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1 Einleitung

Pflanzen mussen sich aufgrund ihrer sessilen Lebensweise an sich standig
verandernde Umweltbedingungen anpassen. Diese unterschiedlichen Stimuli werden
in biotische und abiotische Reize eingeteilt (Schopfer und Brennicke, 1999; Sanders
et al., 2002). Als abiotische Stimuli werden unter anderem unterschiedliche
Lichtreize, niedrige und hohe Temperaturen, Beruhrung, hyperosmotischer (Salz,
Trockenheit) und oxidativer (Ozon, Radikale) Stress zusammengefasst. Durch Pilze
verteilte Elicitoren, NOD-Faktoren oder auch Hormone wie Abscisinsaure oder
Gibberillinsdure werden dagegen zu den biotischen Reizen gezahlt (Malho, 1999;
Knight und Knight, 2001; Sanders et al., 2002). Verschiedene nicht-proteinische
Botenstoffe ermoglichen in der Pflanze die Weiterleitung von Signalen in Antwort auf
diese Fille von Reizen. Zu diesen Botenstoffen gehdéren zum Beispiel zyklische
Nukleotide, Wasserstoff-lonen, aktive Sauerstoff-Arten, Lipide und als einer der
wichtigsten Kalzium-lonen (Wu et al., 1997; Bowler und Fluhr, 2000; Sanders et al.,
2002).

1.1 Kalzium, ein wichtiger sekundarer Botenstoff fiir

Signalleitungen

Externe Reize, die den Wuchs oder die Lebensfahigkeit der Pflanze beeinflussen
konnen, mussen schnell und effizient erkannt und in interne Signale umgewandelt
werden, um wirkungsvoll auf diese Veranderungen reagieren zu konnen. Obwohl der
Pflanze eine ganze Reihe von Botenstoffen zur Verfligung stehen, spielt neben
Hormonen wie Ethylen, Jasmonsaure, Salicylsaure und Abscisinsaure vor allem
Kalzium als einer der wichtigsten Botenstoffe in der Signalweiterleitung eine wichtige
Rolle. Diese lonen wurden sowohl bei zellularen und entwicklungsphysiologischen
Prozessen als auch in verschiedenen Reizantworten nachgewisen (Ehrhardt et al.,
1996; Dong, 1998; Snedden und Fromm, 1998; Malhé, 1999; Bowler und Fluhr,
2000; Knight und Knight, 2001). So wurde gezeigt, dass Ca**-lonen in zelluliren
Vorgangen wie Zellfuhrung bei Pollenschlauchwachstum oder
Wurzelhaarverlangerungen notwendig sind (Bibikova et al., 1997; Messerli et al.,

2000). Aber auch physiologische Prozesse wie NOD-Faktor-Erkennung, Seneszenz,



Transduktion abiotischer Reize oder auch Weiterleitung von Absicisinsaure- (ABA),
Gibberellinsaure- (GA) oder Ethylensignalen werden durch Kalzium vermittelt
(Ehrhardt et al., 1996; Malho, 1999; Bowler und Fluhr, 2000; Larkindale und Knight,
2002; Sanders et al., 2002). Wie kann ein einziges lon eine solche Vielfalt an
Signalen vermitteln? Kalzium-lonen haben einen grolen Radius, der vielen
verschiedenen Proteinen eine Bindung mit diesem lon vereinfacht. Dieser Effekt wird
noch dadurch erhoht, dass Kalzium unterschiedliche Bindungszahlen aufweisen
kann, so dass die lonen sich auch an Proteine mit unterschiedlichen Bindungsstellen
anlagern kénnen (Malhd, 1999). Durch die Beteiligung von Kalzium-lonen an
verschiedenen Signaltransduktionsprozessen kommt es moglicherweise zu
Uberlagerungen verschiedener Signale in der Pflanzenzelle. Wie wird also Klar,
welches der urspringliche Reiz ist und wie erhalt die Zelle die Information fur die
jeweils fiir den Reiz notwendige Antwort? Schon auf der Ebene der Ca**-Signale sind
Maoglichkeiten vorhanden, Spezifitat zu erzeugen. So kann das raumliche Auftreten
des Signals die Uberschneidungen von Signallibertragungen einschranken. Die Zelle
besitzt mehrere Ca®*-Speicher, aus denen Kalzium-lonen freigegesetzt werden
kénnen. Zu diesen zahlen die Zellwand, das Endoplasmatische Retikulum (ER),
Mitochondrien oder die Vakuole (Knight et al., 1997; McAinsh und Hetherington,
1998; Malhd, 1999; Sanders et al., 2002). Auf dieser Stufe der Regulation haben sich
auch Spezialisierungen auf bestimmte Botenstoffe fur die Freisetzung von Kalzium
aus entsprechenden Kanalen erkennen lassen. So wurden sowohl Inositol-1,4,5-Tris-
Phosphat (IP3) als auch zyklische Adenosin-5'Diphosphat-Ribose (cADPR) als
Regulatoren fur Kalzium-Kanale der Vakuole verifiziert, wahrend die entsprechenden
Kanale des ER durch Nikotinsaure-Adenosin-Dinukleotid-Phosphat (NAADP)
reguliert werden (Wu et al., 1997; Navazio et al., 2000). Durch die Herstellung
transgener Pflanzen, die das Reportergen Aequorin exprimieren, wurden weiterhin
Unterschiede in den dynamischen Eigenschaften in der Magnitude und Kinetik der
Kalzium-Freilassung bei diversen Stressreizen festgestellt (Allen et al., 1999; Plieth
et al., 1999; Allen et al., 2001; Harper, 2001; Knight und Knight, 2001; Sanders et al.,
2002). Auf diese Weise wurde eine deutliche Zwei-Phasen-Kinetik des Kalzium-
Signals bei lang anhaltender Kalte-Behandlung beobachtet (Plieth et al., 1999).
Ebenso wurde nachgewiesen, dass im Anschluss einer Hitze-Behandlung die
Kalzium-Konzentration drastisch und rapide ansteigt (Larkindale und Knight, 2002).

Obwohl Ca®* ein wichtiger Botenstoff ist, 16st dieses lon haufig nur unvollstandige



Signal-Antworten aus, so dass Kalzium-abhangige Systeme noch zusatzlich ein
zweites parallel laufendes Signal brauchen, welches zu der spezifischen
Weiterleitung der Signale beitragt (Sanders et al., 2002). So wurde neben der
Induktion der Kalzium-Freisetzungen aufgrund spezifischer Reize auch ein Ansteigen
der Konzentration verschiedener pflanzlicher Hormone festgestellt. Zu diesen
Hormonen in Pflanzen gehdren vor allem Jasmonsaure (JA), Ethylen, Salicylsaure
(SA) und Abscisinsaure (ABA) (Bohnert und Sheveleva, 1998; Dong, 1998; Leon et
al., 1998; Lébler und Lee, 1998; Pieterse und van Loon, 1999). Die Synthese der
Hormone Jasmonsaure, Ethylen und Salicylsaure wird bei Pathogenbefall und in
Antwort auf Verwundung durch Frassfeinde wie Raupen induziert (Reinbothe et al.,
1994; Leon et al., 1998; Pieterse und van Loon, 1999; Onate-Sanchez und Singh,
2002). Die Synthese von Abscisinsaure wird dagegen bei Trockenheit und Salz
erhoht (Ingram und Bartels, 1996; Hetherington, 1998; Xiong et al., 2001). Zwischen
den einzelnen Hormon-Signalwegen herrscht keine Linearitat, sondern ein stetiger
Austausch von Informationen beziehungsweise eine haufige Uberkreuzung der
Signale und auch gegenseitige Wechselwirkungen. So sind Induktionen der
Expression bestimmter Gene sowohl durch ABA als auch durch JA beschrieben
worden (Lobler und Lee, 1998). Ebenso wurde eine negative Beeinflussung des
ABA-Signales wahrend der Samenkeimung durch Ethylen nachgewiesen (Xiong et
al., 2001). Andererseits kann Ethylen auch die Bildung von ABA beschleunigen
(Bowler und Fluhr, 2000). Es besteht also ein reger Austausch an Informationen
zwischen den Hormonsignalwegen, ein sogenannter ,Cross-talk®. Eine Art ,Cross-
talk” zwischen den Hormon-Signalwegen und denen des Kalziums ist ebenso
nachgewiesen worden. So zeigt die gca-Mutante, die ABA-insensitiv ist, ein
verdndertes Ca”*-Oszillationsverhalten in den Stomatazellen als der untersuchte
Wildtyp (Allen et al., 2001). Ebenfalls in den Schliesszellen ist eine Regulation der
Kaliumkanale sowohl durch ABA als auch durch Kalzium nachgewiesen worden
(Blatt, 2000). Da Zugabe sowohl von Kalzium-lonen als auch von SA, Ethylen oder
ABA die Uberlebensrate von Keimlingen nach Hitze-Behandlung erhéht, scheint

auch ein ,Cross-talk” bei Hitze-Stress zu existieren (Larkindale und Knight, 2002).



1.2 Kalzium-bindende Proteine — Regulatoren der besonderen Art

Da Kalzium-lonen in hoheren Konzetrationen toxisch fur die Zelle sind, liegen diese
nur in geringen Mengen frei im Zytosol der Zelle vor (Malhé, 1999). Dadurch reichen
schon geringste Anderungen in der lokalen Konzentration von Ca®*'-lonen, um
Signale auszul6sen, die von Kalzium-bindenden Proteinen detektiert werden konnen.
In der Pflanze wurden in den letzten Jahren eine ganze Reihe verschiedener
Kalzium-bindender Proteine identifiziert (Liu und Zhu, 1998; Snedden und Fromm,
1998; Kudla et al., 1999; Hwang et al., 2000; Knight und Knight, 2001; Sanders et al.,
2002). Diese Kalzium-Sensoren werden in zwei Gruppen eingeteilt (Sanders et al.,
2002). Die eine Gruppe stellen die Antwort-Sensoren (,response sensors®) dar, die
durch Bindung von Kalzium ihre Struktur und ihre enzymatische Aktivitat andern und
damit eine direkte Weiterleitung des Signales bewirken. Zu dieser Gruppe der
Kalzium-Antwort-Sensoren werden unter anderem die Kalzium-abhangigen Protein-
Kinasen (CDPK, calcium dependent protein kinases) gezahlt. Die zweite Gruppe sind
die Ubermittler-Sensoren (,sensor relais“). Diese Proteine binden zwar Ca®*-lonen,
weisen aber keine eigene enzymatische Aktivitat auf. Erst nach der Kalzium-Bindung
binden diese Ubermittler-Sensoren an andere Proteine und beeinflussen dadurch
deren Aktivitat. Zu dieser zweiten Gruppe gehdren sowohl die zur Familie der
Calmoduline (CaM) zahlenden Proteine als auch die Calcineurin B-ahnlichen (CBL)
Proteine (Kudla et al., 1999; Luan et al., 2002; Sanders et al., 2002).

Die zu den Antwort-Sensoren gehérenden CDPKs bilden in Arabidopsis eine grol3e
Proteinfamilie mit bisher 34 identifizierten Mitgliedern (Harmon et al., 2000; Sanders
et al., 2002). Interessanterweise ist diese Gruppe von Kinasen bisher nur in Pflanzen
und einigen Protozoen nachgewiesen worden (Harmon et al., 2000). Diese Protein-
Kinasen weisen als gemeinsame Struktur eine N-terminale Kinase-Domane und eine
C-terminale Calmodulin-ahnliche Domane (39 % Identitat zu CaM) mit vier EF-
Handen auf (Snedden und Fromm, 1998; Hardie, 1999; Harmon et al., 2000;
Sanders et al., 2002). Die EF-Hand-Motive bilden eine ,Helix-Loop-Helix"-Struktur die
fir die Ca®-Bindung verantwortlich ist (Snedden und Fromm, 1998).
Lipidmodifikationen  wie Mpyristylierungen einiger CDPKs vermitteln eine
Membranlokalisationen dieser Proteine (Harmon et al., 2000). Auch in anderen
Kompartimenten der Zelle wie dem Endoplasmatische Retikulum sind CDPKs

nachgewiesen worden (Hwang et al., 2000; Martin und Busconi, 2000; Sanders et



al.,, 2002). Diese Protein-Kinasen sind verschiedenen Regulationsmechanismen
unterworfen und zeigen eine zelltyp- und entwicklungsspezifischen Regulation
(Hardie, 1999; Harmon et al., 2000; Martin und Busconi, 2000; Saijo et al., 2000;
Romeis et al., 2001; Sanders et al., 2002). In NbCDPK2-Uberexpressionslinien in
Nicotiana benthamiana konnte nachgewiesen werden, dass die
Autophosphorylierung und Aktivitat der Kinase von einer weiteren Kinase reguliert
wird (Romeis et al., 2001). Eine Regulation sowohl auf RNA-Ebene durch gesteigerte
Transkription bei bestimmten Reizen als auch auf Protein-Ebene durch schnellen
Abbau wurde fur OsCDPKY7 aus Reis beschrieben (Saijo et al., 2000). Diese CDPK-
Proteine sind bei verschiedenen Stressantworten beteiligt. CDPKs regulieren z.B.
verschiedene Transporter, wie etwa die im Endoplasmatischen Retikulum
vorkommende Kalzium-Pumpe ACA2, die fur eine Osmoregulation wichtig ist
(Harmon et al., 2000; Hwang et al., 2000; Saijo et al., 2000).

Neben den Antwort-Sensoren gibt es eine weitere Gruppe von Kalzium-Sensoren,
die zwar das Ca?-Signal empfangen, aber erst durch die Bindung an andere
Proteine deren Aktivitat beeinflussen. Zu dieser Gruppe gehort unter anderem die
Proteinfamilie der Calmoduline (CaM). Diese setzt sich aus den CaM-Proteinen, den
CaM-ahnlichen und den CaM-verwandten Proteinen zusammen und besteht in
A. thaliana aus vierzehn identifizierten Mitgliedern (Luan et al., 2002). Dabei stellen
diese mit 90% Ahnlichkeit untereinander eine sehr konservierte Protein-Familie im
pflanzlichen und tierischen Bereich dar (Snedden und Fromm, 1998; Luan et al.,
2002). CaM-Proteine besitzen ebenso wie die vorher erwahnten CDPKs vier EF-
Hand-Motive fiir die Ca®*-Bindung, wobei im Gegensatz zu anderen Kalzium-
Sensoren die Bindung Mg®*-abhangig ist (Snedden und Fromm, 1998; Luan et al.,
2002). Uberexpression des CaM3-Proteines in Arabidopsis zeigte, dass dieses
Protein flr die Regulation der Expression stressinduzierter Gene wie RD29A
(=LTI78=COR78) oder KIN1/KIN2 (=COR®6.6) verantwortlich ist (Townley und Knight,
2002). Ebenso wird eine Beteiligung von Calmodulinen bei der Reizantwort auf Hitze
vermutet, da Zugabe von Calmodulinblocker die Antworten auf diesen Reiz verstarkt
durch Ansteigen der Konzentration von TBARS (Thiobarbitursaurezahl) und damit
verundenen oxidativen Stress (Larkindale und Knight, 2002). Involviert sind
verschiedene CaMs in der Vermittlung von weiteren Stressantworten wie etwa bei

Pathogenbefall oder bei Verwundung. Ebenso regulieren diese CaMs verschiedene



Proteine wie unter anderem einige CDPKs (Snedden und Fromm, 1998; Harmon et
al., 2000; Luan et al., 2002; Sanders et al., 2002).

Eine weitere Proteinfamilie in Pflanzen, die zu dieser zweiten Gruppe von Sensor-
Ubermittlern gehort, stellen die Calcineurin B-ahnlichen Proteine dar. Diese Proteine
wurden aufgrund ihrer Ahnlichkeit zu Calcineurin B-Untereinheiten als CBL
(Calcineurin B like) bezeichnet, weisen aber zusatzlich noch eine hohe Ahnlichkeit zu
einem neuronalen Kalzium-Sensor-Protein (NCS) auf (Kudla et al., 1999; Luan et al.,
2002). Im Gegensatz zum tierischen Calcineurin B besitzen CBL-Proteine statt vier
nur drei EF-Hand-Motive (Kudla et al, 1999; Luan et al., 2002). Das tierische
Calcineurin besteht aus zwei Untereinheiten, den Untereinheiten Calcineurin A
(CNA) und Calcineurin B (CNB). Die katalytische Calcineurin A-Untereinheit besitzt
ein Zentrum fir Fe3+/Zn2+—Bindung, wahrend die zweite Untereinheit, Calcineurin B
vier EF-Hand-Motive aufweist und die regulatorische Untereinheit darstellt (Klee et
al., 1998; Trewavas, 1999). Beide Untereinheiten sind bei Hefe und im Tierreich hoch
konserviert. Das Calcineurin besitzt bei Saugetieren wichtige Funktionen in der T-
Zell-Aktivierung und in der Transmitter-Ausschuttung der Hippokampus-Neuronen,
wahrend bei Hefen Beteiligung von Calcineurin im Pheromon-Antwort-Weg, in der
Zytokinese, der Sporulation als auch in adaptiven Prozessen bei Salzstress
nachgewiesen worden ist (Breuder et al., 1994; Klee et al., 1998; Hemenway und
Heitman, 1999; Trewavas, 1999). Als einzige Serin-Threonin-Phosphatase wird das
tierische Calcineurin von CaM/Ca®* aktiviert (Klee et al., 1998). Wahrend das
tierische Calcineurin in vielen Studien genau untersucht worden ist, war zu Beginn
dieser Arbeit fur die CBLs bisher noch nicht viel Uber ihre Funktionen in der Pflanze
bekannt. Fir CBL1 aus A. thaliana wurde eine Expression in Stengel und Wurzel, zu
geringerem Anteil in Blattern und kaum in Bliten nachgewiesen. Weiterhin wurde
eine transienter Anstieg der mRNA von AtCBL1 bei Trockenheit, Kalte und
Verwundung beobachtet werden, der bei den beiden sehr ahnlichen AtCBL2 und
AtCBL3 nicht zu erkennen war (Kudla et al., 1999). In einer spateren Arbeit wurde
sowohl fir CBL1 als auch fur CBL2 eine Induktion bei Licht festgestellt (Nozawa et
al., 2001). Die molekulare Analyse des ,salt overly sensitive” Lokus aus A. thaliana
ergab, dass dieses fur die Salzresistenz von Arabidopsis essentielle Protein
ebenfalls ein Kalzium-Sensor des CBL-Types ist (Liu und Zhu, 1997). Mit der
Komplettierung der Sequenzierung des Arabidopsis-Genoms wurden insgesamt 10

Mitglieder dieser Protein-Familie identifiziert (Nozawa et al., 2001; Luan et al., 2002).



Durch Hefe-Zwei-Hybrid-Analysen mit CBL1 als Kéder wurde Uberraschenderweise
statt der erwarteten CNA eine neue Familie von Serin-Threonin-Protein-Kinasen als
Interaktoren identifiziert. Diese Proteine wurden als CIPKs (CBL-interacting protein
kinases) bezeichnet. Alle CIPKs weisen eine Zwei-Domanen-Struktur auf. Der N-
Terminus besteht aus der Kinase-Domane, die Ahnlichkeiten zu SNF-ahnlichen und
AMPK-abhangigen Kinasen aufweist (Hardie, 1999; Shi et al., 1999). Die zweite
Domane in der C-terminalen Region ist dagegen sehr variabel. In in vitro-Analysen
wurde eine Ca**-Abhangigkeit der Interaktion von CBL1 und CIPK1 festgestellt.
Allerdings blieben sowohl die Funktionen als auch die Komplexitat der CBL/CIPK-
Interaktionen und das maoglicherweise daraus resultierende Signalsystem unklar (Shi
et al., 1999). Die Analyse der Funktionen dieser Proteine als auch die CBL/CIPK-

Interaktionen stellen einen Teil der Fragestellungen dieser Arbeit dar.

1.3 Signalleitung durch Zwei-Komponenten-Systeme

Im letzten Jahrzehnt wurden in Pflanzen eine Gruppe von Proteinen identifiziert, die
ursprunglich in Bakterien beschrieben und untersucht wurden (Stock et al., 1989;
Chang et al., 1993). In Bakterien sind diese Proteine Teile sogenannter ,Zwei-
Komponenten-Systeme® die Prozesse wie Chemotaxis, in E. coli die aerobisch-
anaerobische Regulierung und in B. subtilis die Regulation der Sporulierung
vermitteln. Die bakteriellen Zwei-Komponenten-Systeme bestehen aus einer Histidin-
Kinase und einem ,Response-Regulator®. Die Histidin-Kinase autophosphoryliert sich
selbst an einem bestimmten Histidin in ihrer Aminosaure-Kette und gibt in einem
zweiten Schritt dieses Phosphat an den Response-Regulator weiter, indem sie hier
ein Asparagin phosphoryliert. Dieser Response-Regulator wird in einem dritten
Schritt wieder dephosphoryliert. Die Existenz derartiger Systeme wurde in
Eukaryoten nur in Hefe und in Pflanzen nachgewiesen (Maeda et al., 1994; Stock et
al., 2000; Hwang und Sheen, 2001). Pflanzen weisen haufig ein komplexeres Zwei-
Komponenten-System als in Bakterien auf, das weitere Regulationen ermaoglicht. So
wurden einige Histidin-Kinasen identifiziert, die statt dem ursprunglichen Aufbau,
bestehend aus einer Eingabe- (Input) und Ausgabe- (Output) Doméane, eine weitere
regulatorische Domane mit einem Asparagin aufweisen. Diese veranderten Kinasen
werden als Hybrid-Histidin-Kinasen bezeichnet (Stock et al., 2000). Ein weiterer

Zwischenschritt des Phosphotransfers bilden sogenannte Histidin-Phospho-Transfer-



Proteine. Der Phosphotransfer findet hier zuerst innerhalb der Histidin-Kinase statt,
bevor die Phosphatgruppe auf das Histidin-Phospho-Transfer-Protein transferiert und
von da aus auf den Response Regulator weitergegeben wird. Es findet also anstatt
einem einfachen His-Asp- ein His-Asp-His-Asp-Phosphotransfer statt, der als
Multistep-Zwei-Komponenten-System bezeichnet wird (Stock et al., 2000; Lohrmann
und Harter, 2002). In der Pflanze sind bisher elf Histidin-Kinasen beziehungsweise
Hybrid-Histidin-Kinasen beschrieben worden, die entweder als Osmosensoren oder
als Ethylen- oder Cytokinin-Rezeptoren fungieren. Zu den Cytokinin-Rezeptoren
gehoéren CRE1/AHK4, AHK3 und AHK2 als auch die Ethylen-Rezeptoren ETR1,
ETR2, ERS1 und ERS2 sowie EIN4 (Gamble et al., 1998; Inoue et al., 2001; Hwang
et al., 2002; Schaller et al., in revision). Die Funktion von ETR1 in der Ethylen-
Antwort als Ethylen-Rezeptor wurde schon Ende der achziger Jahre aufgedeckt
(Bleecker et al., 1988). Dabei ergab die Analyse von Mutanten, dass diese den
normalerweise bei etiolierten Keimlingen auftretenden ,Triple Response" bei
Einwirkung von Ethylen nicht zeigten. Bei der ,Dreifach-Antwort* handelt es sich um
eine gleichzeitige Inhibition des Wurzelgeotropismus’, sowie der Wurzel- und
Hypokotylenverlangerung und der Offnung des apikalen Hakens der Keimlinge
(Bleecker et al., 1988; Guzman und Ecker, 1990; Fluhr, 1998). Aufgrund von
Veranderungen in der "Triple Response" wurden auch die Mutanten ein2, ein3, ctr1
als auch erf1 isoliert (Guzman und Ecker, 1990; Kieber et al., 1993). Weitere
Analysen liefern Hinweise auf einen MAP-Kinase-Weg, der vermutlich von ETR1
ausgeht und Uber die RAF-ahnliche-Kinase CTR1 diesen hypothetischen MAP-
Kinasen-Weg aktiviert. Uber den hypothetischen MAP-Kinasen-Weg, dessen
Komponenten bisher noch nicht identifiziert wurden, wird ein NRAM-ahnlichen
Transporter, EIN2, aktiviert. Dieser gibt das Signal weiter in den Nukleus an den
Transkriptionsfaktor EIN3, der unter anderem an den Promotor von ERF1 bindet und
damit die Expression dieses Genes reguliert (Chang und Shockey, 1999; Bleecker
und Kende, 2000). CTR1 agiert in diesem Ethylen-Signalweg als ein negativer
Regulator (Fluhr, 1998). Obwohl ETR1 eine Histidin-Kinase darstellt, ist bisher keine
Funktion dieses Proteins in einem mdglichen Zwei-Komponenten-System
nachgewiesen worden. Aber es gibt Hinweise, dass in Pflanzen funktionelle Zwei-
Komponenten-Systeme existieren mussten, da weitere Komponenten identifiziert
wurden. So sind im Arabidopsis-Genom funf Histidin-Transfer-Proteine vorhanden,
die als AHP1 bis 5 bezeichnet werden. Der letzte Schritt des Multi-Step-Zwei-



Komponenten-Systemes ist der Phospho-Transer auf Response-Regulatoren.
Insgesamt sind 22 Response Regulatoren identifiziert worden, die in zwei Gruppen
eingeteilt werden, den Typ A-Response-Regulatoren, die neben der Receiver-
Domane eine kurze N- und C-terminalen Verlangerung aufweisen, und den Typ B-
Response-Regulatoren, die eine lange C-terminale Verlangerung mit einer Helix-
Loop-Helix-Struktur besitzen und wahrscheinlich als Transkriptionsfaktoren fungieren
(Hwang und Sheen, 2001; Lohrmann et al., 2001; Hwang et al., 2002; Lohrmann und
Harter, 2002; Schaller et al., in revision). Fir den Typ A Response-Regulator ARR4
wurde eine Funktion zur Stabilisierung der aktiven Pfr-Form des Phytochrom B-
Photorezeptors nachgewiesen (Sweere et al., 2001). Ein weiterer Response-
Regulator vom Typ B, ARR2, wurde dagegen als Transkriptionsfaktor identifiziert, der
mitochondriale Komplex |-Gene wahrend der Spermatogenese der Pollen reguliert
(Lohrmann et al., 2001). Gegenwartig sind allerdings fur die meisten dieser Proteine
weder die Funktion noch deren Betiligung und Aufbau eines Zwei-Komponenten-
Systemes bekannt. Durch die Analyse des ARR2-Proteines soll ein Zugang zur
Identifizierung eines solchen Zwei-Komponenten-Systemes gefunden und seine

Funktion in der Pflanze genauer untersucht werden.

1.4 Zielstellung dieser Arbeit

In der vorliegenden Arbeit sollten zwei neuartige Signaltransduktionssysteme aus der
Pflanze untersucht werden. Einen Schwerpunkt bildete die funktionelle Analyse von
AtCBL1 und AtCIPK1. Um die Funktion dieser beiden Proteine in planta aufzuklaren
sollten T-DNA-induzierte Mutanten isoliert und charakterisiert werden. Die
Funktionsmechanismen des CBL/CIPK-Signalsystemes bilden einen weiteren
Schwerpunkt dieser Arbeit und sollen anhand von Interaktionsstudien im Hefe-Zwei-
Hybrid-System analysiert werden. Um die Funktion des Response-Regulators ARR2
in der Pflanze genauer zu untersuchen, soll in dieser Arbeit eine Transposon-

induzierte Mutante isoliert und charakterisiert werden.
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2 Material

2.1 Kommerzielle Kits und Hilfsmittel

Fir viele Methoden der Molekularbiologie existieren inzwischen kaufliche
Reagenzien und Materialien. Diese Kits wurden entsprechend der Herstellerangaben

eingesetzt. In der vorliegenden Arbeit wurden folgende Kits verwendet:

- Reinigung von DNA aus Agarosegelen und Lésungen: ,GFX Gel Purification Kit"
(Amersham Pharmacia GmbH)

- Plasmidpraparationen: ,GFX Micro Plasmid Preparation Kit" (Amersham
Pharmacia GmbH); ,,Plasmid Midi und Maxi Kit" (Qiagen)

- Radioaktive Markierung von DNA Fragmenten: ,Random Prime Labeling Mix"
(Amersham Pharmacia GmbH)

- Sequenzreaktionen: ,Thermo Sequenase fluorescent labelled primer cycle

sequencing kit with 7-deaza-dGTP" (Amersham Pharmacia GmbH)

2.2 Computerprogramme und Datenbanken

Fir die Sequenzauswertung und -—-analyse wurden folgende Programme und

Datenbanken verwendet:

- fir Sequenzanalysen: DNASTAR (Lasergene)

- Datenbank-Recherchen: "National Center for Biotechnology Information" (NCBI,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov)

- Phylogenetische Analysen: PAUP 4.0 (http://www.Ims.si.edu/PAUP/)

- Bestimmung des Schmelzwertes von Oligonukleotiden:

http://alces.med.umn.edu/rawtm.html
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2.3 Gerate fur die Mikroskopie

- Mikroskop: Axioplan von Zeiss (Carl Zeiss GmbH)

- Kamera: 3CCD Color Video Camera (Sony Electronics Inc.)
- Filter: GFP-Filter mit Anregungsfilter D 935x, Strahlenteiler 440DCPL und Sperrfilter

HQ 10/50 bzw. GG475LP

2.4 Medien

Verwendete Standardmedien:

LB-Medium

1% NaCl (w/v)

1% Casein Hydrolysat (w/v)
0,5 % Hefe-Extrakt (w/v)

bei Platten 2 % Agar (w/v)

YPD-Medium

1% Hefe-Extrakt (w/v)
2% Bacto-Peptone (w/v)
2% Glucose (w/v)

bei Platten 2 % Agar

SD-Medium
1x  YNB (,Yeast Nitrogen
based")

1x  SD (,synthetic dropout powder")

50 g Saccharose
0,25 g MES
ad 11H,0

YEB-Medium

0,5 % Beef Extrakt (w/v)

0,1 % Hefe-Extrakt (w/v)

0,1 % Pepton (w/v)

0,5 % Saccharose (w/v)

50 mM MgSOq4

50 mM MgCl,

mit NaOH auf pH 7,0 einstellen

1,5 % Agar fir Platten

MS-Medium

1x Murashige & Skoog-Medium
mit Vitaminen

1,5 % Saccharose (w/v)

2,5mM MES

0,8 % Agar (w/v)



Antibiotika

(verwendete Endkonzentration)
100 pg/ml Ampicillin

50 pg/ml Kanamycin

100 pg/ml  Rifampicin

25 ug/ml Gentamycin

2.5 Losungen

Eingesetzte Stamm- und Standardiésungen:

Ladepuffer 20 x SETS-Puffer
0,1 M EDTA 3M NaCl
50 % Glycerin 20 mM EDTA
Bromphenolblau (Spatelspitze) 0,6 M Tris/HCI pH 8,0
11 mM Tetranatrium-Pyrophosphat
TE-Puffer
10 mM Tris/HCI pH 8,0 100 x Denhardts-Losung
1mM EDTA 5g Ficoll (400)
5g PVP 360
20 x SSC 5g BSA
0,3 M Natrium-Citrat ad 250 ml H,O
1,5M NaCl
1% SDS ssDNA

10 mg/ml ultraschall-gescherte

Lachssperma-DNA
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2.6 Bakterien- und Hefe-Stamme

Im Rahmen dieser Arbeit wurden folgende Bakterien- und Hefe-Stamme verwendet:

E. coli:

XL1Blue (Bullock et al., 1987):
RecA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac (F'proAB lac/°ZAM15
Tn10 (Tet"))

sure (Doherty et al., 1993):
E14°(McrA’) D(mcrCB-hsdSMR-mrr) 171 endA1 supE44 thi1 gyrA96 relA1 lac
recB recJ sbcC umu::Tn5 (Kann") uvrC (F’proAB lac/TJACIC Tn10(Tet")

Agrobakterium tumefaciens (Konzc und Schell, 1986):
GV3101 pMP90: Rif100 und Kangys (fur Kanamycin-Selektion)
GV3101 pMP90 RK: Rif100; Gmas; Kmys (fUir Ampicillin-Selektion)

Saccharomyces cerevisiae:
SMY3 (Cardenas et al., 1994):
MATa trp-901 his3 leu2-3,112 ura3-52 ade2 gal4 gal 80 TOR1-3 cnb::ADE2
PJ69-4A (James et al., 1996):
MATa gal4 gal80 his3-200 trp-901 ade2-101 ura3-52 leu2-3,-112 GAL2-ADE2
LYS2::GAL1-HIS3 met2::GAL7-lacZ

2.7 Pflanzenmaterial

In dieser Arbeit wurden Pflanzen der Okotypen Columbia, Wassilewska und
Landsberg erecta der Art Arabidopsis thaliana L. (Heyn.) untersucht. Die Anzucht der
Pflanzen erfolgte entweder unter Kurztagsbedingungen bei 8 Stunden Licht und 16
Stunden Dunkelheit oder unter Langtagsbedingungen bei 16 Stunden Licht und 8
Stunden Dunkelheit bei 20°C.
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2.8 Vektoren

Die verwendeten Vektoren werden in Tab. 1 zusammengefasst.

Vektor in E.coli-Stamm Selektion in binar in Selektion Verwendung
Bakterien
PBluescript XL1 und Sure Amp - - Klonierung von DNA-
SK® Fragmenten
Xcm® XL1 und Sure Amp - - Klonierung von PCR-
Fragmenten
pGBT9.BS® XL1 und Sure Amp Hefe Trp Hefe-Zwei-Hybrid-
Analysen
pGAD.GH® XL1 und Sure Amp Hefe Leu Hefe-Zwei-Hybrid-
Analysen
002LOLA" XL1 und Sure Amp Pflanze Kan Protein-Expression
mit Myc-Epitop
pPCV812° XL1 und Sure Amp Pflanze Hyg Protein-Expression
mit H::A.Epitop
pGPTV.X® XL1 Kan Pflanze BASTA, Uberexpression von
Kan oder Proteinen oder
Hyg Promotor-GUS

Tab. 1: Auflistung der in dieser Arbeit verwendeten Vektoren sowie deren Anwendung.
® Stratagene Inc, La Jolla, USA; b (Borovkov und Rivkin, 1997); ¢ (Bartel und Fields, 1997); d
(Ferrando et al., 2000); ¢ (Uberlacker und Werr, 1996).
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2.9 Oligonukleotide

Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide sind im Anhang zusammengefasst.
Oligonukleotide, die fir Sequenzierungen verwendet wurden, wurden an ihrem 5'-
Ende mit CY5 markiert und werden dem entsprechend in dieser Liste separat
aufgefuhrt. Die Oligonukleotide stammen von den Firmen GIBCO, MWG, Roth und
Invitrogen. Jene Oligonukleotide, die fur die Herstellung der FLAG-Epitop-markierten
Proteine und flr die PCR zur Deletionsmutagenese eingesetzt wurden, stammen aus

dem Labor von Dr. Gabor Igloi in Freiburg.
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3 Methoden

3.1 Herstellung kompetenter Bakterien

Zur Transformation und Vervielfaltigung von Plasmiden werden E. coli-Bakterien
verwendet. Um Pflanzen zu transformieren, wurden Agrobakterien benutzt, die die
rekombinante DNA stabil in das Genom der Pflanzen einfugen konnen. Fur die
Transformationen wurden elektrokompetente Bakterien eingesetzt, da eine
Elektroporation eine héhere Transformationsrate gegentber chemisch kompetenten

Bakterien erzielt.

3.1.1 Herstellung elektrokompetenter Escherichia coli

E. coli-Bakterien sind von Natur aus nur bedingt in der Lage DNA aufzunehmen und
mussen aus diesem Grund diese Kompentenz fur eine Transformation erwerben. Um
fur  Elektroporationen  gebrauchsfahige Bakterien herzustellen,  wurde

folgendermalen vorgegangen:

- 4 ml Vorkultur des entsprechenden E. coli-Stammes bei 37°C Uber Nacht kultivieren
- Uberimpfen von 1 ml der Vorkultur in 1 | LB-Medium
- Kultur auf eine ODggo von 0,5 bis 1,0 wachsen lassen
- steril in 500 ml Zentrifugenbecher Uberfihren

- 20 min auf Eis inkubieren

- Zentrifugation bei 4°C und 4000 g flr 15 min

- Pellet in 1 | eiskaltem Wasser resupendieren

- Zentrifugation bei 4°C und 4000 g fur 15 min

- Pellet in 0,5 | eiskaltem Wasser waschen

- Pellet in 20 ml kaltem 10% Glycerin aufnehmen

- Zentrifugation bei 4°C und 4000 g fur 15 min

- Pellet in 2-3 ml kaltem 10 % Glycerin aufnehmen

- Bakterien in 200 ul Aliquots bei —80°C einfrieren
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3.1.2 Herstellung elektrokompetenter Agrobakterium tumefaciens

FUr die Herstellung elektrokompetenter A. tumefaciens wurde entsprechend dem

Protokoll von McGormac (McCormac et al., 1998) vorgegangen:

- 4 ml Vorkultur der Agrobakterien Uber Nacht bei 28°C kultivieren
- Uberimpfen von 1 ml der Kultur in 200 ml YEB

- wachsen lassen der Kultur auf eine ODggo von 0,5 bis 1,0

- Zentrifugation bei 4°C und 4000 g fir 15 min

- Pellet in 200 ml kaltem 10 % Glycerin waschen

- Pellet in 100 ml kaltem 10 % Glycerin waschen

- Pellet in 2 ml kaltem 10 % Glycerin aufnehmen

- Bakterien in 100 ul Aliquots bei —80°C einfrieren

3.2 Polymerase-Kettenreaktionen (PCR)

In dieser Arbeit wurde die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) zur Amplifikation von

gDNA, cDNA, zum Nachweis von Klonierungsereignissen sowie zur gerichteten

Mutagenese eingesetzt.

3.2.1 PCR an cDNA

Die nach einer reversen Transkription (RT) aus mRNA erhaltene cDNA wurde sowohl

fur RT-PCR als auch fur die Amplifikation der cDNA eines Genes verwendet. Der

Ansatz einer reversen Transkription wird in Kapitel 2.6.3 beschrieben. Fur die

Methode der Isolation der cDNA eines Genes stehen dem Labor mehrere cDNA-

Banken zur Verfligung, die als Substrat der Reaktionen dienten:

cDNA -Bank aus etiolierten Keimlingen (Kim et al., 1997)

cDNA -Bank aus grinem Gewebe aus Arabidopsis (Faure et al., 1998)

Zur Isolation der cDNA eines Genes wurde folgender Ansatz verwendet:
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Reaktionsmix: 10 ul 10x Puffer (PeqLab)
10 ul MgSO,4 (25 mM, PeqgLab)
10 yl dNTP (2,5 mM, Gibco))
2,5 ul Primer-Vorwarts (100 pmol/pl)
2,5 ul Primer-Ruckwarts (100 pmol/pl)
5 ul  cDNA-Substrat (ca 3 ng)
2,5 ul Pwo-DNA-Polymerase (1 U/ul, PeglLab)
ad 100 pl HLO (steril)

Fir die RT-PCR wurde der Reaktionsmix folgendermalen verandert:

Reaktionsmix: 5ul  10x Puffer (Promega)
5ul MgCl; (25 mM, Promega)
5yl dNTP (2,5 mM, Gibco))
1yl Primer-Vorwarts (10 pmol/pl)
1yl Primer-Ruckwarts (10 pmol/pl)
3ng RT
0,1ul Tag-Polymerase (5 U/ul, Promega)
ad 50 pl HO (steril)

Fir die PCR-Reaktionen wurde der Robocycler Gradient 96 (Stratagene) benutzt.

Die generellen PCR-Bedingungen waren:

2 min 94°C (Denaturierung)
35 Zyklen: 45 sec 94°C (Denaturierung)

1,30 min 58°C (Hybridisierung)

1-2 min 72°C (pro 1 kb 1 min Elongationszeit)
abschliefend: 5 min 72°C

Die amplifizierten PCR-Produkte wurden in einem 1 % Agarose-Gel mit 10ul/100ml
Ethidium-Bromid (0,1mg/ml) elektrophoretisch aufgetrennt (fir grofle Fragmente
>1,5kb wurde 0,8 %iges Agarosegel, fur Fragmente <800 bp 1,5-2,0 %iges
Agarosegel verwendet). Die erhaltenen PCR-Amplifikate wurden unter UV-Licht

photographisch dokumentiert. Die Fragmente wurden wenn notwendig aus dem Gel
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ausgeschnitten und mit Hilfe des ,GFX Gel Purification Kit" isoliert. Anschlielend
wurden die gereinigten DNA-Fragmente mit Hilfe von Restriktionsenzymen verdaut,

in entsprechende Vektoren ligiert und in E. coli-Bakterien transformiert.

3.2.2 Kolonie-PCR

Die Kolonie-PCR erlaubt den Nachweis von in Vektoren klonierten DNA-Inserts in
einzelnen Bakterienkolonien. Fir die PCR wurden Vektor-spezifische Primer
verwendet, die die Lange der DNA-Inserts widerspiegeln. Dazu wurde ein Teil einer
Bakterienkolonie mit einem Zahnstocher gepickt, in den Reaktionsmix getaucht und
dann die restlichen Bakterien auf dem Zahnstocher auf einer Rucklagenplatte
ausgestrichen. Der Reaktionsmix und die PCR-Bedingungen waren wie unter 2.3.1

beschrieben.

3.2.3 PCR an genomischer DNA

Nachweise von Mutationen, etwa T-DNA-Insertionen im Genom, erfolgen ebenfalls
mit Hilfe der PCR. Dazu werden jeweils Primer verwendet, die entweder fur die
Insertion oder fur das Gen spezifisch sind. Als Substrat wurde aus Pflanzen isolierte
genomische DNA verwendet. Der PCR-Reaktionsmix entsprach dem der Kolonie-
PCR, wobei 12 pmol statt 10 pmol der jeweiligen Primer verwendet wurden. Die

PCR-Reaktion fand unter denselben Bedingungen wie unter 2.3.1 angegeben statt .
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3.2.4 PCR zur Deletionsmutagenese

Zur gerichteten Mutagenese eines cDNA-Klones durch Deletion eines Teils der
cDNA wird eine erweiterte Form der PCR an einer schon isolierten cDNA eines
Genes durchgefuhrt. Dazu wurde die von Higuchi et al. (1988) ausfuhrlich
beschriebene und als ,site overlap extension (SOE)* bezeichnete Methode
verwendet. Der Reaktionsmix entsprach dem der Isolierung der cDNA eines Genes

und wurde unter den Bedingungen wie unter 2.3.1 beschrieben durchgefihrt.

3.3 Klonierung der cDNA von Genen

Auf die Klonierung eines durch PCR amplifizierten DNA-Fragmentes wird in den

folgenden Abschnitten eingegangen.

3.3.1 Verdau von DNA

Fir den Verdau von DNA wurden Restriktionsenzyme verwendet. Diese Enzyme
erkennen und schneiden spezifische palindromische DNA-Sequenzen. Dabei kdnnen
entweder glatte DNA-Enden (,blunt end") oder Enden mit Uberhangenden
Nukleotiden (,sticky end") entstehen. Die jeweiligen Puffer wurden den

Herstellerangaben entsprechend verwendet.

Genereller Ansatz eines Restriktionsverdaus:
10 I 10x Puffer
1-2pl Enzym (5-10 U/ug DNA)
1-5 ygDNA
ad 100 pl HLO (steril)

Die DNA-Fragmente, die fur eine Klonierung weiterverwendet wurden, wurden nach
der Auftrennung im Agarosegel ausgeschnitten und mit Hilfe des ,GFX Gel

Purification Kit" (Amersham Pharmacia) gereinigt.
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3.3.2 Ligation von DNA

Nachdem die DNA-Fragmente aus dem Gel eluiert wurden, wurden sie in einen mit
den entsprechenden Enzymen verdauten Vektor ligiert. Dazu wurde eine DNA-
abhangige Ligase verwendet, die beide DNA-Strange von Insert und Vektor kovalent
miteinander verbinden kann. Da in dieser Arbeit nur DNA-Fragmente mit Nukleotid-
Uberhangen verwendet wurden, wird nur auf eine dem entsprechende Ligation

eingangen.

Ansatz einer Ligation:
4yl 5x Ligationspuffer
3yl verdauter Vektor (1-20ng)
12 pl verdautes Fragment (10-100ng)
1yl T4-DNA-Ligase (2,5 U/ul)

Die Ligation wurde Uber Nacht bei 15°C durchgefuhrt.

3.3.3 Fallung von DNA

In dem fur die Ligation verwendeten Puffer sind verschiedene Salze enthalten, die
bei einer Elektroporation der Bakterien zu einem Kurzschluss fuhren konnen. Aus
diesem Grund wurde die Ligation gefallt, gereinigt und anschlieend in 10 pl H,O

aufgenommen. Der Fallung liegt folgender Ansatz zu Grunde:

Fallungsansatz: 20 ul Ligationsansatz
30 pl H20 (bidest.)
5ul  3M Natrium-Acetat
125 pl Ethanol (96 %, kalt)

Die DNA wurde mindestens eine halbe Stunde bei —20°C gefallt und ebenso lange
mit 12 000 g bei 4°C pelletiert. Anschliellend wurde das entstandene Pellet in 500 pl
70 %igem eiskalten Ethanol zweimal gewaschen, bei 37°C getrocknet und zum

Schluss in 10 pyl H,O aufgenommen.
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3.3.4 Transformation in E. coli

Die nach der Fallung gereinigte Ligation wurde zur weiteren Vermehrung der
Plasmide in E. coli-Bakterien transformiert. Dazu wurden 5 pl der Ligation mit 50 pl
Bakterien gemischt und anschlieend durch Elektroporation in die Bakterien
transformiert. Die Bakterien wurden zur Erholung in 1 ml LB-Medium aufgenommen
und flr eine Stunde bei 37°C im Schuttelinkubator (200 rpm) kultiviert. Von dieser
Bakteriensuspension wurden 200 upl auf LB-Platten mit entsprechenden Antibiotika
ausplattiert und Uber Nacht bei 37°C inkubiert.

3.3.5 Isolation von Plasmiden aus Bakterien

Die Isolation von Plasmid-DNA ermdglicht die weitere Verwendung des enthaltenen
Inserts zur Sequenzierung als auch fur weitere Klonierungen in andere Vektoren. Fur
die Isolation von Plasmiden aus Bakterien sind mehrere Praparationskits entwickelt
worden, die je nach Menge der eingesetzten Bakterienkultur und der isolierten DNA
als Mini-, Midi-, Mega- oder Giga-Praparationskit bezeichnet werden. Diese Kits sind

aufgezeichnet unter Kapitel 2.1.

3.3.6 Sequenzierung von DNA

Fir die Sequenzierung wurde in dieser Arbeit die Methode nach Sanger (Sanger et
al., 1977) verwendet. Dazu wird das ALF-Express'™-System sowie das

»1hermosequenase Kit mit 7deaza-GTP" von Amersham verwendet.

Ansatz fur den Mastermix:
2 yl CY5-markierter Primer (2pmol)
10 pl DNA (1-5 pg)

Sequenzier-Ansatz: 1 pl dATP, dCTP, dGTP oder dTTP (jeweils in ein eigenes PCR-
Reaktionsgefal})

3 ul des Mastermixes pro PCR-Reaktionsgefal}

Reaktionsstop: 3yl Stopmix
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Die Reaktionen wurden im Thermocycler PTC-100™ (MJ Reasearch Inc.)

durchgefuhrt.

Reaktionsbedingungen:
1 min. 95°C (Denaturierung)
25 Zyklen: 30 sec 95°C (Denaturierung)
30 sec 60°C (Hybridisierung)
1 min 72°C (Elongation)
abschlieend: 3 min 72°C

Nach Zugabe des Formamid-haltigen Stopmixes wurde nochmals 2 min bei 95°C

denaturiert. Diese Reaktionen wurden nach den Nukleotiden A, C, G und T getrennt

in einzelne Taschen auf ein Acrylamid-Gel geladen.

60 ml Hydrolink
300 pl 10 % APS
60 yl TEMED

6 M Harnstoff
5,5 % Long Ranger (Biozym)
1,5x TBE

90 mM Tris/Borat
2mM EDTA
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3.4 DNA - Praparation und Analyse

3.4.1 Praparation von genomischer DNA aus Arabidopsis thaliana

FUr die Extraktion der genomischen DNA (gDNA) aus der A. thaliana wurde 2x

CTAB-Extraktionspuffer verwendet. Dabei wurde folgendermal3en vorgegangen:

- Blatter in flissigen Stickstoff zerkleinern (mit Mdrser oder Stahlkugeln, in 50 ml
Reaktionsgefalien)

- pro g Blattmaterial 50 ml 2x CTAB-Extraktionspuffer zufugen

- 1 Stunde bei 68°C im Wasserbad inkubieren

- 1/2 Stunde bei 12 000 g zentrifugieren

- Uberstand in neue ReaktionsgefaRe tberflihren

- 1 Il RNAse A (1 pg/pl) zugeben

- 1 Stunde bei 37°C im Wasserbad inkubieren

- Zugabe der gleichen Menge Chloroform

- vorsichtig mischen

- 10 min bei 12 000 g zentrifugieren

- wassrige Phase in ein Corexrohrchen tUberfuhren

- Zugabe des 2-3 fachen Volumens an 96 % Ethanol (4°C)

- Fallung der DNA bei —20°C flr eine halbe Stunde

- 30 min bei 12 000 g bei 4°C zentrifugieren

- 2x mit 70 % Ethanol waschen

- Pellet bei 37°C trocknen

- Aufnahme in 1 x TE oder H,O

Zur Kontrolle der Menge und Reinheit der isolierten DNA wird diese auf einem 0,8 %
Agarose-Gel aufgetrennt und mit Kontroll-DNA bekannter Konzentration optisch

verglichen.
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2% CTAB (N-Cetyl-N,N,N-trimethylammoniumbromid)
1,4 M NaCl

1% PVP 40 000 MG (Polyvinylpyrrolidon)

100 mM Tris/HCI pH 8

20 mM EDTApH 8

3.4.2 Reinigung der isolierten gDNA
Da in der durch die CTAB-Methode isolierten gDNA noch RNA und Proteine

enthalten waren, wurde die DNA weiter Uber einen Casium-Chlorid-Gradienten
aufgereinigt. Die derart gereinigte DNA lasst sich in genomischen Southern-Analysen

weiter verwenden.

- zu isolierter gDNA in 1 ml 1x TE werden 3g CsCl in einem geeigneten
Reaktionsgefal® zugeben und auf 3 ml mit 1x TE aufgefillt (entspricht einer
Endkonzentration des CsCl von 6M)

- sehr vorsichtig das CsCl I16sen (nicht schutteln!)

- Zugabe von 20 pl Ethidium-Bromid (0,1 mg/ml)

- Uberfihrung der Lésung in Zentrifugenréhrchen (sehr vorsichtig!)

- bis 2 mm unter den Rand mit 100 % Glycerin Uberschichten

- auf 0,01 g genaues Austarieren der Zentrifugenrohrchen

- Ultrazentrifugation: unter Vakuum fur 48 Stunden bei 40 000 g und 20°C
=> entstehen eines CsCl-Gradienten, der die DNA von den anderen

Bestandteilen trennt

- Ethidium-Bromid-gefarbte Bande der DNA in ein neues Reaktionsgefaly uberfuhren

- Reinigen der Ethidium-Bromid-behafteten DNA mit wassergesattigtem Butanol
(Butanolextraktion) bis der wassrige Uberstand mit der DNA keine rosa
Farbung mehr aufweist

- wassrigen Uberstand in ein neues ReaktionsgefaR tberfiihren

- Fallung der DNA mit 96 % eiskalten Ethanol

- zweimal mit 70 % eiskalten Ethanol waschen

- Trocknen des Pellets und Aufnahme in 100 pl 1 x TE
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3.4.3 Southern-Analyse von genomischer DNA

Die durch den CsCI-Gradienten gereinigte gDNA wurde flir eine genomische
Southern-Analyse eingesetzt. Diese ermoglicht den Nachweise von auf Nylon-
Membran fixierten DNA-Sequenzen durch Hybridisierung mit einer radioaktiven
Sonde. Dieser Ansatz wurde zur Bestimmung der Anzahl verwandter Gene im

Genom oder die der moglichen Insertionen von T-DNA oder Transposon eingesetzt.

Reaktionsansatz des Verdaus:
5ug DNA (5-10 ug)
4yl Enzym (10 U/pl)
20 ul 10 x Puffer
ad 200 pl H,0

Dieser Ansatz wurde Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Enzym wurde erneut
zugegeben, um die Wahrscheinlichkeit zu erhohen, dass die gesamte DNA
vollstandig verdaut wurde, und der Ansatz weitere vier Stunden inkubiert.

Die verdaute DNA wurde anschlie3end gefallt und in 20 pl H,O und 5 pl Ladepuffer
aufgenommen und in einem 0,8 % Agarose-Gel aufgetrennt (1 V/cm, Uber Nacht).
Das Gel wurde unter UV-Licht fotografiert, um die Lauflange der verwendeten
Grolen-Marker bestimmen zu kdnnen.

Far den DNA-Transfer auf Nylonmembranen (Hybond N) wurde das Gel in mehreren

Schritten prapariert:

- Agarose-Gel zurechtschneiden und mit der Oberseite nach unten auf einer festen
Unterlage in eine Schale transferieren

- Zugabe von 0,25 M HCI

- 15 min schitteln (Depurinisieren der DNA)

- Lésung entfernen und Gel mit H,O waschen

- Zugabe von 0,5 M NaOH

- 30 min schutteln (Denaturieren der DNA)

- Lésung entfernen und Gel mit H,O waschen

- Zugabe von einer Losung mit 0,5 M NaOH und 1,5 M NaCl

- 30 min schatteln

- Lésung entfernen und Gel mit H,O waschen
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- Zugabe einer Losung mit 3 M NaCl und 1 M Tris/HCI pH 6,5
- 15 min schutteln

- Losung entfernen (nicht waschen!)

Derart behandelte Gele wurden nun auf eine Lage Whatman-Papier transferiert und
die Nylonmembrane vorsichtig auf das Gel gelegt, damit keine Luftblasen
entstanden. Auf diese wurden mehrere Schichten Whatman-Papier (2-3 cm) und
Loschpapier (4-5cm) gegeben, um den Transferpuffer aus dem Puffer-
Vorratsbehalter durch die entstehende Kapillarwirkung nach oben zu ziehen und
dabei die DNA aus dem Gel an die Membrane zu bringen. Als Transferpuffer
fungierte 20 x SSC. Zur Fixierung der DNA an die Membran wurde die Membran
entweder unter UV-Licht behandelt oder zwei Stunden bei 72°C inkubiert.

Anschlielend wurde die Membran flur die Hybridisierung vorbereitet. Dazu wurde
diese in 30 ml Prahybridisierungspuffer mit 500 pl einzelstrangige DNA (ssDNA,
10 mg/ml) vorhybridisiert. Fur die Hybridisierung wurde die Gensonde mit Hilfe des
"Random Prime Labeling Mix" radioaktiv. markiert und zu 10ml
Hybridisierungslosung (mit 500 pl ssDNA) zugegeben. Um eine mdglichst spezifische
Hybridisierung zu erreichen, wurden sowohl die Vor- als auch die Hybridisierung bei
65°C durchgefuhrt. Die Membrane wurde anschlieRend gewaschen, um die
unspezifisch gebundene Radioaktivitat zu entfernen. Dazu wurden die Membrane
jeweils 15 min mit 2 x SSC, 0,1 % SDS bis 0,1 x SSC, 0,1 % SDS gewaschen. Das

Ergebnis wurde durch Autoradiographie sichtbar gemacht.
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Prahybridisierungslosung Hybridisierungslosung

0,3 g Dextransulfat 1g Dextransulfat

6 ml 20 x SETS-Puffer 2ml 20 SETS- Puffer

3 ml 100 x Denhardts- Losung 1 ml 100 x Denhardts-Losung
0,3 ml 10 % SDS 0,1 ml 10 % SDS

ad 30 ml H,O ad 10 ml H,O

3.5 RNA - Praparation und Analyse

3.5.1 Isolation der RNA

Zur Praparation der RNA aus A. thaliana mussen sowohl die Losungen als auch die
Gerate RNase-frei sein, was durch Zugabe von 200 ul DEPC/I Flussigkeit und
zweimaligen Autoklavieren der Losungen bzw durch 5 Stunden Inkubation bei 170°C
der Gerate erreicht wird. Fur die Praparation von RNA wurde folgendermalen

vorgegangen:

- 100 mg Pflanzenmaterial in flissigem Stickstoff fein mérsern und in ein
geeignetes Reaktionsgefal Uberfihren

- Zugabe von 1 ml Trifast (PeqglLab)

- Losung gut durchmischen und 5 min bei Raumtemperatur inkubieren

- Zugabe von 100 pl Chloroform

- sanft schatteln und 10 min bei Raumtemperatur inkubieren

- 5 min bei 4°C und 12 000 g zentrifugieren

- wassriger Uberstand in ein neues Reaktionsgefal Gberflihren

- Zugabe des gleichen Volumens von Phenol:Chloroform (1:1)

- 5 min bei 4°C und 12 000 g zentrifugieren

- wassriger Uberstand in ein neues Reaktionsgefal iberfiihren

- Zugabe von 250 pl Isopropanol

- 10 min bei Raumtemperatur inkubieren

- 10 min bei 4°C und 12 000 g zentrifugieren

- Uberstand entfernen
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- Pellet zweimal mit 1 ml 70 % kalten Ethanol waschen

- Pellet trocken und in einer adaquaten Menge H,O aufnehmen

Zur Kontrolle wurde die RNA nach 2 min. Denaturierung bei 80°C auf einem 1,5 %

Agarose-Gel aufgetrennt und photographisch dokumentiert.

3.5.2 Northern-Analyse

Zur Bestimmung der Menge von mRNA eines bestimmten Genes in verschiedenen
Geweben oder unter bestimmten physiologischen Bedingungen wurde die Northern-
Analyse angewandt. Dazu wurde die RNA auf eine Nylonmembrane transferiert und
mit Hilfe von radioaktiv markierten Gensonden hybridisiert.

Fur die Northern-Analyse wurden 1-5pug RNA mit dem doppelten Volumen an
Ladepuffer gemischt, bei 80°C zwei Minuten denaturiert, auf ein RNA-Gel
aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt. Das Gel wurde nach der
photographischen Kontrolle ohne weitere Vorbehandlung umgedreht auf ein
Whatman-Papier transferiert. Auf das Gel wurde luftblasenfrei eine Nylonmembran
(Hybond N*) gelegt sowie mehrere Schichten Whatman-Papier (2-3 cm) und
Loschpapier (4-5cm). Die entstehende Kapillarwirkung bewirkt einen Zug des
Transferpuffers bestehend aus 10 x SSC, der die RNA auf die Nylonmembran
transferiert. Zur Fixierung der RNA wurde die Membran zweimal mit UV-Licht
behandelt. Diese Membran wurde nun mit einer radioaktiv-markierten Gensonde
hybridisiert. Das Ergebnis der Hybridisierung wurde durch Audioradiographie auf

Rontgenfilmen dokumentiert.
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2,5 ml
875 ul
500 pl
1 ml
12,5 pl
25 ul

5mg
5mg

Formamid

37 % Formaldehyd
10 x MOPS
Glycerol

EDTA
Ethidiumbromid
(10 mg/ml)
Xylencyanol

Brom-Phenolblau

RNA-Gel

19 Agarose

87,5 ml H,O
aufkochen

10 ml 10 x MOPS

2,5ml Formaldehyd

800 ml H,O
41,89 MOPS
16,6 ml 3 M Natrium-
acetat pH 5,2
20ml 0,5MEDTA
pH 8,0
verwendet wird 1 x MOPS in

frischem bidestilierten H-0.
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3.5.3 Reverse Transkription

Eine weitere Moglichkeit die Menge an vorhandener RNA sichtbar zu machen und zu
quantifizieren, ist die des Nachweises durch reverse Transkription und sich daran
anschlieBender RT-PCR, die schon in Kapitel 2.3.1 dargestellt worden ist. Ebenfalls
nach einer reversen Transkription lasst sich an der daraus entstandenen cDNA durch

PCR die cDNA gesuchter Gene isolieren.

Reaktionsmix der Reversen Transkription:
0,5 pl T17-Primer
2,5yl ANTP (10 mM)
10 pl 5x Puffer (Invitrogen)
5ul DTT (0,1 M)
0,5 yl RNasin (10U/pl, Promega)
1 pl Superscript 1l (200 U/ul, Reverse Transkriptase,
Invitrogen)
ca 1200 ng RNA
ad 50 ul H,O

Das Binden der Primer an die RNA fand fur 10 min bei Raumtemperatur statt, bevor

die reverse Transkription bei 42°C fur eine Stunde erfolgte.
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3.6 Hefe-Zwei-Hybrid-Analysen

3.6.1 Grundlagen des Hefe-Zwei-Hybrid-Systemes

Das Hefe-Zwei-Hybrid-System ermdglicht den Nachweis von Interaktion zweier
Proteine. Hierfur werden zwei Vektoren bendtigt, von denen einer eine sogenannte
Bindungsdomane der andere eine Aktivierungsdomane besitzt. Diese beiden
Domanen stellen Teilfragmente eines Transkriptionsfaktors dar. An diese beiden
Domanen wird jeweils die codierende Region eines Genes fusioniert. Nach
Transformation in Hefe werden die jeweiligen Fusionsproteine exprimiert. Durch
Interaktion der Fusionsproteine kommen Bindungs- und Aktivierungsdomane in eine
raumliche Nahe und binden an die Promotoren bestimmter Reportergene. Diese
Reportergene kdonnen zum Beispiel die R-Galaktosidase oder ein Gen fur die
Histidin-Biosynthese sein. Auf diese Weise findet der Nachweis der Protein-Protein-
Interaktion statt. Diese Methode wird sowohl in einem Hefe-Zwei-Hybrid-,Screen"
(,yeast two-hybrid screen®) verwendet oder um die Interaktionsstarke von Proteinen
zu bestimmen. Bei dem Hefe-Zwei-Hybrid-,Screen" wird die cDNA eines Genes fur
das Protein, dessen Interaktionspartner gesucht wird, als ,Kdder® in den
Bindungsdomanenvektor eingesetzt, wahrend eine cDNA-Bank in
Aktivierungsdomanenvektoren kloniert wurde. Durch Aktivierung des Reportergenes
fur die Histidin-Biosynthese wachsen nur solche Hefen auf Histidin-freien
Selektionsmedium, in denen eine Protein-Protein-Interaktion stattfindet. Der
Aktivierungsdomanenvektor kann dann aus der Hefe prapariert und nach einer
Sequenzanalyse das entsprechende Gen des interagierenden Proteins identifiziert
werden. Der zweite Ansatz des Hefe-Zwei-Hybrid-Systemes ist der der Messung der
Interaktionsstarke. Dabei werden die Gene zweier bestimmter Proteine in die beiden
Vektoren kloniert, in Hefe transformiert und deren Interaktionsstarke entweder durch
Messung der R-Galaktosidase-Aktivitat oder durch Wachstum auf Histidin-freiem
Selektionsmedium bestimmt. Diese Methode kann auch dazu angewandt werden,
um Bindungsdomanen zu identifizieren (Bartel und Fields, 1997; Grossel et al.,
1999).
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3.6.2 Transformation von Hefen

Fur die Transformation von Hefen wurden diese am Vortrag auf festem Medium

ausgestrichen. Die Transformation wurde folgendermaf3en durchgefuhrt:

- mit einer Impf-Ose werden die Hefen von der Medienplatte genommen und in 1 ml
YPD-Medium resuspendiert

- Hefen 1 min bei 7 000 g zentrifugieren

- Uberstand entfernen

- Zugabe des Transformationsansatzes

- Hefen darin resuspendieren

- Inkubation der Hefen 1 Stunde bei 30°C

- Hitzeschock der Hefen 20 min bei 42°C

- 5 min im Eisbad inkubieren

- Hefen 1 min bei 7 000 g zentrifugieren

- Uberstand entfernen

- Hefen in 1 ml Selektionsmedium resupendieren

Von diesem Ansatz wurden 200 ul auf Selektionsplatten ausplattiert und bei 30°C
inkubiert.

Transformationsansatz:
240 pl 50 % PEG 3350 (Polyethylenglycol)
36 pl 1M Lithium-Acetat
19yl HO
50 yl ssDNA (1 pg/ul)
5yl zu transformierendes Plasmid (1 bis 5 ug; bis zu zwei

Plasmide)
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3.6.3 Protein-Protein-Interaktionsassays

Die in dieser Arbeit durchgeflihrten Hefe-Zwei-Hybrid-Analysen wurden mit den Hefe-
Stammen SMY3 und PJ69-4A durchgefihrt. Als Vektoren wurden der Vektor
pGBT9.BS als Bindungsdomanenvektor und pGAD.GH als Aktivierungs-
domanenvektor eingesetzt (vergl. Tab.1). Fur eine Bestimmung der
Interaktionsstarke auf Selektionsmedien wurde der Hefe-Stamm SMY3 eingesetzt,
wahrend fur die Messung der R-Galaktosidase-Aktivitat der Hefe-Stamm PJ69-4A

besser geeignet war.

3.6.3.1 Selektion auf Minimal-Medien
Die nach einer Transformation auf LT-Medium gewachsenen Hefe-Kolonien

enthielten nun beide Vektoren, sowohl den Bindungs- als auch den
Aktivierungsdomanenvektor. Fir den Nachweis einer Interaktion zwischen den auf
den Plasmiden kodierten Proteine, wurden die Hefen auf Histidin-freiem Medium
selektiert (bei SMY3-Hefen auf SD-LTH mit 256 mM 3AT, 3-Amino-Triazol). Ein
Wachstum auf diesem Medium deutete auf eine Interaktion. Als Kontrolle wurden
Hefen derselben Hefekolonie auf Medien fur Selektion auf die Anwesenheit der
Vektoren ausgestrichen (SD-LT, ohne Leucin und Tryptophan).

Zur Kontrolle der Interaktionsstarke zweier Proteine wurde der Tropftest mit einer
Verdunnungsreihe angewendet. Bei diesem Tropftest wurde folgendermalien

vorgegangen:

- Hefen in einer 4 ml-Flussigkultur in LT-Medium Gber Nacht wachsen lassen

- 2 ml der Kultur in ein 2 ml Reaktionsgefald berfuhren

- 500 pl der Kultur in eine Kivette mit 500 ul Medium oder H,O geben und mischen

- Dichte der Kultur bei ODggp messen (aufschreiben!)

- die Kultur im 2 ml Rektionsgefal bei 7 000 g 1 min zentrifugieren

- Uberstand entfernen

- Hefen in soviel pl LTH-Flissigmedium aufnehmen, wie der bei der OD-Messung
erhaltenen Extinktion entsprechen (Beispiel: ODgog lag bei 0,976, dann wurden
die Hefen in 976 yl Medium aufgenommen), auf diese Weise wurde die Kultur

genau auf eine ODggp von 2,0 eingestellt
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- Verdunnungsreihe von je 1:10 flr vier weitere Verdinnungen herstellen

- Oberflache der Selektionsplatten (SD-LT und SD-LTH + 25 mM 3AT) trocknen
lassen

- je 10 ul jeder Verdunnung in einer Reihe mit senkrecht gehaltener Pipette tropfen
(jeweils auf beide Selektionsplatten)

- Kultur langsam eintrocknen lassen

- Hefen eine Woche bei 30°C wachsen lassen

Das Wachstum der Hefen in den verschiedenen Verdlinnungen auf der Histidin-
freien Selektionsplatte erlaubte eine relative Abschatzung der Starke der Protein-
Protein-Interaktion. Bei einer starken Interaktion der beiden Proteine war selbst bei
einer Verdiinnung von 1:10* ein Wachstum erkennbar, wahrend bei einer schwachen
Interaktion Wachstum nur bei den Verdunnungen 1:1 und eventuell noch 1:10

nachweisbar waren.

3.6.3.2 Colorimetrische Messung der R-Galaktosidase-Aktivitat (ONPG-Test)
Eine Quantifizierung der Interaktionsstarke der Protein-Protein-Interaktion lasst sich

weiterhin - mit Hilfe der R-Galaktosidase des Hefe-Zwei-Hybrid-Systemes
untersuchen. Dabei wurde deren Aktivitdt durch Spaltung von o-Nitrophenyl-R3-D-
Galaktopyranosid und dem damit einhergehenden Farbumschlag von farblos in gelb
colorimetrisch bestimmt. Dieser als oNPG-Test bezeichnete Assay wurde

folgendermalien durchgefuhrt:

- 4 ml Ubernachtkultur von Hefen (3 unabhéngige Kolonien pro Ansatz) anwachsen
lassen (ODgg > 1,0)

- ODggo der Kulturen messen

- 2 ml dieser Kultur in 2 ml Reaktionsgefal3e Uberfihren

- 1 min bei 7 000 g zentrifugieren

- Uberstand entfernen und Hefen mind. eine halbe Stunde bei —80°C einfrieren,
wobei die Zellstrukturen zerstort werden

- Pellet in 665 ul H-Puffer, 55 pl Chloroform und 55 ul 0,1 % SDS resuspendieren
(als Kontrolle zwei Ansatze ohne Hefen verwenden)

- 10 min gut schutteln
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- 125 yl oNPG-L6sung (4 mg/ml) zugeben

- Ansatze bei 30°C Wasserbad inkubieren bis leichte Gelbfarbung zu erkennen ist
(Reaktionszeit messen!)

- Zugabe von 400 ul 1 M NaOH zum Stoppen der Reaktion

-1 min bei 7 000 g zentrifugieren

- Uberstand in Kiivetten tiberfihren und die Lésung bei OD40 messen, die beiden

Ansatze ohne Hefe werden dabei zur Ermittlung des Nullwertes eingesetzt

Die R-Galaktosidase-Aktivitat wird mit folgender Formel berechnet:

R-Galaktosidase-Aktivitat = (1000 x ODaz0) : (2mi X Reaktionszeit x ODggo)

100 mM HEPES/KOH pH 7,0
150 mM NacCl

2 mM MgCl,

1 % (w/v) BSA

3.7 Pflanzentransformation

3.7.1 Transformation von Agrobacterium tumefasciens

Voraussetzung fur die Transformation von Pflanzen ist die EinfUhrung des Plasmides
in Agrobacterien. Die Transformation erfolgte durch Elektorporation bei 2,5 yF und
2,5 kV. Die Bakterien wurden anschlie3end fur vier Stunden in 1 ml YEB-Medium bei
28°C kultiviert. Von diesem transformierten Ansatz wurden 10-50 ul auf YEB-Platten

mit entsprechenden Antibiotika ausplattiert und bei 28°C mehrere Tage inkubiert.
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3.7.2 Transiente Pflanzentransformation

Die transiente Transformation kann sowohl flir Reportergen-Fusionsproteine wie z.B.
GFP-Fusionsproteine, als auch zur Extraktion von Uberexprimierten Proteinen
verwendet werden. Dafur wurden Blatter von A. thaliana verwendet. Die
Agrobakterien wurden in einer 10 ml Ubernachtkultur hochgezogen. Nach
Zentrifugation fur 30 min bei 5000g wurde das Bakterien-Pellet in 10 ml
Induktionsmedium aufgenommen und fir 0,5-4 Stunden kultiviert. Diese Kultur wurde
nun mit Hilfe einer 1 ml- Spritze ohne Injektionsnadel auf der abaxialen Seite des
Blattes unter Gegendruck des Fingers auf der Gegenseite in das Blatt gespritzt.

Nach 5-24 Stunden wurde die Transformation ausgewertet.

Induktionsmedium AB-Mix

50,78 mM MES 373,9 mM NH,4CI

0,5 % Glucose (w/v) 24,34 mM MgSOQOq
1,734 mM NaH,PO4 40,23 mM KCI

0,2 mM  Acetosyringone 1,36 mM CaCl,

5% (v/v) 20 x AB-Mix 0,18 mM FeSO4-7H,0

3.7.3 Stabile Pflanzentransformation

Fur die stabile Transformation von A. thaliana wurde die Vakuum-
Infiltrationsmethode eingesetzt (Bechtold und Pelletier, 1998). Dazu wurden die
Agrobakterien zuerst in einer Vorkultur von 10 ml ber Nacht angezogen, bevor eine
Hauptkultur von 1 | YEB-Medium angeimpft und einen weiteren Tag kultiviert wurde.
Diese Hauptkultur wurde abzentrifugiert und das Bakterien-Pellet im
Infiltrationsmedium resuspendiert. Die zu transformierenden Pflanzen sollten
moglichst viele Knospen und Bluten aufweisen, um eine effiziente Transformation zu
erreichen. Dazu wurden die Pflanzen kopfuber in die Bakterien-Suspension getaucht
und in einem Eksikator fur 10 min unter Vakuum gesetzt. Nach einer

Trocknungsphase von zwei Tagen wurden die Pflanzen eingetutet.
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Infiltrationsmedium

1 x  Murashige & Skoog-Medium

50 g Saccharose

0,25 g MES

ad 11H0

mit KOH auf pH 5,7 einstellen

nach Abkuhlung auf 37-40°C Zugabe von
10 ul BAP

200 pl Silwet

3.7.4 Selektion transgener Pflanzen

Die Selektion transgener Pflanzen erfolgte in Abhangigkeit der vermittelten Resistenz
des verwendeten Vektors. Sind die Pflanzen durch das Herbizid BASTA zu
selektieren, wurden diese auf Erde ausgesat und vernalisiert. Die etwa zwei Wochen
alten Keimlinge wurden mit einer BASTA-L6sung (1:1000 mit 0,1 % Tween 20)
bespriht. Nicht-transformierte Pflanzen starben spatestens nach der zweiten
Behandlung ab. Bei einer Selektion der Pflanzen durch Kanamycin oder Hygromycin
wurden die Samen zuerst sterilisiert, bevor sie auf entsprechende Antibiotika-haltigen
MS-Platten ausgelegt wurden. Die selektierten Pflanzen wurden nach drei Wochen
auf Erde umgesetzt.

Die Samensterilisation wurde wie folgt durchgefiuhrt:

- Samen in einem Reaktionsgefall mit 70 % Ethanol etwa 1/2 Stunde waschen

- Samen setzen lassen und Ethanol entfernen

- Zugabe von wenig Natrium-Hypochlorid (0,1-1 ml)

- schitteln und Auffullen des Reaktionsgefalies mit sterilem Wasser

- 10 min schatteln

- Wasser entfernen und noch einmal mit Wasser waschen

- Samen in 0,2 % Agar aufnehmen und auf Selektionsplatten ausplattieren

- zwei Tage bei 4°C vernalisieren und anschliessend unter Langtagsbedingungen

wachsen lassen
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3.8 Isolierung von T-DNA-Insertionsmutanten

Die Isolation und Charakterisierung von Funktionsverlust-Mutanten ermdglicht die in
vivo-Funktionsaufklarung des betroffenen Genproduktes. In A thaliana wird die T-
DNA-vermittelte Insertionsmutagenese flur diese revers-genetische Funktionsanalyse
eingesetzt. In den letzten Jahren sind Tausende durch T-DNA oder Transposon-
Insertionen hervorgerufene Mutantenlinien in verschiedenen Laboren hergestellt
worden, die zu kompletten Ausfall von Proteinen fuhren kodnnen. Diese
Mutantenlinien wurden teilweise o6ffentlich zuganglich gemacht.

Die Insertion einer T-DNA oder eines Transposons erfolgt zufallig im Genom. Dies
ermdglicht mit einer durchgeflihrten Transformation einiger Pflanzen die Herstellung
vieler unterschiedlicher Linien. Um herauszufinden, ob sich nun eine solche Insertion
im gesuchten Gen befindet, wurden an der aus diesen Pflanzen isolierten DNA PCRs
durchgefuhrt. Um die Arbeit einzuschranken, wurde die DNA, die aus zwanzig
Einzelpflanzen isoliert wurde, in sogenannten 20er DNA-Pools vereinigt, funf dieser
20er DNA-Pools wurden zu 100er DNA-Pools zusammengefasst und diese
wiederum in 1000er DNA-Pools (vergl. Abb. 1). Fur die Durchsuchung mit Hilfe der
PCR von derart hergestellten 1000er DNA-Pools werden Primer, die entweder an die
rechte oder die linke Insertionsregion der T-DNA binden (,right border” und ,left
border®), als auch zwei genspezifische Primer verwendet. Da der Einbau der T-DNA
nicht gerichtet im Genom verlauft, kann die Insertion auch in umgekehrter
Orientierung erfolgen. Aus diesem Grund wurden alle vier moglichen
Primerkombinationen LB/A1, LB/S1, RB/A1 und RB/S1 verwendet. Nach
Durchfuhrung der PCR wurden die Reaktionen in einem 1% Agarose-Gel
aufgetrennt, auf eine Nylonmembran transferiert und mit einer radioaktiv markierten
genspezifischen Sonde hybridisiert. Die auf dem exponierten Film als positiv
identifizierten PCR-Produkte konnten den entsprechenden 1000er DNA-Pools
zugeordnet werden. An den diesem 1000er DNA-Pool zugeordneten 100er DNA-
Pools wurden wiederum PCRs mit der entsprechenden Primer-Kombination
durchgefuhrt, mit der ein positive PCR-Produkt erhalten wurde. Entsprechend wurde
an den 20er DNA-Pools des positiven 100er DNA-Pools verfahren. Um die
Einzelpflanze mit der gesuchten Insertion zu isolieren, wurden etwa 400 Samen der
Pflanzen aus dem positiven 20er Pool ausgesat. Auch die aus diesen Pflanzen

isolierte DNA wurde in kleine Gruppen zusammengefasst, um den Aufwand an PCRs
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zu reduzieren. Durch die Einteilung der Pflanzen in Reihen und Spalten konnten die
Einzelpflanzen mit den entsprechenden Insertionen identifiziert werden. Da die
Kenntnis der genauen Lage der Insertion ebenfalls wichtig ist, wurde das in den
PCRs mit genspezifischen und T-DNA-spezifischen Primern erhaltene Produkt in
einen mit Xcm | geschnittenen Vektor ligiert, in E. coli transformiert und die klonierte
Insertion sequenziert.

Auf diese Weise wurden 36 500 T-DNA-Insertions-Linien durchsucht, die in
folgenden Laboren generiert wurden: Feldmann (9 500 Linien), Tom Jack (11 000
Linien), INRA (8 000 Linien) und Weigel (8 000 Linien). Da die DNA-Pools in Ulm
nicht zur Verflgung standen, wurden die PCRs an den 1000er DNA-Pools im Max-
Delbruck-Laboratorium am Max-Planck-Institut in Koéln im Labor von Burkhard Schulz
durchgefuhrt.

Eine andere, neuere Methode eine Mutante zu identifizieren, ist inzwischen die
Durchsuchung von Datenbanken mit verschiedene Listen, in denen flankierende
Sequenzen solcher Insertionen von Einzelpflanzen veroffentlicht wurden. Aus einer
derartigen Liste der sogenannten Sundaresan-Linien (Parinov et al., 1999) wurde
ebenfalls eine in dieser Arbeit untersuchte Mutante identifiziert und die Einzelpflanze
durch PCR isoliert.
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Einzelpflanzenscreen
Abb. 1: Schema der T-DNA-Insertions-Mutanten-Isolierung mit Hilfe der PCR.

A) Darstellung der Positionen der Primer. B) Schema der T-DNA-Insertions-Mutanten-

Isolierung.
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3.9 Hypokotylen-Assay

Hormone und Osmolyte beeinflussen den Wuchs von Pflanzen. Auf der Suche nach
phanotypischen Veranderung der in dieser Arbeit untersuchten Mutanten wurde
deshalb der Hormon-Hypokotylen-Assay und der Osmolyt-Hypokotylen-Assay
angewendet. In diesem Ansatz wurden die Langen der Hypokotylen gemessen und
mit den entsprechenden Messungen bei Wildtyp verglichen. Beiden Assays liegt

derselbe Versuchsaufbau zugrunde (vergl. Abb. 2).

- in Gerda-Dosen werden vier Lagen von 8,5 x 8,5 cm grossem Duinnschicht-
Chromatographie-Papier (Schleicher & Schuell) gelegt

- Zugabe von 9,5 ml H,O (eventuell mit verschiedenen Konzentrationen von
Pflanzenhormonen)

- etwa 50 Samen gleichmassig darauf verteilen

- Vernalisation fur 2 Tage bei 4°C

- Induktion der Keimung fur 1 Tag unter Licht

- Keimen der Samen fur 4 Tage in Dunkelheit

- Messen der Lange des Hypokotyls der Keimlinge zwischen Wurzelansatz und

Kotyledonen (mind. 50 Keimlinge pro Ansatz)

FUr den Hormon-Hypokotylen-Assay wurden folgende Hormone eingesetzt:
Methyljasmonsaure (Duchefa):

Stocklésung 1 mM

verwendete Konzentrationen: 0,1 bis 5 uyM
2,4 Dichlorophenoxyacetische Saure (2,4 D; Duchefa):

Stocklésung 1 mM

verwendete Konzentrationen: 0,5 bis 2 yM
1-Aminocyclopropan-1-Carboxylsaure (ACC; Sigma):

Stocklésung 100 mM

Verwendete Konzentrationen: 5 bis 20 uM
Kinetin (Duchefa): Stocklésung 4,64 mM

Verwendete Konzentrationen: 0,1 bis 5 uyM
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Fur den Hypokotylen-Assay mit Osmolyten wird der Grundansatz derart verandert,
dass die Keimung der Samen zuerst auf Wasser getranktem Dunnschicht-
Chromatographiepapier erfolgt (Abb. 2B). Dies ist notwendig, da die Samen bei
hoheren Konzentrationen von Osmolyten nicht keimen. Erst nach der Induktion der
Keimung unter Licht und anschliessender Kultivierung fur einen Tag im Dunkeln
wurden die drei unteren Lagen des Dlnnschicht-Chromatographiepapiers erneuert,
diese mit 9 ml H,O und unterschiedlichen Konzentrationen von Osmolyten getrankt
und die Papierschicht mit den Samen darauf gelegt. Nach weiteren drei Tagen

wurden die Lange der Hypokotylen gemessen. Als Osmolyte wurden verwendet:

NaCl: verwendete Konzentrationen: 50 bis 200 mM
Mannitol: verwendetet Konzentrationen: 100 bis 500 mM
LiCl: verwendete Konzentrationen: 5 bis 30 mM

KCI: verwendete Konzentrationen: 25 bis 150 mM
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Abb. 2: Schemata der Hypokoylenassays.
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A) Schema des Hormon-Hypokotylenassays. B) Schema des Osmolyt-Hypokotylen-Assays.
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3.10 Verwendete Methoden zur Farbung von Pflanzenmaterial

Zum Nachweis der Expression der Glucuronidase unter Kontrolle von Promotoren
bestimmter Gene wurden transgene Pflanzen mit Promotor-GUS-Konstrukten
hergestellt und an diesen eine GUS-Farbung durchgeflihrt. Weitere Farbemethoden
wurden eingesetzt, da in der arr2-Mutante Nekrosenbildung in den Blattern
festgestellt wurde. Die Bildung dieser Nekrosen kann durch verschiedene Farbungen
deutlich gemacht werden, wie etwa die Sichtbarmachung toter Zellen mit Hilfe von
Lactophenol-Trypanblau, der Anwesenheit von Peroxiden durch DAB-Farbung oder

die Kallosebildung durch Anillinblau-Farbung.

3.10.1 GUS-Farbung

Die durch den Promotor beeinflusste Induktion des [3-D-Glucuronidase-Genes kann
durch Spaltung von x-GIcA (5-Bromo-4-Chloro-3-indolyl-R3-D-Glucuronid) an der [3-
Glucuron-Bindung durch dieses Enzym anhand des damit einhergehenden
Farbumschlages in einen Blauton sichtbar gemacht werden. Damit kann in Pflanzen,
die die Promotor-Reportergen-Fusion exprimieren, der Expressionsort sowohl eines
bestimmten Genes in einer Pflanze nachgewiesen werden als auch die
Bedingungen, unter denen die Expression erfolgt. Dazu wurde das Pflanzenmaterial
in GUS-Puffer iber Nacht bei 37°C inkubiert und mit 70 % Ethanol entfarbt.

GUS-Puffer

10 mg x-GIcA (Duchefa)
20 yI DMSO

10 pl Triton-X 100

ad 10 ml 0,1 M Phosphatpuffer pH 7,0
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3.10.2 Lactophenol-Trypanblau-Farbung

Durch die Farbung mit Lactophenol-Trypanblau werden tote Zellen sichtbar gemacht,
da die Farbe-Losung nur die Zellwande nicht-intakter Zellen durchdringen kann
(Koch und Slusarenko, 1990). Fur diesen Nachweis wurde folgendermalen

vorgegangen:

- Pflanzenmaterial in 70°C heil3e Lactophenol-Trypanblau-Lésung einlegen

- 5 min Vakuum anlegen

- 2 min in sprudelnden Wasser kochen

- mit Chloralhydrat-Lésung entfarben, gegebenenfalls diese Loésung mehrere Mal
wechseln

- mit 70 % Glycerol equilibrieren (mehrere Stunden)

Lactophenol-Trypanblau-Losung Choralhydrat-Losung
25 mg/ml Trypanblau 25 g Chloralhydrat
25 % Milchsaure (v/v) 10 ml H,O

23 % HyO-saturiertes Phenol (v/v)
25 % Gilycerol (v/v)
H.O

3.10.3 Anillinblau-Farbung

Durch die Anillinblau-Farbung wird die Kallosebildung der Zellen unter Fluoreszenz-
Licht sichtbar gemacht. Das Pflanzenmaterial wurde dazu mit 70 % Ethanol entfarbt
und anschlieBend in der Anillinblau-Farbelosung far 5 bis 10 min inkubiert.
Anschlielend wurde das Pflanzenmaterial mit einer 67 mM Dikalium-
Hydrogenphosphat-Lésung entfarbt. Die Probe konnte nun im Fluoreszenz-

Mikroskop untersucht werden.



0,05 % Anillinblau (w/v)
67 mM Dikalium-Hydrogenphosphat pH 9,8

3.10.4 DAB-Farbung
Bei der DAB-Farbung (DAB = Diaminobenzidin Tetrahydrochlorid) kommt es zu

einem Farbumschlag bei Anwesenheit von Peroxiden. Hierfir wurde das
Pflanzenmaterial in eine Entwicklerldsung gegeben und solange inkubiert, bis sich
eine deutliche Farbung abzeichnete. AnschlieRend wurde das Blattmaterial mit 70 %
Ethanol entfarbt.

50 yl 2 M Tris/HCI pH 7,4
5ul NiCl, (80 mg/ml)

10 uI DAB (40 mg/ml)

ad 1 ml H,O

48
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4 Ergebnisse

4.1 Molekulare Analyse von Kalzium-Sensoren und deren

interagierenden Protein-Kinasen

Nach der Identifizierung und lIsolierung des Kalzium-Sensors AtCBL1, einem der
Calcineurin B-Untereinheit ahnlichen Protein (Calcineurin B like), und einer mit
AtCBL1 durchgefihrten Zwei-Hybrid-Analyse, wurde AtCIPK1 (CBL interagierende
Protein-Kinase) als interagierendes Protein identifiziert (Kudla et al., 1999; Shi et al.,
1999).

4.1.1 Analyse von AtCBL1 und AtCIPK1 in Arabidopsis thaliana

Ausgangspunkt dieser Arbeit war die Identifizierung der kodierenden Regionen der
Gene von AtCBL1 und AtCIPK1. Die Funktion der Proteine, fir die diese Gene
kodieren, war dagegen unbekannt. Um die Funktionen dieser Proteine in der Pflanze
analysieren zu konnen, wurde ein revers-genetischerAnsatz gewahlt. Dieser basiert
auf der Intergation von T-DNA in codierende Bereiche des zu untersuchenden
Genes. Der resultierende Funktionsverlust erlaubt die phanotypische

Charakterisierung der Auswirkungen der Mutation.

4.1.1.1 Identifizierung einer T-DNA-Mutante
Zur Funktionsanalyse von AtCBL1 und AtCIPK1 durch reverse Genetik muften erst

T-DNA-Insertionen in den codierenden Bereichen der beiden Gene nachgewiesen
werden. Hierfur wurden in dieser Arbeit 36 000 unabhangige T-DNA-Insertionslinien
mit Hilfe der PCR durchsucht. Auf diese Weise wurden in den Feldmann-Linien T-
DNA-Insertionen in den codierenden Bereichen der Gene von AtCBL1 und AtCIPK1
identifiziert. Durch Klonierung der erhaltenen PCR-Fragmente in den Xcm-Vektor
und anschlieBender Sequenzierung wurden die flankierenden Sequenzen auf beiden
Seiten der T-DNA-Insertion genau analysiert. Die Insertion der T-DNA im CBL1-Gen

liegt im ersten Intron der codierenden Region im 5’UTR 265 Basen vor dem



Startcodon (vergl. Abb. 3). Im Falle von CIPK1 liegt die Insertion der T-DNA im

zweiten Intron in der codierenden Region 1373 Basen nach dem Startcodon.

A
T-DNA
* \/,
ATG < TAA
B T-DNA
> N/

S || _Di L [ |~ |

ATG < TAA

Abb. 3: Schematische Darstellung der Insertionsorte der T-DNA in den Genen von AtCBL1 und
AtCIPK1. A) Position der Insertion der T-DNA im CBL1-Gen. B) Position der Insertion der T-

DNA im CIPK1-Gen. Ebenfalls angegeben sind die Positionen der verwendeten Primer.

4.1.1.2 Isolierung der cbl1- und cipk1-Mutanten

Nachdem die Insertion der T-DNA anhand der Sequenzierung sowohl im CBL1- als
auch im CIPK1-Gen nachgewiesen werden konnte, wurden Einzelpflanzen mit den
entsprechenden Insertionen isoliert. Diese isolierten T-DNA-Insertionsmutanten-
Pflanzen von CBL1 und CIPK1 muf}ten nun daraufhin untersucht werden, ob es sich
um homo- oder heterozygote Pflanzen bezuglich der T-DNA-Insertion handelt. Dazu
wurde an aus diesen Pflanzen isolierter gDNA PCRs mit den Primerkombinationen
der beiden genspezifischen Primer und des Primerpaares durchgefuhrt, mit dem die
Insertion ermittelt wurde. Zur Analyse der cbl1-Mutanten wurden die Primerpaare
CBL1-cDNA-F/CBL1-A1 und CBL1-A1/LB2 verwendet. Zur Untersuchung der cipk1-
Mutante wurden die Primerpaare CIPK1-S1/CIPK1-A1 und CIPK1-A1/RB2
eingesetzt. Ein PCR-Produkt nach der Amplifikation mit den genspezifischen Primern
wirde ein Vorhandensein des Wildtyp-Allels des Genes nachweisen. Bei
gleichzeitigem Erhalt eines PCR-Produktes mit dem Primerpaar Genprimer/T-DNA-
Primer, wirde nahe legen, dass es sich um eine heterozygote Pflanze bezuglich der
Insertion handelt. Ist ein PCR-Produkt nur bei dem Primerpaar Genprimer/T-DNA-
Primer zu erkennen, handelt es sich mit hoher Wahrscheinlichkeit um eine

homozygote Pflanze bezlglich der Insertion. Bei Abwesenheit eines derartigen
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Produktes hingegen ist es eine Wildtyp-Pflanze. Als Kontrolle wurde DNA aus der
den Feldmann-Linien zugrunde liegende Okotyp Wassilewska verwendet (vergl. die
Beispiele in Abb. 4). Auf diese Weise wurden drei homozygote und vier heterozygote
Pflanzen mit Insertionen im CBL1-Gen isoliert. Ebenso wurden drei homozygoten
und drei heterozygote Pflanzen mit einer T-DNA-Insertion im CIPK1-Gen isoliert. Fur
die weiteren Untersuchungen und Experimente in dieser Arbeit wurden die aus
diesen Pflanzen resultierenden Linien bei CBL1 die Linie cbl1-8C und bei CIPK1 die
Linie cipk1-4D3 verwendet.

Die Transformation von Pflanzen fuhrt haufig zur Integration von mehr als einer T-
DNA an verschiedenen Stellen des Genoms. Um indes die Phanotypen einer
Mutante auf das Mutationsereignis im untersuchten Gen zurtckfuhren zu kénnen,
muss nachgewiesen werden, dass nur eine T-DNA-Insertion im Genom vorliegt. Um
die Anzahl der Insertionen in den Einzelpflanzen der isolierten Mutanten von CBL1
und CIPK1 bestimmen zu kdnnen, wurden genomischen Southern-Analysen und der
genetische Ansatz einer Kopplungsanalyse durchgefihrt. FUr die Southern-Analyse
wurde die gDNA sowohl von dem Wildtyp als auch aus Pflanzen der Linien cbl1-8C
und cipk1-4D3 isoliert, mit den Enzymen BamH I, EcoR | und Hind lll verdaut,
elektrophoretisch in einem Agarose-Gel aufgetrennt und auf eine Nylonmembran
transferiert. Diese Membran wurde mit der jeweiligen Gensonde bzw. der
entsprechenden T-DNA-Sonde (bei cbl1-8C mit H10/LB, bei cipk1-4D3 mit H23/RB)
radioaktiv hybridisiert. Die dabei sich ergebenden Hybridisierungsmuster in Abb. 5
zeigen sowohl fur cbl1-8C als auch fur cipk1-4D3, dass beide Linien jeweils nur eine
T-DNA-Insertion aufweisen sowie dass beide homozygote Mutanten-Linien

darstellen.
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T-DNA (17 kb)

S1

B C
0 WT 8€C ZM 0 WT 8C Z 0 WT 4D3 Z M 0 WT 4D3 Z

CBL1S1/CBL1A1 CBL1A1/LB2 CIPK1S1/CIPK1A1  CIPK1A1/RB2

Abb. 4: PCR-Analyse der Mutantenlinien auf Homo- oder Heterozygotie in Bezug auf die T-DNA-
Insertion. A) schematische Lage der fir die PCR-Analyse verwendeten Primer im CBL1 bzw.
CIPK1-Gen sowie in der T-DNA. B) PCR an genomischer DNA von WT und cbl1-Mutanten zur
Verifizierung der Insertion. Die cbl1-8C-Pflanze weisen kein Wildtyp-Allel im CBL1-Gen
aufgrund der T-DNA-Insertion auf und ist wahrscheinlich homozygot in Bezug auf die T-DNA-
Insertion. C) PCR an genomischer DNA von WT und cipk-Mutanten zur Verifizierung der
Insertion. Die Mutantenlinie cipk1-4D3 ist voraussichtlich homozygot in Bezug auf die T-DNA-
Insertion. WT: Wassilewska; Z: heterozygote Linie; M: 100bp Marker.
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Abb. 5: Southern-Analyse der Mutantenlinien auf Homo- oder Heterozygotie in Bezug auf die T-DNA-

Insertion sowie der Bestimmung der Anzahl der Insertionen. A) Schematische Darstellung der

Schnittorte im genomischen Bereich um das CBL1-Gen, um das CIPK1-Gen sowie in der T-

DNA sowie Positionen der verwendeten Sonden. Angegeben sind jeweils die Positionen der

Schnittorte in Nukleotiden in Bezug auf das Startcodon ATG. B) Genomische Southern-

Analyse an der cb/1-8C-Mutante. C) Genomische Southern-Analyse an der cipk1-4D3-

Mutante. Die FragmentgroRen des Markers bei den Southern-Analysen sind jeweils in bp auf

der linken Seite angegeben. Die Mutantenlinien cb/7-8C und cipk1-4D3 weisen jeweils nur

eine T-DNA-Insertion auf und sind homozygot in Bezug auf die T-DNA-Insertion.
B: BamH [; E: EcoR I; H: Hind lll; WT: Wassilewska; 8C: cbl1-8C; 4D3: cipk1-4D3;.




Bei der Kopplungsanalyse wurden die beiden untersuchten Mutanten-Linien mit
Wildtyp-Pflanzen gekreuzt. Nach dieser Rickkreuzung ergaben sich in der ersten
Generation (F1) Pflanzen, die heterozygot fur das Mutanten-Allel sind. Nach einer
Selbstung, also einer Selbstbestaubung dieser Pflanzen, kommt es in der F2-
Generation zu einer Seggregation entsprechend der mendelschen Regeln. Aufgrund
des Selektionsmarkers der T-DNA-Insertion Kanamycin (Kan) wurde in der cb/1-8C-
Mutante eine nahezu perfekte 1:3-Seggregation (43:133; WT:Kan-Resistenz)
festgestellt. Da in der cipk1-4D3-Mutante das Gen fir die Kanamycin-Resistenz
durch Co-Suppression in einigen Pflanzen stillgelegt wurde, musste eine
Kopplungsanalyse durch PCR durchgeflihrt werden. Auch in dieser Mutantenlinie
wurde eine annahernde 1:3-Seggregation (5:9) in Bezug auf die T-DNA-Insertion
festgestellt. Zusammen mit dem Ergebnis der Southern-Analysen wurde damit
deutlich, dass die untersuchten Mutanten jeweils nur eine T-DNA-Insertion
aufweisen.

Um festzustellen, ob es sich um Mutanten handelt, bei denen die Insertion zu einer
kompletten Unterdrickung der Akkumulation der entsprechenden mRNA fuhrt, wurde
eine RT-PCR-Analyse durchgeflihrt. Dazu wurde die RNA aus den Pflanzen der
Linien WT, c¢bl1-8C und cipk1-4D3 isoliert, revers transkribiert und an der
entstandenen cDNA eine RT-PCR mit den jeweiligen cDNA-spezifischen Genprimern
CBL1-F2-RT/CBL1-R2-RT bzw. CIPK1-F2-RT/CIPK1-R2-RT durchgeflihrt. Als
cDNA-Kontrolle wurden entsprechende Primer flr TubulinB verwendet.

In Abb.6 ist zu erkennen, dass in beiden Mutantenlinien ¢b/1-8C und cipk1-4D3 im
Gegensatz zum Wildtyp die Anwesenheit der mRNA des entsprehenden Genes nicht
nachgewiesen werden konnte. Die erhaltenen Tubulin-PCR-Amplifikate
korrespondieren mit der eingesetzten cDNA-Menge und zeigen damit an, dass die
RT-PCR technisch funktioniert hatte. Da bei CBL1 eine Induktion bei Kalte bekannt
ist, wurde ebenfalls eine Northern-Analyse an der RNA aus Kalte-behandelten
Pflanzen von cbl/1-8C und WT durchgefuhrt. Als Sonde wurde die cDNA von CBLA1
eingesetzt. In Wildtyp wurde die Transkription von CBL1 bei Kalte deutlich erhoht,
dagegen wurde sich bei der cbl1-Mutante keine entsprechende mRNA

nachgewiesen.
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A cbl1-8C WT B cipk1-4D3 WT
0 150 30 3 0150 30 3 ng 0 150 30 3 0150 30 3 ng

Genprimer Genprimer
530bp 650bp
E - - -

720bp 720bp

0 05 1 2 4 6 24  hbei4°C

F cbl1-Mutante

Abb. 6: Expressionsanalysen zur Untersuchung der mRNA der Gene CBL1 und CIPK1 in den
Mutantenlinien cb/7-8C und cipk1-4D3. A) RT-PCR an der revers transkribierten RNA aus
Wildtyp- und cbl/1-8C-Pflanzen. Die cb/1-Mutante weist keine MRNA des CBL1-Genes auf. B)
RT-PCR an der revers transkribierten RNA aus Wildtyp und cipk7-4D3-Pflanzen. Die cipk1-
Mutante weist keine mMRNA des CIPK1-Genes auf. Als cDNA-Kontrolle wurde TubulinB
verwendet. Angegeben ist jeweils die in der RT-PCR eingesetzte Menge an cDNA. Es wurden
40 Zyklen der PCR gefahren. C) Northern-Analysen an der RNA von Kalte-inkubierten
Pflanzen. Angegeben ist die Zeit der Kalte-Inkubation. Hybridisiert wurde mit der CBL1-cDNA-
Sonde. Im Gegensatz zum Wildtyp zeigte die cb/1-Mutante keine Induktion der RNA des
CBL1-Genes. WT: Wassilewska.

Somit konnten Mutantenlinien mit T-DNA-Insertionen im CBL1- und im CIPK1-Gen
isoliert werden. Beide Mutantenlinien weisen jeweils nur eine T-DNA-Insertion im
Genom auf. Die T-DNA-Insertionen fuhren in beiden untersuchten Mutanten-Linien
zu einem Funktionsverlust des Genes, da das entsprechende Protein nicht mehr

exprimiert wird. Aufgrund dieser Analysen kann davon ausgegangen werden, dass



die Veranderungen in der Anatomie und der Physiologie bei beiden Mutanten-Linien

auf die T-DNA-Insertion zuriickzufihren sind.

4.1.1.3 Phanotypische Analyse der cbl/1- und cipk1-Mutanten
Die Isolierung der Mutanten mit T-DNA-Insertionen in den CBL1- und im CIPK1-

Genen erlaubte nun die in vivo-Analyse der Funktion beider Gene. ldentifizierte

Phanotypen erlauben dabei Ruckschlisse auf die Funktion der in den Genen
codierten Proteine. Unter normalen Wachstumsbedingungen wurden weder unter
Kurztagsbedingungen (8 h Licht, 16 h Dunkel) noch unter Langtagsbedingungen
(16 h Licht, 8 h Dunkel) morphologische Anomalien nachgewiesen.

In frGheren Untersuchungen zur Expression von AtCBL1 wurden transiente
Erhdohungen der Expression von AtCBL1 unter verschiedenen Stressbedingungen
wie Kalte, Verwundung oder Trockenheit festgestellt (Kudla et al., 1999). Diese
Expressionsstudien liel3 eine Funktion des Kalzium-Sensors CBL1 in der Vermittlung
von Reizantworten vermuten. Verschiedene pflanzliche Hormone wie Jasmonsaure
(JA), Ethylen, Salicylsaure (SA) oder Abscisinsaure (ABA) sind an unterschiedlichen
Signalprozessen beteiligt, die in Antwort auf biotische und abiotische Reize
entstehen. Basierend auf Veranderungen in der Hypokotylenstreckung aufgrund
unterschiedlicher Konzentrationen verschiedener Hormone wurde ein Ansatz
gewahlt, der die Lange der Hypokotylen als MafRstab verwendet. Als Hormone
wurden  2,4-Dichlorophenoxyacetische  Saure  (2,4D, ein  Auxinderivat),
Methyljasmonsaure (MeJA), Kinetin (Cytokininderivat) und 1-Aminocyclopropan-1-
Carboxylsaure (ACC, ein Ethylenvorlaufer) verwendet. Die Messungen wurden mit
verschiedenen Konzentrationen an Hormonen an jeweils mindestens funfzig
Keimlingen in drei unabhangigen Versuchen durchgefuhrt. Keines der verwendeten
Pflanzenhormone fuhrte bei der cbl/1- noch bei der cipk1-Mutante zu Veranderungen
der Hypokotylenstreckung im Vergleich zum korrespondierenden Okotyp
Wassilewska. Als reprasentatives Beispiel werden in Abb. 7 die Verhaltnisse der
Hypokotylenmessungen bei Anwesenheit unterschiedlicher Konzentrationen von
Methyljasmonsaure gezeigt. Somit rufen weder Jasmonsaure noch Ethylen,
Cytokinin oder Auxin physiologische Veranderungen im Keimling aufgrund der
Mutationen hervor. Weder ABA noch SA konnten mit diesem Assay analysiert

werden, da bei hoheren Konzentrationen ABA das Keimen der Samen verhindert und
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SA in unphysiologisch hohen Konzentrationen verwendet werden misste, um

nachweisbare Reaktionen im Wildtyp hervorzurufen.

12 + mWT 12
Elcbi1-8C
1 + BEcipk1-4D3  + 1
08 - 1os8
06 -+ = 106
04 = 104
02 1 = 102
0 == 0
dunkel 0,1 uM JA 0,5 uM JA 1 UM JA 5 M JA

Abb. 7: Ergebnisse des Hypokotylen-Langen-Messung bei Anwesenheit des Hormons
Methyljasmonsaure. Die Samen der beiden untersuchten Mutantenlinien und des Wildtyps
wurden unter Anwesenheit verschiedener Konzentrationen des Hormons Methyljasmonsaure
nach der Keimungsinduktion unter Licht vier Tage im Dunkeln wachsen gelassen. Die Lange
der Hypokotylen wurde gemessen. Dargestellt werden die Verhaltnisse der Hypokotyl-Langen
im Vergleich zur jeweiligen Dunkelkontrolle. Die entsprechenden Standardabweichungen sind

durch Fehlerbalken gekennzeichnet.

Salz ist ein weiterer abiotischer Stress, der die Expression von CBL1 induziert (Piao
et al., 2001). Fur die Analyse der Salzstress-Sensitivitat der SOS3-Mutante wurden
als methodischer Ansatz die Wurzelkrummung unter EinfluR verschiedener Salze
gemessen (Liu und Zhu, 1997). In dieser Arbeit wurde ein anderer Ansatz gewahlt,
bei dem der Einflul der Salze auf die Hypokotylenstreckung gemessen wurde. Da
die verwendeten Osmolyte die Samenkeimung verhindern, wurde der Assay derart
verandert, dass erst nach erfolgter Induktion der Keimung die Samen auf
osmolythaltige Losungen transferiert wurden. Fur diese Untersuchungen wurden
verschiedene Konzentrationen von NaCl, LiCl, KC| und Mannitol verwendet. Wie in
Abb. 8 dargestellt, wurde in diesen Analysen festgestellt, dass ab Konzentrationen
von 50 mM NaCl die cbl/7-8C-Keimlinge eine kurzere Hypokotylen-Streckung
aufweisen. Keine signifikanten Abweichungen waren dagegen in den Hypokotyl-

Langen bei Anwesenheit von LiCl, KCI und Mannitol zu erkennen. Im Gegensatz



dazu zeigten cipk1-4D3-Pflanzen im Vergleich zum Wildtyp (WT) bei hohen
Konzentrationen von NaCl eine langere Hypokotylen-Streckung. Weder bei
Anwesenheit von LiCl noch von KCI oder Mannitol liessen sich verandertes
Streckungswachstum der Hypokotylen im Vergleich zu denen der Wildtyp-Keimlinge
feststellen. Somit zeigen beide Mutanten-Linien, dass die Beeinflussung der
Hypokotylen-Streckung Natrium-spezifisch ist und weder Lithium-lonen noch Kalium
oder Mannitol einen Einfluld haben. Die gro3ere Streckung der Hypokotylen bei der
cipk1-Mutante deutet auf eine erhdhte Resistenz dieser Mutante gegenulber diesem
Salz hin.

Die Sensitivitat der cbl7-8C-Pflanzen gegenuber NaCl konnte anhand des
osmolytischen Hypokotylen-Assays bei 1 Woche alten Keimlingen nachgewiesen
werden. Um zu analysieren, ob auch Pflanzen im adulten Stadium diese Sensitivitat
aufweisen, wurden acht Wochen alte, unter Kurztag-Bedingungen gezogene
Pflanzen untersucht. Diese wurden einmal mit 100 mM NaCl gegossen. Nach einer
Woche wurde bei den cb/1-8C-Pflanzen ein grofl3flachiges Absterben von Zellen in
den Blattern beobachtet, welches vermindert bei den WT-Pflanzen zu erkennen war
(vergl. Abb.9C). Im Gegensatz dazu zeigten die cipk1-4D3-Pflanzen keine
Veranderung.

Da eine hohere Expression von CBL1 auch bei Trockenheit festgestellt wurden
(Kudla et al., 1999), wurde auch der Phanotyp der Mutanten bei Austrockung
untersucht. Dabei wurde bei zwei Wochen alten Keimlingen, die anschliel3end nicht
mehr gegossen wurden, festgestellt, dass Pflanzen sowohl der cbl/7- als auch der
cipk1-Mutante nach vierzehn Tagen im Gegensatz zu Wildtyp-Keimlingen
abgestorben sind und somit deutlich sensitiver gegenuber Trocken-Stress sind als
der Wildtyp (vergl. Abb. 9A). Als weiterer abotischer Reiz wurde Hitze analysiert,
wobei die Pflanzen zwei Wochen auf MS-Platten gezogen, 24 Stunden bei 38°C
inkubiert und anschliessend unters Licht gestellt wurden. Auch bei Hitze zeigten
sowohl ¢cbl/1-8C- als auch von cipk1-4D3- Keimlinge eine schnellere Ausbleichung
aufgrund des einsetzenden oxidativen Stresses als der Wildtyp (Abb. 9B). Sowohl
die Reaktionen bei Austrocknung als auch bei Hitze-Inkubation wurden in mehreren

Versuchen verifiziert.
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Abb. 8: Ergebnisse der Hypokotylen-Langen-Messung bei Anwesenheit verschiedener
Konzentrationen von NaCl, Mannitol, KCI und LiCl. Dazu wurde die Keimung der Samen
induziert und nach einem Tag im Dunkeln die Osmolyte zugegeben. Dargestellt werden auf
der linken Seite die Verhaltnisse der Messungen der Hypokotyl-Langen im Vergleich zu denen
der jeweiligen Dunkelkontrolle. Die entsprechenden Standardabweichungenwerden angezeigt.
Rechts wird die Verteilung der gemessenen Hypokotyl-Ldngen bei 50 mM NaCl, 100 mM
Mannitol, 125 mM KCI bzw. 5 mM LiCl gezeigt. Anhand dieser Messungen zeigt sich eine
Reduzierung der Hypokotyl-Streckung von cbl1-Keimlingen bei Anwesenheit von NaCl, die bei
den anderen Osmolyten nicht signifikant ist. Keimlinge der cipk1-Mutante zeigen dagegen
eine grofRere Streckung der Hypokotylen bei Anwesenheit von NaCl nicht aber bei

Vorhandensein der anderen Osmolyte.
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A
Kontrolle WS-WT | cbhi1-8C
Trocken WS-WT| cbi1-8C
Kontrolle WS-WT| cipk1
-4D3
Trocken —[ERASEEETT Y B0 AEESLCS e | ws-wT| cipk
i e A, . s
B
Hitze
C

Kontrolle

NaCl

Abb. 9: Phanotypen der cbl/1- und der cipk1-Mutanten bei Einwirkung verschiedener abiotischer Reize.

A) Trocken-Behandlung zwei Wochen alter Keimlinge. Daflir wurde den Pflanzen Wasser

vorenthalten, wahrend die Kontroll-Pflanzen weiterhin gegossen wurden. B) Hitze-Behandlung

an zwei Wochen alten Keimlingen. Diese wurden 24 Stunden bei 38°C inkubiert und
anschlielend unters Licht gestellt. C) Salz-Behandlung der acht Wochen alten Pflanzen durch

GieRen mit 100 mM NaCl und deren Phanotyp nach einer Woche. Die Pflanzen der cbl1-

Mutante reagierten sensitiver bei den abiotischen Reizen wie Austrocknung, Hitze oder Salz.

Ebenso zeigte die cipk71-Mutante dieselbe Sensitivitdt gegenliber Austrocknung und Hitze war

dagegen resistenter gegeniiber Salz. WT: Wassilewska; d: Tage.




Abiotische Reize wie Austrocknung, Hitze und Salz fuhren bei den cbl/1- und cipk1-
Mutanten zu phanotypischen Veranderungen. Dabei konnte in beiden Mutanten eine
grolRere Empfindlichkeit gegenuber Austrocknung und Hitze als beim Wildtyp
festgestellt werden. Anfalliger auf Anwesenheit von NaCl zeigte sich die cbl1-
Mutante wahrend die cipk1-Linie unempfanglicher gegenuber diesem Salz war.
Sowohl das CBL1-Protein als auch CIPK1 scheinen somit in Stressantwort-

vermittelten Signalwegen involviert zu sein.

4.1.1.4 Herstellung von Doppelmutanten

Phanotypische Analysen von Doppelmutanten erlauben einen genetischen Ansatz
zur Untersuchung, ob beide durch die Mutationen betroffenen Proteine in denselben
Signalwegen wirken. Sollte dies der Fall sein sollte, so verstarkt sich der beobachtete
Phanotyp. Um die Frage zu adressieren, ob CBL1 und CIPK1 in denselben
Signalwegen agieren, wurden beide Mutanten gekreuzt, in der F2-Generation

homozygote Pflanzen isoliert und stehen fur weitere Analysen zur Verfugung.

4.1.1.5 Komplementation der Mutanten

Um zu zeigen, dass die beobachteten Phanotypen auf das Fehlen des Proteins
aufgrund der T-DNA-Insertion zuruckzufuhren sind, werden die Mutanten mit der
cDNA des entsprechenden Genes komplementiert. Dazu wurden transgene Pflanzen
erzeugt, die die cDNA des ausgeschalteten Genes mit einem vorgeschalteten 35S-
CaMV-Promotor  exprimieren. Die T1-Generation dieserart  erzeugter
Komplementationslinien von cbl1-8C weisen als junge Pflanzen verzdogerten Wuchs
auf. Diese Pflanzen zeigen aber nach dieser Phase ein normales Bluhverhalten.
Aufgrund der konstitutiven Expression durch den 35S-Promotor kann eine
Uberexpression des CBL1-Proteines erfolgen. Da die Mitwirkung von CBL1-
Proteinen in verschiedenen Reizantworten nachgewiesen worden ist, scheinen durch
die Uberexpression diese Signalwege dauerhaft aktiviert zu sein. Die Pflanze zeigt
einen Wuchs wie bei Vorhandensein von abiotischen Stress.

Mit der T2-Generation dieser Pflanzen sollen in Zukunft dieselben Versuche wie an

den Mutanten durchgefiihrt werden, um eine Komplementation nachzuweisen.
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4.1.2 Subzellulare Lokalisation der CBL1- und CIPK1-Proteine

Um die Lokalisation von Proteinen innerhalb der Zelle feststellen zu kbnnen, werden
die cDNA eines Genes im Leseraster (dem Triplett-Code der Aminosauren
entsprechend) vor das Gen des grunen fluoreszierenden Proteines (GFP) kloniert
und das entstehende Fusionsprotein in Pflanzen unter dem Fluoreszenz-Mikrosop
nachgewiesen. Vor diesem GFP-Gen wurden die cDNA von AtCBL1 (CBL1-1-GFP-
pGPTV) bzw. von AtCIPK1 (CIPK1-GFP-pGPTV) kloniert und diese als auch GFP-
pGPTYV als Kontrolle in A. thaliana transient oder stabil transformiert.

Die transiente Transformation der GFP-Fusionsproteine erlaubt festzustellen, ob das
Protein exprimiert wird und ist eine Methode, um innerhalb kurzer Zeit die
Lokalisation der Proteine in der Zelle zu analysieren. Da bei einer transienten
Transformation die Protein-Expression spatestens nach 24 Stunden nachlasst und
die Expression in den Epidermis-Zellen relativ schwach ist, wurden fur die
Untersuchung vor allem die Trichome verwendet. Da die Trichome eine starke
Eigenfluoreszenz aufweisen, muss deutlich zwischen dieser und der GFP-
Fluoreszenz unterschieden werden. In diesen Untersuchungen wurde eine
Lokalisation des CBL1-GFP-Fusionsproteins an der Plasmamembran der Zellen
festgestellt (Abb. 10). Dies entspricht auch der Vorhersage anhand der
Proteinstruktur, da das Protein sowohl eine potentielle Myristylierungs- als auch eine
Palmetylierungsstelle aufweist, die beide auf Membranbindungen hindeuten
(Yalovsky et al., 1999). Ebenfalls eine Membranlokalisation weist das Fusionsprotein
von AtCIPK1 auf. Das GFP dagegen ist in der Kontrolle im Zytoplasma und nuklear
lokalisiert. Da die mit CBL1-pGPTV transfizierten Blatter schon innerhalb von acht
Stunden absterben, die Expression der Proteine aber erst etwa funf Stunden nach
Transfektion einsetzt, ist dieser Methode ein deutliches Zeitlimit gesetzt. Deshalb
wurden die GFP-Fusionskonstrukte ebenfalls stabil in Arabidopsis-Pflanzen
transformiert. Fir das CBL1-Protein als auch das GFP konnten in der T1-Generation
die im transienten Ansatz nachgewiesene subzellulare Lokalisationen auch in den
stabil transformierten Pflanzen verifiziert werden.

Wahrend das GFP-Protein im Zytoplasma und Nukleus der Zelle verteilt vorliegt,
wurde fir die CBL1- und CIPK1-GFP-Fusionsproteine eine Plasmamebran-

Lokalisation festgestellt.



CBL1-GFP CIPK1-GFP

GFP CBL1-GFP

Abb. 10: Subzellulare Lokalisationen von AtCBL1 und AtCIPK1.
A) GFP-Fusionsproteine von AtCBL1 und AtCIPK1 sowie GFP als Kontrolle wurden transient
in die Blatter von A. thaliana transformiert. Die Lokalisation der GFP-Fusionsproteine war in
den Trichomen unter dem Fluoreszenz-Mikroskop nachweisbar, wobei sowohl CBL1-GFP als
auch CIPK1-GFP eine Plasma-Membran-Lokalisation aufweisen, das GFP selber aber im
Zytoplasma und dem Nukleus vorliegt. B) Untersuchungen der Lokalisation nach der stabilen
Transformationen von CBL1-GFP und GFP. Lokalisationen der Proteine ist in den Epidermis-

Zellen der Blatter der T1-Generation sichtbar.
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4.1.3 AtCBL1 zieht AtCIPK1 an die Plasmamembran
In Wildtyp-Pflanzen wurde sowohl fur das CBL1- als auch fir das CIPK1-GFP-

Fusionsprotein eine subzellulare Lokalisation an der Plasmamembran festgestellt.
Der Ansatz der Identifizierung der subzellularen Lokalisation durch GFP-
Fusionsproteine erlaubt auch die Klarung der Frage, ob das CBL1-Protein mit CIPK1
in vivo interagiert. Dazu wurde das CIPK1-GFP-Fusionsprotein transient in die Blatter
der cbl1-Mutante transformiert. Da CIPK1 weder hydrophile und damit
membrangangige Domanen noch Aminosaure-Sequenzen flur Lipidmodifikationen
wie Myristylierung aufweist, musste dieses Protein zytoplasmatisch lokalisiert sein.
Tatsachlich lag das CIPK1-GFP-Fusionsprotein bei Abwesenheit des CBL1-Proteins
im Zytoplasma vor (Abb.11). Erst eine Kotransfektion des CIPK1-GFP-
Fusionsproteins mit dem CBL1-Protein ohne GFP zeigte wieder die in Wildtyp-
Pflanzen nachgewiesene Lokalisation an der Plasmamembran.

Anhand dieser Ergebnisse kann davon ausgegangen werden, dass das CBL1-
Protein in vivo mit CIPK1 interagiert. Dabei zieht das CBL1-Protein die Kinase an die

Plasmamembran.

50 um 50 um 50 ym

CBL1-GFP CIPK1-GFP CBL1 + CIPK1-GFP

Abb. 11: Das CBL1-Protein zieht CIPK1 an die Plasmamembran. Transiente Transformation von
CBL1-GFP und CIPK1-GFP in die Blatter der cbl1-Mutante. Das CBL1-GFP-Fusionsprotein ist
auch in der Mutante Plsamamembran-lokalisiert. Das CIPK1-GFP-Fusionsprotein zeigt
dagegen bei Abwesenheit des CBL1-Proteins eine zytoplasmatische Lokalisation. In der
Kotransfektion von CIPK1-GFP und CBL1 wird die Kinase dagegen wieder an die

Plasmamembran gezogen.



4.1.4 Die NAF-Domane von AtCIPK1 ist ein spezifisches Protein-Protein-

Interaktionsmodul

Aufgrund der Ergebnisse der CBL-CIPK-Lokalisationsstudie wurde nachgewiesen,
dass AtCBL1 nicht nur im Hefe-Zwei-Hybrid-System mit AtCIPK1 interagiert, sondern
diese Interaktion auch in vivo in der Pflanze stattfindet. Mit Hilfe des Hefe-Zwei-
Hybrid-Assays sollte die Interaktionsdomane identifiziert werden, an die das AtCBL1-
Protein an AtCIPK1 bindet.

Da das AtCBL1-Protein wahrscheinlich durch die Lipidmodifikationen der
Myristylierung und Palmetylierung an die Membran gebunden wird und solche
Membranlokalisationen die Interaktionen in der Hefe beeinflussen konnen, wurde
statt AtCBL1 das vermutlich zytoplasmatisch-lokalisierte AtCBL2, das in Hefe
ebenfalls mit AtCIPK1 interagiert, fur diese Interaktionsstudien verwendet. Fur die
Interaktions-Analysen zur Kartierung der Interaktionsdomane wurden beide
Reportergene, Histidin-Synthase (Wachstum auf Histidin-Selektionsplatten) und -
Galaktosidase (oNPG-Assay), zum Nachweis der Interaktion verwendet. In
vorangegangenen Studien in der Diplomarbeit von Olga Ritz (Ritz, 2000) wurde die
Interaktionsdomane auf ein 36 Aminosauren langes Fragment im variablen C-
Terminus von AtCIPK1 beschrankt. In weitergehenden Interaktions-Analysen wurde
in dieser Arbeit die Interaktionsdomane auf einen 24 Aminosauren umfassenden
Bereich (KinD8) weiter eingegrenzt (vergl. Abb. 12). Wird diese Domane durch
gerichtete Deletions-Mutagenese aus der Kinase entfernt (NAFdel), so unterbleibt die
Interaktion zwischen CBL2 und CIPK1. Mit Hilfe von in der Basensequenz
veranderten Primern zur Amplifikation der Interaktionsdomane wurden durch PCR
gezielt einzelne dieser 24 Aminosauren abgeandert (KinD81 bis KinD86). Durch die
Veranderung in der Interaktionsstarke mit dem CBL2-Protein wurden die funktionell
wichtigen Aminosauren innerhalb dieser Domane analysiert. Da sowohl das Prolin
am Anfang des 24 Aminosauren langen Fragmentes als auch das Phenylalanin am
Ende fur die Interaktion notwendig sind, stellt diese Domane wahrscheinlich das
minimale Protein-Protein-Interaktionsmodul dar (vergl. Abb. 13).

Mit diesen Analysen wurde diese 24 Aminosauren umfassende Domane als das
minimale Interaktionsmodul zwischen AtCBL2 und AtCIPK1 identifiziert und die

Bedeutung einzelner konservierter Aminosauren fur diese Interaktion erfal3t.
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A
- Gal Aktivitat Hefe-
N-Terminus C-Terminus wachstum
Kin (444aa) 21,24 (+ 2.18) +

Kin D1 (189 22) [BEELT ] 3068 (2 8.49) :
KinD (114e0) [B88 a6 1432 E171) o+

KinD4(72aa) _ 40.60 (+ 8.23) +
KinD6 (50aa) 319 sed 0.87 ( 0.40) -
KinD7 (39aa) Ror_s3q 20,63 (+ 2.84) "
KinD8 (24aa) 3141884 34.92 (+ 4.33) +
NAFdel (420aa) 0.90 (+ 0.08) -

AtCBL2-BD | BD
AD AD

AtCBL2-BD | BD
KinD8-AD KinD8-AD

LT LTH

Abb. 12: Identifizierung der die Interaktion mit AtCBL2 vermittelnden Domane in AtCIPK1.

A) Deletionsanalysen im Hefe-Zwei-Hybrid-System zur Identifizierung der Interaktionsdoméane
von AtCIPK1. Nachweis der beiden Reportergene durch Hefewachstum auf Histidin-freiem
Medium und oNPG-Assays wurde als Interaktionsnachweis herangezogen. Die Positionen der
Deletionen in der Aminosaurensequenz werden in den Balken angezeigt. Die Grofe der
einzelnen Deletionsfragmente sind in Klammern angegeben. B) Untersuchung der Interaktion
von KinD8 mit CBL2 in einem Wachstumsnachweis. Auf der rechten Seite sind die jeweiligen
Hefe-Konstrukte dargestellt. LT: Selektionsplatten ohne Leucin und Tryptophan; LTH:
Selektionsplatten ohne Leucin, Tryptophan und Histidin unter Zugabe von 25 mM 3AT.



A
R3-Gal Aktivitat

aa 312 336
KinbDB DSPTI I NAFQLI GMSSFLDLSGFF
KinDSlDS.TIINAFQLIGMSSFLDLSGFF
KinD82DSPTIIN.FQLIGMSSFLDLSGFF
KinD83DSPTIINAFQL.GMSSFLDLSGFF
KinD84DSPTIINAFQLIGM.SFL
KinDB5 DSPTI I NAFQLI GMSSFL
KinDB6 DSPTI I NAFQLI GMSSFL

AtCBL2-BD BD
KinD8-AD AD

AtCBL2-BD AtCBL2-BD
KinD82-AD KinD81-AD

LT LTH

AtCBL2-BD AtCBL2-BD
KinD84-AD KinD83-AD

AtCBL2-BD AtCBL2-BD
KinD86-AD KinD85-AD

Abb. 13: Effekte von Mutationen in der NAF-Domaéne.

A) Darstellung der NAF-Domane sowie der eingeflihrten Mutationen, hellgrau unterlegt die
Aminosauren, nach denen die Domane bezeichnet wird, dunkelgrau unterlegt diejenigen
Aminosauren, die verandert worden sind. KinD8 stellt den Wildtyp der Doméane dar, KinD81
bis KinD86 die jeweiligen mutierten Domanen. Die Starke der Interaktion von AtCBL2 mit der
veranderten Interaktionsdomane wurde anhand der Aktivitat der R-Galaktosidase durch den
oNPG-Assay in drei unabhangigen Messungen ermittelt. B) Nachweis der Interaktionen von
KinD8, KinD81 bis KinD86 mit AtCBL2 in einem Wachstumsassay. Rechts sind jeweils die
Hefe-Konstrukte angegeben. Anhand beider Reportergene wurde eine deutliche Reduzierung
der Interaktionsstarke von AtCBL2 festgestellt, wenn konservierte Aminosauren wie Prolin zu
Beginn und Phenylalanin am Ende der Doméane verandert wurden. LT: Selektionsplatten ohne
Leucin und Tryptophan; LTH: Selektionsplatten ohne Leucin, Tryptophan und Histidin unter
Zugabe von 25 mM 3AT.
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Ein Sequenz-Vergleich der 24 Aminosauren von CIPK1 mit den C-Terminalen
Domanen anderer CIPKs aus Arabidopsis, die durch eine Interaktion in Zwei-Hybrid-
Analysen mit AtCBL1 identifiziert worden sind, zeigte, dass die analysierte Domane
in diesen Kinasen ebenfalls konserviert ist (Abb. 14A). Datenbankanalysen ergaben,
dass diese Domane auch in Protein-Kinasen aus anderen Pflanzen-Arten vorkommt
und hochkonservert ist (vergl. Abb. 14B). Aufgrund der konservierten Aminosauren
Asparagin (N), Alanin (A) und Phenylalanin (F) wurde diese Domane als NAF-

Domaéane bezeichnet.

A
acprkk DTET HIIRNAEoAAcv EH FEAEBA ' EFE 24
acpre PRLIATLUINBELR N -NBEEE-clAEAR 2
acprs EQEAAANNIAE:=: BEvERER R := AR 24
acrks ks s NAR TAENAARAES sENEA sERE o+
B
acpPkl DS T 1INBE o LlcvBsrLolEEFE 24
vestPk K ER e vVBEIRBE -AHAE . B JEEE oRE PFRE 24
arks TERERENARRGENREEE <EE ocBREERE -
or7  EEEREARREENNEEER <EERAEENRE -
sbshell EER Vv AN E LHE VERE . N cNAE 22

sbshrl2 EE Vv VARG c LHIE RERE LN c N\l 2«

sosnveLz s s L P NAIIRREEANRE (B EE olRE \lAE 2

Taveks EEERENIRREEANEEE rREENOAEENE o/

znps  EEERENIRBREENNEER REERREERE -

Abb.14: Die NAF-Domane ist ein konserviertes Protein-Protein-Interaktionsmodul.

A) Aminosaure-Sequenz-Vergleich der NAF-Domane von AtCIPK1 bis AtCIPK4. B)
Aminosaure-Sequenz-Vergleich der NAF-Domane von AtCIPK1 mit den entsprechenden
Domanen aus anderen Arten wie McSTPK aus Mesembryanthemum christallatum
(Proteinzugangsnummer AAD31900), PK4 und 7 aus Reis (BAA83688.1, BAA83689.1), den
SNFL-Protein-Kinasen 1 bis 3 aus Sorghum bicolor (T14735, T14736, T14822), TaWPK4 aus
Weizen (BAA34675.1) und ZmPK4 aus Mais (AAF22219.1). Mit schwarzen Boxen sind jeweils
diejenigen Aminosauren unterlegt, die in der Halfte der verglichenen Sequenzen identisch
sind. Diese Vergleiche zeigen, dall die Aminosauren der NAF-Domane in diesen Proteinen

hoch-konserviert sind.

Um die Frage zu adressieren, ob der identifizierte Bereich eine Interaktion mit allen
bekannten CBL-Proteinen aus Arabidopsis vermittelt, wurde die NAF-Domane
jeweils zusammen mit AtCBL1 bis AtCBL6 in Hefen transformiert und deren
Interaktionen untersucht. Wie in Abb. 15A dargestellt ist, interagieren alle sechs

untersuchten CBL-Proteine mit der NAF-Domane von CIPK1. In einem weiteren



Experiment wurde untersucht, ob die NAF-Domane von Kinasen aus anderen
Pflanzenspezies eine Interaktion mit den CBL-Proteinen vermittelt. Dazu wurde die
NAF-Domane der Protein-Kinase SNFL3 (Sucrose non fermenting-like 3) aus
Sorghum bicolor isoliert, kloniert und die Interaktion dieser NAF-Domane aus
Sorghum (SbSNFL3-D8) im Zwei-Hybrid-System mit dem AtCBL2-Protein
untersucht. Auch diese NAF-Domane aus der heterologen Protein-Kinase vermittelte,
wie in Abb. 15B erkennbar, die Interaktion mit dem CBL-Protein. Diese Domane ist
somit nicht nur Arabidopsis-spezifisch, da auch NAF-Domanen-besitzende Protein-
Kinasen aus anderen Pflanzenspezies mit den Kalzium-Sensor-Proteinen
interagieren. Diese Ergebnis macht es sehr wahrscheinlich, dass die NAF-Domane
ein generelles CBL-Protein-Interaktionsmodul darstellt. Das bedeutet, dass alle
Kinasen, die eine derartige Doméane enthalten mit Kalzium-Sensor-Proteinen des
CBL-Types interagieren und somit Bestandteil von Kalzium-vermittelten Signalwegen

sind.
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AtCBL2-BD | AtCBL1-BD
KinD8-AD KinD8-AD

AtCBL4-BD | AtCBL3-BD
KinD8-AD KinD8-AD

AtCBL6-BD | AtCBL5-BD
KinD8-AD KinD8-AD

AtCBL2-BD | AtCBL2-BD
AtCIPK1D8 | SbSNFL3D8

AtCBL2-BD BD
AD AD

Abb. 15: Die NAF-Doméane von Protein-Kinasen vermittelt die Interaktion mit CBL-Proteinen.

A) Analyse der Interaktion von Proteine von CBL1 bis 6 mit der NAF-Doméane von CIPK1 im
Zwei-Hybrid-System. Rechts sind jeweils die Hefe-Konstrukte angegeben. Alle sechs
untersuchten CBL-Proteine binden an die NAF-Domé&ne von CIPK1. B) Analyse der
Interaktion der NAF-Domane einer heterologen Proteinkinase aus Sorghum bicolor mit dem
CBL2-Protein im Hefe-Zwei-Hybrid-System. Rechts sind jeweils die Hefe-Konstrukte
angegeben. Die NAF-Domane der heterologen Kinase aus Sorghum bicolor, SbSNFL3DS,
vermittelt ebenfalls die Interaktion mit dem CBL2-Protein aus Arabidopsis. LT:
Selektionsplatten ohne Leucin und Tryptophan; LTH: Selektionsplatten ohne Leucin,
Tryptophan und Histidin unter Zugabe von 25 mM 3AT.



4.1.5 Die AtCBL- und AtCIPK-Proteinfamilien

Aufgrund von Datenbank-Analysen mit Hilfe der Sequenzdatenbanken des NCBI
(National Center for Biotechnology Information) wurde anhand von Ahnlichkeiten in
der Proteinsequenz im BLAST-Algorithmus neben den bis dahin schon identifizierten
AtCBL1 bis AtCBL6 (Ritz, 2000) nach der vollstandigen Sequenzierung des
Arabidopsis-Genoms weitere vier AtCBLs identifiziert. Die cDNAs von dreien dieser
identifizierten CBLs wurde mit genspezifischen Primern durch PCR aus vorhandenen
cDNA-Banken isoliert und kloniert. Nach erfolgter Sequenz-Analyse wurden diese als
AtCBL7, AtCBLS8, und AtCBL9 bezeichnet (vergl. Tab. 2). Das vierte identifizierte
AtCBL (AtCBL10) wird derzeit aus cDNA-Banken isoliert. Die zehn identifizierten
Kalzium-Sensoren zeigen alle die flir die CBLs eigenen Charakteristikas in der

Aminosaure-Sequenz wie z.B. die drei EF-Hand-Motive zur Kalzium-Bindung.

Name cDNA-GrofR3e (bp) Introns Protein Gen
(Datenbanknummer) | (Datenbanknummer)

AtCBL1 642 ja AAG26008 AF076251
AtCBL2 681 ja AAC26009 AF076252
AtCBL3 681 ja AAC26010 AF076253
AtCBL4 669 ja AAG28402 AF192886
AtCBL5 612 ja AAG28401 AF192885
AtCBL6 681 ja AAG28400 AF192884
AtCBL7 645 ja AAG10059 AF290434
AtCBLS8 645 ja AAG10058 AF290433
AtCBL9 642 ja AAL10301.1 AF411958

Tab. 2: Auflistung der bisher isolierten und klonierten AtCBLs mit ihrer jeweiligen cDNA-Grofie sowie
Anwesenheit von Introns im Gen. Die Zugangsnummern der Proteine und cDNA-Sequenzen
in der Datenbank sind angegeben.

Um die Komplexitat der im Arabidopsis-Genom kodierten CIPKs zu ermitteln, wurden
im Labor von Jorg Kudla Hefe-Zwei-Hybrid-Analysen mit insgesamt drei
verschiedenen AtCBL-Proteinen als Koder (AtCBL1, AtCBL4 und AtCBL6)
durchgefuhrten. Dabei wurden flinfzehn weitere interagierende Protein-Kinasen
identifiziert, die ebenfalls alle die NAF-Domane aufweisen. Die cDNA dieser Proteine

wurde ebenso mit Hilfe von PCR aus verschiedenen cDNA-Banken isoliert, kloniert
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und sequenziert. Die derart isolierten CIPKs (CBL-interagierende Protein-Kinasen)
wurden als AtCIPK2 bis AtCIPK16 bezeichnet (vergl. Tab. 3). Nach weiteren
Datenbank-Analysen wurde die Anzahl der im Arabidopsis-Genom kodierten
AtCIPKs auf insgesamt 25 AtCIPKs ermittelt.

Name SnRK cDNA-GréfRie Introns Protein Gen
(bp) (Datenbank) (Datenbank)
AtCIPK1 SnRK3.16 1335 ja AAG28776 AF302112
AtCIPK2 SnRK3.2 1371 nein AAF86506 AF286050
AtCIPK3 SnRK3.17 1128 ja AAF86507 AF28051
AtCIPK4 SnRK3.3 1281 nein AAGO01367 AY007221
AtCIPK5 SnRK3.24 1296 nein AAF86504 AF28105
AtCIPK6 SnRK3.14 1326 nein AAF86505 AF285106
AtCIPK7 SnRK3.10 1290 nein AAK16682 AF290192
AtCIPK8 SnRK3.13 1230 ja AAK16683 AF290193
AtCIPK9 SnRK3.12 1350 ja AAK16684 AF295664
AtCIPK10 SnRK3.8 1440 nein AAK16685 AF295665
AtCIPK11 SnRK3.22 1308 nein AAK16686 AF295666
AtCIPK12 SnRK3.9 1470 nein AAK16687 AF295667
AtCIPK13 SnRK3.7 1509 nein AAK16688 AF295668
AtCIPK14 SnRK3.15 1329 nein AAK16689 AF295669
AtCIPK15 SnRK3.1 1266 nein AAK16692 AF302111
AtCIPK16 SnRK3.18 1510 ja AAF19215 AY030304
AtCIPK17 SnRK3.21 1266 ja AAK64513 AY036958
AtCIPK18 SnRK3.20 1563 nein AAK59695 AY034099
AtCIPK19 SnRK3.5 1452 nein AAK50347 AY030303
AtCIPK20 SnRK3.6 1320 nein AAK61493 AY035225
AtCIPK21 SnRK3.4 1251 ja AAK59696 AY034100
AtCIPK22 SnRK3.19 1338 ja AAL47845 AF450478
AtCIPK23 SnRK3.23 1449 ja AAKB1494 AY035226
AtCIPK24 SnRK3.11 1341 ja AAK72257 AF395081
AtCIPK25 SnRK3.26 1461 nein AAL41008 AF448226

Tab. 3: Auflistung der bisher isolierten und klonierten AtCIPKs mit der jeweiligen Bezeichnung in der
SnRK-Nomenklatur. Weiterhin sind die cDNA-GréRen und die Anwesenheit von Introns im
Gen angegeben. Ebenso werden die Zugangsnummern der Proteine und cDNA-Sequenzen in
der Datenbank angezeigt. Die AtCIPKs 17 bis 25 wurden von Stefan Weinl (Weinl, 2001)

isoliert, kloniert und sequenziert.




Es wurde ein Vergleich der Aminosaure-Sequenzen der in dieser Arbeit isolierten
AtCIPKs in einem Alignment durchgeflhrt, wobei der CLUSTAL-Algorithmus im
DNASTAR-Programm benutzt wurde. Abb. 16 zeigt die zwei Domanen-Struktur diese
Protein-Kinasen. Paarweise Vergleiche der Aminosauren-Sequenz dieser Domanen
ergaben eine 51-90% Identitdt der N-Terminalen Domane sowie eine 63-96%
Ahnlichkeit. Der variable C-Terminus lasst nur eine Konservierung in der NAF-
Domane erkennen. Diese NAF-Domane zeigt eine 58-86% Identitat und 66-94%
Ahnlichkeit, wahrend der gesamte C-Terminus nur eine 24-58% Identitat der
Aminoséaure-Sequenz und eine 36-69% Ahnlichkeit aufweist. Weiterhin wurde eine
phylogenetische Analyse dieser CIPKs mit PAUP 4.0 durchgefuhrt. Dabei wurde
neben den 17 CIPKs auch NAF-Domanen-besitzende Kinasen aus anderen
Pflanzenspezies als auch SNF-artige-Kinasen wie aus der Hefe ScCSNF1, Akin10 aus
A. thaliana und RnAMPK aus Ratten in die Untersuchung mit einbezogen. In Abb. 17
wird der entstandene phylogenetische Stammbaum dargestellt. Aus diesem
Stammbaum wird deutlich, dass die NAF-Domanen-besitzenden Protein-Kinasen
eine klar abgegrenzte, monophyletische Gruppe innerhalb der SNF-artigen Protein-
Kinasen bilden.

Zusammengefasst ergaben diese Untersuchungen, dass die CBLs und CIPKs ein
komplexes System bestehend aus 10 Kalzium-Sensoren und 25 mit diesen
interagierenden Protein-Kinasen in Arabidopsis bilden. Diese Komplexitat fuhrt zu
der Frage, welche Mechanismen wirken, um nun zu einer moéglichen Spezifitat zu
fuhren, und welche Funktionen die verschiedenen CBLs und CIPKs in A. thaliana

inne haben.
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_E At Cl PK1
At Cl PK17
At Cl PK2
At Cl PK10
SbSNFL3
— At Cl PK15
— At Cl PK16
At Cl PK4
At Cl PK7
4|:At Cl PK6
Mc STPK
At Cl PK5
At Cl PK14

— At Cl PK11
— At Cl PK12

Os PK4

~|jjl'av\PK4
ZITPK4

—— OsPK7

——— At Cl PK13

At Cl PK3

SbSNFL1

SHSNEL2

At CI PK9

SCSNF1
Abb. 17: Phyloge¢ s der AtCIPKs, sowie NAF-Kinasen aus anderen Pflanzen-

Arten. Verwendet wurden die in dieser Arbeit isolierten CIPKs. Als AuRengruppe wurden die
SNF-artigen Kinasen aus Hefe ScSNF1 (Protein-Zugangsnummer NP010765), die RnAMPK
aus Ratte (Q09137) und Kin10 (Q38997) aus A. thaliana, benutzt. Die phylogenetische
Analyse wurde mit PAUP 4.0 durchgefiihrt. Diese Analyse ergab, dass die NAF-Doméanen-
besitzenden Protein-Kinasen eine klar abgegrenzte, monophyletische Gruppe innerhalb der

SNF-artigen Kinasen darstellt.

Abb. 16: Alignment der Aminosaure-Sequenzen der AtCIPKs. Verwendet wurden die in dieser Arbeit
isolierten CIPKs. Fur die Erstellung des Alignments wurde der CLUSTAL-Algoritmus im
DNASTAR benutzt. Konservierte Aminosauren, die in mehr als der Halfte der Kinasen
vorkommen, sind mit schwarzen Boxen unterlegt. Rechts werden die Aminosauren-Positionen

angegeben. Bindestriche wurden benutzt um das Alignment zu verbessern.



77

4.1.6 Die AtCBLs und AtCIPKs interagieren spezifisch miteinander

Aufgrund der groRen Anzahl an unterschiedlichen AtCBLs und AtCIPKs drangte sich
die Frage auf, ob alle AtCBLs aufgrund der NAF-Domane mit allen AtCIPKs
interagieren oder ob es eine Interaktionsspezifitat von bestimmten AtCBLs und
AtCIPKs gibt. Um diese Fragestellung zu untersuchen wurde wiederum der Zwei-
Hybrid-Ansatz gewahlt und die Starke der Interaktionen anhand des Wachstums auf
Selektionsplatten ohne Histidin in verschiedenen Verdlinnungen der Hefekultur
analysiert (Tropftest). Dieser Versuch wurde mit AtCBL1 bis AtCBL6 und den
AtCIPKs 1, 2, 4, 6, 8, 9, 11, 12, 13 und 14 durchgefuhrt. Dabei wurde ein eindeutig
spezifisches Interaktionsmuster zwischen den verschiedenen AtCBLs und AtCIPKs
erkennbar. So interagiert z.B. AtCBL1 nur mit AtCIPK1, 2, 9 und AtCIPK11, wahrend
AtCBL2 und AtCBL3 keine eindeutigen Praferenzen bei den untersuchten AtCIPKs
zeigten (Abb. 18). Fur AtCBL4 und AtCBL6 wurde unter den analysierten AtCIPKs
kein Interaktionspartner identifiziert. AtCBL5 interagiert spezifisch mit AtCIPK2 und
AtCIPK11.

Die Hefe-Zwei-Hybrid-Studien zeigten, dass sich ein spezifisches Interaktionsmuster
zwischen den unterschiedlichen AtCBLs und AtCIPKs ergibt. In einem weiterem
Versuch wurde nachgeprift, ob aufgrund der sehr hohen Ahnlichkeit in der
Aminosaure-Sequenz zwischen AtCBL1 und AtCBL9 (89% Identitat) ein identisches
Interaktionsverhalten zu erkennen ist. Dazu wurden die beiden AtCBLs mit 23
AtCIPKs (mit Ausnahme von AtCIPK3 und AtCIPK10) in Hefen transformiert und die
Interaktionsstarken durch Wachstum auf selektiven Platten anhand von
Verdunnungsreihen (Tropftest) ermittelt. Als interagierend wurden jene Proteinpaare
gewertet, bei denen die Hefen auch in der dritten Verdlinnung (1:100) wachsen.
Dabei wurde ein pinzipiell ahnliches Interaktionsverhalten zwischen AtCBL1 und
AtCBL9 mit den untersuchten Kinasen aber auch Unterschiede in den
Interaktionsstarken bei einzelnen Proteinpaaren festgestellt (verg. Abb. 19). So
interagieren zwar beide Kalzium-Sensor-Proteine mit den AtCIPKs 1, 4, 5, 8, 18 und
24 in einer im Tropftest nachweisbar ahnlichen Starke, aber eine eindeutige
Interaktion von AtCBL1 mit AtCIPK7 und 17 zeigte AtCBL9 nicht, wahrend AtCBL9
mit AtCIPK16, 20 und 23 starker interagiert, als es flir CBL1 festgestellt wurde.



Die hier festgestellte Interaktionsspezifitat legt nahe, dass selbst wenn verschiedene
Reize zeitlich und raumlich parallel ablaufen die beobachtete charakteristische

Komlexbildung zur Erzeugung der erforderlichen Signalspezifitat beitragten kann.
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AtCIPK1 AtCIPK2

AtCBL1
AtCBL2

AtCBL3
AtCBL4

AtCBL5S
AtCBL6

[Cap+e0 | NN NN

AtCIPK4 AtCIPK6 AtCIPK7 AtCIPK9

.. . “

AtCIPK11 AtCIPK12 AtCIPK13 AtCIPK14

.. .. .. B

.l

Abb. 18: Spezifische Bildung von CBL-CIPK-Komplexen im Hefe-Zwei-Hybrid-System. Hefen, die die

angegebenen Proteine exprimieren, wurden zur Untersuchung der Interaktionen dieser
Proteine in Verdinnungsreihen von 1:10 ausgehend von ODggg bei 2,0 auf Histidin-freiem
Medium (LTH) ausplattiert. LT zeigt ein Beispiel der Wachstumskontrolle mit Selektion auf
Anwesenheit der beiden Vektoren. Die verschiedenen untersuchten CIPKs zeigen ein
eindeutiges Interaktionsmuster mit bestimmten CBL-Proteinen.



Kontrolle CBL1-BD CBL9-BD CBL1 CBL9

CIPK1-AD
CIPK2-AD
CIPK4-AD
CIPK5-AD
CIPK6-AD
CIPK7-AD
CIPK8-AD
CIPK9-AD
CIPK11-AD
CIPK12-AD
CIPK13-AD
CIPK14-AD
CIPK15-AD
CIPK16-AD
CIPK17-AD

CIPK18-AD
CIPK19-AD
CIPK20-AD
CIPK21-AD
CIPK22-AD
CIPK23-AD

CIPK24-AD
CIPK25-AD @ - .
Abb.19: Interaktionsanalyse von AtCBL1 und 9 mit den Kinasen CIPK1 bis 25 (Ausnahme von

AtCIPK3 und AtCIPK10) im Hefe-Zwei-Hybrid-System. Die Wachstumskontrolle wurde auf
SD-Platten ohne Leucin und Tryptophan durchgefiihrt, die Selektion auf Interaktion auf SD-

Platten ohne Leucin, Tryptophan und Histidin mit 25 mM 3AT. Zur Bestimmung der
Interaktionsstarke wurden die Hefen in einer Verdinnungsreihe von 1:10 ausplattiert. Trotz
groBer Ahnlichkeiten in der Aminoséure-Sequenz zwischen den beiden untersuchten CBL-
Proteinen weisen beide ein zwar dhnliches aber fir sie spezifisches Interaktionsmuster mit

bestimmten Kinasen auf. X: Interaktion; XX: starke Interaktion der Hefen; -: keine Interaktion.
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4.1.7 Analyse der Promotor-Regionen der AtCBLs und AtCIPKs

Expressionsmuster und die Regulation der Transkription der AtCBLs und AtCIPKs ist
fur die Uberwiegenden Zahl dieser Proteine bisher noch unbekannt. Eine Datenbank-
Analyse zur Ermittlung konservierter regulatorischer Promotor-Elemente kann aber
Hinweise darauf liefern, die darauffolgend experimentell getestet werden kdnnen. Als
Promotor-Region wurden die 2 kb vor dem Startcodon bezeichnet mit Ausnahme von
AtCBL7, bei dem sich nur 900 bp zwischen dem Startcodon und dem vor dem Gen
liegenden AtCBL3 befinden. Die verwendete Analyse erlaubt die Identifizierug
verschiedener experimentell verifizierter Promotor-Elemente. So bindet an das
CTR/DRE-Motiv das DREB-Protein (drought responsive element binding) in Antwort
auf Kalte und Trockenheit (Zhu, 2002). Ebenso sind Elemente und Motive bekannt,
die bei Jasmonsaure (,MeJA-responsive elements"), ABA (ABRE-Motiv, G-Box),
Trockenheit (CAAT-Box) oder bei Zucker ("Sugar-responsive") die Transkription
nachfolgender Gene beeinflussen. Andere Elemente (Myc-Motiv, Myb-Motiv) lassen
auf die Art von regulierenden Transkriptionsfaktoren schliessen. Das Vorhandensein
dieser verschiedenen Motive wurde in DNA-Sequenz-Analysen der Promotoren im
MapDraw des DNASTAR-Programmes untersucht. In Tab. 4 wird die Anzahl der
gefunden Motive fur die Promotoren der CBLs in Tab. 5 die der CIPKs dargestellt. So
zeigt die Promotor-Region von AtCBL1 neben mehreren Myc-Motiven sowohl zwei
CTR/DRE-Motive als auch zwei Motive fur die Antwort auf Jasmonsaure, ebenso wie
funf CAAT-Boxen, die aus der Promotor-Region des stressinduzierten RD29A
bekannt sind. Myc-Motive sowie CAAT-Boxen und MeJA-Motive konnten ebenfalls in
der Promotor-Region von AtCIPK1 ermittelt werden. Zusatzlich weist die Promotor-
Region von AtCIPK1 noch eine Myb- und ein Zucker-Antwort-Motiv auf. Auffallig bei
den analysierten Promotoren der CBLs scheint, dass nur der Promotor von CBL4 ein
ABRE-Motiv aufweist. Auch bei den Promotoren der CIPKs taucht dieses Motiv nur
selten auf. Eine mogliche Expressionsregulation durch Zucker, die durch das Zucker-
"Responsive"-Motiv angedeutet wird, ist bei den CBLs nur bei CBL4, 8 und 9 sowie

bei neun der CIPKs zu erkennen.



Motiv "MedJa- CAAT- "Zucker-
Myc . Myb . CRT/DRE . ABRE
Name responsive" Box responsive"
CBL1 8 - 2 - 2 5 -
CBL2 4 1 2 - 2 3 -
CBL3 7 3 - - 4 1 -
CBL4 3 - - 1 - 1 2
CBL5 7 1 - - - 1 -
CBL6 6 - - - 1 1 -
CBL7 3 - - - 1 - -
CBL8 7 1 - - 1 1
CBL9 2 - - - 1 1

Tab. 4: Analyse der Transkriptionsfaktor-Bindemotive in den Promotor-Regionen der AtCBLs.
Angegeben wird die jeweilige Anzahl der in den Promotor-Region gefundenen Bindemotive
der einzelnen CBLs. Auf die einzelnen Motive sowie die Beeinflussung der Transkription in
Antwort auf welche Reize wird unter 4.1.7 eingegangen. Die Analyse wurde im MapDraw des
DNASTAR-Programmes durchgefihrt.
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Motiv "Meda- CAAT- "Zucker-
Myc = Myb CRT/DRE ABRE . .
Name responsive" Box responsive"
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Tab. 5: Analyse der Transkriptionsfaktor-Bindemotive in den Promotor-Regionen der AtCIPKs.
Angegeben wird die jeweilige Anzahl der in den Promotor-Region gefundenen Bindemotive
der einzelnen Kinasen. Auf die einzelnen Motive sowie die Beeinflussung der Transkription in
Antwort auf welche Reize wird unter 4.1.7 eingegangen. Die Analyse wurde im MapDraw des
DNASTAR-Programmes durchgefiihrt.



Expressionsmuster einzelner Proteine kdnnen durch das Reportergen Glucuronidase
(GUS) sichtbar gemacht werden. Dieser Ansatz wurde in dieser Arbeit ebenfalls
gewahlt, um das Expressionsmuster und die Lokalisation der Expression der
Proteine von CBL1 und CIPK1 in transgenen Pflanzen zu untersuchen. Dazu wurden
die 5’UTR-Bereiche beider Gene in die Klonierungen mit einbezogen, wobei bei
CBL1 einmal das ungespleildte (CBL1promgen) und einmal der modifizierte 5’UTR-
Bereich (CBL1promc) fur die Analysen verwendet wurde. Bisher liegen nur vorlaufige
Expressionsdaten aus der T1-Generation der transgenen Pflanzen von CBL1promc-
pGPTV.BAR und CIPK1prom-pGPTV.BAR vor. Die in einem Vergleich der
Expressionsmuster von AtCBL1 und AtCIPK1 deutlich werdenden Unterschiede
wurden anhand der Lokalisation und Intensitat der GUS-Aktivitat an den Pflanzen
festgestellt (vergl. Abb. 20). So erkennt man bei CBL1 eine leichte Blaufarbung
aufgrund der GUS-Aktivitdt in den Wurzeln und im Blatt, nicht aber in den
Fortpflanzungsorganen der Pflanze. Wurden die Pflanzen dagegen kalte- (4°C, 1/2
Stunde) oder warmebehandelt (37°C, 1/2 Stunde), so wurde die Intensitat der
Blaufarbung nicht nur starker, was auf eine erhohte Expression hindeutet, sondern
die Aktivitat der Glucuronidase wurde auch im Stengelbereich, den Kelchblattern und
den Abscissionszonen der Schoten erkennbar. Bei AtCIPK1 war dagegen eine
Lokalisation der GUS-Aktivitat in den Wurzeln und in geringerer Intensitat auch im
Blattbereich zu erkennen. Eine leichte Expression von AtCIPK1 war noch in den
Pollenkdrnern zu erkennbar. Diese Expression wird weiterhin durch eine
Warmebehandlung der transgenen Pflanzen verstarkt. Bei einer Kaltebehandlung
dagegen liessen sich keine Unterschiede in der Expression von CIPK1 im Vergleich
zur unbehandelten Pflanze erkennen.

Anhand den vorlaufigen Promotor-GUS-Analysen scheint eine gleichzeitige
Expression von AtCBL1 und AtCIPK1 nur in den Wurzeln und im Blattbereich
stattzufinden, wobei die Expression in beiden Fallen bei Hitze gesteigert wird. Bei
AtCBL1 ist zusatzlich eine Expression bei Kalte sichtbar, die bei AtCIPK1 nicht zu
erkennen ist. Dies lasst vermuten, dass das CBL1-Protein bei einem Kalte-Reiz Uber

eine andere Kinase als CIPK1 das entsprechende Signal weitergibt.
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AtCBLA1 AtCIPK1
unbehandelt 1/2 h Kalte  1/2 h Hitze unbehandelt 1/2 h Kélte 1/2 h Hitze
Wurzel |,
Stengel ' {
Blatt ' ! ,
Bliite V :
Schote | ' /

Abb. 20: Vorlaufige Expressionsanalysen von AtCBL1 und AtCIPK1 anhand der Glucuronidase-
Aktivitat in den Promotor-GUS-Pflanzen der T1-Generation. CBL1-promc-GUS-Linien zeigen
sowohl bei Kalte als auch bei Warmebehandlung eine starkere Glucuronidase-Aktivitat in
Wourzel, Stengel und Bléattern als bei einer GUS-Farbung an unbehandelten Linien. Eine
deutliche Induktion des GUS-Genes in der Wurzel ist auch bei den CIPK1prom-GUS-Linien im

Anschlull an eine Warmebehandlung feststellbar.



4.2 Molekulare Analyse des Response Regulators AtARR2

In einer Zusammenarbeit mit dem Labor von Dr. Klaus Harter an der Universitat
Freiburg wurde im Rahmen dieser Arbeit die Funktion des Typ B Response-
Regulators ARR2 aus Arabidopsis thaliana untersucht. Dieses Protein wurde in
friheren Analysen als ein vor allem in Pollen exprimierter Transkriptionsfaktor
identifiziert, das die Transkription verschiedener mitochondrialer Komplex I-Gene
reguliert (Lohrmann et al., 2001). Schwerpunkt dieser Arbeit war vor allem die

Isolierung und Analyse einer arr2-Mutante.

4.2.1 Isolation und Charakterisierung der arr2-Mutante.

In Datenbankanalysen der von der Arbeitsgruppe von Sundaresan erzeugten
Insertionsmutanten (Parinov et al., 1999), bei denen die flankierenden Sequenzen
von Insertionen des Ds-Transposons bekannt sind, wurde eine solche Ds-Insertion
entweder in oder nahe bei dem ARR2-Gen festgestellt (Zugangsnummer Z97340,
Liniennummer SGT4387). Aus 20 Arabidopsis-Pflanzen dieser Linie wurde an
isolierter gDNA PCRs mit den entsprechenden Primern des Transposons Ds3-2 und
Ds5-2 und den Genprimern ARR2-S1 und ARR2-A1 in allen vier moglichen
Kombinaionen durchgefuhrt. Dabei wurden vier Pflanzen identifiziert, die eine
Insertion in dem Gen ARR2 besallen. Zur Untersuchung der Homo- und
Heterozygotie in Bezug auf die Transposon-Insertion wurden PCR-Analysen an der
gDNA durchgefuhrt. Bei Erhalt von PCR-Amplifikaten mit den beiden Genprimern ist
das Wildtyp-Allel im Genom enthalten. Zeigt sich dagegen kein PCR-Produkt mit
dieser Primerkombination so handelt es sich bei der analysierten Pflanze
wahrscheinlich um eine homozygote Pflanze in Bezug auf die Ds-Insertion. Als
Gegenkontrolle wurde an der DNA derselben Pflanzen PCRs mit Ds5-2 und ARR2-
A1 durchgeflhrt, bei denen der Erhalt eines PCR-Produktes die Anwesenheit des
Transposons im Gen anzeigt. Als Kontrolle wurde Landsberg erecta (Ler) als der der
Linie zugrunde liegende Okotyp verwendet. Anhand dieser PCR-Analysen konnte die
Linie arr2-A2 als homozygote Linie identifiziert werden (vergl. Abb. 21B). Die bei den
PCR-Analysen mit Genprimer und Transposonprimer erhaltene Fragmente wurde in
den Xcm-Vektor kloniert und sequenziert. Bei der Sequenzanalyse der flankierenden

Regionen wurde als Ort der Transposn-Insertion die Position 56 im ersten Exon des
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ARR2-Genes identifiziert (vergl Abb. 21A). Um nicht nur die Homo- und
Heterozygotie zu untersuchen, sondern auch die Anzahl der Insertionen zu ermitteln,
wurde eine genomische Southern-Analyse an der gDNA von arr2-A2 und Ler sowie
einer heterozygoten Linie durchgefuhrt, wobei die DNA mit den Enzymen BamH I,
EcoR 1 und HindIll verdaut wurde. FUr die Hybridisierungen wurden eine
genspezifische Sonde fir ARR2 und eine spezifische Sonde fur das Transposon
verwendet. Wie in Abb. 21C zu erkennen ist, enthalt die Linie arr2-A2 nur eine
Transposon-Insertion, die in dem Gen ARR2 liegt.

Da in vorhergegangenen Expressionsanalysen von ARR2 das Protein hauptsachlich
in den Bluten und dort im speziellen in Pollen exprimiert werden (Lohrmann et al.,
2001), wurde aus den Bliten von arr2-A2 und Ler RNA isoliert und nach einer
reversen Transkription mit spezifischen Genprimern die Anwesenheit von mRNA des
ARR2-Genes durch RT-PCR untersucht. Auch nach 40 Zyklen wurde an der aus den
Bllten der Mutante isolierten RNA kein Produkt von ARR2 nachgewiesen (vergl. Abb
22). Als cDNA-Kontrolle wurde TubulinB verwendet. Der arr2-Mutante fehlt aufgrund
der Transposon-Insertion das ARR2-Protein.

Aus diesen Ergebnissen folgt, dass eine Transposon-Insertionsmutante mit einer
Insertion im ARR2-Gen identifiziert und isoliert wurde, die nur eine Insertion aufweist

welche zu einem kompletten Ausfall der Funktion von ARR2 flhrt.



A
Transposon
AT TAA
B
0O WT A2 HM 0 WT A2 H
c ARR2S1/ARR2A1 ARR2A1/DS5
WT arr2-A2 arr2-B2 WT arr2-A2 arr2-B2
Ba Bo E Ba Bg E Ba Bg E Ba Ba E Ba Bg E Ba Bg E
23130 —
9416 — - H‘
6557 — ' / M/
4376 —

Abb. 21: Genomische Analyse der Transposon-Insertion im ARR2-Gen.
A) Position der Transposon-Insertion im ARR2-Gen. B) PCR an genomischer DNA zur
Analyse der Homo- und Heterozygotie in Bezug auf die Transposon-Insertion. Die Linie arr2-
A2 ist homozygot auf die Ds-Insertion. C) Genomische Southern-Anaylse zur Feststellung der
Homo- oder Heterozygotie in Bezug auf die Insertion sowie der Anzahl der Ds-Insertionen. Die
homozygote Linie arr2-A2 weist nur eine Ds-Insertion auf. WT: Landsberg erecta; A2: arr2-A2;
H: heterozygote Linie; Ba: BamH I; Bg; Bgl II; E: EcoR I.
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cDNA RNA cDNA RNA
M _ WT mWTmO__ WImWTmO

ARR2 Tubulin

Abb. 22: Expressionsanalysen anhand der RT-PCR zur Untersuchung der Expression von ARR2 in

den Bliten der Mutante. Als cDNA-Kontrolle wurde die Expression von Tubulin untersucht. Zur
cDNA-Spezifitat der Primer wurde eine RNA-PCR-Kontrolle durchgefiihrt. Die von der arr2-
Mutante aus Bliuten isolierte RNA weist auch nach 40 Zyklen kein ARR2-PCR-Produkt auf.

WT: Landberg erecta; m: arr2-Mutante; 0: Pufferkontrolle.

In der Kopplungsanalyse nach Kreuzung der arr2-Mutante mit dem Wildtyp wurde
nach der Selbstung der heterozygoten F1-Generation eine 3:1-Seggregation der
Pflanzen der F2-Generation in Bezug auf die im Transposon enthaltene Kanamycin-
Resistenz festgestellt. Auch diese Ergebnis belegt, dass ein Transposon-
Insertionsereignis im Genom dieser Linie stattgefunden haben.

Veranderung in der Morphologie und Physiologie in der Mutante kénnen aufgrund

der Ergebnisse auf den Funktionsverlust des ARR2-Genes zuruckgefuhrt werden.



4.2.2 Phanotypische Analyse der arr2-Mutante

Die isolierte arr2-Mutante wurde im Folgenden phanotypisch analysiert. Im Vergleich
zum Wildtyp Landsberg erecta ist bei der arr2-Mutante ein verzogerter und kleinerer
Wuchs erkennbar (vergl. Abb. 23A). Ebenfalls wurde in den Bluten der Mutante
festgestellt, dass die normalerweise im Wildtyp genau festgelegte Anzahl der
Antheren von sechs auf funf reduziert wurde. Weiterhin zeigt sich am Gynoeceum
ein leicht verdickter Wuchs des Griffels, der in den Schoten noch deutlicher zutage
tritt (vergl. Abb. 23C). Am auffalligsten sind aber die hellen Flecken auf den Blattern
jungerer Pflanzen, die durch Nekrosenbildung hervorgerufen werden (vergl.
Abb. 23B). Diese Nekrosenbildung zeigt sich vor allem an den im juvenilen Stadium
der Pflanze gebildeten Blatter. Um die Ursache der Nekrosenbildung genauer zu
untersuchen wurden verschiedene Farbemethoden angewandt, die die
unterschiedlichen Aspekte einer moglichen Ursache dieses Absterbens von Zellen
verdeutlichen koénnen. Dazu wurden Blatter von sechs Wochen alten Pflanzen
analysiert. Schon im ungefarbten Zustand sind diese Nekrosen auf den Blattern
deutlich zu erkennen (vergl. Abb. 24). Die Untersuchung der Autofluoreszenz unter
UV-Beleuchtung zeigte eine Akkumulation polyphenolischer Komponenten in den
toten Zellen. Ler-Blatter von gleichaltrigen Pflanzen wiesen keine solche
Autofluoreszenz auf. Dass die Zellen in den Nekrosen tote Zellen sind, wurde nach
einer Farbung mit Lactophenol-Trypanblau sichtbar. Der Farbstoff kann nicht durch
die Zellwande lebender Zellen eindringen und farbt daher nur die toten an. Auch hier
wird deutlich, dass die alteren Blatter im Gegensatz zu den jungeren Blattern oder
denen des Wildtypes eine Vielzahl an toten Zellen — und damit blaugefarbter
Bereiche — aufweisen. Mit einer weiteren Nachweismethode, der DAB-Farbung
(Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid), kann die Anwesenheit von Wasserstoffperoxid
in Zellen untersucht werden. Dabei fuhren die Sauerstoffradikale zu einem
braunlichen Farbumschlag. Die Analyse der Blatter der arr2-Mutante zeigte diesen
Farbumschlag in den Randbereichen der Nekrosen. Als weiterer chemischer
Nachweis der Nekrosen wurde die Kallosebildung analysiert. Diese kann durch
Anillinblau-Farbung im Fluoeszenz-Mikroskop nachgewiesen werden. Eine deutliche
Fluoreszenz in den nekrotischen Bereichen des Blattes aufgrund der Kallose war bei
der arr2-Mutante sichtbar, die in den Blattern des Wildtyps nicht erkennbar war.

Die Insertion des Ds-Transposons in das ARR2-Gen fuhrt zu pleiotropischen

Effekten, die in einem kleineren Wuchs, Veranderungen im Blutenaufbau sowie zur
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Nekrosenbildung zu erkennen sind. Analysen dieser Nekrosen zeigten, dass diese
Bereiche aus toten Zellen bestehen, die Akkumulationen von Polyphenolen und
Kallose aufweisen. Ebenfalls konnte in den Randbereichen der Nekrosen Bildung
von Peroxiden festgestellt werden. Wird die arr2-Mutante dagegen unter sterilen
Bedingungen gezogen so zeigen sich keine Nekrosen auf den Blattern (Klaus Harter,
personliche Mitteilung), dies deutet darauf hin, dass diese Pflanzen empfindlich ist

gegenuber ansonsten nicht pathogene Mikro-Oragnismen im Boden.



WT arr2

arr?

Abb. 23: Darstellung der Phanotypen der arr2-Mutante im Vergleich zum Okotyp Landsberg erecta.
A) Vergleich von Wildtyp und der arr2-Mutante. Die acht Wochen alte unter
Kurztagsbedingungen gezogene arr2-Pflanze zeigt einen deutlich retardierten Wuchs
gegeniber dem Wildtyp. B) Darstellung der Nekrosen auf den Blattern der 6 Wochen alten
arr2-Mutante im Vergleich zum Wildtyp. C) Vergleich im Blitenaufbau der arr2-Mutante und
Wildtyp. Erkennbar sind die verringerte Anzahl an Staubblattern als auch der verdickte Wuchs

des Gynoeceums. WT: Landsberg erecta.
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Abb. 24: Analyse der Nekrosenbildung an Blattern von sechs Wochen alten Pflanzen. Blatter der
sechs Wochen alte Pflanzen von arr2 zeigten deutliche Nekrosenbildung im Gegensatz zu
Blattern gleich alter Pflanzen von Landsberg erecta. Nachweis der Akkumulation von
Polyphenole in den Nekrosen zeigte unter UV-Licht deren Autofluoreszenz in den Blattern der
arr2-Mutante. Durch Farbung mit Lactophenol-Trypanblau wurde deutlich, dass es sich bei
den Nekrosen bei den arr2-Blattern um tote Zellen handelt. Rund um die Nekrosen wurden
durch die DAB-Farbung die Anwesenheit von Peroxiden deutlich. Die Kallose-Bildung der

nekrotischen Zellen wurde bei der Anillinblau-Farbung unter Fluoreszenzlicht sichtbar.

In Freiburg von Jens Lohrmann durchgefuhrte Analysen zeigten, dass die arr2-
Mutante im Gegensatz zum Wildtyp unempfanglich gegentber der Wirkung der
Hormone Ethylen und Cytokinin ist. Da Ethylen ein wichtiger Botenstoff und
bekanntes Hormon in der Signalleitung ist, wurde die Mutante auf ihre Antworten
gegenuber verschiedenen Stressreizen untersucht. Dabei waren vor allem Reize wie
Salz und Austrocknung untersucht worden. Dafur wurden acht Wochen alte Pflanzen
entweder mit 100 mM NaCl gegossen oder erhielten kein Wasser (Austrocknung). In
dieser Versuchsanordnung zeigte sich auch nach mehreren Wiederholungen sowonhl
bei Trocken- als auch bei Salzstress, dass arr2-Pflanzen deutlich toleranter
gegenuber diesen Reizen sind wie der Wildtyp (vergl. Abb. 25).

Der Ausfall der Response-Regulators ARR2 fuhrt zu pleiotropischen Effekten sowohl

in der Morphologie als auch in der Hormon-Antwort der Pflanze.
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Kontrolle = .

Trocken

NaCl

Abb. 25: Vergleich acht Wochen alter arr2-Pflanzen mit dem Wildtyp unter den Stressbedingungen
Austrocknung und Salz. Dazu wurde den Pflanzen entweder Wasser vorenthalten oder sie
wurden mit 100 mM NaCl gegossen. Nach einer Woche starben die Wildtyp-Pflanzen aufgrund
der Austrocknung oder zeigten sich anféllig gegenliber dem Salz, wahrend die arr2-Pflanzen

insensitiver gegenuber diesen Reizen waren.
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5 Diskussion

5.1 Kalzium-Sensoren und deren interagierende Protein-Kinasen

Eine Beteiligung von Kalzium-lonen in der Signaltransduktionin Pflanzen von
verschiedenen Umweltreizen wie Kalte, Trockenheit, Hitze, Salz oder Pathogenbefall
ist durch zahlreiche Untersuchungen experimentell belegt (Malho, 1999; Bowler und
Fluhr, 2000; Knight und Knight, 2001; Larkindale und Knight, 2002; Sanders et al.,
2002). Es sind in der Pflanze inzwischen verschiedene Ebenen der Regulation
identifiziert worden, die dazu beitragen Kalzium-Signale spezifisch weiterzuleiten. Zu
diesen gehodren sowohl die Lokalisation der Kalzium-Freisetzung in der Zelle,
Magnitude und Kinetik der Signale als auch die Weitergabe dieser Signale durch
spezifische Proteine, die dieses lon binden (Knight und Knight, 2001; Sanders et al.,
2002). Mehrere Proteinfamilien von Kalzium-Sensoren sind identifiziert worden,
deren gemeinsame Eigenschaft die Bindung von Kalzium-lonen ist (Luan et al.,
2002; Sanders et al., 2002). Zu diesen pflanzlichen Kalzium-Sensoren werden die
Familien der CDPKs (calcium-dependent protein kinases), der Calmoduline und der
CBL-Proteine (Calcineurin B-like) gezahlt. Die in dieser Arbeit bearbeiteten Proteine
der zuletzt erwahnten Familie zeigen groRe Ahnlichkeiten zur Calcineurin B
Untereinheit und zu neuronalen Kalzium-Sensoren (Kudla et al., 1999). Durch Hefe-
Zwei-Hybrid-Analysen wurde eine neue Gruppe von Protein-Kinasen als CBL-
Interaktoren identifiziert, die als CIPKs (CBL-interacting protein-kinase) bezeichnet
werden (Shi et al.,, 1999). Diese CIPKs gehodren zur Gruppe der SNF-ahnlichen
(Sucrose non fermenting) Serin-Threonin-Protein-Kinasen. Die Interaktion von CBL1
mit CIPK1 ist Ca®*-abhangig, wobei eine Mangan-Abhangigkeit bei der
Autophosphorylierung von CIPK1 festgestellt wurde (Shi et al, 1999). In
Untersuchungen mit einem Mitglied derselben Proteinfamilie, SOS2/CIPK24, wurde
dagegen eine Mg**-Abhéangigkeit fiir die Autophosphorylierung festgestellt (Halfter et
al., 2000; Guo et al., 2001). Im inaktivierten Zustand von SOS2/CIPK24 interagieren
der N- und C-Terminus miteinander. Erst durch die Bindung des Kalzium-Sensors
SOS3/CBL4 werden beide Domanen voneinander getrennt und dadurch die aktiven
Zentren der Kinase freigegeben (Guo et al., 2001). Eine ahnliche Aktivierung der

Kinase wird auch durch die Interaktion von CBL1 mit CIPK1 vermutet. Daraus lasst



sich folgendes Modell herleiten (vergl. Abb. 26): das CBL1-Protein wie auch das
CIPK1-Protein liegen unaktiviert in der Zelle vor, wenn kein aulerer Reiz anliegt.
Dabei interagieren der N- und C-Terminus der Kinase miteinander und inhibieren
dabei die Kinase-Domane. Kommt es aufgrund eines aufleren Reizes zur Kalzium-
Freisetzung, wird CBL1 durch die Bindung von Kalzium-lonen aktiviert und bindet an
CIPK1. Durch diese Bindung werden die beiden Termini voneinander getrennt und
damit die Kianse-Domane freigelegt. Erst durch die Bindung des CBL1-Proteines an

CIPK1 kann die Kinase die entsprechenden Targets regulieren.

/- Ca ?*: inaktiv \
Kein
Stimulus 8 .

N-Terminus

[C-Terminus I
/ + Ca %*: aktiv \
Stimulus

|:{>8

| N-Terminus C-Terminus |

Abb. 26: Modell der Interaktion von AtCBL1 und AtCIPK1.
Im unstimulierten Zustand interagieren der N- und C-Terminus miteinander, so dass die
Kinase-Domane inhibiert ist. Erst nach der Kalzium-Freisetzung durch einen externen
Stimulus kommt es zu einer Interaktion des AtCBL1-Proteines mit AtCIPK1, die Kinase-

Domane wird freigelegt und damit die Kinase aktiviert.

Um die Funktion dieser Proteine in planta zu analysieren, wurden in dieser Arbeit T-
DNA-Insertionsmutanten sowohl im Gen von CBL1 als auch von CIPK1 identifiziert.
Beide Mutanten stellen komplette Null-Allele mit jeweils einer Insertion in der
codierenden Region des Genes dar. Unter normalen Wachstumsbedinungen lassen
sich beide Mutanten anatomisch nicht von Wildtyp-Pflanzen unterscheiden. Bei der

Analyse der etiolierten Keimlinge in den Hypokotylenassays wurde eine verringerte
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Streckung der Hypokotylen der cbl/1-Keimlinge im Vergleich zu den cipk7- und
Wildtyp-Keimlingen deutlich. Die Tatsache, dass CBL1 durch Licht induziert werden
kann (Nozawa et al., 2001), kénnte auf eine Funktion in der Samen-Keimung
hindeuten, da ein Verlust diese Proteins anscheinend zu einer leicht verzogerten
Keimung der Samen flihrt. CIPK1 scheint nicht in diesem Signalweg involviert zu
sein. weiterhin wurde eine erhdhte Sensitivitat gegenuber Trockenheit als auch Hitze
bei beiden Mutantenlinien in jungen Pflanzen festgestellt. Aufgrund dieser
Ubereinstimmung in der Reaktion auf diese beiden Reize, erscheint es
wahrscheinlich, dass beide Proteine in Signalwegen, die diese Reize vermitteln,
beteiligt sind.

Ebenso wurde eine erhdhte Sensitivitat der cb/7-Mutante gegenuber NaCl
festgestellt, die cipk7-Mutante scheint dagegen gegenuber diesem Salz toleranter zu
sein. Andere Salze wie LiCl oder KCI und Mannitol scheinen die
Hypokotylenstreckung beider Mutanten nicht starker als beim Wildtyp zu
beeinflussen. Das deutet darauf hin, dass die osmotische Wirkung von NaCl nicht fur
den beobachteten Phanotyp verantwortlich ist. Ebenso hat auch das Lithium-lon
keine Wirkung auf die Hypokotylenstreckung der beiden untersuchten
Mutantenlinien. Der durch den Funktionsverlust der CBL1- und CIPK1-Proteine
verursachte Phanotyp ist somit Natrium-spezifisch. Damit ist eine Beteiligung beider
Proteine bei der Signaltransduktion von Natrium-induzierten Reizen sehr
wahrscheinlich. In einer anderen Mutante der CBL-Familie, SOS3/cbl4, sowie einer
CIPK-Mutante, SOS2/cipk24, wurden ebenfalls erhohte Sensitivitat gegentber NaCl
festgestellt, wobei hier deutlich auch das Lithium-lon ahnliche Wirkungen hervorruft
(Liu und Zhu, 1998). Dies deutet darauf hin, dass diese Proteine in anderen
Signalwegen beteiligt sind als CBL1 und CIPK1.

Obwohl CBL1 bei Kalte deutlich in der Expression induziert wird, wurden bei Kalte-
Behandlungen bei beiden Mutanten-Linien bisher noch keine physiologischen Effekte
nachgewiesen (Ralph Bock, personliche Mitteilung). Dies kann darauf
zuruckzufuhren sein, dass andere Proteine beider Familien ahnliche Funktionen
haben und somit den Ausfall von CBL1 oder CIPK1 kompensieren. Andererseits
konnen die bisher angewandten Bedingungen des Kaltereizes nicht ausreichen, um
physiologische Effekte in den Mutanten phanotypisch nachzuweisen. Physiologische
Veranderungen bei Trockenheit und Hitze sind bisher nur an zwei Wochen alten

Keimlingen, jene bei Anwesenheit von Salz aber an adulten Pflanzen festgestellt



worden. Sowohl Trockenstress als auch Salzstress sind entwicklungsabhangig, da
die Toleranz in einem Stadium der Entwicklung anders sein kann als in einem
anderen (Borsani et al., 2001). Deshalb missen in weitergehenden Untersuchungen
diese Reize auch an Pflanzen in beiden Entwicklungsstadien wiederholt werden.
Veranderungen der Sensitivitat auf bestimmte Reize kann aufgrund von
Unterschieden in der Bereitstellung von Osmoprotektanten zuriickzuflihren sein. So
kommt es bei Salz-, Kélte- oder Trockenstress zur Bildung von reaktiven Sauerstoff-
Intermediaten, die sowohl die membrangebundenen Strukturen als auch
Makromolekile angreifen (Holmberg, 1998). Osmoprotektanten kdnnen einen Schutz
vor diesen Angriffen bilden und zur Aufrechterhaltung des Turgors beitragen. Zu
diesen Osmoprotektanten gehdéren Aminosauren wie Prolin oder auch Glycin-
Betaine, Dimethylsulfoniopropionate als auch Zuckerpolyole wie Mannitol oder
Trehalose (Nuccio et al., 1999). Synthese-Proteine wie P5CS, ein Enzym zur Prolin-
Synthese, oder Transkriptionsfaktoren wie DREB2 liefern Hinweise auf die
Produktion solcher Osmoprotektanten und gelten deshalb als Markergene (Knight et
al., 1997; Jaglo-Ottosen et al., 1998). Inwieweit die Expression dieser und weiterer
Markergene durch die Mutation im CBL1- oder CIPK1-Gen betroffen sind, kdnnte mit
Hilfe von Northern- oder RT-PCR-Analysen festgestellt werden. Dieser Ansatz
kobnnte auch die Frage beantworten, warum die cb/7-Mutante bei Salzstress
sensitiver, die cipk1-Mutante dagegen insensitiver ist.

Eine mdgliche Erklarung fur die unterschiedliche Antwortder beiden Mutanten auf
NaCl ware, dass CIPK1 ein negativer Regulator in der Salzstress-Antwort ist. Eine
zweite Moglichkeit ware dagegen, dass CBL1 durch die Bindung an ein CIPK1
normalerweise die Salzstress-Antwort vermittelt. Durch den Ausfall von CBL1 fehlt
dem CIPK1-Protein der Interaktionspartner, der ihn durch die Bindung aktiviert.
Damit ist diese Signaltransduktionskette unterbrochen - es kommt zur hdheren
Sensitivitat gegenuber Salz. Anders scheint die Erklarung flr den Ausfall von CIPK1
zu sein, bei dem nun die Signalweiterleitung von CBL1 bei Salzstress zwar normal
verlauft, nun aber der Interaktionspartner fehlt, mit dem die Signalkette
normalerweise weitergeleitet wird. Da mehrere CIPKs wahrscheinlich um die Bindung
mit dem CBL1-Protein kompetitieren, kann der Ausfall des CIPK1-Proteines zu einem
veranderten Gleichgewicht in diesem Konkurenzkampf fuhren (vergl. Abb. 27). Es
konnte also sein, dass das CBL1-Protein nun mit einem anderen CIPK-Protein

interagiert, wie zum Beispiel die ebenfalls mit CBL1 interagierende SOS2/CIPK24.
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Dabei wird aber mdglicherweise eine Signalkaskade induziert, die eine erhodhte
Konzentration von Schutzproteinen zur Folge hat, so dass die cipk7-Mutante nun
insensitiver gegenuber dem Salz zu sein scheint. Bei Trockenheit und Hitze scheint
diese Signalweiterleitung Uber ein anderes Protein nicht zu funktionieren, weshalb in
diesem Fall die cipk1-Mutante wie die von cbl1 reagiert. Um diese Vermutung zu
verifizieren, musste nicht nur die Doppelmutante von cbl/1/cipk1 genauer untersucht
werden, sondern auch die inzwischen hergestellten Uberexpressionslinien. Ein
weiterer Hinweis, wie die einzelnen Signalkaskaden weiterverlaufen, wirden
Kreuzungen der beiden Mutanten mit anderen bekannten, in Stressantworten

involvierten Mutanten bringen.

T~ / \

N

CIPK17 CIPK1 CIRK24

? Trockenheit Salz
\ Hitze /

Abb. 27: Modell der Signalweiterleitung verschiedener abiotischer Reize tber AtCBL1 und AtCBLA4.

Anhand dieses Modelles wird deutlich, dass ein komplexes Netzwerk zur Regulation der

Signalweiterleitungen Uber verschiedene CBL-Proteine durch Interaktion mit unterschiedlichen
CIPKs aufgebaut wird. CBL1 interagiert mit mehreren CIPKs, die wahrscheinlich um diese
Bindung kompetitieren. Ein Ausfall einer diese Kinasen flhrt folglich zu einem

Ungleichgewicht und verandert damit die Signalkette.

Um den Signalweg weiter zu verfolgen, ist es notwendig, diejenigen Proteine zu
identifizieren, die von den CIPKs reguliert werden. In dem Mutanten-Screen fur die
Isolierung der ,salt overly sensitive“-Mutanten wurde eine weitere Mutante, SOS1,
isoliert, deren mutiertes Gen fiir einen Na*/H*-Antiporter kodiert (Zhu et al., 1998). An
diesen Antiporter scheint SOS2/CIPK24 zu binden und diesen zu regulieren (Shi et

al., 2002). Fur CIPK1 mussen die Target-Proteine noch identifiziert und verifiziert



werden. Obwohl zwischen den einzelnen CBLs und CIPKs teilweise hohe
Homologien auftreten, kann aufgrund der veranderten Reaktionen der beiden
untersuchten Mutanten bei Hitze-Behandlung und Trockenheit davon ausgegangen
werden, dass es kaum Redundanzen gibt. Obwohl ein Netzwerk durch die CBL- und
CIPK-Proteine aufgebaut wird, ist der Signalweg der einzelnen CBLs und CIPKs
dermallen spezifisch, dass es kaum vorkommt, dass andere Proteine derselben
Familie bei einem Ausfall dieselbe Funktion ibernehmen kann. Dies wird vor allem in
den Mutantenanalysen offensichtlich, wobei die Funktion von CBL1 als ein genereller
Kalzium-Sensor bei Stressantworten deutlich wird.

Ob die beobachteten Phanotypen tatsachlich auf den Ausfall des Proteines
zuruckzufihren sind, mussen die Pflanzen mit dem entsprechenden Gen wieder
komplementiert werden. cb/7-Komplementationspflanzen, in die die cDNA von CBL1
mit vorgeschalteten 35 S-Promotor transformiert wurde, zeigten schon in der T1-
Generation einen kleineren Wuchs, der auf Reaktionen wie bei Einfluss von
abiotischen Reizen hinweist. Eine Erklarung dafur kann sein, dass durch die
konstitutive Expression des CBL1-Proteins aufgrund des 35 S-Promotor eine
Uberexpression dieses Proteines auftritt. Da CBL1-Proteine in der Signalleitung bei
verschiedenen abiotischen Reizen beteiligt sind, kann eine Uberexpression zu einer
dauerhaften Stressantwort fuhren. Um diesen Effekt zu umgehen, mussten
transgene Pflanzen zur Komplementation hergestellt werden, die entweder die cDNA

oder die genomische Sequenz der Genes mit dem CBL1-eigenen Promotor erhalten.

Mit Hilfe des Zwei-Hybrid-Systems wurde in dieser Arbeit anhand von Deletionen und
gezielt eingefuhrten Mutationen in der variablen C-terminalen Region von CIPK1 eine
24 Aminosauren lange Interaktionsdomane identifiziert, die fur die Interaktion mit den
CBL-Proteinen wichtig und notwendig ist (Albrecht et al., 2001). Aufgrund der
konservierten Aminosauren Asparagin, Alanin und Phenylalanin wird diese
Interaktionsdomane als NAF-Domane beizeichnet. Diese NAF-Domane vermittelte in
den Untersuchungen die Interaktion mit den CBL-Proteinen 1 bis 6. Deshalb ist es
wahrscheinlich, dass dieses Modul die Interaktion mit allen CBL-Proteinen vermittelt.
Auch die NAF-Domane einer heterologen Protein-Kinase, SNFL3 aus Sorghum
bicolor (Sucrose non fermenting like), kann die Interaktion mit CBL-Proteinen aus A.
thaliana vermitteln (Albrecht et al., 2001). Damit kann davon ausgegangen werden,

dass alle Kinasen, die die NAF-Domane besitzen, aufgrund ihrer Interaktion mit den
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CBL-Kalzium-Sensoren in Kalzium-vermittelten Signalkaskaden beteiligt sind. Diese
Domane ist auch in anderen Pflanzen-Arten konserviert. Fur diese NAF-Doméanen-
besitzenden Kinasen aus anderen Pflanzen-Spezies wurde festgestellt, dass ihre
Epression durch exogene Faktoren reguliert wird. So wird WPK4 aus Weizen bei
Licht, Cytokinin und Nahrungsentzug induziert und ZmPK4 aus Mais in Antwort auf
Kalte (Ikeda et al., 1999; Ohba et al., 2000). Die NAF-Domanen-besitzende Familie
der Protein-Kinasen besteht in A. thaliana aus insgesamt 25 Mitgliedern. Aufgrund
ihrer konservierten N-terminalen katalytischen Domane und dem charakteristischen
Interaktionsmodul im C-Terminus werden sie inzwischen zu der Gruppe der SNF-
ahnlichen Kinasen (Sucrose non fermenting) als eine eigenstandige Familie
zugeordnet, den SnRK3 (PlantsP, http://plantsp.sdsc.edu).

Die 10 identifizierten CBL-Kalzium-Sensoren und 25 CIPKs koénnen durch
Interaktionen ein komplexes Netzwerk bilden. Daraus ergibt sich die Fragestellung
wie in diesem Netzwerk Spezifitat in den Signalsystemen erzeugt wird. Dazu wurden
in dieser Arbeit vier Mechnismen identifiziert. Ein Mechanismus zur Erzeugung von
Spezifitat ist die im Hefe-Zwei-Hybrid-System festgestellte Spezifitat in der Interaktion
zwischen verschiedenen AtCBLs und AtCIPKs (Kim et al., 2000; Albrecht et al.,
2001). Diese Interaktionsspezifitdat wird noch offensichtlicher, wenn man das
Interaktionsmuster der sich sehr ahnlichen Kalzium-Sensoren CBL1 und CBL9 mit 23
verschiedenen Kinasen untersucht. Durch diese Analysen wurde festgestellt, dass,
trotz der hohen Identitat der Aminosaure-Sequenzen von 89 %, beide Proteine mit
verschiedenen Kinasen in unterschiedlicher Starke interagieren. So interagiert CBL1
mit CIPK7, CBL9 dagegen nicht, wahrend CBL9 an CIPK20 bindet und CBL1 nicht.
Ein weiterer Mechanismus, um Spezifitat in der Signalweiterleitung zu erhalten, ist
die subzellulare Lokalisation der Proteine. Vergleicht man die CBLs miteinander auf
Proteinebene, so fallt auf, dass von den neun bisher isolierten Proteinen vier eine
Myristylierungssequenz im N-Terminus aufweisen. Diese Sequenz deutet auf eine
Membran-Lokalisation der Proteine hin (Yalovsky et al., 1999; Ishitani et al., 2000).
Tatsachlich wurde eine Membran-Lokalisation von CBL1 in GFP-Fusionsprotein-
Untersuchungen nachgewiesen. Dabei zieht die Interaktion von CBL1 mit dem
cytoplasmatischen CIPK1 dieses ebenfalls an die Membran. Eine weitere
subzellulare Lokalisation wurde fur CBL6 dagegen im endoplasmatischen Retikulum
ermittelt (Phil Taylor, personliche Mitteilung). Da Kalzium je nach Reiz aus

verschiedenen Kalzium-Speicher der Zelle freigesetzt wird, kénnen nur jene CBL-



Proteine das Kalzium-Signal weiterleiten, die in der Nahe dieser Kalzium-Freisetzung
lokalisiert sind. Eine unterschiedliche Induktion der Expression von CBLs und CIPKs
stellen eine weitere Moglichkeit der Spezifitatserzeugung dar. Vergleiche der
Promotor-Sequenzen der neun isolierten CBLs und 25 CIPKs lassen deutlich
unterschiedliche Expression der einzelnen Proteine vermuten und damit eine
Beteiligung in unterschiedlichen Signalkaskaden, wie etwa durch Induktion in Antwort
auf die Hormone Abscisinsaure oder Jasmonsaure, verschiedener Reize oder
Anwesenheit von Zucker. Der letzte zu erwahnende Mechanismus ist die
Gewebespezifitat innerhalb der Pflanze. So sind CBL1 und CIPK1 vor allem in der
Wurzel lokalisiert. CBL1 zeigt aber noch zusatzlich starkere Expression in den
Blattern und im Stengel sowie in den Kelchblattern der Blute, wahrend CIPK1 nur
eine leichte Andeutung von Expression in den Blatter und in den Pollen zeigt. In einer
ebenfalls die CIPK-Familie betreffenden Arbeit wurde festgestellt, dass
unterschiedliche CIPKs (als PKS bezeichnet) sowohl bei Salzstress verschieden
induziert, aber auch an distinkten Stellen (Wurzel oder Trieb) exprimiert werden (Guo
et al., 2001).

Anhand der Analyse der cbl1- und cipk7-Mutanten sowie der CBL- und CIPK-
Proteinfamilien wurden mehrere Mechanismen erkennbar, um Spezifitdt in der
Signalweiterleitung durch Kalzium zu erreichen. So wird Kalzium durch verschiedene
Reize an unterschiedlichen Stellen freigesetzt. Durch die diversen Lokalisationen
bestimmter Kalzium-Sensor-Proteine in der Zelle kann das Kalzium-Signal jeweils
nur bestimmte CBLs aktivieren. Die einzelnen CBL-Proteine interagieren nur mit
bestimmten CIPKs wund aktivieren diese, wodurch das Signal spezifisch
weitergegeben wird. Aufgrund der Promotor-Analysen kann davon ausgegangen
werden, dass die einzelnen CBLs und CIPKs unterschiedlich induziert werden, diese
Proteine also nur bei bestimmten Reizen in der Zelle anwesend sind. Ebenso wurde
eine unterschiedliche Expression einiger CBLs und CIPKs in verschiedenen
Geweben der Pflanze festgestellt. Durch die Diversitat in der Induktion als auch der
Expression der verschiedenen Proteine in der Pflanze treten kaum Redundanzen
durch Ubernahme der Funktion eines Proteins durch ein anderes Protein derselben
Familie auf. Mit diesem System von spezifischen Interaktionen, unterschiedlicher
Lokalisation und Expression unter diversen Bedingungen in verschiedenen Geweben

wird es ermoglicht, dass dieses Signaltransduktionsnetzwerk gleichzeitig Spezifitat
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als auch die erforderlichen Wechselwirkungen in der Ca®'-vermittelten

Signaltransduktion erzeugt.

5.2 Analyse des Response-Reguators ARR2

Proteine, die aufgrund ihrer Protein-Struktur in Zwei-Komponenten-Systemen
beteiligt sein konnten, sind in Pflanzen nachgewiesen worden. Eines dieser Proteine
ist der Response-Regulator ARR2, dessen Funktion aber in der Pflanze bisher noch
unbekannt ist. Um die Funktion dieses Proteines in planta analysieren zu konnen,
wurde in dieser Arbeit deshalb eine Mutante isoliert und analysiert. Die Ds-
Transposon-Insertion verursacht in der arr2-Mutante einen Funktionsverlust des
ARR2-Proteines. Die Mutation in dem Gen des Response-Regulators flhrt
Phanotypen wie einen verminderten Wuchs, Nekrosenbildung auf den im juvenilen
Stadium der Pflanze gebildeten Blattern, eine verminderte Anzahl an Antheren sowie
ein verdicktes Gynoeceum. Effekte wie verzdogerter Wuchs und Nekrosenbildung sind
bisher in Wildtyp-Pflanzen vor allem bei abiotischen und biotischen Reizen
beobachtet worden. So ist Nekrosenbildung bei Pathogenbefall beobachtet worden
und tritt bei einer hypersensitiven Reaktion (HR) oder durch Zelltod bei einer
kompatiblen Reaktion auf (Dietrich et al., 1994; Hilpert et al., 2001). Dabei induziert
diese Nekrosenbildung eine systemisch erworbene Resistenz (systemic aquired
resistance, SAR). Unterschiedliche Mutanten, die Pathogenbefall simulieren und
spontane Nekrosenbildung zeigen, sind identifiziert und analysiert worden (Dietrich et
al., 1994). Dabei wurde festgestellt, dass die Entwicklungsstadien und die Umgebung
Einfluss auf die Nekrosenbildung hatten. Diese Abhangigkeit vom
Entwicklungsstadium wird in der arr2-Mutante ebenso ersichtlich, da man die
Nekrosenbildung nur auf den im juvenilen Stadium der Pflanze entwickelten Blattern
nachweisen kann. Ein biochemischer Marker der Nekrosenbildung ist der Aufbau von
Kallose (Dietrich et al., 1994; Hilpert et al., 2001). Auch die Blatter der arr2-Mutante
zeigten nach der Anillinblau-Farbung den biochemischen Nachweis flr Nekrosen
anhand der Bildung von Kallose. Die Akkumulation von polyphenolischen
Komponenten als auch die Anwesenheit von Peroxiden im Randbereich der
Nekrosen fuhrten dabei zum Tod der Zellen. Damit war aber noch nicht geklart, ob es
sich dabei um eine spontane Nekrosenbildung handelt oder ob Mikro-Organismen in

der Erde eine Rolle spielen und diese induzieren. Bei weitergehenden Analysen, die



in der Arbeitsgruppe von Klaus Harter in Freiburg durchgeflhrt wurden, wurde die
Mutante unter sterilen Bedingungen gezogen. Unter diesen Bedingungen zeigten die
Blatter keine Nekrosenbildungen, was darauf hindeutet, dass diese Bildung durch
nicht-pathogene Mikroorganismen im Boden verursacht werden. Neben der doch
sehr auffalligen Nekrosenbildung und den anatomischen Veranderungen bedingt
durch die Mutation im ARR2-Gen konnte noch eine erhdhte Toleranz der Mutante
gegenuber Salz- und Trockenstress festgestellt werden. Damit weist die Mutante
eine erhohte Resistenz gegenuber der bei Trocken- und Salzstress gebildeten
reaktiven Sauerstoffe (reactive oxygen species, ROS) auf, die ebenfalls durch
Erzeugung von oxidativem Stress zum Zelltod fuhren kénnen (Holmberg, 1998;
Borsani et al., 2001). Falls durch die Nekrosenbildung die SAR induziert worden ist,
sind damit auch schon die Protektanten zur Vermeidung des oxidativen Stresses
vorhanden, wie moglicherweise Prolin, ein Radikalfanger (Liu und Zhu, 1998).

Bei Applikation verschiedener Hormone wurde offensichtlich, dass die Mutante in
einem Vergleich mit dem Wildtyp insensitiver gegenuber den Wirkungen von Ethylen
und Cytokinin ist. So zeigten die etiolierten Keimlinge der Mutante bei Anwesenheit
von Ethylen keine der als Triple-Response bezeichneten Effekte, wie klrzeres
Hypokotylen-Streckungswachstum, gestorter Geotropismus der Wurzeln oder
verzogertes Offnen des apokalen Hackens (Lohrmann et al., in revision). Ethylen ist
ebenfalls dafur bekannt in der Pathogenantwort als auch bei verschiedenen
Stressantworten beteiligt zu sein (Chang und Shockey, 1999; Bleecker und Kende,
2000). Somit scheint der Response-Regulator ARR2 in Ethylen-vermittelten
Signalwegen in Antwort auf Trockenheit und NaCl beteiligt zu sein. Dies war ein
Hinweis, in welchen Signalwegen der Response-Regulator ARR2 beteiligt ist. Die
Strukturaufklarung als Response-Regulator deutete auf die Funktion diese Proteines
in einem Zwei-Komponenten-System. Weiteren Untersuchungen in Freiburg
ergaben, dass der Response-Regulator ARR2 im Zwei-Hybrid-System mit dem
Histidin-Transfer-Protein AHP2 interagiert und damit in einem Drei-Hybrid-System die
Interaktion mit der Hybrid-Kinase und Ethylenrezeptor ETR1 vermittelt (Lohrmann et
al., in revision). In weiteren Versuchen konnte ein Phosphotransfer von ETR1 Uber
AHP2 auf ARR2 verifiziert werden. Damit ist eine Signalkette parallel zum ETR1-
CTR1-EIN2-Ethylen-Signalweg identifiziert worden (Lohrmann et al., in revision).
Wahrscheinlich wird ARR2 durch diese Phosphorylierung aktiviert und fungiert dann

als aktiver Transkriptionsfaktor (vergl. Abb. 28). Um die bisher nur in vitro
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nachgewiesene Signalkette des Zwei-Komponenten-Systemes zur Weiterleitung von
Ethylen-Signalen zu verifizieren, wurde die arr2-Mutante in mehrere Ethylen-Antwort-

Mutanten eingekreuzt, die in Zukunft analysiert werden.
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Abb. 28: Erweitertes Modell der Ethylen-Signalwege in Arabidopsis.
Nach der Bindung von Ethylen an den Ethylen-Rezeptor ETR1 gehen von diesem zwei
unabhangige Signalwege aus. Der eine Signalweg geht lber die RAF-ahnliche Kinase CTR1
zu EIN2, das den Transkriptionsfaktor EIN3 aktiviert. Der zweite Signalweg bildet ein Zwei-
Komponenten-System, bei dem Uber einen Phospho-Transfer ARR2 als Transkriptionsfaktor
aktiviert wird. D: Aspartat; H: Histidin; P: Phosphat-Gruppe.
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Eine Funktion des ARR2-Proteines als Transkriptionsfaktor fir mitochondriale
Komplex |-Gene wurde nachgewiesen (Lohrmann et al., 2001). Dabei bindet ARR2
an ein spezifisches Sequenzmotiv, das aufgrund der Expression der Komplex |-Gene
in den Pollenkdrnern der Pflanze als Pollenbox bezeichnet wurde. Obwohl der
Response-Regulator die Transkription einiger mitochondrialer Komplex [-Gene
beeinflusst und die Funktion der Mitochondrien in der Streckung des
Pollenschlauches von Bedeutung ist, zeigen die Pflanzen der arr2-Mutante einen
normalen Fruchtansatz. Die Beteiligung von ARR2 in der Signalkette der
Ethylenantworten wurde anhand der Insensitivitat der Mutante gegenuber den
Wirkungen dieses Hormones ermittelt. Die Regulierung mitochondrialer Gene durch
Ethylen war bisher noch unbekannt und durch diese Analysen erstmals in Betracht
zu ziehen. Um dies genauer zu analysieren, wurde die arr2-Mutante mit Promotor-
GUS-Pflanzen der drei mitochondrialen Komplex I-Gene PSST, TYKY und KD55
gekreuzt. Diese Kreuzungen liegen nun in der F1-Generation vor und stehen fir
weitere Untersuchungen zur Verfugung. Sollte in diesen Doppelmutanten eine GUS-
Farbung der Pollen durch das Fehlen des ARR2-Proteines unterbleiben, kann davon
ausgegangen werden, dass ARR2 der einzige Transkriptionsfaktor fur die Induktion
dieser Gene ist.

Mit der Isolierung und Analyse der arr2-Mutante ist ein Werkzeug fur klnftige
Forschungen in der Signaltransduktion von Ethylen-Signalen gegeben. Dabei fuhrt
die Ds-Insertion in dem ARR2-Gen und der damit verbundene Funktionsverlust zu
pleiotropischen Effekten sowohl in der Anatomie als auch der Physiologie der
Pflanze. Die Analyse der arr2-Mutante flihrte zur Identifizierung eines neuen Ethylen-
abhangigen Signatransduktionsweges in A. thaliana. Ebenso eréffnete diese Analyse

neue Aspekte der Regulierung mitochondrialer Gene durch Ethylen.
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6 Zusammenfassung

Die Pflanze hat sich auf sehr effektive Art und Weise an ihr sessiles Leben
angepasst. Dazu gehodren auch Sensor-Systeme, die verschiedene Reize der
Umgebung wahrnehmen und in spezifische Signale innerhalb der Pflanze
umwandeln. In dieser Arbeit wurden Elemente zweier neuer
Signalweiterleitungssysteme analysiert, die beide in der Weiterleitung und
Verarbeitung von Umweltreizen beteiligt sind.

Eines der Signaltransduktionssysteme vermittelt die spezifische Weitergabe von
Kalziumsignalen Uber Kalzium-Sensoren und deren interagierenden Protein-Kinasen.
Dabei handelt es sich um die Proteinfamilie der Kalzium-bindenden AtCBLs
(Calcineurin B-like) und den mit den CBLs interagierenden AtCIPKs (CBL-
interagierende Protein Kinasen). Die Familie der CBLs besteht aus zehn Mitgliedern,
von denen neun in dieser Arbeit untersucht wurden, wahrend die CIPKs 25 Mitglieder
zahlt. In Hefe-Zwei-Hybrid-Analysen interagieren die Mitglieder beider Proteinfamilien
spezifisch miteinander und bilden damit ein komplexes Netzwerk der
Signalweitergabe. Die Interaktion wird durch ein 24 Aminosauren langes
Interaktionsmodul der Kinase vermittelt, das als hinreichend und notwendig flr die
Interaktion identifiziert wurde. Diese Protein-Protein-Interaktionsdomane wurde
aufgrund der konservierten Aminosauren Asparagin, Alanin und Phenylalanin als
NAF-Doméane bezeichnet. Die spezifische Interaktion der Proteine sowie
unterschiedlicher Lokalisation innerhalb der Zelle als auch Expression in der Pflanze
lasst darauf schliessen, dass mit diesem CBL/CIPK-Netzwerk ein System entsteht,
dass verschiedene Kalzium-Signale spezifisch weiterleitet. Fur Kalzium-Signale sind
bekannt, dass sie unter anderem in verschiedenen Stressantworten erzeugt werden.
In dieser Arbeit wurde anhand von Mutanten-Analysen festgestellt, dass ein Ausfall
von AtCBL1 oder AtCIPK1 durch eine T-DNA-Insertion zu drastischen
Veranderungen in der Physiologie in Antwort auf verschiedene Reize fuhrt. So sind
sowohl die cbl1- als auch die cipk1-Mutante intoleranter gegenuber Trockenheit und
Hitze. Auch bei Anwesenheit von Salz zeigte die cb/1-Mutante, dass sie im
Gegensatz zum Wildtyp empfindlicher auf diesen Reiz reagierte, wahrend die cipk1-
Mutante eher insensibler gegenuber diesem Stress war. Anhand der Messungen der
Hypokotylenlangen bei Anwesenheit verschiedener Salze und Zucker zeigte sich,

dass die Reaktionen und damit der Signalweg Natrium-spezifisch ist. CBL1 und



CIPK1 agieren somit in den Signalwegen bei Trockenheit, Hitze und Salz. Aufgrund
dieser Mutanten-Analysen kann davon ausgegangen werden, dass, obwohl teilweise
hohe Ahnlichkeiten zwischen den einzelnen CBLs beziehungsweise CIPKs
bestehen, es zu kaum Redundanzen kommt. Die Signale werden also ganz
spezifisch von bestimmten CBLs auf bestimmte CIPKs weitergegeben. Dabei scheint
CBL1 innerhalb von Arabidopsis thaliana ein genereller integrierender Kalzium-
Sensor der verschiedenen Umweltreize zu sein.

Ebenfalls in der Vermittiung von Antworten auf Umweltreize beteiligt, ist der
Signalweg, in dem der Transkriptionsfaktor und Response-Regulator ARR2 involviert
ist. Eine durch die Intergration eines Ds-Transposons im ersten Exon des ARR2-
Genes verursachter Ausfall der ARR2-Genfunktion fuhrt dazu, dass die Pflanzen sich
nicht nur anatomisch im Wuchs und im Aufbau der Blute andern, sondern auch
physiologische Veranderungen aufweisen. So kommt es zur Nekrosenbildung auf
den im juvenilen Stadium der Pflanze gebildeten Blattern. Diese Mutante weist
weiterhin noch eine erhdhte Resistenz gegenluber Salz und Trockenheit auf. Ebenso
konnte in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Klaus Harter in Freiburg
festgestellt werden, dass diese Mutante insensitiv gegentber den Pflanzenhormonen
Ethylen und Cytokinin ist. Dies ist ein Hinweis in welchen Signalwegen ARR2
beteiligt ist. Tatsachlich wurde in Hefe-Drei-Hybrid-Analysen nachgewiesen, dass
ARR2 via dem Histidin-Transfer-Protein AHP2 mit dem Ethylenrezeptor ETR1
interagiert. Dabei wird von dem Rezeptor ausgehend ein Phosphat auf ARR2
Ubertragen. Diese Form des Phoshotransfers wird als Zwei-Komponenten-System
bezeichnet. Ausgehend von der arr2-Mutanten-Analyse wurde die Funktion des
ARRZ2-Proteines im Ethylen-Signalweg ermittelt, die zur Identifizierung eines neuen
Zweiges dieses Signaltransduktionsweges fuhrten.

Anhand der Mutanten-Analysen und der Interaktionsstudien des CBL/CIPK-
Netzwerkes und des Response-Regulators ARR2 wurde in dieser Arbeit die
Bedeutung dieser Proteine in der Signalweiterleitung spezifischer Reize deutlich.
Dabei wurden verschiedene Mechanismen der Erzeugung von Spezifitat in diesen
Signalwegen besonders offensichtlich. Ein Ausfall der Proteine fuhrt zu Stérungen in
der Physiologie der Pflanzen. In weitergehenden Mutanten-Analysen durch
Erzeugung von Doppelmutanten soll nun die Komplexitat der einzelnen Signalwege
weiter analysiert und vielleicht in Zukunft das Netzwerk der Stressantworten vollends

identifiziert werden.
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7 Summary

Plants have evolved effective signaling systems to be adopted to their sessile lives.
These systems are necessary to sense and interprete the environmental changes
influencing the existence and development of the plant. In this work two novel signal
transduction systems of plants have been analyzed.

One of the signal transduction systems mediates the specific transmission of calcium
signals. Signal transmission is achieved by calcium sensors and their interacting
partners. One type of such calcium sensors are the AtCBLs (Calcineurin B-like), a
protein family comprising of ten members in Arabidopsis thaliana. These AtCBLs
interact with a protein kinase family of 25 members, the AtCIPKs (CBL-interacting
protein kinases). The proteins of both families interact in a yeast two-hybrid system in
a specific manner. A 24 amino acid domain has been identified to be required and
sufficient for the interaction. Factors generating specificity in this system are specific
complex formation and the different localizations of the CBLs and CIPKs within the
cell as well as a differential expression of the proteins within the plant. Therefore a
specific network for signal transduction in various calcium dependent pathways can
be postulated. Those calcium signals are known to be generated in response to
environmental and biotic stimuli. Indeed, in this work drastic changes in the
perception of external stimuli could be analyzed in T-DNA insertion mutants with
insertions in the CBL1 gene and in the CIPK1 gene. The insertions in the cb/1 mutant
as well as in the cipk7 mutant render plants more sensitive to drought and heat.
Whereas the cbl/1 mutant exhibits a higher sensitivity the cipk7 mutant appears less
sensitive to salt. As a result of these mutant analyses it can be assumed that though
there are high identities within amino acid sequences in the protein families of the
CBLs and the CIPKs there is only limited functional redundancy. Signal transduction
occurs specific by passing the signal from one CBL to its specific interacting CIPK.
AtCBL1 seems to be a general calcium sensor involved in different pathways.

The type B response regulator ARR2 is also involved in stress responses. Loss of
ARR2 by an insertion of a Ds-transposon leads to pleiotropic effects in the anatomy
in growth and variations in the structure of the flowers as well as in physiological
changes. Leaves formed in juvenile plants develop necrotic spots. This mutant

demonstrates a higher resistance to drought and salt in contrast to its corresponding



wildtype. Analyzing the arr2 mutant lead o the identification of a new ethylene signal
transduction pathway. In cooperation with the group of Klaus Harter in Freiburg
insensitivity of the mutant to the plant hormones ethylene and cytokinine has been
observed. This observation pointed to the pathways in which the ARR2 protein may
be involved. In three-hybrid analysis an interaction via the histidin transfer protein
AHP2 with the ethylene receptor ETR1 was established. Starting from this receptor a
phosphorelay starts ending on the ARR2 protein.

Analyzing the different mutants and the interaction studies of the CBL/CIPK network
and of the ARR2 protein revealed the importance of these proteins in plant signal
transduction. The work provides the evidence for generation and mechanisms
leading to specificity and cross-talk in these pathways. A loss of these proteins by
insertions leads to multiple interferences in the physiology of the plants. Further
mutant analysis of double mutants will allow to investigate the complexity of the
single signal transduction pathways in more detail and contribute to identify more

details of the network of stress reponses within plants in the near future.
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9 Anhang

9.1 Liste der Primer

Rich-{Schnitt-
Gen Primerbez.  |Sequenzen tung | stelle Bemerkungen
CBL1 CBL1-S1 GAG CTATTC AAG AGC ATA AGC AGTTCG G 5'-3' f.Screening
CBL1-A1 CAT TGG GGT GGA AAA CAT TGA GTG ATG 3'-5' f.Screening
CBL1-S1IN  |GGT ACAAAGTTT GTTTCT TTT GAC CC 5'-3' f.Screening
CBL1-A1TN  |CCC CGA AAT CGATGACTC CTT TTC GTT 3'-5' f.Screening
CBL1D1 TTG GAT CCC CAA GAG GTC AAG CAAATGTTG 5'-3' |Bam H1 Deletion
CBL1D1R TTT GAATTC TCA TGT CGC AAT CTC ATC GA 3'-5' |Eco R1 Deletion
CBL1F02/
F02-1 TTG CCT CTGAGACAGCTTTTAGTGT 5'-3' RT-PCR
CBL1R0O2/
R02-1 GTT GTC GTAATATCC CTGAGATATG 3-5' RT-PCR
CBL1promF |TTT TTC TAG ATC TAA AAATTC AAAATT GGT AACTCAC 5'-3' | Xbal | Promotor-Gus-Fusion
CBL1promR |TTT TCC CGG GTT ACA GAT GAA ATA AGA CGA TGA AAC C |3-5' | Xmal | Promotor-Gus-Fusion
TTT GGT ACC CCC GGG TTA CAG ATG AAA TAA GAC GAT
CBL1promR2 | GAA ACC 3'-5' |Eco R1| Promotor-Gus-Fusion
CBL1cDNAF [TTT GAATTC TCTTTT TGC TGT TTC TAG CTC CT 5'-3' | EcoRI | Promotor-Gus-Fusion
CBL1innenR |[TTT GAA TTC GAG AAA GAG AGA GGA GAC GAA GAA 3'-5' | EcoRI | Promotor-Gus-Fusion
CBL1promF1
CY5 GTT GAA GGA GAT ACG CCT GTG 5'-3' Sequenzieren
CBL1promR1
CY5 CAA CTT GAT TGT TAC GTA AGC ATA CA 3'-5' Sequenzieren
CBL2 CBL23-S1 ACG AYA ATG GAA TAC TGG GGT TTG AGG f.Screening
CBL23-A2 AGG WTT CTC CAC TCT TCC TTATCG ATC f.Screening
CBL23S1N |[TGC TCT CTC YGT CTT TCA YCC AAA TGC f.Screening
CBL2-A1TN  |CGT CTT CCT CAA ACG TCT GAAACATTC f.Screening
GAATTC CTACTG ATG TTC CTG CTG CTACTG TTC GGT
CBI2FLAG  |ATC TTC AAC CTG AGA AT 3'-5' |Eco R1
CBL3 CBL3-A1IN  [TGT ATC AGC TTC CTC AAATGT CTG TG f.Screening
CBL5 CBL5-S1 ACG ATG GGG CTATAG ATT TTG GAG AG 5'-3' f.Screening
CBL5-A1 GCA TAA GTT CTG ATT CCT CTA GAACGT C 3-5' f.Screening
CBL5-S1N  |CCC AAA CTC ATC ACC AAG AGATAAGGCC 5'-3' f.Screening
CBL5-A1TN  |[CAC CTATAGTTT CTC CAA GTC GAG G f.Screening
CBL6 CBL6-S1 TTG AAG CCT TTG CTC GTT CAC TTT CGG 5'-3' f.Screening
CBL6-A1 CCACTCTTC CTT ATC AATCTT CCCGTCC 3'-5' f.Screening
CBL6-S1N  |[GGA TAA GAT TGA GTG TAA GTG GTC GAG f.Screening
CBL6-A1TN  |CAG CTT CTT CAA ATG TCT ACA CAC ACC f.Screening
GAATTC CTACTGATG TTC CTG CTG CTACTG TTC TCC
CBL6FLAG |ATC CAG CTC ACT AGG Eco R1
CBL7 CBL7F TTT GGA TCC CAT GGA TTC AAC AAG AAATTC AGC 5'-3' [Bam H1
CBL7R TTT GAATTC TCA GGT ATC TTC CAC TTG CGA 3'-5' [Eco R1
CBL8 CBL8F TTT GGA TCC CAT GTT GGC ATT CGT GAA ATG 5'-3' [Bam H1
CBL8R TTT GAATTC CTAGTC TTC AAC TTC AGA GTC GAG TAC 3'-5' [Eco R1
CBL9 CBL9F TTT GGATCC CAT GGG TTG TTT CCATTC CAC 5'-3' |Bam H1
CBL9R TTT GAATTC TCA CGT CGC AAT CTC GTC 3'-5' |[Eco R1
CIPK1 |[CBIK-S1 GGT AAT GGA ACT TGT TAC CGG AGG AGA 5'-3' f.Screening
CBIK-A1 AGG CAG AGC ACT GAG GCC AAA ATC AGT 3'-5' f.Screening
CBIK-S1N CGA CAG AAT TGT AAG ACT CTTACTAGC C 5'-3' f.Screening
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CBIK-A1N CCCTTT GCATCAAGAACATTCTC 3-5' f.Screening
KinD9 TTT GAATTC CTA CTC AAG TTT GAA CCA CTC GCT 3'-5' |[Eco R1 Deletion
kinD8 TTT GGATCC CGATTC ACC GAC CAT CAT CAAT 5'-3' [Bam H1 Deletion
kinD81 TTG GAT CCC GAT TCA GCG ACC ATC ATC AAT 5'-3' [Bam H1| Mutationsdeletion
KIND82 TTG GAT CCC GAT TCA CCG ACCATC ATCAATCCGTTTC |5-3' |Bam H1|  Mutationsdeletion
TTG GAT CCC GAT TCA CCG ACC ATC ATC AAT GCG TTT
KIND83 CAG TTA AAC GGA AT 5'-3' |Bam H1| Mutationsdeletion
TTG AAT TCC TAA AAG AAA CCG GAC AGG TCA AGA AAG
KIND84 GAA TTC ATT CCG 3-5' |Eco R1 Mutationsdeletion
KIND85 TTT GAATTC CTA AAA GAA ACC GGA GTT GTC AAG AAAG |3-5' |Eco R1 Mutationsdeletion
KIND86 TTT GAATTC CTA AGG GAA ACC GGA CAG GTC 3'-5' |[Eco R1 Mutationsdeletion
PROTEINSYNTHESE/
CBIK1-1F TTT GGA TCC CCT TGA GTACATTCC TTC AATTCC C 5'-3' |Bam H1 Antikdrper
PROTEINSYNTHESE/
CBIK1-1R TTT CTT AAG CCA GTT ACT ATC TCT TGC TCC GGC GA 3'-5' |[Eco R1 Antikdrper
CCT CTC TGATAC ATT CTC TTG TTC ACT GCC CTT CCC
NAFdel1 TTCTTC 3-5' Deletion
GAA GAA GGG AAG GGC AGT GAA CAA GAG AAT GTA
NAFdel2 TCA GAG AGG 5'-3' Deletion
CIPK1CY5 |[TCC AGT CAC GAG GAT CAC AGT 5'-3' Sequenzieren
CIPK1CY5-02|CAT CCC CAC ATT GTT AGA TTA CAT GA 5'-3' Sequenzieren
CIPK1F02-RT|GTT CGA CAG AAT TGT TTC CAA CG 5'-3' RT-PCR
CIPK1R02-RT|CTT CTT CTG ATC CGA GTT CTT GG 3-5' RT-PCR
CIPK1promF [TTT TCC CGG GCC AAT CAATCT CCTATTTCAATTTATTT |[5-3' | Xmal |Promotor-Gus-Fusionen
CIPK1promF2|TTT TCC GCC AAT CAA TCT CCT ATT TCAATT TAT TT 5'-3' | Xmal |Promotor-Gus-Fusionen
CIPK1promR |TTT TTC TAG AAC TCT ACA TAG GAA GCT AGA GTT GTA AC |3'-5' | Xbal |Promotor-Gus-Fusionen
CIPK1prom
CY5F AAG AGA GGA CGC TACTTC TCT TTG Sequenzieren
CIPK1promF2)
CY5 TAT GAT GTA TAT TGC GAA TAT GTG TGT Sequenzieren
CIPK1prom
CY5R GCA ATA CTA TCA CCG GCC AT Sequenzieren
CIPK2  |CBIK4F TTT GGA TCC CAT GGA GAA CAA ACC AAG TGT A 5'-3' | BamHI
CBIK4R TTT GAATTC CTATGATGG TTCTTGCTCTCCT 3'-5' | EcoRlI
CIPK2CY5 |CAC CGC GAC ATT AAG CC 5'-3' Sequenzieren
CIPK3 |[CBIK9F TTG GAT CCC ATG AAT CGG AGA CAG CAA GTG 5'-3' [Bam H1
CBIK9R TTT TCAGCT GTCACTTTG CTGTTT CTT TCT TAACTT 3-5' | Sal1
CIPK3R02 |[TTT TCAGCTACT TTGCTGTTT CTT TCT TAACTT 3-5' | Sal1
CIPK4 |CBIK5F TTG GAT CCC ATG GAA TCT CCATAT CCAAAATCAC 5'-3' [Bam H1
CBIK5R TTT GAATTC TCA ATT GTG CCA TGA GAG CA 3'-5' |[Eco R1
CIPK4CY5 |CGA GAATAATCC GAGAGATCGA 5'-3' Sequenzieren
CIPK5 |[CBIK10F TTG AAT TCC ATG GCC GAA GAC TCT AAT TCT 5'-3' |[Eco R1
CBIK10R TTTTTG TCG ACT TAC GGT TTG TCAGGAACT TTAT 3-5'| Sal1
CIPK5CY5 |[TCA TGG AGC TAG CA AAG GT 5'-3' Sequenzieren
CIPK6 |[CBIK6F TTG GAT CCC ATG GTC GGA GCA AAA CCG 5'-3' [Bam H1
CBIK6R TTT GAATTC TCA AGC AGG TGT AGA GGT CCA 3-5' |[Eco R1
CIPK6CY5 |CAC VGA GAT CTG AAA CCG GAG AAT C 5'-3' Sequenzieren
CIPK7  |CBIK2F TTG GAT CCC ATG GAA TCA CTT CCC CAG CC 5'-3' [Bam H1
CBIK2R TTT GAATTC TTA CAT GAT GTC ATT GTG CAA T 3'-5' |[Eco R1
CBIK2CY5 |GGA GCA TCT ACA AAA CGG ATT 5'-3' Sequenzieren
CIPK8 |CBIK3F TTT GAATTC ATG GTG GTA AGG AAG GTG G 5'-3' | EcoRl
CBIK3R TTT TGT CGA CTC AAC GTC TTT TAC TCT TGG CCT 3-5' | Sall
CBIK3CY5 |GAG TTA CCATCC TAAAGA 5'-3' Sequenzieren
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CIPK9 |[CBIK7F TTG GAT CCC ATG AGT GGA AGC AGA AGG AAG GC 5'-3' |Bam H1

CBIK7R TTT GAATTCTTATTIGCTTTTG TTC TTC AGC GG 3-5' |Eco R1

CIPK9CY5 |GAA GAT CZA TAT CGT TCTBTGAGCT T 5'-3' Sequenzieren
CIPK10 |[CBIK8F TTG GAT CCC ATG GAA AAT AAG CCAAGT GTT TTG ACT 5'-3' |Bam H1

CBIK8R TTT GAATTC TCA AAACTT CAATGGTTC TTC CT 3'-5' |Eco R1

CIPK10CY5 |CAA GGG AAA TTG AGA GAT GAT GT 5'-3' Sequenzieren
CIPK11 |[CBIK11F TTG GAT CCC ATG CCA GAG ATC GAG ATT GCC 5'-3' |Bam H1

CBIK11R TTT GAATTC TAAATAGCC GCG TTT GTT GA 3'-5' |[Eco R1

CIPK11CY5 |CCG GAG ATATTT CCAGCAA 5'-3' Sequenzieren
CIPK12 |[CBIK14F TTG GAT CCC ATG GCG GAG AAA ATC ACG 5'-3' |Bam H1

CBIK14R TTT TGT CGA CCT ATT CAG TGT CAG ACG GCA A 3-5' | Sal1

CIPK12CY5 |GGA GTATGT TCG TGG AGG TGA 5'-3' Sequenzieren
CIPK13 |[CBIK15F TTG GAT CCC ATG GCT CAAGTACTATCT ACACCG T 5'-3' |Bam H1

CBIK15R TTG AAT TCT CAC TGT TCA ATT TCA GGT GG 3'-5' |Eco R1

CIPK13CY5 |CGA GGC GGA GAG CTT TAT AAT 5'-3' Sequenzieren
CIPK14 |[CBIK20F TTT GGA TCC CAT GGT AGATTC TGA CCC GGT 5'-3' |Bam H1

CBIK20R TTT GTC GAC CTA CGA CGT CGTATG TACTTGAGTT 3-5' | Sal1

CIPK14CY5 |CGC TAT CAT GCA CCGTCT G
CIPK15 |[CBIK12F TTG AAT TCC ATG GAG AAG AAAGGATCT GTG TT 5'-3' |Eco R1

CBIK12R TTT TGT CGA CTC AGT GCC AAG CTAATACAAAGTC 3-5' | Sal1

CIPK15CY5 |GGT GAG CTC TTC AACAAAGTGT 5'-3' Sequenzieren
CIPK16 |[CBIK13F TTG AAT TCC ATG GAA GAA TCA AAC CGT AGT AGT AC 5'-3' |Eco R1

CBIK13R TTT TGT CGA CTC ATG AAACAT TATTTATTT TGT TAT CATT[3'-5' | Sal1
SNF SNFD1F TTT GGA TCC CCC AGT AGT TCT CAATGC ATT TGA 5'-3' |Bam H1 Deletion

SNFD1R TTT GAATTC CTA TGA GTC AAATGA GTT CCC AAG ATT 3-5' |Eco R1 Deletion
ARR2 [[ARR2S1 ATG GTA AAT CCG GGT CAC G 5'-3' Screening

IARR2A1 TGC GCTCTCTGC TCTTGT T 3-5' Screening

IARR2A1TN GAA CAG AGAACTAAGCGAT 3'-5' Screening

IARR2RTF CCT GTT ATC ATGATG TCT GCG G 5'-3' RT-PCR

IARR2RTR  |GAA CAG CTT CGT CAACGC CT 3-5' RT-PCR

IARRZ2promF

CY5 GTT GTATAT ACGTTG GTG TAG AGA TGT 5'-3' Sequenzieren

IARR2promF2

CY5 GTATCC TTT TAT GGT TTT GGT CTATTG T 5'-3' Sequenzieren

JARR2promR

CY5 GTT AAA AAT TCT TAC AGA AAA CCC CA 3-5' Sequenzieren
TUBULINJ{tubulinF ATG CGA GAG ATT CTT CAC ATACAA G 5'-3' Sonde

tubulinR GGA GTG GTG AGC TTAAGA GTT CT 3'-5' Sonde
Vektoren [pPACTF CTAB CAG GGA TGT TTA ATA CCA CTA CAA

pACTF2 GCC TCC TCT AAC GTT CAT GAT

pACTR TTG AGA TGG TGC ACG ATG CAC AGT

BDF TCA TCG GAA GAG AGT AG

BDR TAA TCA TAA GAA ATT CGC CCG

THBDRCY5 |[TAA TCA TAA GAA ATT CGC CCG Sequenzieren

pJRF CGG TAG GTATTG ATT GTAATT CTG

pJRR

CGT AAA GGATGG GGA AAG A
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CY535S ATG ACG CAC AAT CCC ACT ATCCTTC Sequenzieren
CYS5GFPR  |CCA CTG ACA GAAAATTTG TGC CC Sequenzieren
uidA-R GAT CTT CAC TCG CGA CCG GUS-Gen
Pnos-R GCTTGTCCCGCGTCAT Nos-Promotor
PQE31F CAA TTA TAA TAG ATT CAATTG TGA GCG GA
JKT7P TAATAC GACTCACTATA
JKT7T GCT AGT TAT TGC TCA GC

T-DNA |RB2 TCC TTC AAT CGT TGC GGT TCT GTC AGT TC Feldmann-Linien
LB2 GAT GCA CTC GAA ATC AGC CAATTT TAG AC Feldmann-Linien
DW-LB2 CCATTT GGA CGT GAA TGT AGA CAC GTC GA Detlef-Weigel-Linien
\VS-RB1 CGC TGA TAC CAG ACG TTG CCC GCA TAA Versailles-Linien
\VS-LB1 CTA CAAATT GCC TTT TCT TAT CGA CCA TG Versailles-Linien
TJ-RB1 GAA TGG CGA ATG AGA CCT CAATTG CGA GC Tom-Jack-Linien
TJ-LB1 GAA CAT CGG TCT CAA TGC AAA AGG GGA AC Tom-Jack-Linien
DS3-2 CGA TTA CCG TAT TTATCC CGT TC Sundaresan-Linien
||D85-2 TCCGTTCCGTTTTCGTTTTTT AC Sundaresan-Linien

lbs3-3

TCGTTT CCGTCCCGCAAGT

Sundaresan-Linien
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9.3 Abkilirzungen

3'

5'

Amp
APS
ARR2
bp
BSA
CaMVv
CBL
CIPK
C-terminal
DAB
DNA
Ds
DTT
EDTA
GFP

GUS

h

kb

min.
mRNA
NCBI
N-terminal
oD

PCR
RNA

RT
RT-PCR

SD-LT
SD-LTH

Das Ende von Nukleinsauren mit OH-Gruppe; abgeleitet vom 3' C-Atom der
Ribose

Das phosphattragende Ende von Nukleinsduren; abgeleitet vom 5' C-Atom der
Ribose

Ampicillin

Ammoniumpersulfat

Response Regularor 2

Basenpaare

Bovines Serum Albumin

Cauliflower Mosaic Virus (Blumenkohl Mosaik Virus)

Calcineurin B-like

CBL-interagierende Protein-Kinase

Carboxyterminales Ende eines Proteins

Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid

Desoxyribonukleinsaure

Dissiociation-Transposon

Dithiotreitol

Ethylendiamintetraessigsaure

~green fluorescent protein®, ein grin fluoreszierendes Protein aus der Qualle
Aequorea

R-Glucuronidase

Stunde

Kilobasen

Minuten

Boten- (messenger-) Ribonukleinsaure

National Center of Biotechnology Information

Aminoterminales Ende eines Proteins

Optische Dichte

Polymerase-Kettenreaktion

Ribonukleinsaure

Reverse Transkription

gekoppelte Methode zur Amplifikation von DNA Fragmenten ausgehend von
RNA Molekilen

Hefe-Minimalmedium ohne Leucin und Tryptophan

Hefe-Minimalmedium ohne Leucin, Tryptophan und Histidin
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SDS Sodiumdodecylsulfat
T-DNA Transfer-DNA
TEMED N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin

Ty Bezeichnung flr die x-te Generation einer transgenen Pflanzenlinie
U Unit, Enzymeinheit

UTR untranslatierter Bereich

uv Ultraviolettes Licht

viv ml pro 100 ml (volume/volume)

wiv Gramm pro 100 ml (weight/volume)

WT Wildtyp

Xg mal Erdbeschleunigung
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