCPKS5 nach Expression in V.
benthamiana und Flg22 bzw. Pst DC3000 Infiltration: AfCPKS5 wurde mittels Agrobak-
terien-Transformation in N. benthamiana exprimiert. Drei Tage nach der Transformation
wurden die Blitter mit HyO bzw. 1 uM Flg22 oder mit 10 mM MgCl, bzw. 10® cfu/ml Pst
DC3000 infiltriert. Anschlieend wurden nach den angegebenen Zeitpunkten Blattscheiben
aus den behandelten Blittern ausgestanzt und in fliissigem N, eingefroren. Nach der Pro-
teinextraktion wurden die Proteine mittels SDS-PAGE aufgetrennt. A) In-Gel-Kinase-Test
und Western-Blot fiir ArCPKS5 nach Flg22-Stress. B) In-Gel-Kinase-Test und Western-Blot
fiir AfCPKS nach Pst DC3000-Behandlung
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3.4.2 Transiente Proteinexpression in Mesophyll-Protoplasten von
Arabidopsis thaliana

Die transiente Proteinexpression in N. benthamiana-Blittern ist zwar eine leicht zugéng-
liche Methode fiir biochemische Untersuchungen, hat aber, gerade fiir die Untersuchung
von biotischen Stressen, den gro3en Nachteil, dass die Transformation der Zellen durch
Agrobakterien vermittelt wird. Die transiente Transfektion von Arabidopsis-Mesophyll-
Protoplasten bietet dagegen den Vorteil, dass keine Mikroorganismen fiir den Gentrans-
fer benotigt werden. Zudem wurde dieses System schon erfolgreich bei der Aufkldarung
der Pathogen-induzierten MAP-Kinase-Signaltransduktion (Asai et al., 2002) und der
Untersuchung von bakteriellen Effektorproteinen eingesetzt (He et al., 2006). Dariiber
hinaus bietet dieses System den Vorteil, dass man bei der Untersuchung von Arabidop-
sis-Proteinen in einem homologen System arbeitet.

Da dieses Expressionssystem jedoch noch nicht im Labor der AG Romeis angewen-
det wurde, musste das gesamte System zuerst etabliert werden. Hierbei ist es essentiell,
geeignete Bedingungen fiir eine moglichst saubere Protoplastenpriparation und Plasmid-
DNA-Isolierung zu finden. Diese beiden Faktoren sind entscheidend fiir eine hohe Trans-
fektionseffizienz. Diese ist wichtig um zum einen genug Protein fiir die biochemischen
Tests zu erhalten und zum anderen um eventuell auftretende physiologische Effekte iiber-

haupt nachweisen zu kénnen.
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Abbildung 3.11 Fluoreszenzmikroskopie von YFP-exprimierenden A. thaliana Mesophyll-
Protoplasten: Zur Kontrolle der Transfektionseffizienz wurden Mesophyll-Protoplasten
mit einem pXCSG-35S:YFP-Konstrukt transfiziert. 6h nach Transfektion wurden die Zellen
unter einem Fluoreszenzmikroskop auf die Expression des YFP-Proteins hin untersucht.

Zur Feststellung der Transfektionseffizienz wurden die Mesophyll-Protoplasten mit
einem pXCSG-35S:YFP-Konstrukt transfiziert. 6h nach Transfektion wurden die fluo-
reszierenden und nicht fluoreszierenden Zellen gezéhlt und so die Transfektionsrate be-
stimmt (Abb. 3.11). Nach einigen Anpassungen konnte das System soweit eingestellt

werden, dass routinemifig Transfektionsraten von 70-80% erreicht wurden.

54



Ergebnisse

3.4.3 Elizitierung mit FIg22 nach Expression in
Arabidopsis-Mesophyll-Protoplasten

Im zweiten Schritt wurden A7CPKS und A7CPK6 bzw. deren Kinase-inaktiven Varianten
(-mut) in Arabidopsis-Mesophyll-Protoplasten exprimiert. Nach der Expression wurden
die Zellen fiir 10 min mit 200 nM Flg22 behandelt. Abb. 3.12 zeigt einen Western-Blot
zur Detektion der Strepll-markierten Proteine. AfCPK6 zeigte nur eine geringfiigige Ver-
dnderung im Laufverhalten nach Behandlung mit Flg22. Auch beim Vergleich der akti-
ven und inaktiven Varianten der AfCPK6 waren nur kleine Unterschied auszumachen.
Bei der ArCPKS fielen jedoch wieder die zwei deutlich von einander unterscheidbaren
Banden auf. Auffillig war weiterhin, dass die Menge an Protein in der unteren Bande
nach Elizitierung im Vergleich zu der oberen Bande abnimmt. Bei der Kinase-inaktiven

Variante ist dieser Effekt nicht zu beobachten.

H20 CPK5 CPK5-mut CPK21
kDa - + - + - + - + Flg22 (10 min)
70 mm
CPK5-P—p- ——
CPK5 —» - - —— L, - <«—CPK21
55 mm
H20 CPK6 CPK6-mut
kDa E + - + - + Flg22 (10 min)
70 mm
.-
55mm

Abbildung 3.12 Western-Blot gegen StrepII-markierte AfCPKS und A#CPK6 nach Expres-
sion in Arabidopsis-Protoplasten: Arabidopsis-Protoplasten wurden nicht (H,O), oder
mit A7CPKS5, ArCPKS5 Kinase-inaktiv (CPK5-mut), AtfCPK6 und ArCPK6 Kinase-inaktiv
(CPK6-mut) transfiziert. 6h nach Transfektion wurden die Zellen fiir 10 min mit 200 nM
Flg22 behandelt, pelletiert und in fliissigem N, eingefroren. Nach der Lyse der Zellen wur-
den die Proteine im Extrakt mittels SDS-PAGE aufgetrennt, auf Nitrocellulose transferiert
und die Strepll-markierten Proteine mittels HRP-konjugiertem Strep-Tactin nachgewiesen.
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Die an der Regulation von abiotisch verursachten Stressreaktionen beteiligte AtfCPK21
(Franz, 2008) zeigte wie ArfCPK6 keine Verdnderung im Laufverhalten nach Elizitierung
mit 200 nM Flg22.

Fiir den Nachweis, dass es sich bei der oberen Bande tatsdchlich um eine phospho-
rylierte Form der AtCPKS handelt, wurde die Kinase in Mesophyll-Protoplasten expri-
miert, und den Zellen 6h nach Transfektion entweder 10 min 200 nM Flg22 oder Wasser
zugesetzt. Das Strepll-markierte AfCPKS5-Protein wurde mittels Affinitdtschromatogra-

phie gereinigt und mit einer Phosphatase in vitro inkubiert.

CPK5 CPK5-mut
- - + + - - + + Flg22 (10 min)
kDa - + - + - + -+ A-Phosphatase
70 mm
™. -, - e
55mm

Abbildung 3.13 Phosphatasebehandlung von Strepll-markiertem AtCPKS: Arabidopsis-
Protoplasten wurden mit CPKS5 und der CPKS5 Kinase-inaktiven Variante (CPK5-mut) trans-
fiziert. Sechs Stunden nach Transfektion wurden die Zellen fiir 10 min mit 200 nM Flg22
behandelt, pelletiert und in fliissigem N, eingefroren. Nach der Lyse der Zellen wurde das
Strep-markierte Protein mittels Affinititschromatographie gereinigt und mit A-Phosphatase
(+) inkubiert. Das auf Nitrocellulose transferierte Protein wurde mit HRP-konjugiertem
Strep-Tactin nachgewiesen.

AnschlieBend wurden die Proteine mittels SDS-PAGE getrennt und auf Nitrocellulo-
se immobilisiert. Der Proteinnachweis erfolgte mit HRP-konjugiertem Strep-Tactin. Es

zeigte sich, dass nur in den Proben zwei Banden zu sehen waren, die nicht mit der Phos-
phatase behandelt wurden (Abb. 3.13).

3.4.3.1 Induktion der Kinaseaktivitat durch Elizitierung

Um die Fragestellung zu untersuchen, ob die beobachtete Phosphorylierung der CPKs
auch zu einer verianderten Kinaseaktivitit fiithrt, wurde ein In-Gel-Kinase-Test durch-
gefiihrt. Hierzu wurden die Proteine in Arabidopsis-Protoplasten exprimiert und fiir 10
bzw. 30 min, mit 200 nM Flg22 inkubiert. Nach der Ernte und Lyse der Zellen wur-
den die Proteine aus dem Rohextrakt mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Fiir den In-Gel-
Kinase-Test wurde myelin basic protein (MBP) als Substrat in die Acrylamid-Gelmatrix
eingegossen.

Sowohl fiir ArCPKS als auch fiir A#fCPK6 konnte eine Zunahme der Kinaseaktivitit be-
reits 10 min nach Flg22-Behandlung nachgewiesen werden (Abb. 3.14). Diese verstirkte
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Kinaseaktivitit konnte fiir beide Proteine auch noch nach 30 min beobachtet werden.

Eine Kinaseaktivitit fiir die Kinase-inaktiven Varianten von AtCPK5 und ArCPK6 war

nicht zu erkennen. Im Western-Blot zeigten sich jedoch fiir AfCPK6 vergleichbare und

fiir AfCPKS sogar groBere Proteinmengen der Kinase-inaktiven Form im Vergleich zu

den aktiven Proteinen 3.14.

Autoradio-
graphie

o-Strepll

CPK5 CPK5-mut CPK6 CPK6-mut
kba Q0 10 30 O 10 30 O 10 30 0O 10 30 minFlg22
55 mm
70 mm

M RANME S
-
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Abbildung 3.14 In-Gel-Kinase-Test nach Flg22-Behandlung: Arabidopsis-Protoplasten wur-

den mit CPKS5, CPKS5 Kinase-inaktiv (CPKS5-mut), CPK6 und CPK6 Kinase-inaktiv (CPK6-
mut) transfiziert. Sechs Stunden nach Transfektion wurden die Zellen fiir 0, 10 bzw. 30 min
mit 200 nM Flg22 behandelt, pelletiert und in fliissigem N, eingefroren. Nach der Lyse der
Zellen wurden jeweils 18 1 Rohextrakt auf ein Acrylamid-Gel mit eingegossenem MBP
(obere Reihe) und einem Acrylamid-Gel ohne Substrat fiir eine Western-Blot Analyse (un-
tere Reihe) aufgetragen. Die radioaktiven Signale des In-Gel-Kinase-Tests wurden mittels
Phosphoimager Screen detektiert.

Fiir die genauere Untersuchung des Aktivierungszeitpunktes nach Flg22-Behandlung

und der Dauer der Aktivierung von AtCPKS5, wurden die aktive und inaktive Kinase in

Mesophyll-Protoplasten exprimiert und die Zellen fiir 5, 10, 30 und 60 min mit 200 nM

Flg22 inkubiert. Da, wie in Abb. 3.14 zu erkennen ist, die Aktivierung der Kinase mit der

Phosphorylierung einhergeht, wurde in diesem Fall nur ein Western-Blot durchgefiihrt.

CPK5 CPK5-mut
I;ga- 0 5 10 30 60 0 5 10 30 60 min Flg22
S R R R B e O e e e < CPKS-P
— e e— g— - < CPKS
55mm

Abbildung 3.15 Zeitlicher Ablauf der Aktivierung von A¢CPKS durch Flg22: Arabidopsis-

Protoplasten wurden mit CPKS5 und der Kinase-inaktiven Form (CPKS5-mut) transfiziert.
6h nach Transfektion wurden die Zellen fiir 0, 5, 10, 30 bzw. 60 min mit 200 nM Flg22
behandelt, pelletiert und in fliissigem N, eingefroren. Die Proteine im Rohextrakt wur-
den in einem Acrylamid-Gel aufgetrennt und auf Nitrocellulose immobilisiert. Die Strepll-
markierten Proteine wurden mit HRP-konjugierten Strep-Tactin nachgewiesen.
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Auch in Abb. 3.15 ist wieder sehr deutlich die Verdnderung der Bandenverteilung nach
Flg22-Behandlung zu sehen. Diese war schon 5 min nach Flg22-Zugabe zu beobachten
und blieb fiir 30 min bestehen. Erst nach 60 min konnte eine leichte Zunahme der nicht
phosphorylierten Form beobachtet werden. Fiir das Kinase-inaktive Proteine konnte iiber
den gesamten Zeitraum keine Verdnderung des Bandenmusters zwischen phosphorylier-
ter und nicht phosphorylierter Form festgestellt werden.

Um auszuschlieBen, dass die durch Flg22 beobachtete Aktivierung der AfCPKS5 durch
einen unspezifischen Effekt hervorgerufen wird, wurden zusitzlich zum Col-0 WT auch
Mesophyll-Protoplasten aus fis2 und bak-3 Rezeptor-Mutanten hergestellt, mit AfCPKS
transfiziert und mit Flg22 inkubiert.

Die Proteine, die in den Col-0 WT Protoplasten exprimiert wurden, zeigten das be-
reits beobachtete veridnderte Bandenmuster nach Flg22-Behandlung. Im Gegensatz dazu
war bei dem Protein, das in den Protoplasten aus der fls2-Mutante exprimiert wurde, kei-
ne Verdnderung des Bandenmusters nach Flg22-Behandlung im Vergleich zu den nicht
elizitierten Zellen zu erkennen. Nach der Flg22-Behandlung von AtCPKS exprimieren-
den bak1-3-Protoplasten konnte nur eine sehr leichte Verschiebung des Bandenmusters
beobachtet werden (Abb. 3.16).

CPK5 CPK5-mut
= + —~ - + - Flg22 (10 min)
Wa - - 4+ - -+ Efi18 (10 min)
”a «—CPK5-P
Col-0 anld . e . B Mes «—CPK5
55mm
70 mm
/52 . -4+—CPK5-P
fS el ———l.T'¢1
55mm

70 mm
. - <«—CPK5-P
bak1-3 -— a — # «—CPK5
Smm
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Abbildung 3.16 Flg22-spezifische Induktion der AtCPKS-Phosphorylierung: Protoplasten
aus fIs2 und bakli-3-Mutanten wurden mit CPK5 und der Kinase inaktiven Form (CPKS5-
mut) transfiziert. 6h nach Transfektion wurden die Zellen fiir 10 min mit 200 nM Flg22
(+) bzw. H,0 behandelt, pelletiert und in fliissigem N, eingefroren. Die Proteine im Rohex-
trakt wurden in einem Acrylamid-Gel aufgetrennt und auf Nitrocellulose immobilisiert. Die
Strepll-markierten Proteine wurden mit HRP-konjugiertem Strep-Tactin nachgewiesen.

Neben Flagellin gibt es noch weitere bakterielle Elizitoren. Daher wurde auch unter-
sucht, inwieweit EIf18 (ein 18 Aminoséduren langes Peptid des Elongationsfaktors Tu)

in der Lage ist, die Aktivitit von AfCPKS5 zu verdndern. Zu diesem Zweck wurden die
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ArCPKS exprimierenden Protoplasten aus Col-0 WT, fIs2 und bakI-3 parallel zur Elizi-
tierung mit Flg22 auch mit EIf18 behandelt. EIf18 induzierte sowohl in den Col-0 WT-
als auch in den fls2-Protoplasten die Phosphorylierung von A¢fCPKS. Nach Expression
in bakl-3-Protoplasten konnte jedoch, wie nach der Behandlung mit Flg22, nur eine
sehr schwache Phosphorylierung von ACPKS nach Elf18-Elizitierung beobachtet wer-
den (Abb. 3.16).

3.4.4 Untersuchungen von gain-of-function-Varianten

Die Expression der gain-of-function-Varianten AfCPKS5 VK und AtCPK6 VK in
N. benthamiana-Blittern fiihrte ohne jeden exogenen Stimulus zu HR-dhnlichen Zell-
toderscheinungen (Komander, Witte und Romeis; unveroffentlicht). Es stellte sich also
die Frage, wie Arabidopsis-Zellen auf die Expression der VK-Varianten reagieren.

Zur Untersuchung dieser Frage wurden zum einen das VK-Konstrukt von A#fCPKS5 und
der Kinase-inaktiven Form zusammen mit einem Kontrollprotein aus dem Stickstoff-
Recycling Metabolismus (AtAAH) bzw. dem bakteriellen Effektorprotein AvrPto ko-
transfiziert. Die Zellen wurden 6h bzw. 16h nach Transfektion geerntet und die Protein-

mengen mittels Western-Blot verglichen.

A) CPK5 B) CPK5
VK VK-mut VK VK-mut
+ - + - AvrPto + - + - AvrPto
kDa - + - + AAH kDa - + - + AAH
’ 36 =
s - «— AvrPto - - .
16mm Fagmm—
e ‘ 164’4«/_\\””0
64 mm 64 mm
Ce— ——— «—AAH1 ——  «—AAH1
50 - 50 ==
50w " B <« crcsp

50m= «—CPK5-P
B e «— CPK5
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36mm

6h nach Transfektion 16h nach Transfektion

Abbildung 3.17 Ko-Transfektion der AfCPKS VK mit AfAAH und AvrPto: Col-0 WT-
Protoplasten wurden mit A#CPKS5 und der Kinase inaktiven Form (CPK5-mut) transfiziert.
6h (A) und 16h (B) nach Transfektion wurden die Zellen pelletiert und in fliissigem N ein-
gefroren. Die Proteine im Rohextrakt wurden in einem Acrylamid-Gel aufgetrennt und auf
Nitrocellulose immobilisiert. Die Strepll-markierte AfCPK5 wurde mit HRP-konjugiertem
Strep-Tactin nachgewiesen. Die myc-markierten Proteine AvrPto und AfAAH wurden mit
einem o-myc-Antikorper und AP-konjugiertem sekundédren Antikdrper nachgewiesen.
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16h nach Transfektion war in den Proben mit aktiver A#fCPKS VK eine drastische Re-
duktion der Proteinmenge fiir AtAAH und AvrPto im Vergleich zu den Proben mit der
inaktiven Kinase zu beobachten (Abb. 3.17 B). Dieser Effekt war 6h nach Transfektion
noch nicht zu beobachten (Abb. 3.17 A). Sowohl die Kinase-aktive als auch die Kinase-
inaktive Form der AfCPKS VK waren 6h und 16h nach Transfektion nachzuweisen. Auf-
fallend ist hier, dass die aktive Kinase im Vergleich zu der inaktiven Kinase auch ohne
extrazelluldren Stimulus ein veridndertes Laufverhalten im Acrylamid-Gel aufwies.

Als ein zweiter Ansatz zur Untersuchung der zelltodinduzierenden Eigenschaft von
ArCPKS VK wurde die Firbung von transfizierten Protoplasten mit Fluoresceindiacetat
(FDA) und Propidium-Iodid (PI) durchgefiihrt. Fluoreszin ist in seiner acetylierten Form
ein nicht fluoreszierendes Molekiil, welches in der Lage ist, durch die Plasmamembran
in das Zellinnere zu gelangen. Dort werden die Acetat-Reste von Esterasen abgespalten
und es entsteht ein griin fluoreszierender Farbstoff. PI interkalliert mit DNA und wird
dadurch zu einem rot fluoreszierendem Farbstoff. Allerdings ist PI nicht in der Lage
intakte Plasmamembranen zu durchdringen. Daher farbt PI nur die DNA von lysierten,

toten Zellen.
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X
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Abbildung 3.18 FDA/PI-Firbung von transfizierten Protoplasten: Col-0 WT-Protoplasten
wurden nicht (H,O) oder mit AtfCPK5 VK bzw. dessen Kinase-inaktiver Form transfiziert
(VK-mut). Die Zellen wurden direkt (Oh), 6h, 12h und 18h nach der Transfektion mit 50
ug/ml FDA und 50 pg/ml PI angefirbt und unter dem Fluoreszenzmikroskop ausgezihlt.
Die angegebenen Werte zeigen den Anteil der toten Zellen.

Die Zellen, welche die aktive Kinase (AfCPK5 VK) exprimierten, zeigten bereits 12h
nach Transfektion einen leichten Anstieg toter Zellen (ca. 20%, Abb. 3.18). 18h nach
Transfektion stieg dieser Wert auf ca. 80% an. Im Gegensatz dazu blieb der Anteil toter
Zellen bei den nicht transfizierten bzw. den Kinase-inaktiven Protein exprimierenden
Zellen bis 12h bei ca. 15% und stieg nach 18h nur auf ca. 20%.
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3.4.4.1 Wechselwirkung mit MAP-Kinasen

Seit langerem ist bekannt, dass die Bindung von Flg22 an den Flagellinrezeptor FLS2
zu einer Aktivierung einer MAP-Kinase-Kaskade fiihrt (Asai et al., 2002). Weiterhin
ist bekannt, das Nt*CDPK?2 VK die Aktivierung dieser fiir die Pathogenabwehr wichtigen
MAP-Kinasen verdndert (Ludwig et al., 2005). Aus diesem Grund wurde die Aktivierung
der MAP-Kinasen in Abhédngigkeit von der Expression der A7CPKS VK bzw. ArCPK6
VK und Flagellin-Stress untersucht.

MAP-Kinasen werden durch Phosphorylierungen an einer konservierten Aminoséiure-
sequenz (TxY) im activation-loop innerhalb ihrer Kinase-Doméne aktiviert (Niihse et al.,
2000). Diese Phosphorylierung wird durch FIg22 induziert und kann mit einem spezifi-

schen Antikorper nachgewiesen werden.
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Abbildung 3.19 MAP-Kinase-Aktivierung nach Flg22-Behandlung in Abhéngigkeit von der
Expression verschiedener CPKs: A+B) Col-0 WT-Protoplasten wurden mit H,O, AtCPKS5
VK, ArCPK6 VK und deren Kinase-inaktiven Varianten sowie der AfCPK28 VK transfiziert.
6h nach Transfektion wurden die Zellen fiir 10 min mit 200 nM Flg22 behandelt. Im un-
teren Teil ist jeweils die Ponceau-S gefirbte RuBisCO als Ladungskontrolle dargestellt. A)
Die Strepll-markierten CPKs wurden mit HRP-konjugiertem Strep-Tactin nachgewiesen.
B) Der Nachweis der phosphorylierten MAP-Kinasen wurde mit einem TxY-spezifischen
primdren Antikorper (p42/p44 von Cell Signaling) und einem HRP-konjugierten sekun-
ddren Antikorper durchgefiihrt.
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Arabidopsis-Protoplasten wurden mit AfCPKS VK, AtCPK6 VK und ihren Kinase-
inaktiven Varianten transfiziert und 6h spiter fiir 10 min mit 200 nM Flg22 inkubiert.
AnschlieBend wurde ein Western-Blot gegen die Strepll-markierten CPK-Proteine und
die phosphorylierten MAP-Kinasen durchgefiihrt (Abb. 3.19). Bei allen Transfektionen
ist eine Phosphorylierung des activation-loops der MAP-Kinasen AtMPK3 und AtMPK6
durch die Zugabe von Flg22 nachzuweisen (Abb. 3.19 unten). Es féllt allerdings auf,
dass diese Phosphorylierung der MAP-Kinasen in den Zellen, welche die A7CPKS VK
exprimieren, schwicher ausfiel, als in den Zellen, in denen die Kinase-inaktive AtCPKS5
oder die AfCPK6 VK Varianten exprimiert wurden.

Da die VK-Varianten der CPKs deregulierte und konstitutiv-aktive Kinasen darstellen,
wurde zur Uberpriifung der Spezifitit des beobachteten Effekts die konstitutiv-aktive
Form von ArCPK28 in den Test mit einbezogen. Hier konnte kein Unterschied in der
MAP-Kinase-Aktivierung im Vergleich zu den nicht transfizierten Zellen beobachtet
werden (Abb. 3.19 unten).

3.4.5 Charakterisierung und Identifizierung von Phosphorylierungsstellen
in AtCPK5

2006 publizierten Hegeman et. al mehrere in vitro- Autophosphorylierungsstellen von
rekombinant in E. coli synthetisierten CDPKSs aus Arabidopsis thaliana, unter anderem
auch fiir die ArCPKS. Sie identifizierten eine Autophosphorylierung an der Aminosiure
S8 und zwei potentielle Phosphorylierungen an den Aminosiduren T98 und S100. Fiir
letztere Aminosduren konnten sie jedoch keine Aussage dariiber machen, ob nur eine
oder aber beide Aminosduren phosphoryliert werden. Um die Auswirkungen dieser in vi-
tro identifizierten Phosphorylierungsstellen auf die Aktivierung der A#CPKS nach Flg22-
Induktion zu testen, wurden die Aminosdureaustausche S8A, S8D und T98A/S100A vor-
genommen, die jeweiligen Proteine in Mesophyll-Protoplasten exprimiert und mit Flg22
behandelt.

Abb. 3.20 zeigt die Aktivierung der unterschiedlichen Konstrukte nach Induktion mit
200 nM Flg22. Beim WT-Protein war die Verdnderung des Bandenmusters nach der
Flg22-Behandlung gut zu erkennen, wohingegen das Bandenmuster der Kinase-inaktive
Form keine Verdnderung aufwies. Auch die T98A/S100A-Variante des Proteins zeigte
die vom WT-Protein bekannte Verdnderung des Bandenmusters. Im Gegensatz dazu war
fiir die S8A-Variante keine Induktion durch Flg22 zu verzeichnen und die S8D-Variante
wies mit und ohne Stressstimulus ein im Vergleich zum WT veridndertes Bandenmus-

ter auf. Hier war auch ohne Flg22-Stimulus keine nicht-phosphorylierte Bande mehr zu
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erkennen. Stattdessen ist neben der oben laufenden phosphorylierten Bande eine zusétz-

liche Bande zu sehen, die in keiner anderen Probe zu beobachten war.

CPK5
wt mut S8A S8D  T89A/S100A
kba - + - + - + -+ - + Flg22 (10 min)
70 mm
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a— -. ‘ - . <—CpKs
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Abbildung 3.20 Untersuchung zur Auswirkung von Autophosphorylierungsstellen in vi-
vo: Arabidopsis-Mesophyll-Protoplasten wurden mit AfCPK5 WT; der Kinase-inaktiven
Form (-mut) und den Phosphorylierungsmutanten S8A, S8D und T98A/S100A transfiziert.
Sechs Stunden nach Transfektion wurden die Zellen fiir 10 min mit 200 nM Flg22 behan-
delt. Die auf Nitrocellulose immobilisierten Strepll-markierten Proteine wurden mit HRP-
konjugiertem Strep-Tactin nachgewiesen.

Neben der Charakterisierung der in vitro identifizierten Phosphorylierungsstellen von
Hegeman et al. sollten auch Flg22-abhingige in vivo-Phosphorylierungen identifiziert
werden. Zu diesem Zweck wurden AfCPKS und die inaktive Kinase in Mesophyll-
Protoplasten exprimiert, 10 min mit 200 nM Flg22 behandelt und nach der Reinigung
des Proteins mittels Strep-Tactin und SDS-PAGE mit Trypsin verdaut. Die so erhaltenen
Peptide wurden anschlieBend in der AG Schulze (Max-Planck-Institut fiir Molekulare
Pflanzenphysiologie, Golm) mit LC-MS/MS-Analysen auf Phosphorylierungen unter-
sucht.

In Tabelle 3.1 sind die fiir A#\CPKS5 und ArCPKS5-mut identifizierten in vivo-Phosphory-
lierungsstellen aufgelistet. Mogliche, aber nicht eindeutig identifizierte Phosphorylierun-
gen sind durch klein geschriebene und eingeklammerte Buchstaben markiert. Eindeutig

identifizierte Phosphorylierungen sind durch (pS) kenntlich gemacht.

Tabelle 3.1 Identifizierte Phosphorylierungen von A#fCPKS nach Flg22-Behandlung

Protein  Peptidsequenz Anzahl (-P) Position
AfCPK5 TSTTNLS(s)N(s)DHSPNAADITAQEFSK 1 S34/S36
N(pS)LNI(pS)MR 2 S548; 8552
ArCPK5- TSTTNLS(s)N(s)DHSPNAADITAQEFSK 1 S34/836
mut N(pS)LNISMR 1 S548

Sowohl bei der aktiven, als auch in der inaktiven Kinase wurden zweimal die gleichen

Phosphopeptide gefunden. Allerdings wurden in einem Peptid (NSLNISMR) der aktiven
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Kinase zwei Phosphorylierungen nachgewiesen. Im Kinase-inaktiven Protein wurde nur
ein Serin dieses Peptides phosphoryliert. Die von Hegeman et al. identifizierten Phos-

phorylierungsstellen konnten in dieser Analyse nicht identifiziert werden.

3.5 Patho-physiologische Untersuchungen der
Atcpk6-Mutante

3.5.1 Infektion mit Pseudomonas syringae pv. tomato

Da fiir die AtCPKS keine knock-out-Mutanten vorlagen, wurden die phinotypischen
Analysen nur mit der Atcpk6-Mutante SALK_025460 durchgefiihrt.

Eine erhohte Anfilligkeit gegeniiber Pathogenen dufert sich bei Pflanzen durch das
verstirkte oder verfrithte Auftreten von Krankheitssymptomen wie Chlorosen und Ne-
krosen. Aus diesem Grund wurden die Azcpk6-Mutanten zunéchst einer phanotypischen
Analyse nach Pathogeninfektion im Vergleich zum Col-0 WT unterzogen.

Abb. 3.21 zeigt Blitter von fiinf Wochen alten Col-0 WT-Pflanzen und der Atcpk6-
Mutante vier Tage nach Infiltration mit dem virulenten Pseudomonas Stamm DC3000.
In beiden Linien sind die typischen, durch das Bakterium hervorgerufenen Chlorosen zu
erkennen. Ein signifikanter Unterschied in der Stirke und Auspriagung dieser Chlorosen

konnte nicht beobachtet werden.

Col-0 WT Atcpk6

Abbildung 3.21 Phénotypischer Vergleich der Atcpk6 Mutante mit dem Col-0 WT nach In-
fektion mit Pst DC3000: Die Blitter von 5 Wochen alten unter Kurztagbedingungen kulti-
vierten Pflanzen wurden mit 10° cfu/ml Bakterien infiltriert. Die Symptome wurden 4 Tage
nach Infektion dokumentiert.
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Ein weiterer Indikator fiir die Resistenz von Pflanzen gegeniiber bakteriellen Infek-
tionen ist, neben den sichtbaren Symptomen, das Bakterienwachstum in den Interzellu-
larrdumen der Blitter nach einer Infektion. Zur Untersuchung des Bakterienwachstums
konnen die Bakterien entweder mit einer Spritze direkt in die Interzellularen der Blitter
injiziert werden oder aber die Pflanzen werden mit einer Bakteriensuspension bespriiht
und die Bakterien gelangen tiber die Stomata in das Blattinnere.

Da zum Beispiel von der fls2-Mutante bekannt ist, dass sie nur nach bespriihen, aber
nicht nach Infiltration, eine erhohte Anfilligkeit gegeniiber Pseudomonas syringae pv.
tomato aufweist (Zipfel et al., 2004), wurden die Atcpk6-Mutanten sowohl durch Infil-
tration (Abb. 3.22 A) als auch durch Bespriihen (Abb. 3.22 B) infiziert.
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Abbildung 3.22 Bakterienwachstum von Pst DC3000, AvrRpml und hrcC in Afcpké6-
Mutanten im Vergleich zum Col-0 WT: Die Pflanzen wurden mit der entsprechenden
Bakteriensuspension (10* cfu/ml bei Infiltration und 10® cfu/ml beim Bespriihen) inoku-
liert. Direkt nach der Inokulation bzw. nach 1 bzw. 3 Tagen, wurden die Blitter geerntet, die
Bakterien aus den Blittern in Suspension gebracht und in Verdiinnungsreihen auf LB-Agar-
Platten ausplattiert. A) zeigt das Bakterienwachstum nach Infiltration und B) das Wachstum
der Bakterien in den bespriihten Pflanzen. Die Graphen zeigen den Mittelwert und + n >
6. Die gezeigte Abbildung ist Reprisentativ fiir A) 3 und B) 2 unabhingige Experimente.

In beiden Fillen ist deutlich zu erkennen, dass der pathogene Bakterienstamm DC3000

in der Lage war, sich in den Pflanzen zu vermehren. Im Gegensatz dazu zeigten der
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avirulente Stamm AvrRpml und der apathogene Stamm hrcC™ nur eine sehr begrenzte
(Abb. 3.22 A) bzw. gar keine Vermehrung (Abb. 3.22 B). In allen Fillen war jedoch
keine signifikante Verdnderung des Bakterienwachstums zwischen Col-0 WT und der

Atcpk6-Mutante zu sehen.

3.5.2 Infektion mit Alternaria brassicicola

Neben dem hemibiotrophen bakteriellen Pathogen Pseudomonas syringae pv. tomato
wurde auch der nekrotrophe Pilz Alternaria brassicicola fiir Infektionsversuche verwen-
det. Blitter des Col-0 WT und der Afcpk6-Mutante wurden mit einer Sporensuspension
des Pilzes betropft und nach einigen Tagen auf die Bildung von Chlorosen sowie Nekro-
sen untersucht.

Fiinf Tage nach der Infektion waren bei beiden Linien an den Applikationsstellen dun-
kel verfarbte Bereiche zu erkennen. Bei vielen Blittern hatten sich um diese dunklen
nekrotischen Stellen zusitzlich gelbe chlorotische Bereiche ausgebildet. Aber auch hier
war wiederum kein signifikanter Unterschied in der Ausbildung der Krankheitssympto-

me zwischen dem Col-0 WT und der Mutante auszumachen.

Col-0 WT Atcpk6

Abbildung 3.23 Phinotypischer Vergleich der Afcpk6-Mutante mit dem Col-0 WT nach In-
fektion mit Alternaria brassicicola: Blitter von fiinf Wochen unter Kurztagbedingungen
kultivierten Col-0 WT und Atcpk6-Pflanzen wurden durch das Auftropfen von 6-8 Tropfen
mit 5%¥10° Sporen/ml infiziert. Fiinf Tage nach der Infektion wurden die infizierten Blitter
abgeschnitten und dokumentiert.

3.5.3 Untersuchung der Calciumstrome nach Filg22-Behandlung in
Atcpk6-KO-Pflanzen

Fiir A1CPK1 konnte gezeigt werden, dass sie in der Lage ist, die Calciumpumpe AtACA2
zu phosphorylieren und somit zu inhibieren (Hwang et al., 2000). Dies lisst den Riick-
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schluss zu, dass CDPKSs nicht nur durch Calcium aktiviert werden, sondern, dass CDPKs
auch direkt an der Regulation der cytoplasmatischen Calciumkonzentration beteiligt sein
konnten.

Um zu testen, ob AtCPK6 einen Einfluss auf die cytoplasmatische Calciumkonzentrati-
on nach Flg22-Behandlung hat, wurden Azcpk6-KO-Pflanzen mit Pflanzen gekreuzt, die
das Calcium-bindende Photoprotein Aequorin aus Aequorea victoria unter der Kontrol-
le des 35S-Promoters exprimieren. Zusammen mit dem Ko-Faktor Coelenterazin, einem
Luciferin, emmitiert Aequorin nach Calciumbindung Licht, welches mit einem Lumino-
meter gemessen werden und aus dessen Intensitit die Calciumkonzentration errechnet
werden kann (Knight et al., 1991; Rentel und Knight, 2004). Die Messungen der cyto-
solischen Calciumkonzentrationen nach Flg22-Behandlung wurden am Leibniz-Institut
fiir Pflanzenbiochemie (IPB) in Halle durchgefiihrt.

Abb. 3.24 zeigt die Ergebnisse der Messung der cytosolischen Calciumkonzentrati-
on von sieben Tage alten Keimlingen aus drei unabhédngigen Kreuzungen, die mit 1uM
Flg22 behandelt wurden. Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede im Calcium-
muster zwischen den Afcpk6/Aequorin Linien #1, #6 und #21 und den Aequorin expri-
mierenden WT-Pflanzen. In allen Féllen war ein Anstieg der cytosolischen Calciumkon-
zentration innerhalb der ersten Minute zu erkennen und auch der Abfall der Calciumkon-

zentration in den Zellen war in allen Linien vergleichbar.

0,30+

— Aeqorin WT
{ — cpk6 #1
— cpk6 #6

cpk6 #21

0,00

Zeit (min.)

Abbildung 3.24 Messung der cytosolischen Calciumkonzentration in Afcpk6-KO-Pflanzen
nach Flg22-Behandlung: Sieben Tage alte Keimlinge wurden mit 1 uM Flg22 behandelt.
Die Calciumkonzentration wurde aus der relativen Aequorin-Lumineszenz errechnet. Die
Werte zeigen den Mittelwert und £ SD aus n > 10
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3.6 Phanotyische Analyse 35S:AtCPK5-YFP exprimierender
Pflanzen

Fiir die subzelluldre Proteinlokalisation (Kap. 3.3) wurden transgene Pflanzen generiert,
die ein Fusionskonstrukt von AtCPK5 und dem YFP-Gen unter der Kontrolle des kon-
stitutiv aktiven 35S-Promoters exprimieren. Diese transgenen Pflanzen zeigten im Ver-
gleich zum WT allerdings makroskopische Verinderungen. Das Wachstum der AfCPKS5-
YFP exprimierenden Pflanzen war besonders in der Linie #2, und in geringerem Malle
in der Linie #7, reduziert (Abb. 3.26 A, 3.27 A, 3.28 A) und die Blitter wiesen chloroti-
sche und nekrotische Bereiche an den Blattrindern auf, die mit steigendem Alter stirker
wurden (Abb. 3.25).

Col-0 35S::CPK5-YFP #7

Abbildung 3.25 Phénotyp 35S:4¢CPKS-YFP exprimierender Pflanzen: Vergleich von unbe-
handelten Blittern vom Col-0 WT und 35S:A#CPKS5-YFP exprimierender Pflanzen. Die
Pfeile markieren die chlorotischen und spiter nekrotischen Bereiche an den Blattrindern
der transgenen Pflanzen.

3.6.1 Markergenanalysen 35S:AtCPK5-YFP exprimierender Pflanzen

Aufgrund des beobachteten Phinotyps wurden diese Pflanzen einer genaueren Analyse
unterzogen. Zuerst wurde mittels RT-PCR die Expression von verschiedenen pathogen-
induzierten Markergenen in unbehandelten Pflanzen analysiert (Abb. 3.26). Bei den zwei
untersuchten AfCPKS5-YFP exprimierenden Linien #2 und #7 wurde in allen Pflanzen
ein AfCPKS-YFP spezifisches PCR-Produkt nachgewiesen. Die Stirke des Phénotyps
korrelierte jedoch nicht mit der Stirke der Expression des YFP-Konstruktes und auch
die Expression der endogenen AtCPK5 wurde durch das Transgen nicht verdndert. Im
Vergleich zum WT konnte sowohl fiir FRK/ als auch fiir die Phytohormon-Markergene
PRI, ICS1 (Salicylsdure) und PR4 (Ethylen), eine zum Teil stark erhohte Expression in
den transgenen Linien beobachtet werden. Im Gegensatz dazu blieb die Expression der

Jasmonsédure-Markergene LOX3 und VSP2 nahezu unverindert.
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355::AtCPK5-YFP #2
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Abbildung 3.26 Phinotyp und RT-PCR-Analyse von AfCPK5-YFP exprimierenden Pflan-
zen: A) zeigt die fiir die RT-PCR-Analyse verwendeten drei Wochen unter Kurztagbedin-
gungen kultivierten Pflanzen. Je sechs Pflanzen der AfCPK5-YFP exprimierenden Linien
wurden entsprechend der Wachstumsverzogerung angeordnet. 1 = sehr starke Ausprigung
bis 6 = geringste Auspragung. B) RT-PCR-Analyse der in A) gezeigten Pflanzen. Das kom-
plette griilne Gewebe wurde in fliissigem N, eingefroren und mit einer Schwing-Miihle zer-
kleinert. Die RNA wurde mittels TRIsure (Bioline) extrahiert und mit M-MLV reverser
Transkriptase in cDNA umgeschrieben. Es folgten die PCR-Reaktionen zur Amplifikation
der Markergene. Alle in A) gezeigten Bilder wurden mit derselben VergroBerung aufge-
nommen.
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3.6.2 Proteinexpression

Um zu testen, ob nicht nur die transgene mRNA sondern auch das AtCPKS5-YFP-
Fusionsprotein nachzuweisen ist, wurden ein Gesamt-Proteinextrakt aus zwei Col-0 WT
bzw. je drei Pflanzen der AtfCPKS5-YFP exprimierenden Linien #2 und #7 (Abb. 3.27 A)
hergestellt und auf einem SDS-Gel aufgetrennt. Nach Immobilisierung der Proteine auf
Nitrocellulose wurden die mit YFP fusionierten Proteine mit einem YFP-spezifischen
Antikorper nachgewiesen (Abb. 3.27 B).

" g
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Abbildung 3.27 YFP-spezifischer Proteinnachweis der AfCPKS-YFP exprimierenden
Pflanzen: A) zeigt die fiir den Proteinnachweis verwendeten vier Wochen alten, unter Kurz-
tagbedingungen kultivierten Pflanzen. B) Western Blot mit YFP-spezifischem Antikorper
nach SDS-PAGE und Immobilisierung der Proteine auf Nitrocellulose. Das YFP-markierte
Protein ist im oberen Teil gezeigt. Im unteren Teil ist die Ponceau-S gefirbte RuBisCo als
Ladungskontrolle dargestellt. Alle in A) gezeigten Bilder wurden mit derselben Vergrof3e-
rung aufgenommen
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Bei allen Pflanzen der Linien #2 und #7 konnte das Fusionsprotein nachgewiesen wer-
den (Abb. 3.27) und auch hier war die schon aus den transienten Expressionen bekannte
Doppelbande fiir ArfCPKS zu beobachten. Aber auch hier konnte, wie bei der Expressi-
onsanalyse, keine Korrelation zwischen Phénotyp und Expressionsstirke nachgewiesen

werden.

3.6.3 Infektion mit Pseudomonas syringae pv. tomato

Aufgrund der beobachteten erhthten Expression von pathogen-induzierten Markergenen
(Abb. 3.26) wurde die Anfilligkeit der Af{CPKS5-YFP exprimierenden Pflanzen gegen-
tiber Pst DC3000 getestet. Zu diesem Zweck wurden Col-0 WT und ArCPKS-YFP #7
Pflanzen mit 2*10® cfu/ml Pst DC3000 und Pst hrcC™ bespriiht und die Entwicklung der
Symptome beobachtet (Abb. 3.28).

Pst hrcC” Pst DC3000
Col-0 CPK5-YFP #7 Col-0 CPK5-YFP #7

vor Infektion

5 Tage nach
Infektion

Abbildung 3.28 Phianotypischer Vergleich der A#CPKS-YFP exprimierenden Pflanzen mit
Col-0 WT nach Infektion mit Ps¢t DC3000 und hrcC: Col-0 WT und A7CPKS5-YFP expri-
mierenden Pflanzen wurden mit 2*10% cfu/ml Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000
bzw. hrcC" bespriiht. Fiinf Tage nach Infektion wurde die Ausbildung der Symptome doku-
mentiert.

Auffillig ist das verstirkte Auftreten von chlorotischen Bereichen bei den ArCPKS-

YFP exprimierenden Pflanzen, die mit dem apathogenen Stamm hrcC™ bespriiht wurden.
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Die Col-0 WT-Pflanzen zeigten dagegen keine duBlerlich sichtbare Reaktion auf diesen
Bakterienstamm.

Im Gegensatz dazu zeigten die Col-0 WT-Pflanzen, die mit dem pathogenen Bakteri-
enstamm DC3000 bespriiht wurden, fiinf Tage nach Infektion eine stirke Bildung von
Chlorosen als die AtfCPKS5-YFP exprimierenden Pflanzen.
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4 Diskussion

Pflanzen sind in freier Natur stindig von potentiellen Pathogenen umgeben. Im Laufe
der Evolution haben sie ein effektives Abwehrsystem gegen phytopathogene Organismen
entwickelt, das erstaunliche Parallelen zum tierischen Immunsystem aufweist (Niirnber-
ger und Kemmerling, 2006; Zipfel, 2008). Neben der Erkennung einer Infektion durch
extra- und intrazelluldre Rezeptoren, ist auch die intrazelluldre Signaltransduktion eine
sehr wichtige Komponente bei der erfolgreichen Pathogenabwehr. Calcium spielt hierbei
eine wichtige, aber noch wenig verstandene Rolle (Aslam et al., 2008; Lecourieux et al.,
2006). Insbesondere die Komponenten der Signalkaskaden, welche die pathogenspezifi-
schen Calciumsignale perzipieren, sind bislang unbekannt.

Eine der groBten Gruppe von Calcium-perzipierenden Proteinen in Pflanzen sind
die Calcium-abhingigen Protein-Kinasen (CDPK). Sie werden, neben dem CBL-CIPK
Netzwerk, als wichtigste Komponenten in der Calcium-abhingigen Signaltransduktion
diskutiert (Harper und Harmon, 2005). Fiir CDPK2 und CDPK3 aus Nicotiana tabacum
konnte bereits eine Funktion bei der R-Gen-vermittelten Pathogenabwehr nachgewiesen
werden (Romeis et al., 2000; Romeis et al., 2001). Weiterhin konnte gezeigt werden,
dass die Expression von konstitutiv aktiven Varianten von HvCDPK3 und HvCDPK4 an
der Auspriagung der Resistenz gegeniiber dem biotrophen Pilz Blumeria graminis f. sp.
hordei beteiligt sind (Freymark et al., 2007). Dariiber hinaus fiihrt die Expression der
konstitutiv aktiven Varianten von N*CDPK?2 und HvCDPK4 in N. benthamiana-Blittern
zu einem Kinase-abhiéngigen Zelltod (Romeis et al., 2001; Freymark et al., 2007).

In Voruntersuchungen zu dieser Arbeit wurde dieser Effekt genutzt, um CDPKs
aus Arabidopsis thaliana zu identifizieren, die potentiell an der Pathogen-induzierten,
Calcium-abhéngigen Signaltransduktion beteiligt sind. Insgesamt wurden 12 CPKs aus
allen vier Unterfamilien getestet. Nur bei drei der getesteten Arabidopsis-CPKs fiihrte
die Expression zu vergleichbaren Zelltodereignissen wie nach Expression der NfCDPK2.
Bei diesen Kinasen handelte es sich um AfCPK1 und um die in dieser Arbeit untersuch-
ten AtCPKS5 und AtCPK6 (Komander und Romeis, unveroffentlicht).
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4.1 Expression und Lokalisierung von AtCPK5 und AtCPK6

4.1.1 Gewebespezifische Expression

Fiir die Analyse der gewebespezifischen Expression der in dieser Arbeit untersuchten
Kinasen AtCPKS5 und ArCPK6, wurden einerseits Microarray-Analysen aus der Gene-
vestigator-Datenbank herangezogen (Abb. 3.2), als auch transgene Arabidopsis-Pflanzen
genutzt, die das Reportergen beta-Glucuronidase (GUS) unter der Kontrolle des jeweili-
gen CPK-Promoters exprimierten (Abb. 3.3, 3.4).

Im Falle der AtCPK5-Expression sind die Ergebnisse beider Analysen vergleichbar.
Das Gen wird iiber den gesamten Entwicklungszeitraum und in nahezu allen Organen
exprimiert. Im Gegensatz dazu zeigt der Vergleich der Microarray-Daten und der GUS-
Farbung fiir die Expression der AtCPK6 deutliche Differenzen. Laut den Microarray-
Daten wird AtCPK6 sehr stark wihrend der Keimung in den Kotyledonen und dem Hy-
pocotyl exprimiert. Demgegeniiber stehen die Daten der GUS-geférbten Pflanzen: In 4
Tage alten Keimlingen ist hier nur eine GUS-Expression in der Wurzel, aber nicht in den
oberirdischen Pflanzenteilen, zu erkennen (Abb. 3.4 A). Die Expression bleibt auch wih-
rend der weiteren Entwicklung im wesentlichen auf die Wurzeln beschrinkt, auch wenn
mit fortschreitendem Alter eine GUS-Expression in den Leitgeweben und Hydathoden
der Blitter zu erkennen ist (Abb. 3.4 B-H).

Diese Diskrepanz zwischen den Microarray-Daten und der GUS-Férbung liegt sehr
wahrscheinlich an der Art der Datenverarbeitung bei der Darstellung der Microarray-
Daten. Die Metaanalysen des Genevestigator-Projektes verwenden fiir diese Darstellung
nicht nur Daten aus Experimenten, welche die Untersuchung der gewebespezifischen
Expression zum Ziel haben, sondern auch Daten aus Stressexperimenten. Zudem kann
es bei sehr schwachen Expressionen in einzelnen Geweben, wie es fiir die AfCPK6 in
griinem Gewebe der Fall ist, zu sehr grolen Schwankungen kommen, die die Daten in
einer Metaanalyse verfdlschen konnen.

Ubereinstimmend mit Mori et al. (2006) und Yang et al. (2008) konnte auch in dieser
Arbeit eine Expression von AfCPK5 und AtCPK®6 in SchlieBzellen nachgewiesen werden
(Daten nicht gezeigt).

Die sehr starken Unterschiede in den Expressionsmustern der in dieser Arbeit unter-
suchten Gene und die sehr groe Homologie dieser Genprodukte zueinander lassen ver-
muten, dass beide Proteine dhnliche Funktionen in der Pathogenabwehr ausiiben, aber
hauptséchlich in unterschiedlichen Geweben. Denn Pflanzen sind nicht nur iiberirdisch

lebenden Pathogenen ausgesetzt. Auch in der Erde lebt eine Vielzahl von Bakterien, Pil-
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zen und Nematoden, die pflanzliches Gewebe als Nahrung nutzen. Daher besitzen Pflan-
zen auch in der Wurzel sowohl die notigen Rezeptoren fiir die Erkennung der Pathogene
als auch die entsprechenden Signaltransduktionskomponenten um einen Pathogenbefall
abwehren zu konnen. Der Flagellin-Rezeptor FLS2 wird Beispielsweise in nahezu allen
Pflanzenteilen, auch in der Wurzel, exprimiert (Robatzek et al., 2006).

Gomez-Gomez et al. konnten 1999 zeigen, dass hohe Konzentrationen von Flg22 das
Wachstum von Col-0 WT-Pflanzen in Fliissigkultur stark hemmen. Erste vorldufige Un-
tersuchungen an Atcpk6-Mutanten zeigten jedoch keinen Unterschied im Wachstum im
Vergleich zum WT in Anwesenheit von Flg22. Erst die Doppelmutation von Atcpk6
mit den fiir die Pathogenabwehr wichtigen MAP-Kinasen Armpk3 bzw. Atmpk6 zeig-
ten schwache verdnderte Flg22-abhingige wachstumsinhibitorische Effekte (Dubiella
und Romeis, unveroffentlicht). Dies konnte bedeuten, dass AtCPK6 und eventuell auch
ArCPKS5 die von Asai et al. (2002) diskutierte, parallel zu den MAP-Kinasen verlaufende,
Calcium-abhéngige Signalkomponente darstellen.

Weiterhin ist interessant zu untersuchen, in wie weit sich AfCPKS5 und ArCPKa®6 iiber-
exprimierende Pflanzen in diesem Test verhalten. Auch die Kreuzungen der CPK {iber-
exprimierenden Pflanzen mit den Atmpk3- und Atmpk6-Mutanten sollten in diesen Test

mit einbezogen werden.

4.1.2 Subzellulédre Lokalisierung

Beide in dieser Arbeit untersuchten Kinasen zeigen eine dhnliche subzellulidre Lokalisa-
tion (Abb. 3.7, Abb. 3.8). Nach Plasmolyse von Epidermiszellen sind fiir beide Kinasen
Hecht’sche-Féden sichtbar, die fiir eine Plasmamembranlokalisierung sprechen. Ein ge-
wisser Anteil des Proteins ist aber in beiden Fillen auch im Cytoplasma zu finden. Dies
zeigt sich dadurch, dass in den Protoplasten neben der Plasmamembran auch die Be-
reiche um die Chloroplasten ein YFP-Signal aufweisen (Abb. 3.7 A, Abb. 3.8 A). Die
cytoplasmatische Lokalisierung von AtCPK6-YFP zeigt sich auch nach transienter Ex-
pression in N. benthamiana (Abb. 3.8 B). Hier kann man neben den Cytoplasmastréingen
auch ein starkes YFP-Signal am Zellkern erkennen.

Diese Daten fiir Ar*CPK6 decken sich mit denen von Benetka et al. (Benetka et al.,
2008). Neben drei weiteren CDPKs aus Arabidopsis untersuchten sie auch die subzel-
luldre Lokalisation der AfCPK6 mit YFP-Fusionsproteinen nach transienter Expression
in Arabidopsis-Protoplasten und Blittern von N. benthamiana. Auch in dieser Untersu-
chung wurde eine Plasmamembranlokalisierung fiir A7*CPK6-YFP sowohl in den Proto-

plasten als auch in N. benthamiana Epidermiszellen nachgewiesen. Weiterhin konnten
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Benetka et al. auch eine kernassoziierte Lokalisierung fiir Af*CPK6-YFP nach Expres-
sion in N. benthamiana-Blittern zeigen, die in den Arabidopsis-Protoplasten nicht zu
erkennen war.

Dies konnte damit zusammenhéngen, dass die Expression der YFP-Fusionsproteine
sowohl in dieser Arbeit, als auch in der Untersuchung von Benetka et al., durch den sehr
starken und konstitutiv aktiven Promoter 35S des Blumenkohl-Mosaik-Virus gesteuert
wurde. Hinzu kommt, dass die Lokalisierung der Proteine in Arabidopsis-Protoplasten
und N. benthamiana-Blittern zu unterschiedlichen Zeitpunkten betrachtet wurde. Bei der
Expression in Protoplasten wurden die Zellen spitestens einen Tag nach der Transfektion
untersucht. Die Lokalisierung in den N. benthamiana-Blittern erfolgte jedoch 2-3 Tage
nach Infiltration der Agrobakterien. Dies konnte dazu fithren, dass in den N. benthamia-
na-Blittern liber die Zeit zu viel Protein exprimiert wurde, um eine korrekte Lokalisation
zu ermoglichen. Es ist daher gut moglich, dass die in den N. benthamiana-Blittern zu er-
kennende kernassoziierte Lokalisierung ein Artefakt darstellt.

Ein Proteinabbau nach Flg22-Stimulus, wie er von FLS2 bekannt ist (Robatzek et al.,
2006), konnte weder fiir Af*CPK5-YFP noch fiir Ar*CPK6-YFP beobachtet werden. Dar-
iber hinaus war auch keine Relokalisierung der beiden Proteine nach Behandlung mit
Flg22 zu erkennen (Daten nicht gezeigt). Doch auch hier ist es denkbar, dass die sehr
starke Expression auf Grund des 35S-Promoters eine Verdnderung der Proteinlokalisie-
rung oder Menge verdeckt. Die Expression der YFP-Fusionsproteine unter der Kontrolle
der nativen Promotoren konnte eventuell doch vorhandene Veridnderungen sichtbar ma-

chen.

4.1.3 Pathogen-induzierte Expression

Viele an der Pathogenabwehr beteiligten Gene zeigen eine nach Pathogenbefall erhohte
Expression (Navarro et al., 2004). Dies wird als positive Riickkopplung diskutiert, die
dazu beitragen soll, die Anwesenheit von Pathogenen effektiver wahrzunehmen und die
Signale schneller weiterleiten zu konnen (Zipfel et al., 2004; Sanabria et al., 2008). Die
Expressionsanalysen dieser Arbeit, beziiglich der Expression von AtCPKS5 und AtCPK6
zeigen ein uneinheitliches Bild (Abb. 3.5, Abb. 3.6). Beide Gene zeigen keine signi-
fikante Induktion der Genexpression nach Infiltration des virulenten Bakteriums Pseu-
domonas syringae pv. tomato DC3000 bzw. des apathogenen Stamms Pst hrcC" iiber
einen Zeitraum von insgesamt 30h nach Infektion (Abb. 3.5). Hierbei handelte es sich
jedoch lediglich um semi-quantitative RT-PCRs mit denen nur geringe Anderungen des

Expression nicht nachgewiesen werden konnen. Fiir eine genauere Analyse bieten sich
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quantitative Real-Time PCR-Analysen an, da diese wesentlich sensitiver sind.

Nach Auswertung der Genevestigator-Daten zeigt sich fir AfCPK5 auch nach Be-
handlung mit den allgemeinen Elizitoren Flg22, HrpZ, LPS und NPP1 ebenfalls keine
Verinderung der Genexpression im Vergleich zu den Kontrollen (Abb. 3.6). Im Gegen-
satz dazu ist fiir ArtCPK6, 4h nach Infiltration von Flg22 und HrpZ, eine ca. zwei bis
dreifache Induktion der Genexpression zu beobachten (Abb. 3.6). Hierbei ist allerdings
anzumerken, dass bei Microarray-Experimenten eine zweifache Induktion der Expres-
sion die unterste Grenze darstellt, ab der man eine Induktion als signifikant bezeichnen
kann. Insofern muss, auch bei Beriicksichtigung der Standardabweichung, diese Induk-
tion der Genexpression von AfCPK6 durch Fig22 und HrpZ vorsichtig bewertet werden.
Zudem wurde in gewisser Weise die Flg22-Elizitierung mit dem Bakterienstamm Ps?
hrcC™ im RT-PCR-Experiment nachgestellt. Diese Bakterien sind nicht mehr in der La-
ge, ein funktionsfihiges Typ-III-Sekretionssystem auszubilden, so dass hier kein Trans-
fer von Effektor-Proteinen moglich ist, die eine Abwehrreaktion unterdriicken kdnnten
(Kloek et al., 2000). Dennoch besitzen diese Bakterien immer noch ein Flagellum mit
dem Flg22-Peptid, das von FLS2 erkannt wird und eine Induktion der Expression im
RT-PCR Experiment hitte auslosen konnen.

Der virulente Bakterienstamm DC3000 kann mit seinem funktionsfihigem Typ-III-
Sekretionssystem den HrpZ-Elizitor sekretieren, doch ist auch hier keine signifikante
Induktion der Expression im RT-PCR-Experiment zu erkennen (Abb. 3.5). In diesem
Fall konnten allerdings andere bakterielle Effektoren einer potentiellen Anderung der
Transkriptmenge entgegen wirken.

Eine Induktion der AtCPK5- und AtCPK6-Expression ist aber auch nicht zwingend zu
erwarten. Das Flg22-spezifische Calciumsignal erreicht sein Maximum schon nach fiinf
Minuten und féllt dann innerhalb der nichsten zehn Minuten wieder auf sein Basalwert
zuriick (Abb. 3.24). Aufgrund dieser kurzen Zeitspanne miissen die primiren Calcium-
sensoren schon von vornherein vorhanden sein. Dariiber hinaus konnte kein Proteinabbau
der untersuchten CPKs nach Elizitierung beobachtet werden (Daten nicht gezeigt), wie
dies zum Beispiel bei FLS2 nach Flg22-Bindung der Fall ist (Robatzek et al., 2006), und
eine Neusynthese des Proteins ntig macht.
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4.2 Patho-physiologische Untersuchungen der
Atcpk6-Mutanten

Obwohl fiir AtCPK6 keine starke Expression in den iiberirdischen Geweben nachzu-
weisen war (Abb. 3.4), war es dennoch sinnvoll patho-physiologische Untersuchun-
gen an Atcpk6-Mutanten durchzufiihren. Mori et al. konnten 2006 zeigen, dass die
Abscisinsdure- (ABA) und Calcium-abhiingige SchlieBung der Stomata in einer At-
cpk6/Atcpk3-Doppelmutante beeintriachtigt war. Das Phytohormon ABA wurde bis vor
kurzem hauptséchlich mit der Regulation von abiotischen Stressantworten in Verbindung
gebracht (Christmann et al., 2006; Song et al., 2008). Neuere Untersuchungen legen
aber nahe, dass ABA neben der Regulation von abiotischen Stressantworten, auch an der
Steuerung von Pathogen-induzierten Prozessen beteiligt ist (Mauch-Mani und Mauch,
2005; Asselbergh et al., 2008; Ton et al., 2009). Dariiber hinaus wurde nachgewiesen,
dass Pflanzen die Stomata aktiv schlieBen, nachdem sie eine Infektion erkannt haben
und dass diese Reaktion sowohl ABA- als auch Salicylsdure (SA)-abhéngig ist (Melotto
et al., 2008).

Die T-DNA-Insertion innerhalb von AtCPK6 hatte jedoch weder einen Einfluss auf
das Krankheitsbild und das Wachstum von Pseudomonas syringae Bakterien (Abb. 3.21,
Abb. 3.22) noch auf das Wachstum des nekrotrophen Pilzes Alternaria brassicicola
(Abb. 3.23).

Fiir die Analyse der Flg22-abhingigen Anderung der cytosolischen Calciumkonzentra-
tion wurden Atcpk6-Mutanten mit Pflanzen gekreuzt, die das Calcium-sensitive Photo-
protein Aequorin unter der Kontrolle des 35S-Promoters exprimieren. Diese Experimen-
te zeigten jedoch keinen signifikanten Unterschied der cytosolischen Calciumkonzentra-
tionen zwischen der Mutante und dem Col-0 WT (Abb. 3.24).

Vor dem Hintergrund der Redundanz von Proteinen innerhalb einer groffen Protein-
familie und in Anbetracht der Resultate von Mori et al. (2006) ist es sicherlich ange-
bracht, auch die Atcpk3/Atcpk6-Doppelmutante patho-physiologischen Tests zu unter-
ziehen. Dariiber hinaus konnten auch AtCPK6 Uberexpressionslinien hilfreich sein, eine
mogliche in vivo-Funktion dieser Kinase bei der Pathogenabwehr zu beschreiben. Zur
Zeit werden diese Uberexpressionslinien auf die Expression des Transgens getestet und
selektiert.

Neben der Atcpk6-Mutante wire es wiinschenswert gewesen auch eine Afcpk5-
Mutante patho-physiologisch testen zu konnen. Allerdings sind weder bei T-DNA Ex-
press (http://signal.salk.edu/cgi-bin/tdnaexpress), noch iiber das GABI-KAT Projekt (Li
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et al., 2007) T-DNA-Insertionslinien fiir A7CPK5 in den Datenbanken zu finden. Die
anschliefende Suche nach potentiellen Stopp-Codon Mutationen der im Rahmen des
Tilling-Projektes identifizierten Afcpk5-Mutationen war fiir eine Linie erfolgreich. Bis-
lang ist es jedoch nicht gelungen eine homozygote Afcpk5-Pflanze dieser Linie zu selek-

tieren.

4.3 Biochemische Aktivierung nach Elizitierung

Zu Beginn dieser Arbeit wurde versucht die biochemische Charakterisierung mit transi-
ent in N. benthamiana exprimiertem Protein durchzufiihren. Nach gelelekrophoretischer
Auftrennung der Kinase-aktiven CPKS war in allen Proben eine Doppelbande zu beob-
achten, doch es gab keine Veridnderung des Bandenmusters nach Elizitierung mit Flg22
(Abb. 3.9 A, Abb. 3.10). Des Weiteren konnte keine Induktion der Aktivitdt nachgewie-
sen werden, da die Proteine auch ohne Elizitierung eine sehr starke Aktivitit aufwiesen
(Abb. 3.9 B, Abb. 3.10).

Der Grund fiir diese Beobachtungen konnte an der Methode der Proteinexpression
selbst liegen. Fiir die transiente Expression in N. benthamiana werden die Blatter mit
Agrobakterien infiltriert, die das zu exprimierende Transgen in die Blattzellen einschleu-
sen. Diese Bakterien verbleiben bis zur Ernte und Proteinreinigung in den Bléttern und
besitzen natiirlich auch diverse PAMPs, die zu Abwehrreaktionen fithren konnen. Daher
war es fiir die Aktivierung der AtCPKS irrelevant, ob nachtriglich noch eine Elizitierung
erfolgte oder nicht.

Aus diesem Grund wurde das transiente Expressionssystem in Arabidopsis Mesophyll-
Protoplasten (Yoo et al., 2007) im Labor etabliert. Bei diesem System wird die zu expri-
mierende DNA direkt in die Mesophyll-Zellen transfiziert und somit die Nutzung von
Bakterien umgangen. Dariiber hinaus kann es auch von Vorteil sein, dass es sich bei der
hier durchgefiihrten Untersuchung der Arabidopsis-Proteine AtCPKS bzw. AtCPK6 um
ein homologes Expressionssystem handelt, im Gegensatz zum heterologen System der
Expression in N. benthamiana.

Bei der transienten Expression in Arabidopsis Mesophyll-Protoplasten ist es wichtig,
eine moglichst grole Transfektionseffizienz zu erreichen, nicht nur um moglichst grofle
Proteinmengen zu erhalten, sondern auch, um eventuell auftretende Effekte, die durch
das Transgen verursacht werden, detektieren zu konnen. Im Laufe dieser Arbeit wurden
nach einigen Etablierungsversuchen und Anpassungen routineméfig hohe Transfekti-

onsraten von 70-80% erzielt (Abb. 3.11), was eine ausreichend hohe Transfektionsrate
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darstellt.

Nach Expression von AfCPKS und ArCPK6 und Behandlung mit Flg22 zeigte sich
eine Verdanderung des Laufverhaltens im SDS-Gel von AtCPKS im Vergleich zur nicht
behandelten Probe. Im Fall der A*CPK6 war nur eine sehr schwache und fiir AfCPK21
war keine Anderung zu den nicht behandelten Proben zu erkennen (Abb. 3.12). Fiir ande-
re Kinasen und auch fiir die Nr*CDPK?2 ist dieser Effekt bereits beschrieben worden und
wird durch Phosphorylierungen verursacht (Romeis et al., 2000; Peck, 2006). Da Phos-
phorylierungen nicht die notige Masse haben, um eine solche Verschiebung des Proteins
um mehrere Kilodalton zu verursachen, wird angenommen, dass eine Phosphorylierung,
abhingig von der Ladung der umliegenden Aminosduren, die SDS-Hiille, welche die
Proteine bei der SDS-PAGE einschlieB3t, derart verdndert, dass sie langsamer durch das
Gel laufen (Peck, 2006). Dariiber hinaus konnen auch andere post-translationale Modifi-
kationen zu einem veridnderten Laufverhalten fiithren (Peck, 2006).

Um nachzuweisen, dass es sich bei der fiir die AfCPKS beobachteten Modifikation um
Phosphorylierungen handelt, wurde das Protein in Mesophyll-Protoplasten exprimiert,
mittels Affinitdtschromatographie gereinigt und in-vitro mit einer Phosphatase inkubiert
(Abb. 3.13). Nur in den Proben in denen keine Phosphatase eingesetzt wurde, kann die
Doppelbande erkannt werden. Weiterhin ist auffillig, dass diese Verschiebung der Ban-
den nur beim Kinase-aktiven Protein zu sehen ist und nicht bei der Kinase-inaktiven
Mutante. Dies ldsst auf eine oder mehrere Autophosphorylierungen schlieen (siehe auch
Abschnitt 4.4).

Obwohl fiir AyCPK6 nur eine sehr schwache Verdnderung des Laufverhaltens beobach-
tet werden konnte, kann hier eine Phosphorylierung nicht ausgeschlossen werden, denn
viele Phosphorylierungen manifestieren sich nicht unbedingt in der oben beschriebenen
Weise (Peck, 20006).

Da Calcium ein wichtiger sekundirer Botenstoff in einer Vielzahl von verschiedenen
Reaktionen ist, musste ausgeschlossen werden, dass es sich bei der Aktivierung der
AtCPKS nach der Behandlung mit Flg22 um einen methodisch bedingten Nebeneffekt
handelt. Zu diesem Zweck wurden, parallel zu den Col-0 WT-Protoplasten, auch Zel-
len von fls2- und bakl-3-Mutanten transfiziert und mit Flg22 behandelt (Abb. 3.16). In
den fls2-Mutanten war keine Aktivierung der Kinase nach Flg22-Applikation zu erken-
nen. Dies zeigt, dass die Aktivierung der AtCPKS Flg22-spezifisch und FLS2-abhéngig
ist. Da FLS2 aber nicht allein an der Flagellin-abhéngigen Signaltransduktion beteiligt
ist, sondern weiterhin den Ko-Rezeptor BAK1 bendtigt, wurden auch die transfizierten
Zellen der bakl-3 Mutante mit Flg22 behandelt. Auch hier ist eine keine signifikante
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Aktivierung der AfCPKS5 zu erkennen.

Da neben Flagellin auch andere PAMPs eine Verdnderung der Calciumkonzentration
im Zellinneren verursachen (Aslam et al., 2008), wurde auch der bakterielle Elongati-
onsfaktor Tu (EF-Tu) daraufhin getestet, AfCPKS5 zu aktivieren. Analog zu Flagellin und
Flg22 wurde auch fiir EF-Tu eine Peptidsequenz identifiziert, die in der Lage ist, pflanz-
liche Abwehrreaktionen auszuldsen (Zipfel et al., 2006). Dieses 18 Aminosédure lange
Peptid (EIf18) bindet an das als EFR (EF-Tu Rezeptor) bezeichnete Protein (Zipfel et al.,
2006), das ebenfalls, wie FLS2, mit BAKI1 interagiert (Chinchilla et al., 2007). Nach
Behandlung der transfizierten Zellen konnte eine Aktivierung der A#fCPKS in Col-0 WT-
und fls2-Zellen beobachtet werden, jedoch nicht in den bakl-3-Mutanten (Abb. 3.16).
Auch dieses Ergebnis deutet auf eine Elf18-spezifische und EFR/BAK1-abhingige Re-
aktion hin.

Fiir NtCDPK2 konnte gezeigt werden, dass eine Phosphorylierung der CDPK mit ei-
ner erhohten Kinaseaktivitdt einhergeht (Romeis et al., 2001). Auch bei AtCPKS und
AtCPKG6 ist eine erhohte Kinaseaktivitdt nach Flg22-Behandlung zu erkennen, die im
Fall der Ar*CPK5 mit dem verdnderten Bandenmuster korreliert (Abb. 3.14). Nach Ex-
pression in Mesophyll-Protoplasten bleibt AfCPKS fiir mindestens eine Stunde nach
Flg22-Behandlung im aktivierten Zustand (Abb. 3.15). Bedenkt man allerdings, wie kurz
das Calciumsignal nach Flg22-Behandlung in Keimlingen ist (Abb. 3.24), so stellt sich
die Frage, wieso das Protein iiber einen so langen Zeitraum im aktiven Zustand bleibt.
In transgenen FLS2-YFP-exprimierenden Pflanzen konnte beobachtet werden, dass der
Flagellin-Rezeptor nach Bindung des Liganden in Vesikel internalisiert und abgebaut
wird (Robatzek et al., 2006). Im Gegensatz dazu wird berichtet, dass dieser Effekt in
Protoplasten nicht zu beobachten ist (Ali et al., 2007). Es ist daher denkbar, dass durch
die fehlende Internalisierung und den dadurch verhinderten Abbau von FLS2 in den Pro-
toplasten keine Abschaltung des Signals mehr erfolgen kann. Somit wird auch das Cal-
ciumsignal immer weiter aufrechterhalten, oder immer wieder von neuem aufgebaut und
dadurch AtCPKS aktiviert. Es besteht jedoch auch die Moglichkeit, dass ein Calcium-
Impuls nur fiir die initiale Aktivierung des Proteins notig ist, aber nicht fiir die Aufrecht-

erhaltung der Kinaseaktivitit.

4.3.1 Auswirkung konstitutiv aktiver CPKs

Aufgrund der Tatsache, dass die in dieser Arbeit untersuchten Calcium-abhingigen
Protein-Kinasen AtCPKS5 und AtCPK®6 in ihrer verkiirzten konstitutiv aktiven Form (VK)

nach Expression in N. benthamiana HR-dhnliche Zelltod-Symptome auslosen, wurde
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auch die Auswirkung dieser konstitutiv aktiven Kinasen auf transfizierte Col-0 WT-
Protoplasten untersucht.

Auffillig bei der Expression dieser VK-Varianten ist, dass die Proteinmenge im Ver-
gleich zu dem Vollldngen-Protein zum Teil so gering war, dass die Proteine nur schwer
nachweisbar waren (Daten nicht gezeigt), obwohl bei allen Transfektionen die gleiche
Anzahl an Zellen und die gleiche Menge DNA eingesetzt wurde.

Trotz dieser geringen Proteinmengen fiihrte die Expression der Af*CPK5 VK-Variante
auch im Protoplastensystem zum Absterben der Zellen. Dies zeigte sich sowohl bei
der Ko-Transfektion von AfCPKS VK mit dem bakteriellen Effektor AvrPto und der
Alantoat-Amido-Hydrolase (AAH) (Abb. 3.17), als auch bei der Anfiarbung der Zellen
mit Fluoresceindiacetat (FDA) und Propidiumiodid (PI) (Abb. 3.18).

Mit FDA und PI lassen sich lebende bzw. abgestorbene Zellen unter dem Fluores-
zenzmikroskop sehr leicht identifizieren (Jones und Senft, 1985). PI interkaliert, dhnlich
dem Ethidiumbromid, mit DNA und emittiert unter dem Fluoreszenzmikroskop Licht
im roten Spektralbereich. Es ist aber nicht in der Lage intakte Plasmamembranen zu
durchdringen. FDA ist ein ungeladenes und in dieser Form ein nicht fluoreszierendes
Molekiil. Es kann jedoch intakte Plasmamembranen passieren und wird im Zellinneren
von endogenen Esterasen hydrolysiert und somit zu dem griin fluoreszierenden Mole-
kiil Fluorescein umgewandelt. Daher lassen sich lebende Zellen griin und tote Zellen rot
markieren und konnen so leicht unterschieden und ausgezihlt werden.

In Abb. 3.18 wurde der Anteil toter Zellen nach der Transfektion mit der aktiven VK,
der Kinase-inaktiven VK-Variante der A#CPK5 und H,O {iiber einen Zeitraum von 18h
beobachtet. Bis zwolf Stunden nach der Transfektion bleibt der Anteil toter Zellen bei
allen Konstrukten unter 20%. Nach 18 Stunden steigt der Anteil toter Zellen in den Pro-
ben mit Kinase-aktiver VK-Variante sprunghaft auf 80% an. Der Anteil toter Zellen in
den anderen Proben steigt dagegen nur leicht auf 20%.

Dieser Effekt lidsst sich auch bei der Ko-Transfektion erkennen (Abb. 3.17). 16 Stun-
den nach Transfektion ist in den Ansdtzen mit der aktiven Kinase kaum mehr Protein
von AvrPto und AAH nachzuweisen. Dagegen ist sechs Stunden nach Transfektion kein
Unterschied zwischen Ko-Transfektion von aktiver bzw. inaktiver Kinase hinsichtlich
der Proteinmenge zu beobachten. Aufgrund dieser beiden Resultate wurde die Expressi-
onszeit der konstitutiv aktiven VK-Varianten bei nachfolgenden Versuchen auf 6h nach
Transfektion begrenzt, da zu diesem Zeitpunkt das Protein schon detektiert werden konn-
te, aber noch keine Zelltod-Symptome auftraten.

Dartiiber hinaus fillt auf, dass AfCPKS VK, im Vergleich zur Kinase-inaktiven Vari-

82



Diskussion

ante, ein stressunabhéngig verdndertes Laufverhalten im SDS-Gel aufweist, welches der
aktivierten Form des WT-Proteins dhnelt. (Abb. 3.17, Abb. 3.19). Dies ldsst darauf schlie-
Ben, dass die verkiirzte konstitutiv aktive Variante der AfCPKS5 Calcium-unabhingig
phosphoryliert wird.

Auch fiir A7CPK6 VK kann ein leicht verdndertes, stressunahédngiges Laufverhalten
der konstitutiv aktiven Kinase beobachtet werden (Abb. 3.19). Die Verdnderung fillt aber
weit weniger stark aus, als es bei der A#fCPKS VK der Fall ist. Dieser, nur sehr gering
ausfallende Effekt einer Phosphorylierung, kann auch der Grund fiir die nicht zu sehende
Verinderung des Laufverhaltens des AfCPKS WT-Proteins nach Flg22-Behandlung sein.

Dieser Umstand ist um so erstaunlicher, wenn man beriicksichtigt, wie eng verwandt
AtCPKS und ArCPK6 sind (Abb. 5.1). Beide Proteine besitzen, bezogen auf das gesamte
Protein, 87% identische Aminosduren, und selbst in der Variablen-Domine liegt diese
Ubereinstimmung bei iiber 50% der Aminosiuren. Somit kann der beschriebene Effekt
des verdnderten Laufverhaltens im SDS-PAGE wahrscheinlich auf die, wenngleich auch
geringen, Unterschiede in der Aminosduresequenz der Variablen-Domine zuriickgefiihrt

werden.

4.3.2 Einfluss von CPKs auf die Aktivierung von pathogen-induzierten
MAPK

Frithere Arbeiten der AG Romeis an Tabak konnten zeigen, dass Calcium-abhingige
Protein-Kinasen die Aktivitdt von pathogen-induzierten MAPK beeinflussen kdnnen
(Ludwig et al., 2005). Daher wurde auch in dieser Arbeit iiberpriift, ob die hier unter-
suchten Kinasen die Aktivierung von MAPK beeinflussen. Die Aktivierung von MAPK
wird durch Phosphorylierungen an einer konservierten Aminosduresequenz im so ge-
nannten activation loop initiiert (Niihse et al., 2000). Diese Phosphorylierung kann mit
einem spezifischen Antikorper nachgewiesen werden (Miles et al., 2005). Aus diesem
Grund wurde anstelle eines In-Gel-Kinase-Tests ein Western-Blot-Nachweis der phos-
phorylierten MAP-Kinasen durchgefiihrt.

In Abb. 3.19 wurden die konstitutiv aktiven Varianten der ArCPKS, ArCPK6 und
AtrCPK28 in Protoplasten transfiziert und die Zellen anschlieend mit 200 nM Flg22
behandelt. In allen Flg22-behandelten Proben war eine Induktion der MAPK-Phospho-
rylierung zu erkennen (Abb. 3.19). Diese fiel jedoch geringer aus, wenn die AfCPKS VK
in den Zellen exprimiert wurde. Bei der Expression von AfCPK6 VK und einer Kontroll-
CPK aus einer anderen Subfamilie (A7CPK28 VK) war keine Reduktion der MAPK-
Phosphorylierung zu erkennen. Dieses Beobachtung fiir die A7fCPKS VK deckt sich mit
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Ergebnissen, die fiir Nt\CDPK2 erhalten wurden (Ludwig et al., 2005). Bei Expression
der konstitutiv aktiven NtCDPK2 VK wurde eine Reduzierung der MAPK-Aktivierung
nach Cf9/Avr9 Interaktion berichtet. Einschrinkend muss jedoch gesagt werden, dass
es sich bei der Cf9/Avr9 Interaktion um eine Gen-fiir-Gen-Interaktion handelt, die eine
Wirts-spezifische Resistenz vermittelt (Rowland et al., 2005). Im Gegensatz dazu handelt
es sich bei der Flg22-induzierten Abwehrreaktion um eine Nicht-Wirts-spezifische Reak-
tion, die im Unterschied zur Gen-fiir-Gen-Interaktion nicht zur hypersensitiven Reaktion
und zum Zelltod fiihrt (Gomez-Gomez und Boller, 2002).

Obwohl es sich bei den Wirts- und Nicht-Wirts-spezifischen Reaktionen um unter-
schiedliche Abwehrmechanismen handelt, kommt es in beiden Fillen zur Aktivierung
von MAP-Kinase-Kaskaden (Asai et al., 2002; Ludwig et al., 2005). Die Ergebnisse
deuten darauf hin, dass in beiden Fillen Calcium-abhéngige Protein-Kinasen iiber einen
negativen feedback Mechanismus regulierend auf MAPK wirken konnten. Die Expres-
sionsanalysen an transgenen AfCPKS5-YFP iiberexprimierenden Pflanzen zeigen jedoch,
dass die Expression des MAPK-abhingigen und Flg22 induzierten Gens Flg22-induced
Receptor-like Kinase 1 (FRKI), sowie pathogenisis-related 1 (PRI) und Isochorismat-
Synthase 1 (ICS7) stark erhoht ist. /CS/ ist an der Bildung von Salicylsdure (SA) nach
Pathogeninfektion beteiligt. Zudem besitzen ics/-Mutanten eine stark verringerte Basal-
Abwehr (Wildermuth et al., 2001; Durrant und Dong, 2004). SA ist wiederum fiir die
Aktivierung lokaler Abwehrreaktionen wichtig. Dariiber hinaus induziert SA unter an-
derem die Expression von PR/ und fiihrt zur Ausbildung der so genannten systemisch-
erworbenen Resistenz (SAR) (Durner et al., 1997; Feys und Parker, 2000; Durrant und
Dong, 2004).

Eine Erklirung fiir diese Diskrepanz zwischen der von AfCPK5-VK hervorgerufenen
Inhibierung von MAP-Kinasen einerseits und der erhohten FRKI-Expression anderer-
seits konnte sein, dass die Expression von FRK nicht nur durch MAP-Kinasen reguliert
wird. Genevestigator-Analysen zeigen eine vierfach erhohte FRK-Expression nach Be-
handlung mit Benzothiadiazole (BTH) (Daten nicht gezeigt). BTH ist ein SA-Analogon
und fiihrt, wie SA zur Ausbildung einer SAR (Lawton et al., 1996; Conrath et al., 2002).
Es ist daher denkbar, dass die erhohte FRK/-Expression auf eine CDPK-abhiéngig erhoh-
te SA-Konzentration in den transgenen Pflanzen zuriickgefiihrt werden kann. In diesem
Fall konnten CDPKSs dennoch regulatorisch auf MAP-Kinasen einwirken. Um zu zeigen,
ob die in den Protoplasten beobachteten Effekte auch in planta relevant sind, miissen wei-
tere Untersuchungen an MAP-Kinase abhingigen Genen, wie z. B. GSTI und WRKY29,
nach Flg22-Behandlung durchgefiihrt werden.
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Eine weitere wichtige Frage, gerade in Bezug auf die erhohte Expression von ICS/
und PRI, ist, ob die transgenen Uberexpressions-Pflanzen schon von Anfang an in einem
SAR-vergleichbaren Zustand sind. Hierzu bieten sich weitere RT-PCR-Experimente mit
SAR-spezifischen Markergenen an. Weiterhin sollte die Konzentration von SA in den
AtCPKS5-YFP exprimierenden Linien im Vergleich zum Col-0 WT unter Kontrollbedin-
gungen und nach Pathogenstress untersucht werden. Auch Kreuzungen mit Pflanzen, die
eine bakterielle Salicylsdure-hydroxylase (NahG) exprimieren, konnen helfen die Frage
zu kldren, ob die beobachteten Effekte auf ein erhohte SA-Konzentration in den Pflanzen
zuriickzufiihren sind.

Dariiber hinaus konnte auch versucht werden, transgene Pflanzen, welche die verschie-
denen ArCPKS5-Konstrukte unter der Kontrolle eines induzierbaren Promoters exprimie-
ren (z. B. Dexamethason), zu nutzen. Durch die Applikation von Dexamethason in ein
Blatt der Pflanze, lie3e sich so testen, ob die lokale Uberexpression von AtCPKS5 zu einer
erhohten systemischen Resistenz in den anderen, nicht induzierten, Pflanzenteilen fiihren

konnte.

4.4 I|dentifizierung und Charakterisierung von
Phosphorylierungsstellen in AtCPK5

Die Phosphorylierung als post-translationale Modifikation ist ein weit verbreiteter Me-
chanismus der Proteinregulation. Die Aktivitit von CDPKs wird sehr wahrscheinlich
durch diese Modifikation reguliert. Fiir Nt*CDPK2 konnte gezeigt werden, dass diese
Kinase sowohl von sich selbst, als auch von einer bislang unbekannten Kinase phos-
phoryliert wird, und dass diese Phosphorylierungen fiir dessen Aktivitit wichtig sind
(Witte und Romeis, unveroffentlicht). 2006 identifizierten Hegeman et al. in vitro-
Phosphorylierungsstellen von mehreren rekombinant synthetisierten CPKs aus Arabi-
dopsis, darunter auch fiir die A7CPKS (Hegeman et al., 2006). Bei ihren Analysen identi-
fizierten sie zwei Phosphopeptide fiir die ArCPKS, wobei das erste eine Phosphorylierung
an der Aminosdure S8 besal}. Beim zweiten Phosphopeptid konnte nicht unterschieden
werden ob nur die Aminosdure T98 bzw. S100 oder beide Aminoséduren gleichzeitig
phosphoryliert waren (Hegeman et al., 2006).

Anhand dieser Untersuchungen lassen sich jedoch keine Aussagen iiber die in vivo-
Funktion dieser Phosphorylierungen machen, und es konnte nicht gekldrt werden, ob
diese Phosphorylierungen in vivo tiberhaupt vorkommen. Aus diesem Grund wurden die-

se in vitro identifizierten Phosphorylierungsstellen fiir A#fCPKS5 entweder durch ein Ala-
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nin (A) bzw. durch ein Aspartat (D) ersetzt. Der Austausch gegen Alanin bewirkt einen
Verlust der jeweiligen Phosphorylierung, wohingegen das Aspartat auf Grund seiner ne-
gative Ladung, eine Phosphorylierung vortduscht. Die so modifizierten Proteine wurden
in Arabidopsis Mesophyll-Protoplasten exprimiert und mit Flg22 behandelt (Abb. 3.20).

Der Austausch der Aminoséure S8 fiihrte in beiden Fillen zu einem Flg22-insensitiven
Protein, jedoch mit unterschiedlichem Laufverhalten. Ohne eine mogliche Phosphorylie-
rung an dieser Aminosdure (S8A) gleicht das Bandenmuster der Kinase-inaktiven Vari-
ante. Der Aminosdureaustausch S8D hingegen fiihrte zu einem Protein, dass auch ohne
Flg22-Stimulus ein verdndertes Laufverhalten aufweist. Allerdings kommt es bei dieser
Mutation nicht zu einer vollstdndigen Verschiebung zugunsten der beim WT-Protein be-
obachteten induzierten Form. Vielmehr ist eine weitere, bislang nicht beobachtete Bande
zu erkennen, die in ithrem Laufverhalten zwischen der aktivierten und nicht-aktivierten
Form der ArCPKS steht. Dies zeigt, dass die Aminosidure S8 notwendig, aber nicht hin-
reichend, fiir den beobachteten Effekt ist. Im Gegensatz dazu ist bei der T98A/S100A-
Mutation keinerlei Effekt auf das Flg22-induzierte Bandenmuster der AfCPKS zu erken-
nen. Dies bedeutet jedoch nicht zwangslidufig, dass hier keine in vivo-Phosphorylierung
stattfinden kann. Es zeigt lediglich, dass diese Aminosduren nicht fiir das durch Flg22-
induzierte verdnderte Laufverhalten verantwortlich sind (Abb. 3.20).

Um weitere Flg22-induzierte in vivo-Phosphorylierungsstellen zu identifizieren, wur-
den in Kooperation mit der AG Schulze (MPIMP Golm) LC-MS/MS-Messungen durch-
gefiihrt. Mit dieser Methode lassen sich sequenzspezifische Phosphorylierungen nach-
weisen. Das AtCPKS5-Protein wurde in Protoplasten exprimiert, nach Flg22-Stimulus ge-
reinigt und vor der LC-MS/MS-Messung mit Trypsin verdaut. Die in Tabelle 3.1 aufge-
fiihrten Peptide zeigen die in diesen Messungen identifizierten Phosphopeptide. Auffillig
ist das Fehlen der von Hegeman et al. (2006) beschriebenen Peptide. Dies konnte daran
liegen, dass die Identifizierung der Phosphopeptide in den bislang vorgenommenen Un-
tersuchungen automatisch durchgefiihrt, und daher nicht als solche identifiziert wurden.
Neue Messungen mit manueller Auswertung der Peptidsequenzen miissen zeigen, ob die
von Hegeman et al. (2006) identifizierten Peptide auch in vivo nach Flg22-Behandlung
phosphoryliert werden. Es ist davon auszugehen, dass zumindest die Phosphorylierung
von S8 auch in vivo gefunden werden kann, da die Mutation dieser Aminosdure einen
starken Einfluss auf die Flg22-induzierte Verdnderung des Laufverhaltens in der SDS-
PAGE hat (Abb. 3.20).

Interessant ist weiterhin, dass sowohl beim Kinase-aktiven als auch beim Kinase-

inaktivem Protein Phosphorylierungen nachgewiesen werden konnten. Das Peptid NSL-
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NISMR (Aminosduren 547-554 in der Calmodulin-dhnlichen Doméne) trdgt beim
Kinase-aktiven Protein an beiden Serinresten jeweils ein Phosphat, bei der Kinase-
inaktiven Form ist hingegen nur das erste Serin dieses Peptides phosphoryliert. Dies
deutet darauf hin, dass dieses Peptid sowohl von AtCPKS selbst, als auch von einer an-
deren Kinase phosphoryliert wird. Weitergehende Untersuchungen mit elizitiertem und
nicht elizitiertem Protein miissen zeigen, ob und welche dieser Phosphorylierungen kon-
stitutiv vorhanden sind, und welche durch die Flg22-Behandlung induziert sind.

Um die Kinase zu identifizieren, welche fiir die Phosphorylierung von AtCPKS5 ver-
antwortlich ist, wurden Hefe-2-Hybrid Untersuchungen gestartet. Es liegen allerdings
noch keine Ergebnisse vor. Neben dem Hefe-2-Hybrid-Ansatz ist auch ein BiFC-Screen
in Kooperation mit der AG Harter an der Universitit Tiibingen geplant, um potentiel-
le in vivo-Interaktionspartner zu identifizieren. Ein weiterer Ansatz besteht darin, den
AtrCPKS5-Strepll-KinaseX-Komplex mittels Formaldehyd chemisch kovalent zu vernet-
zen, affinitdtschromatographisch aufzureinigen und die so gebundenen Proteine massen-

spektrometrisch zu identifizieren.

4.5 Phanotypische Untersuchungen von AtCPK5-YFP
Uberexpressionslinien

Neben KO-Mutanten stellen Uberexpressionslinien eine weitere Moglichkeit dar, die
Funktionen von Proteinen zu untersuchen. Die zur in vivo-Lokalisierung generierten
AtCPKS5-YFP-Pflanzen entwickeln unter normalen Anzuchtbedingungen (8h Licht, 20°C
Temperatur und 60% Luftfeuchte) von den Blattrindern her stiarker werdende Chlorosen
und Nekrosen, die bei Col-0 WT-Pflanzen nicht zu erkennen sind (Abb. 3.25). Eine mog-
liche Erklidrung fiir diesen Phinotyp beruht auf den Beobachtungen, die bei der transi-
enten Expression der AfCPKS5-VK in N. benthamiana-Blittern (Komander und Romesis,
unverdffentlicht) und in Arabidopsis Mesophyll-Protoplasten (Abb. 3.18, 3.17) gemacht
wurden. In beiden Fillen starben die AfCPKS-VK exprimierenden Zellen innerhalb von
3-4 Tagen (N. benthamiana) bzw. von 20h (Protoplasten) nach Transformation. Aufgrund
des relativ groBen C-terminal fusionierten YFP (ca. 27 kDa) konnte es zu einer Inhibiti-
on bzw. Verlangsamung der Riickfaltung der autoinhibitorischen Doméne der aktivierten
Kinase kommen. Das Protein wire daher linger aktiv und wire so in der Lage, einen
dhnlichen Effekt wie das verkiirzte konstitutiv aktive Protein hervorzurufen.

Vorldufige Beobachtungen an transgenen Pflanzen, die ein ArCPKS-Strepll-

Fusionsprotein iiberexprimieren, zeigten keine chlorotischen Bereiche an den Blittern
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(Daten nicht gezeigt). Allerdings ist das AfCPKS-Strepll Fusionsprotein im Western Blot
wesentlich schlechter nachzuweisen, als das YFP-markierte Protein. RT-PCRs miissen
zeigen ob die Expression der jeweiligen Transgene vergleichbar stark ist, und ob das
Fehlen der Chlorosen in den AtCPKS-Strepll Pflanzen nicht einfach auf unterschiedli-
che Expressionsmengen zuriick gefiihrt werden kann. Da die StrepII-Markierung jedoch
wesentlich kleiner als das YFP ist, besteht auch die Moglichkeit, dass es die Riickfal-
tung der Kinase weniger stark behindert. Dies wiirde die Theorie des deregulierenden
Einflusses des C-terminalen YFP-Proteins unterstiitzen. Die Selektion und Analyse der
ArCPKS5-Strepll exprimierenden Pflanzen ist im Moment jedoch noch nicht abgeschlos-
sen.

Aufgrund der beobachteten Chlorosen bzw. Nekrosen und der zum Teil sehr starken
Wachstumsdifferenz der Pflanzen (Abb. 3.26 A, 3.27 A) wurden nidhere Analysen dieser
AtCPK5-YFP exprimierenden Pflanzen durchgefiihrt. In RT-PCR Experimenten (Abb.
3.26 B) konnte in allen transgenen Pflanzen ein AtCPK5-YFP spezifisches PCR-Produkt
nachgewiesen werden. Pflanzen die dem Col-0 WT hinsichtlich des Wachstums relativ
dhnlich waren, wiesen eine vergleichbare Menge an AtCPKS5-YFP-Transkript auf, wie
Pflanzen mit einem starken Phéinotyp (Abb 3.26). Auch die Proteinmengen des AfCPKS5-
YFP-Konstruktes lassen sich nicht mit der Stirke des Phinotyps korrelieren (Abb. 3.27
B).

Wie bereits erwihnt, lassen sich in den transgenen Pflanzen auch erhohte Transkript-
mengen von ICS1 nachweisen (Abb. 3.26). Dies ldsst vermuten, dass diese Pflanze mehr
Salicylsdure besitzen, als die Col-0 WT-Pflanzen. Zhang et al. konnten 2007 zeigen, dass
eine Doppelmutation der Syntaxine sypl21/syp122 zu zwergenhaften Pflanzen mit ne-
krotischen Blittern fiihrt, die dariiber hinaus auch erhohte Mengen an Salicylsdure besit-
zen. Erhohte SA-Mengen wurden auch bei den Mutanten signal responsive 1 (srl) (Du
et al., 2009), suppressor of salicylate insensitivity of nprl-5 (ssil) (Shah et al., 1999),
constitutive expression of pr-genes22 (cpr22) (Yoshioka et al., 2006) und accelerated
cell death 6 (acd6) (Rate et al., 1999) gemessen. All diese Mutanten weisen ein ver-
ringertes Wachstum und die Bildung von Chlorosen und Nekrosen auf, die denen der
AtCPKS5-YFP exprimierenden Pflanzen sehr dhneln. Zusammen mit den Expressionsda-
ten von PRI und ICSI legt dies den Schluss nahe, dass auch der durch AfCPKS5-YFP
verursachte Phinotyp auf eine konstitutiv erhohte SA-Konzentration zuriickzufiihren ist.
Dies muss aber durch Messungen der SA-Konzentration in transgenen Pflanzen bestitigt
werden.

Es ist bekannt, dass eine erhohte SA-Konzentration und eine konstitutive Expression

88



Diskussion

von PRI zu einer verstirkten Resistenz gegeniiber dem hemibiotrophen Bakterium Pseu-
domonas syringae pv. tomato DC3000 fiihrt (Lee et al., 2007). Aufgrund der erhohten
ICSI- und PRI-Expression in den AfCPKS5-YFP exprimierenden Pflanzen wurde daher
getestet, ob diese Pflanzen eine verinderte Resistenz gegeniiber Pst DC3000 aufweisen
(Abb 3.28). Da die ArfCPK5-YFP exprimierenden Pflanzen auch ohne Pathogeninfektion
Chlorosen und Nekrosen ausbilden (Abb. 3.25) ist eine genaue Einschitzung der Sym-
ptome sehr schwierig. Aus diesem Grund ist sehr wahrscheinlich davon auszugehen,
dass die chlorotischen Bereiche, die sich nach der Infektion mit Pst hrcC™ ausgebildet
haben, nicht durch das Bakteriumwachstum verursacht, sondern durch die AtCPK5-YFP-
Expression selbst hervorgerufen wurden.

Im Gegensatz dazu konnen nach Infektion mit Pst DC3000 in Col-0 WT-Pflanzen stér-
kere Chlorosen beobachtet werden, als in AfCPKS5-YFP exprimierenden Pflanzen. Dies
weist auf eine erhohte Resistenz hin, und wiirde die postulierte, durch AtfCPK5-YFP in-
duzierte systemisch erworbene Resistenz bestitigen. Eine bessere Aufkldarung der Frage,
ob die Expression von AfCPKS5-YFP zu einer erhohten Resistenz gegeniiber Pst DC3000
fiihrt, konnte eine Bakterienwachstumskurve liefern. Im Falle einer erhohten Resistenz

sollte das Bakterienwachstum in den transgenen Pflanzen verringert sein.

4.6 Funktion von AtCPK5 und AtCPKG6 in der
Pathogenabwehr

Werden alle Daten und Hinweise aus der bekannten Literatur und dieser Arbeit zu-
sammengefasst, ldsst sich folgendes, vorldufiges Modell postulieren (Abb. 4.1). Pflan-
zen erkennen die Anwesenheit von Pathogenen anhand von PAMPs (Niirnberger et al.,
2004). Im Fall von Flagellin und EF-Tu werden diese PAMPs von den membranstidndigen
Leucin-reichen Rezeptor-dhnlichen Kinasen FLS2 bzw. EFR erkannt. Beide Rezeptoren
benotigen den Ko-Rezeptor BAK1, um das aufgenommene Signal mittels Phosphorylie-
rung ins Zellinnere weiterzuleiten (Chinchilla et al., 2007). Dieses Signal wird von einer
MAPK-Kaskade weiter iibertragen bis es schlieBlich unter anderem zur Expression von
pathogenrelevanten Genen wie FRKI und dem Transkriptionsfaktor WRKY29 kommt
(Asai et al., 2002; Xiang et al., 2008). In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass aber
nicht nur die MAP-Kinasen 3 und 6 durch PAMPs aktiviert werden.

Parallel zu den MAP-Kinasen werden innerhalb von fiinf Minuten, die Calcium-
abhingigen Protein-Kinasen AtCPKS und ArCPK6 aktiviert. Dabei fithrt zumindest die

Expression der konstitutiv aktiven Variante der AtfCPKS zu einer Inhibition der Phos-
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phorylierung der MAP-Kinase 3 und 6 an dem fiir die Aktivierung dieser Kinasen wich-
tigen activation-loop. Dariiber hinaus zeigen transgene Arabidopsis-Pflanzen, die das
ArCPKS5-YFP Fusionsprotein exprimieren, eine erhohte Expression des durch Salicyl-
sdure induzierten Gens PR/ und eine erhohte Expression des an der Salicylsduresynthese
beteiligten Gens ICS1.

Flagellin Ef-Tu Effektoren

l ?11?
FLS2 BAK1 EFR
/CPK5/6
?

MAPKKK

MAPKK =

MAPK

FRK1 WRKY29 ICS1 PR1 JA/Et abhidngige
Genexpression

Abbildung 4.1 Modell der MAPK- und CDPK-abhingigen Signaltransduktion nach
PAMP-Erkennung: Nach Perzeption von Flagellin bzw. Ef-Tu durch FLS2 und EFR,
kommt es unter Beteiligung von BAK1 zur Aktivierung der MAPK-abhéngigen Signaltrans-
duktion und zur Expression von frithen Stressgenen wie FRKI und WRKY29 (linke Seite,
Asai et al., 2002). Parallel dazu werden aber auch die Calcium-abhéngigen Protein-Kinasen
AtCPK 5 und 6 biochemisch aktiviert. Diese inhibieren direkt oder indirekt die Aktivie-
rung der MAPK-Kaskade und foérdern ihrerseits die Expression von spit induzierten Genen
wie ICS1 und PRI. Ob und inwieweit von Pathogenen gebildete Effektorproteine neben der
MAPK-Kaskade auch die CDPK-abhingige Signaltransduktion beeinflussen ist noch nicht
bekannt. Auch die Frage, ob CDPKs eventuell auch andere Phytohormon-abhiingige Signale
beeinflussen, bleibt noch zu kldren.

Aufgrund dieser Daten kann man postulieren, dass Calcium-abhédngige Protein-
Kinasen moglicherweise an der Regulation des Ubergangs von sehr schnellen und
akuten, zu spiteren und ldnger andauernden Abwehrreaktionen, wie der systemisch-
erworbene Resistenz, beteiligt sind. Lange Zeit ist man davon ausgegangen, dass die
systemisch-erworbene Resistenz nur durch die Bildung von nekrotischem Gewebe her-

vorgerufen wird, wobei es sich einerseits um das Ergebnis einer R-Gen vermittelten Ab-
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wehrreaktion handeln, aber auch das Resultat einer erfolgreichen Infektion sein kann
(Durrant und Dong, 2004). 2007 konnte jedoch gezeigt werden, dass auch die PAMPs
Flg22 und LPS, die alleine appliziert keinerlei Nekrosen hervorrufen, eine SAR auslésen
(Mishina und Zeier, 2007). Dies stiitzt die These der Funktion des molekularen Schalters
in Form von Calcium-abhéngigen Protein-Kinasen. Es bedarf allerdings noch weiterer
Untersuchungen um diese These zu bestitigen. Zur Klirung dieser Frage werden zur
Zeit Luciferase-Reporter-Tests mit Promotersequenzen von Salicylsdure-, Ethylen- und
Jasmonsdure-Markergenen in Abhéngigkeit von Flg22 und AtCPKS5 durchgefiihrt.

Ein weiterer sehr interessanter Punkt ist die Frage, ob CDPKs, @hnlich wie die PAMP-
Rezeptoren FLS2 und EFR, Ziele fiir pathogene Effektorproteine sind. Effektorproteine
sollen das pflanzliche Immunsystem unterdriicken und so die Infektion durch das Patho-
gen begiinstigen (Underwood et al., 2007; Zhang et al., 2007; Block et al., 2008). Einige
der in dieser Arbeit gezeigten Ergebnisse lassen vermuten, dass zumindest AtCPKS5 an
der Regulation der SA-abhingigen Pathogenabwehr beteiligt sein konnte. Daher kann
nicht ausgeschlossen werden, dass Effektorproteine auch an dieser Stelle eine Verdnde-
rung der normalen Signaltransduktion verursachen. Zur Klidrung dieser Frage konnte,
wie auch zur Identifizierung von endogenen Interaktionspartnern, eine chemische Ver-
netzung von ArCPKS und dem Effektorprotein, nach Infektion mit Pathogenen, genutzt
werden.

Obwohl die Proteinklasse der CDPKs schon seit mehr als 25 Jahren bekannt ist, sind
bislang keine in vivo-Interaktionspartner zweifelsfrei identifiziert und durch reverse Ge-
netik bestétigt worden. Aufgrund der Tatsache, dass die Afcpk3/Atcpk6-Doppelmutante
eine veridnderte ABA-abhingige Reaktion von Anionenkanélen aufweist (Mori et al.,
2006) kann man vermuten, dass diese Kanile direkte Interaktionspartner fiir CDPKSs sein
konnten.

Mori et al. (2006) diskutieren dariiber hinaus auch die Moglichkeit, dass noch weitere,
bislang unbekannte CDPKs, die Regulation von Ionenstromen in SchlieBzellen beein-
flussen. Zusammen mit den Ergebnissen von Melotto et al. (2008) die zeigen, dass Pseu-
domonas syringae aktiv das SchlieBen der Stomata verhindert, und der Tatsache, dass
auch ArCPKS in Schliezellen exprimiert wird (Yang et al., 2008 und eigene Daten, nicht
gezeigt) konnte es eventuell sinnvoll sein, eine dreifach Atcpk3/Atcpk5/Atcpk6-Mutante
herzustellen und diese in patho-physiologischen Tests einzusetzen.

Ein weiterer potentieller Kandidat fiir eine Interaktion mit AfCPKS5 konnte
AtSR1/CAMTA3 (AfSR1) sein. AtSR1 ist ein Calmodulin-bindender Transkriptionsfak-

tor und Azsrl-Mutanten zeigen eine konstitutiv erhohte Konzentration von SA, eine kon-
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stitutive Expression von PR/ und ICS/ und an den Blittern dieser Pflanzen entwickeln
sich Pathogen-unabhiéngig chlorotische Bereiche (Du et al., 2009). Beide Proteine wer-
den durch Calcium entweder direkt (AfCPK5) oder indirekt (ArSR1 durch Calmodu-
lin) reguliert. Es ist daher vorstellbar, dass A#CPKS ein negativer Regulator der ArSR1-
Funktion sein konnte. Dies wiirde auch den in den ArCPKS-YFP iiberexprimierenden
Pflanzen festgestellten Phénotyp erkléren.

Aufgrund der Tatsache, dass AzSR1 fiir seine Funktion eine Interaktion mit Calmodulin
bendtigt (Du et al., 2009), sind zwei Moglichkeiten denkbar wie AfCPKS diese Funk-
tion beeinflussen konnte. I) Obwohl AsSR1 als Transkriptionsfaktor hauptsichlich im
Kern vorzufinden ist, konnte dennoch auch ein geringer Anteil von AtSR1-Protein im
Cytoplasma lokalisiert werden (Yang und Poovaiah, 2002). Dies lidsst die Moglichkeit
einer direkten Phosphorylierung von AtSR1 durch AtCPKS offen. Diese Phosphory-
lierung konnte bewirken, dass AfSR1 im Cytoplasma zuriickgehalten wird und daher
keine inhibitorische Wirkung mehr hat. II) Moglich ist aber auch eine Interaktion von
AtCPKS mit dem AzSR1 regulierendem Calmodulin-Protein. Aus dem tierischen Sys-
tem ist bekannt, dass Calmodulin-Proteine signalspezifisch aus dem Cytoplasma in den
Zellkern wandern konnen (Toutenhoofd und Strehler, 2000). Zudem ist bekannt, dass
eine Ser/Thr-Phosphorylierung von Calmodulin zu einer verringerten Bindungsaffinitit
und Aktivierung der Calmodulin-regulierten Proteine fiihrt (Toutenhoofd und Strehler,
2000). Da die Funktion von AfSR1 Calmodulin-abhiingig ist (Yang und Poovaiah, 2002;
Du et al., 2009) kann man vermuten, das das AtSR1-aktivierende Calmodulin-Protein
von ArCPKS5 phosphoryliert, und somit an einer moglichen Translokation vom Cytoplas-

ma in den Zellkern gehindert wird.
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4.7 Ausblick

Die Erndhrung der heutigen Weltbevolkerung beruht zum grofiten Teil auf lediglich 14
unterschiedlichen Kulturpflanzen, unter ihnen Weizen, Reis und Kartoffel. Bei all diesen
Pflanzen kommt es zum Teil immer wieder zu katastrophalen Ernteausféllen, die durch
phytopathogene Organismen verursacht werden. Das Problem wird zusitzlich dadurch
verschirft, dass viele Kulturpflanzen iiber die Zeit zu immer ertragreicheren Sorten ge-
ziichtet wurden, die jedoch natiirliche Resistenzmechanismen verloren haben (Strange
und Scott, 2005).

Heutzutage wird versucht, natiirliche Resistenzen durch Kreuzungen in genutzte Kul-
turpflanzen wieder einzubringen. Sehr leicht zugiénglich sind dabei R-Gen spezifische
Mechanismen, da sie nur durch ein Gen bestimmt werden. Diese Methode hat jedoch
den Nachteil, dass diese R-Gen vermittelten Resistenzen nur gegen ein bestimmtes Pa-
thogen wirken und zum Teil sehr schnell vom diesen wieder gebrochen werden kdnnen
(Poland et al., 2009).

Alternativ zur R-Gen vermittelten Resistenz wird versucht, die Basal-Abwehr der
Pflanzen zu stidrken. Dieser Prozess ist jedoch wesentlich langwieriger, da in diesem
Fall viele unterschiedliche Genprodukte mit zum Teil synergistischer oder aber anta-
gonistischer Wirkung zusammenspielen miissen. Der entscheidende Vorteil ist jedoch,
dass diese Art der Resistenz gegen mehrere Pathogene wirkt und nicht so schnell von
diesen umgangen werden kann. (Poland et al., 2009).

Aus diesem Grund ist es wichtig, das noch unvollstdndige Bild der basalen Pathogen-
abwehr zu vervollstindigen. Eine entscheidender Teil ist dabei die Signaltransduktion. In
dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass CDPKs die Pathogen-abhiingige Signaltrans-
duktion verdndern konnen. Die néhere Untersuchung und ein besseres Verstindnis dieser
Komponente der Pathogenabwehr, und der Transfer dieses Wissens auf agrar6konomisch
relevante Pflanzen, konnte zu gezielten Ziichtung fiihren, die bei verringertem Einsatz

von Pflanzenschutzmitteln eine erhohte Resistenz gegeniiber Pathogenen aufweisen.
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5 Anhang

Variable-Domane

(03 I ERMGNSCRGS FKDKLDEGDNNKPEDYSKTSTTNLS SNSDHSPNAAD I TAQEFSKDNNS NNNSERWA:]
CPK6 CDS ljehSeNe S adn T YiXe NHSRIZAE 148

Variable-Domane Kinase-Domane

(S5 IO SIKDPAT.VIPLREPTMRRNPDNQAY YVLGHKTPNIRDIYTLSRKLGOGOFGTTYLCTE TASGREIoR:]
CPK6 CDS PALVIPHEPIMRRN‘DN S)YYVLGHKTPNIRDIRY TLSRKLGOGOQFGTTYLCTIR I A 322

Kinase-Domane

(S IO VD YACKS ISKRKLISKEDVEDVRRE IQTMHHLAGHGS IVT IKGAYEDSLYVHIVME LC AGERSIEE:]
(S NS VD YACKS ISKRKLISKEDVEDVRRE IQTMHHLAGHIM IVT TIKGAYEDIFSLYVH TVME LC AGRSIVPA

Kinase-Domane

(¢ IO IGE L F DRI IQRGHYSERKAAELTKIIVGVVEACHS LGVMHRDLKPENF LLVNKDDDF S LKARNERS]
(S (NG IGE L FDRI IsRGHYSERKAAELTKI IVGVVEACHS LGVMHRDLKPENF LLVNKDDDF S LKARX: A

Kinase-Domadne

(¢33 GO Y T DFGLSVFFKPGQIFTDVVGSPYYVAPEVLLKRYGPEADVWTAGVILYILLSGVPPFWAE L]
(S (IO T DFGLSVFFKPGOIFINDVVGSPYYVAPEVLLK YGPEADVWTAGVILYILLSGVPPFWAE WA

Kinase-Domane

0 G TOOGIFDAVLKGY IDFESDPWPVISDSAKDLIRRMLSSKPAERLTAHEVLRHPWICE N 1078
0 I TOOGIFDAVLKGY IDFi DPWPVISDSAKDL IRMMLESHPSERLTAHEVLRHPWICE N 1042

Calmodulin-ahnliche Domane

(03 GRS EIAPDRATDPAVLSRLKQF SAMNKLKKMALKVIAESLSEEETAGLREMFOAMDTDNSGA I TFbAE:;
(O3 (I IAPDRATDPAVLSRLKQF SAMNKLKKMALKVIAESLSEEE IAGLRnMF AMDTDNSGAI TF v

Calmodulin-ahnliche Domane

S GG I DE L KAGLRKYGSTLKDTE THDLMDAADVDNSGTIDYSEF IAAT IHLNKLEREEHLVAAFORSRICE:)
(0123 IO SIDE LKAGLRRYGSTLKDTE IRDLMZAADVDNSGTIDYSEF IAAT IHLNKLEREEHLVEAFORE X0

Calmodulin-ahnliche Domane

(S35 IO ] VY FDKDGSGF I TIDELQQACVEHGMADVFLEDI IKEVDQNNDGK I DYGEFVEMMQKGNA( 1618
(¢33 IO SY Y FDKDGS G I TIDELQQSCHEHGMINDVFLEDI IKEVDQIBNDGR I D EFVHMMQKGNA 1582

CPK5 CDS [Ny SINNIRSIiIND 1669
CPK6 CDS &UNIKINEINI IR . 1633

Abbildung 5.1 Clustal-W Alignment der Aminosiuresequenz von AfCPKS5 und AtCPK6
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Abbildung 5.2 Genomische Sequenz von At4g35310 (AfCPK5): schwarz: Promoter; rot: 5”-
und 3°- UTR; blau: Introns; gelb: Exons

aaaccaagttggagagatgttacaggacagttttgctaaaaaaaatcagccagcacattgatacaa
aacccaaaatataattttgcttgtgtacgtggaggtgtcaaatttgattcagtcttgtgaaaatgt
caatttgatagcgtttataattaaaattttcggttcttttttttatctggaattgaaatgtgtaat
atgttatcattttaggccttattgtaaggtctaaagtctaaaacaatacaataatacggcctttgg
ggtgtctgaattttgtatttgaacattgggctggatcagtgaataaacaaggcccaaaagtaaaac
ttattagggattatgtgcggggctccagaaagttgcaatatatggaaaagtcaatctcttacgtca
taatagtcagtgacgccataatactgtttaaatatttggcatatctttatcttaagaaaaaatctcaa
gagattactattctttctgataggagattgaatgaacggttgcttcttttacaagtagatcacatg
tatttaaattagtcttctcatacgacgagaataaaaccatcgtgcttaatacttaaatttttttac
aattaacggtaactagtaaaaccagaaatgcattttgattttgtacaaaccaacattctaattttagt
tttttttttcaattacaatttaaacgataaacaaaagagaaactggtttaaatttaataatgcaaa
agcagaagaaagaaggtgagaggaaacagcggagagagacagagtcagagaggtgtagaagtagta
gctggtgagcactaataaaagacctttcttcgectcaatcgeccgeccgtaaaataaaacaccatcacatt
ctcatccaacgaatctaatctatccgaccaaaccaaagctcttaaaaaatctatttttattcecttac
ttcaatctctgaaataaataaacataaaatattgtagctttcctttgttgttcgacttttctettt
tgtctceccctaaatttagtttcteccttttaagtcagattcettcctaatcccattectttcagtettct
ctttcgcocttetgagttcaacaactggtaactagatcctetttttgetttacttcattetetgtt
ttgttattcctttaaaagatccatcgaaacttcttagectectttgtettttttttggttattttgac
tctttgatctgatgtgggttttgegtectttectttacttgtggtattgttaaagttecgttactttgttce
tegtttagcecttettgtatttggtctaatttaagtecttttgacttttgacagtgttatetetatgaa
cagttcctttgatgaagaacacaaagtgaaagttgctgtctttataaccaggatttggtaattccc

attgtttci¥ge

( ( \ gtaaagtgtttgaagcttttagttaatgttttgcttaa
ctaggctggtaaaagaatcttatgaaacagaatgtgactttcag

gtatttgtcatt
ttccatgttagcctgtttcttagtcatgtagaaagtctaagtcacctgaaatgtgttttgtattgtcg
tttttggaatcag (

Cgtacgtattcacataaatgattacttatagtgac
aaccaaacagcattagactaatatccttttttcag

gtgagtgattttgtgcgtaaaccctttatcttctttggtctctgcatca
cttctcatgaaactgtttgttttactctttgttttgggctcatcag

gtaaaaatctaaccttatttggttaagtacattgacaatgaagtattgttat
gtattcttacactcagctcttttattgaccag

gtaagctta
tatgatgatctgttccacattcctcgctaggctaatgtcgaggcatcagctgataaaaagtcttatcg
gttcttatgttggtctgaacag
- (
Eaggttgttttccccggtgtttaatatgttagtgcgatcgtgactgcgaaaatgttcttattcatgga
atcaacaacctcaatgctcaccacctagaaggcgatgaaagaagaccaaaccggattcatacctgt
ggatggttcgagttttgtttaacgactgtgtgattaatcgtcaagtagttttggaggttttttett
tacectctitgttgtttgtteattatggecattgtigadgttagtgagctttgtteatcatetgeecatt
gttaaactttgttcacttgtatttgaaaaaaacaaaaatgtctttgtatgttgtgtgatttctaag
catttttactttgaaaatctatttcttcttttct
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Abbildung 5.3 Genomische Sequenz von At2g17290 (AtCPK6): schwarz: Promoter; rot: 5”-
und 3°- UTR; blau: Introns; gelb: Exons

cttttaaagaacactcgacaatgtaaaatttaaagtaggtctagcttcttatccgtttaagagaac
gatttttttttttaaatgatatgattcacggtttgtaaagttatctattggaaaataaaaaaactg
taagtacaatactgtgatgtcaaaaagaaaaaaaaagtacacccaaactaaatttgtaccacgtgce
gagacaaattgtagtctgcgatcttactcactacccgacaatgacatgccccatgeccttagttett
gtaagaaaaaagtgatatcctatatacttcactaattattggtaaaattatgcaaaactttcagtg
ctaaaagtttgatttatactgtactagttgttatttcaacgtagacataccaaaatgtttattcaa
gaaagcctatatactagcaaaagtaaaaaagaatgtgacatctttgatgaaccaatgtgaaaagtc
aacataataaaacttgagttttcagaacaaatttagttgtccattgtttcgatctgttaatcaaga
ccataaattaactcttaactatatgcatctaataataatattttgtagttagctaagttaagcaca
tccaactcttaaaaaaagctagtataacgttaggcttataatcattctcttaataataagttatcc
taaacaaattattgcaattttttattctccctacttgcactaagtatcattacaccagtaaaagat
gatgatcccttaaattaatactaattaaacaagcaattaaggaatgaagaaggtgagacgaaaccg
cgtaaaagacctttcttctttgcaccatcctctcteccttcatcatttcacaaatccacaaaagaat
caatctttttaacactctctaatgattcaacgaatccaattacccaaccagaaacagcaacacata
tagagatatatactattaaacaataacataacaaagaaaccattttttctcttttgttattgactt
aaacaaaaactatcaacgaataattatccttttttgagtttttcccatttcecttettecgtectecatt
tecatcgtettctegetgttetgectatattceggtactagatecctectgttttctcatgtttetttta
ttaccaaatgatttcttcatttattgttgtgtctttgattecttttttgggatctataatgatcgat
gaacatttaaagctacgacttttcaggagctcttgtctttttttctttaatctttgattatgttac
aaaacaattatgttttttgaagcttgatctgatgtgggttctttgatttcgttccaaagtttgata
cttttttggettetectttatctgattttttttgtgtatgtttgttecatgaaacagtttegttggat
gaggagaagaagaaagtgaaaaaagttgtgaaatagagagagtttgtttcEﬁEGGCAATTCATGTC
GTGGTTCTTTTAAGGACAAAATCTACGAGGGCAATCATAGTAGGCCCGAGGAGAATTCCAAATCCA
CCACCACTACTGTTTCCTCTGTTCATTCTCCTACTACAGACCAAGATTTCTCCAAACAGAACACCA
ATCCAGCTCTTGTGATTCCTGTTAAAGAACCCATTATGCGGCGTAACGTTGACAATCAATCTTACT
ATGTTCTTGGTCACAAGACTCCTAACATTCGTGATCTTTACACGTTGAGTCGTAAGTTAGGACAAG
GACAATTCGGGACAACGTATTTGTGTACTGATATTGCCACAGGTGTTGACTATGCTTGTAAGTCTA
TATCCAAGAGGAAATTGATATCTAAAGAAGATGTTGAGGATGTTAGGAGGGAGATTCAGATTATGC
ATCATTTAGCTGGTCACAAGAATATTGTTACTATTAAAGGAGCTTATGAGGATCCTTTGTATGTTC
ACATTGTGATGGAGCTTTGTGCTGGTGGTGAGTTGTTTGATAGGATTATTCATAGAGGTCATTACA
GCGAGAGGAAAGCTGCTGAGTTGACCAAGATCATTGTCGGTGTTGTTGAGGCGTGTCATTCTCTTG
GTGTTATGCATAGAGATTTAAAGCCTGAGAATTTCTTGTTGGTTAATAAGGATGATGATTTCTCTC
TTAAGGCCATTGATTTTGGTCTCTCTGTTTTCTTCAAACCAGgtaagecgttagttgecgagtttete
attgttctgaatctatttaagtaccatgatgtgttttgtagtatacattactgtgactttctattc
atcaaatgagtaagggaatgtaaatgtttcagctttgcataatgtgtagtcttactctaatatcag
GCCAAATATTCAAGGATGTTGTTGGAAGTCCATACTATGTTGCTCCTGAGGTTCTTCTAAAACATT
ATGGTCCAGAAGCTGATGTGTGGACTGCTGGTGTTATACTCTATATCTTACTAAGTGGTGTCCCGC
CTTTCTGGGCAGgtatgcgggcgatatagctgtttcaatgegttctecttaattagtgeccattgaca
aggtttcctgaagtttggttttgtgtttttgaaatcagAAACACAGCAAGGAATATTTGATGCTGT
GTTGAAGGGATATATTGACTTTGATACAGACCCGTGGCCTGTCATATCCGACAGTGCTAAAGATCT
GATCCGGAAGATGTTATGCTCTAGTCCTTCTGAACGTTTGACTGCTCATGAAGTCTTGCgtacgta
atcaattacacttaaataaatggttacatttggcagccacacaacattagactatatctcttgtat
gtatctctttttttttcagGTCATCCATGGATCTGTGAGAATGGAGTTGCACCGGATAGAGCACTT
GACCCGGCTGTTTTGTCTCGTCTAAAACAGTTTTCTGCAATGAATAAATTAAAGAAGATGGCTTTA
AAGgtcagtttgtagttatactcaatcttctattgtctctgcatcacattcgtttgagatatgttt
actcatattagtgattatggaatgatcagGTGATAGCTGAGAGCCTCTCAGAAGAAGAGATTGCGG
GTTTAAGAGCAATGTTTGAGGCAATGGATACTGATAACAGCGGTGCAATCACTTTTGATGAACTCA
AAGCTGGCTTGAGAAGATATGGATCAACCTTGAAAGACACCGAGATCCGAGATCTTATGGAAGCGY
taacaatgcatccttttgagatatgcacactagttcatttcgctatatagatgacaataaccatac
tctetgtgttgtatcttagGCTGATGTGGACAACAGCGGTACAATAGATTACAGCGAGTTTATTGC
AGCGACGATCCATCTGAATAAACTAGAGAGAGAAGAGCATCTTGTCTCTGCATTTCAGTACTTTGA
CAAAGATGGAAGTGGTTACATCACCATTGATGAGCTGCAACAATCTTGCATTGAACATGGGATGAC
CGATGTTTTTCTTGAAGACATAATCAAAGAAGTAGATCAAGACAACgtaagctttgectettgaca
tgattecttecactettcaceattggtgtttgectaataaagttttggtttttgtttettacagGATG
GACGGATTGATTACGAAGAATTTGTTGCGATGATGCAAAAGGGAAATGCTGGTGTAGGGAGAAGAA
CAATGAAAAATAGTCTAAACATCAGCATGAGAGATGTClXEgcacatacacacatctttaaategt
ctattcggtgaggatgcaaatgtttccatggaatcaacatttgcaatgtttaatcacagaggagga
agagaaaccagattcatagctgcagcgaaccagctaaatcgttgaaggtttgagttaaaaatgtta
aaaactactgtatgattaaaaaatggtgaaagataaaaaaaaagtgttaagttctgttcatcagta
gectgtgaggactatttectattttetctctetectgitttgtttgtttgtaacaactgtttaagttty
gtttttatttcatctccatcgtcgaaagectttgaccectttttgggtttttgaaagatcaaatcatce
ttccaatatagtacaaatgtgatatacaagttgtgtgac
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Tabelle 5.2 Mutageneseprimer: Die roten Boxen markieren die mutierten Basen

Primername Sequenz Beschreibung

cpk5-mut frw 5"-TGGTGTGATGCATAGAGIICTTGAAGCC- D221A  Aus-
TGAGAATTT-3" tausch

cpk5-mut rev 5"-AAATTCTCAGGCTTCAAGBICTCTATGC- D221A  Aus-
ATCACACCA-3” tausch

cpk6-mut frw 5"-TGGTGTTATGCATAGAG@ITTTAAAGCC- D209A Aus-
TGAGAATTT -3° tausch

cpk6-mut rev 5"-AAATTCTCAGGCTTTAAABICTCTAT- D209A  Aus-
GCATAACACCA-3° tausch

S8A frw 5-CTTGCCGTGGABICTTTCAAGGACA- S8A  Aus-
AACTCG-3 tausch

S8A rev 5"-CGAGTTTGTCCTTGAAAGI@ITCCACG- SSA  Aus-
GCAAG-3~ tausch

S8D frw 5-CTTGCCGTGGAGMITTTCAAGGACAA-  S8D  Aus-
ACTCG-3 tausch

S8D rev 5"-CGAGTTTGTCCTTGAAAICTCCACGGC- S8D  Aus-
AAG-3° tausch

T98A/S100A frw  5"-GTGATATCTATIICCCTTIB@ICCGCA- T98A/S100A
AGCTAG-3° Austausch

T98A/S100A rev  5°-CTAGCTTGCGGIBAAGGGIATAGAT-  T98A/S100A
ATCAC-3" Austausch

Tabelle 5.1 Primer zur Genotypisierung

Primername Sequenz Beschreibung
cpk6 SA 5"-ATCGTCTTCTCGCTGTTCTGCTAT-3" CPK6 5°-Primer
cpk6 3A S5*-TTTCCTCTCGCTGTAATGACCTCT-3" CPK6 37-Primer
bak1-3 frw 5-CCTATTCCATCAACTCTCGG-3~ Bak1-3 5°-Primer
bak1-3 rev 5"-CATCAAAGAAGTGGTCCTGCGGC-3” Bak1-3 3”-Primer
fls2 frw 5"-TGTTGTCCGGTGATGTTCCTG-3" Fls2 5”-Primer
fIs2 rev 5-CGGTGAAATGATTCCTCCCAA-3” Fls2 3”-Primer

Iba 5- TGGTTCACGTAGTGGGCCATC-3" SALK-Iba
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Tabelle 5.3 Klonierungsprimer

Primername Sequenz Beschreibung
cpkS FL frw 57-caccATGGGCAATTCTTGCCGTG-3" cpkS 5°-FL
Primer
cpkS FL rev 5"-CGCGTCTCTCATGCTAATG-3" cpk5 3°-FL
Primer
cpkS VK frw 57-caccATGGGCAATTCTTGCCGTG-3" cpkS5 5°-VK
Primer
cpkS VK rev 5"-AACACCATTCTCACAGATCCATG-3" cpk5 3°-VK
Primer
cpk6 FL frw 57-caccATGGGCAATTCATGTCGTG-3" cpk6 5°-FL
Primer
cpk6 FL rev 5S"-CACATCTCTCATGCTGATGTTTAG-3" cpk6 3°-FL
Primer
cpk6 VK frw 57-caccATGGGCAATTCATGTCGTG-3" cpk6 5°-VK
Primer
cpk6 VK rev 5"-AACTCCATTCTCACAGATCCATG-3" cpk6 3-VK
Primer
cpkS PrF-Ascl 57-ggcgcgccAAACCAAGTTGGAGAGATG-  cpkS  Promoter
TTACAG-3~ 5’-Primer
cpkS PrR-EcoRI  57-gaattcGAAACAATGGGAATTACCAAA-  cpkS  Promoter
TC-3" 3’-Primer
cpk6 PrF-Ascl 57-ggcgcgccCTTTTAAAGAACACTCGAC- cpk6  Promoter
AATG-37 5’-Primer
cpk6 PrR-EcoRI  57-gaattcGAAACAAACTCTCTCTATTTC- cpk6  Promoter
ACAAC-3~ 3’-Primer
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Tabelle 5.4 Primer fiir RT-PCR-Analysen

Primername

Sequenz

Beschreibung

ckpS scr frw
cpkS scrrev
yfp rev
cpk6 SA
cpk6 3A
actin2 frw
actin2 rev
frk1 frw
frk1 rev

prl frw

prl rev

pré frw

pr4 rev

ics1 frw
icsl rev
vsp2 frw
vsp2 rev
lox3 frw
loc3 rev

5"-AGCGTGTGTTGAACATGGCATGG-3"

5"-CTACTTGACGATTAATCACACAGTCG-3"

5"-ACGCCGTAGCCGAAGGTGGTC-3"
S5-ATCGTCTTCTCGCTGTTCTGCTAT-3"
S-TTTCCTCTCGCTGTAATGACCTCT-3"
5"-GTGAACGATTCCTGGACCTGCCTC-3"
5"-GAGAGGTTACATGTTCACCACAAC-3”
5"-TGCAGCGCAAGGACTAGAG-3"
5"-ATCTTCGCTTGGAGCTTCTC-3"
5"-CTCAAGATAGCCCACAAGATTATC-3"
5"-CTCGTTCACATAATTCCCACGAGG-3~
5"-ATGAAGATCAGACTTAGCATAAC-3"
5"-GGAGCAATAAGCACTCACGGCTC-3"
5"-CTCCCGCAAGAAGTATGAGTC-3"
5"-GTTCCCATTCAACAGCGATC-3"
5"-CCGCTACGGTCTCGGCATCCGTT-3"
5"-GGGAATACTAGAGAGGAGGGTAT-3"
5"-CAGAAAGGTCATCACTTGTCTCG-3"

5"-GGATCAAGTTGGGTGCTGATAAGC-3"

CPKS5 57-Primer
CPKS5 37-Primer
yfp 37°-Primer
CPK6 57-Primer
CPK6 3"-Primer
Actin2 5”-Primer
Actin2 3’-Primer
Frk1 5°-Primer
Frk1 3°-Primer
Pr1 5”-primer
Pr1 3°-Primer
Pr4 5°-Primer
Pr4 3°-Primer
ICS1 57-Primer
ICS1 37-Primer
Vsp2 5°-Primer
Vsp2 37-Primer
Lox3 5°-Primer
Lox3 3”-Primer
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Anhang

A)
attB1
CPK5 pXCSG-Strepll bla
7056 bp
P35SS
Pnosﬁ& %CO|E1 ori
pat \
LB
pAnos
C) attB2  Strepll
cpk5 VK 'pA35S
RB
RK2 ori
attB1
-
passs @ CPK5 VK pXCSG-Strepll
6468 bp
bla

o\
N\,
i

pAnos

A

ColE1 ori

LB

B) Strepll

'pA35S

ey
N

attB1
CPK6 pXCSG-Strepll bla
7016 bp
- N %
Pnos % ColE1 ori
pat \\
pAnos LB
D) attB2  Strepll

CPK6 VK 'pA35S
j\RB
RK2 ori
attB1
/\

P35SS
CPK6 VK pXCSG-Strepll )\
6428 bp
bla

Pnos
pat% %
ColE1 ori
pAnos

LB

Abbildung 5.4 pXCSG-StreplI-Vektoren
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Anhang

A) attB2 eYFP B ) attB2 eYFP
CPK5 pA3SS CPK6 % 'pA35S
N7 N7
%RKZ ori %RKZ ori
attB1 ey attB1 .
CPK5 pXCSG-YFP CPK6 pXCSG-YFP
b
P355S 77 P35SS R
BN
Pnos Pnos
bt %
CoIE1 ori ColE1 ori
pAnos pAnos
LB LB
Abbildung 5.5 pXCSG-YFP-Vektoren
A) attB2 B attB2
pCPK5 ] pCPK6
GUS GUS
P35SS ‘\'pA3SS P35SS 'pA35S
‘KZ pCPK5 pXCSG-GUS - s Term. pCPK6 pXCSG-GUS %53 Temn.
8453bp AN 8485bp
Pnos\g RB Pnos RB

. %7 RK2 ori
/\
-,

a
ColE1 ori

A .

pAnos //
a

ColE1 oni

Abbildung 5.6 pXCSG-GUS-Vektoren
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Lebenslauf

Der Lebenslauf ist in der Online-Version aus Griinden des Datenschutzes nicht ent-
halten
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