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Einleitung

1. Einleitung

Modellorganismen reprasentieren eine kleine Auswahl der gesamten Biodiversitdt. Aus
Experimenten mit Modellorganismen werden exemplarisch Erkenntnisse erhalten, die
spater auf andere Organismengruppen Ubertragen werden konnen. Wéhrend friher fur
Modellorganismen die klassischen Auswahlkriterien entscheidend waren, wie etwa eine
geringe Grof3e oder ein schneller Generationszyklus, so ist heute das V orhandensein der
vollstdndigen Genomsequenz zu einem der wichtigsten Kriterien geworden. Dabei
haben alle Bereiche der Biologie und Medizin von der Verflgbarkeit komplett
sequenzierter Genome einer Vielzahl von Organismen profitiert.

Die Modellorganismen auf Grund der klassischen Auswahlkriterien sind nun auch die
ersten eukaryotischen Organismen mit einem nahezu vollstandig sequenzierten Genom.
Beispiele hierfur sind Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans,
Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe und Arabidopsis thaliana
(Adams et al., 2000; The C. elegans Sequencing Consortium, 1998; Goffeau et al.,
1996; Wood et al., 2002; Arabidopsis Genome Initiative, 2000)

Die Genom-Sequenzierungsprojekte wurden damals auf der Basis der grofen Menge
vorhandener Informationen hinsichtlich der Physiologie, Morphologie und der
klassischen  Genetik der  Modellorganismen  initilert.  Inzwischen  sind
Sequenzierungsprojekte eher anwendungsorientiert und der Modellcharakter des
Organismus ist in den Hintergrund gertckt. An erster Stelle fur diese Art von
Sequenzierungsprojekten ist sicherlich das humane Genomprojekt zu nennen
(International Human Genome Sequencing Consortium, 2001). Aber auch das Genom-
Sequenzierungsprojekt fur Oryza sativa ist eher kommerzieller Natur (Yu et al., 2002;
Goff et al., 2002).

Die Verflgbarkeit von Informationen aus Expressed-Sequence-Tags (ESTSs) sowie aus
genetischen Genomkarten sind allen diesen Modellorganismen gemeinsam.
Vergleichende Analysen der vorhandenen Sequenzinformationen haben ergeben, dass
viele Genfamilien in allen Organismenreichen vertreten sind (Woese, 2002).
Funktionelle Informationen, die in einem Modellorganismus gewonnen wurden, kdnnen
deshalb auf andere CUbertragbar sein. Besonders interessant fir zukinftige
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Einleitung
Untersuchungen sind solche Arten, deren evolutive Vorfahren Brickenarten zwischen

zwel sich abspaltenden Linien gewesen sind. Ein Beispiel hierfir sind die
vergleichenden Analysen zwischen dem Genom des Kugelfisches Fugo rubripes, ein
Knochenfisch und somit ein urspriinglicher Vertreter der Fische, und dem menschlichen
Genom. Die Kugelfisch-Vorfahren trennten sich von jenen Fischen, welche die Linie zu
den Tetrapoden und damit die Linie zu den Menschen begrindeten, vor etwa 450 bis
500 Mio. Jahren (Brenner et al., 1993). Das Genom des Kugelfisches ist sehr kompakt,
besitzt aber trotzdem anndhernd so viele Gene und Genfamilien wie das menschliche
Genom (Aparacio et al., 2002; Hedges und Kumar, 2002). Die Grinde sind das nahezu
vollsténdige Fehlen von dispers verteilten repetetiven Sequenzen und die geringe Grof3e
der Introns. Das Genom des Kugelfisches ist deswegen ein Zehntel kleiner as das
menschliche Genom (Aparacio et al., 2002; Hedges und Kumar, 2002). Regulatorische
Bereiche konnen dadurch im Kugelfischgenom viel leichter identifiziert werden.
Genauso wurden verwandte, kodierende Sequenzen gefunden, die zur Beschreibung
neuer, zuvor nicht entdeckter Gene im Menschen fuhrten (Lewis, 2002; Hedges und
Kumar, 2002). Diese gewonnenen Erkenntnisse konnten vom Kugelfisch auf den
Menschen Ubertragen werden und waren fir die Annotierung des humanen
Chromosoms 20 ein essentieller Faktor (Deloukas et al., 2001).

Das kombinierte Wissen Uber die phylogenetischen Beziehungen zwischen Arten und
deren Genomen ermoglicht neue Einblicke in die vergleichende Genomanalyse und
verleiht dieser einen mehr angewandten Charakter als bisher. Wahrend friher
synthenische Bereiche zwischen Sequenzen hinsichtlich ihrer Organisation untersucht
worden sind, ermoglichen moderne Ansdtze der vergleichenden Genomanalyse das
Auffinden neuer Gene und Regulationselemente (Deloukas et al., 2001).

In tierischen Organismen kann man auf ein erheblich gréRBeres Spektrum an
Modellorganismen zurlickgreifen, das von den einfach organisierten Nematoden bis
zum Menschen reicht, als es zur Zeit fur Pflanzen der Fall ist.

Mit den Modellpflanzen A. thaliana und O. sativa vertreten zwel Angiospermen das
gesamte Pflanzenreich. Dabei nehmen die evolutiv ,,jungen® Angiospermen weniger als
ein zehntel der gesamten pflanzlichen Biomasse ein. Von den verbleibenden Stdmmen
der Grunpflanzen, den Gymnospermen, Farne, Barlappe, Moose und Algen, sind keine
nennenswerten Sequenzinfomationen vorhanden.

Nur das Laubmoos Physcomitrella patens ssp. patens stellt eine Ausnahme dar. Mit
mehr als 67 000 EST-Sequenzen in den offentlichen Datenbanken und 110 087 weiteren
aus einem nicht-offentlichen Sequenzierungsprojekt sind fur Physcomitrella patens
mehr EST-Sequenzen bekannt als fir irgendeine andere Pflanze (Rensing et al., 2002).

Dies war ein Grund, warum Physcomitrella patens kirzlich als weiterer pflanzlicher
Modellorganismus vorgeschlagen wurde (Pryer et al., 2002; Rensing et al., 2002). Ein
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Einleitung
zweiter Grund ist die Mdglichkeit P. patens mittels zielgerichteter, homologer

Rekombination zu transformieren (Schaefer und Zryd, 1997). Dabei liegen die
Transformationsraten zwischen 10 % und 90 %, je nachdem mit welcher Methode die
Transformation durchgefihrt wurde (Reski, 1999; Schaefer und Zryd, 2001). Die
Effizienz der in hoheren Pflanzen erreichten Transformation mittels homologer
Rekombination liegt in der Regel zwischen 0,05 % und 0,1 % (Ray und Langer, 2002;
Puchta und Hohn, 1996).

Eine vergleichende Analyse der bekannten EST-Sequenzen aus P. patens mit A.
thaliana und O. sativa hat ergeben, dass nur fir 47 % der Moos-Gene
korrespondierende Orthologe in hoheren Pflanzen vorhanden sind (Rensing et al.,
2002). Dies bedeutet im Umkehrschluss, dass 53 % der Gene aus P. patens keine
Ahnlichkeit zu bekannten Pflanzengenen haben. Fir die meisten dieser Sequenzen
fanden sich auch keine Homologe in den Genomen von Bakterien, Pilzen oder Tieren
(Rensing et al., 2002).

Aus diesen Analysen konnte abgeleitet werden, dass funf A. thaliana-Gene
durchschnittlich zu einem P. patens-Gen homolog sind (Rensing et al., 2002). Im
umgekehrten Fall werden mit einem P. patens-Gen in A. thaliana durchschnittlich drei
Gene gefunden (Rensing et al., 2002). Das bedeutet, dass die in A. thaliana
vorhandenen Genfamilien zwischen dreimal und finfmal umfangreicher sind als in P.
patens.

Fir das molekulare Arbeiten mit P. patens stehen verschiedene Lambda-?-Phagen-
Bibliotheken zur Verfigung, die Insertionen von genomischer DNA und von cDNA
enthalten. Inzwischen ist auch eine Bacterial-Artificial-Chromosome (BAC) -Bibliothek
mit genomischer DNA-aus P. patens verflgbar, womit der erste Schritt in Richtung
eines Genom-Sequenzierungsprojektes gemacht wurde (Andrew Cummings, persl.
Mitteilung). Erst in der letzten Zeit finden sich vermehrt genomische DNA-
Sequenzeintrage in den 6ffentlichen Datenbanken zu P. patens und esist zu hoffen, dass
neben den reinen Gensequenzen auch bald regulatorische Bereiche und nicht
kodierende Bereiche hinzukommen, die das Bild eines Modellorganismus
vervollstandigen.

Funktionelle Analysen des CaMV 35S-Promotor, der in hoheren Pflanzen zu einer
ektopischen Uberexpression von Genen fiihrt, und des R-Glukuronidase-Reportergen,
GUS, zeigten, dass diese auch in P. patens funktionstiichtig sind und anndhernd die
gleiche Effizienz wie in hdheren Pflanzen zeigen (Schaefer et al., 1991; Knight et al.,
1995; Chakhparonian, 2001).

Fur entwicklungsbiologische Untersuchungen wurden in P. patens Linien mit
modifizierten bakteriellen Transposons generiert, die im Vergleich zu ahnlichen Linien
in A. thaliana eine zehnmal hohere Trefferfrequenz besal3en (Egener et al., 2002).




Einleitung
Die genetischen Untersuchungen der letzten Jahre haben gezeigt, dass die homologen

Proteine aus P. patensin der Regel eine sehr dhnliche oder die gleiche Funktion wie die
Proteine in hoheren Pflanzen besal3en. Besonders gut untersucht sind die
lichtphysiologischen Aspekte der Moosentwicklung, die sich neben P. patens auch auf
Ceratodon purpureus, ein weiteres Laubmoos, stitzen. Schon frih konnte gezeigt
werden, dass die Phytochrome und Cryptochrome der Moose denen aus der hoheren
Pflanze in Funktion und Struktur sehr dhnlich sind (Kolukisaoglu et al., 1993). Dabel
verhalten sich auch die Null-Mutanten dieser Gene in P. patens &hnlich wie die
bekannten Null-Mutanten aus A. thaliana (Imaizumi et al., 2002).

Fur Multigenfamilien wird angenommen, dass sie durch Genduplikation mit einer
anschlieffenden Diversifikation entstanden sind und in Veranderungen an der gesamten
Pflanze resultierten (Meyerowitz, 1999; Wolfe, 2001). Deswegen ist es aul3erst wichtig,
Genfamilien in Pflanzenarten zu untersuchen, die nicht zu den Angiospermen gehoren,
um die molekularen Ergebnisse mit entwicklungs- und evolutionsbiologischen
Prozessen korrelieren zu konnen (Schaefer und Zryd, 2001).

So konnte fur eine Unterfamilie der c-Myc-Genfamilie gezeigt werden, dass die in P.
patens gefundenen Gene &hnlicher zu denen aus Tieren waren, as zu A. thaliana (Kranz
et al., 2000). Deswegen kann angenommen werden, dass diese Gene bereits vor der
Abspaltung der Linien, die spéter zu den Tieren und Pflanzen gefuhrt haben, bestanden
haben muss.

Im umgekehrten Fall konnte fir KNOX-Gene und MADS-box-Gene gezeigt werden,
dass sie pflanzenspezifische Linien darstellen. Dabei hat sich die Familie der MADS
box-Gene nach der Abspaltung der hoheren Pflanzen von der Moos-Linie erheblich
vergrofRert und diversifiziert (Himi et al., 2001).

Ein Vergleich der in P. patens gefundenen Gene fr Transkriptionsfaktoren hat gezeigt,
dass alle aus A. thaliana bekannten Klassen auch im Moos vertreten waren (Riechmann
et al., 2000; Egener et al., 2002; Tomoaki Nishiiyama, perdl. Mitteilung).

Bei der Anpassung der Pflanzen an ihren Lebensraum vermitteln Transkriptionsfaktoren
die physiologischen Antworten auf aul3ere Reize.

Pflanzen als sessile Organismen haben nicht die Mdglichkeit in einer unglnstigen
Lebensphase abzuwandern, sich bei Gefahr in Gruppen zusammenzuschlief3en oder
Schutz zu suchen, wie es bei Tieren der Fall ist. Dadurch muss jede Pflanze mit dem
genetischen und physiologischen Ristzeug ausgestattet sein, auf die biotischen und
abiotischen Veranderung in ihrer Umwelt reagieren zu kénnen. So ist gezeigt worden,
dass die heutigen Vorkommen von Welwitschia mirabilis in Namibia vor mehr als 4000
Jahren in einem savannenartigen Grasland keimten. Das Klima hat sich seit dieser Zeit
verdndert und das ehemalige Grasand ist nun eine Wuiste ohne regelmaliigen
Niederschlag. Welwitschia mirabilis war jedoch in der Lage, diese Veranderung zu
Uberstehen. Diese Pflanze konnte den klimatischen Unterschied bisher physiologisch
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kompensieren und in einer Umwelt Gberleben, die fur Gréaser zu lebensfeindlich

geworden ist.

Dies ist nur durch die komplexen Mechanismen der Zell-Zell-Kommunikation, der
Signalperzeption und Signallbertragung sowie der transkriptionellen Regulation
moglich (Meyerowitz, 1999).

Bel der Wahrnehmung aul3erer Reize sowie deren SignalUbertragung haben Pflanzen
eigene Wege beschritten. So verfligen sie beispielsweise Uber Rezeptorkinasen aus der
Klasse der Serin/Threonin- und der Histidin-Kinasen. Bel Tieren hingegen dominieren
Tyrosin-Rezeptor-Kinasen.

Die Signallbertragungswege enden meistens auf der Ebene der transkriptionellen
Kontrolle von Genen. Dabei werden die eintreffenden Signale Uber ein komplexes
Netzwerk miteinander wechselwirkender Transkriptionsfaktoren in eine spezifische und
genau dosierte Veranderung der Genexpression von Zielgenen umgesetzt.
Transkriptionsfaktoren binden mit einer DNA-bindenden Doméne an bestimmte cis-
Elemente und tiben mittels anderer Doméanen einen Einfluss auf die Aktivitdt des RNA-
Polymerase 11-Komplexes aus (Liu et al., 1999). Die Wichtigkeit der transkriptionellen
Regulation wird auch durch die Zahl der bekannten Transkriptionsfaktoren in
pflanzlichen Genomen verdeutlicht. So stellen die bekannten Gene, die mutmal3ich fur
Transkriptionsfaktoren kodieren, in A. thaliana und in O. sativa die zweitgrofite Gruppe
dar (Riechmann et al., 2000; Yu et al., 2002; Goff et al., 2002).

Die Gegenwart von Kernlokalisierungssignalen (NLS) ist fur die Transokation der
Transkriptionsfaktoren in den Zellkern verantwortlich. Die Proteine der Kernimport-
Rezeptor-Familie am Kernporenkomplex erkennen solche Signale und bewirken dann
einen aktiven Import aus dem Cytoplasma Uber den Kernporenkomplex in den Zellkern
(Nakielny und Dreyfuss, 1999).

Es konnte gezeigt werden, dass die einzelnen Vertreter der Transkriptionsfaktorfamilien
sowohl aktivierende as auch reprimierende Wirkung auf die Transkription eines
bestimmten Zielgens haben kdnnen (Schwechheimer und Bevan, 1998). Dabel kann
sogar ein einzelner Transkriptionsfaktor je nach Kontext als Aktivator oder Repressor
auf die Expression von unterschiedlichen Zielgenen wirken (McCarty et al.,1991;
Hoecker et al., 1995).

In der Regel werden Transkriptionsfaktoren auf Grund ihrer DNA-bindenden Domane
in verschiedene Genfamilien zusammengefasst, die dann wiederum strukturell oder
funktionell in Untergruppen unterteilt werden.

Dabei konnen solche Multigenfamilien im Genom entweder in sogenannten Clustern
gruppiert vorliegen oder dispers Uber ale Chromosomen verteilt sein (Takatsuji, 1998).
Die haufigsten Vertreter der Transkriptionsfaktorfamilien in Pflanzen stellen die
bHLH-, die Homeobox-, die MYB-, die MADS-Box-, die bZIP- und die Zink-Finger-
Transkriptionsfaktoren dar (Riechmann et al., 2000). Aber nicht nur anhand der
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Proteinsequenzen lassen sich Transkriptionsfaktorfamilien unterscheiden, sondern auch

anhand ihrer spezifischen DNA-Binde-Motive kdnnen die einzelnen Gruppen von
einander getrennt werden.

Untersuchungen an artifiziellen Promotorkonstrukten, die jeweils nur ein definiertes cis-
Element in mehrmaliger Wiederholung vor einem Reportergen tragen, liefern einen
Einblick in die vernetzte Wirkungsweise von Transkriptionsfaktoren und ihren
spezifischen Bindungselementen (Rushton et al., 2002). Dabel konnte gezeigt werden,
dass einzelene Elemente gentgen, um pathogen- oder verwundungsresponsiv das
Reportergen zu aktivieren. Es wurden drel verschiedene Klassen von cis-Elementen aus
verschiedenen Pflanzenarten in A. thaliana getestet. Darunter befanden sich W-Boxen
(WRKY -Bindestellen), GCC-dhnliche Boxen (ERF/EREBP-Bindestellen) und D-
Boxen, von denen der bindende Transkriptionsfaktor noch nicht bekannt ist (Rushton et
al., 2002). Hervorzuheben ist die Mdoglichkeit selbst verwandte cis-Elemente, die
mutmaldlich von der selben Klasse Transkriptionsfaktoren gebunden werden, auf Grund
ihrer spezifischen Reportergen-Antwort unterscheiden zu kénnen. So sind die GCC-Box
(AGCCGCC) und die S-Box (AGCCACC) his auf ein Nucleotid identische cis-
Elemente. Jedoch vermittelt die GCC-Box deutlich stirkere Reportergenaktivitdt nach
Verwundung, wohingegen das S-Box-Element nur wenig verwundungsresponsiv, aber
vergleichbar pathogenresponsiv ist (Rushton et al., 2002).

Dabel ist es bemerkenswert, dass verschiedene Klassen von Transkriptionsfaktoren
gemeinsam unter einem Stimulus aktiviert werden und spéter Uber verschiedene cis-
Elemente die Transkription derselben Zielgene kontrollieren kdnnen. So werden die
Reaktionen auf biotischen oder abiotischen Stress durch viele unterschiedliche
Signaltibertragungswege reguliert und trotzdem ist es moglich, dass die erhaltenen
Expressionsmuster nach verschiedenen Stimuli sehr @nlich sein kdnnen (Durrant et al .,
2000; Schenk et al., 2000; Seki et al., 2001).

Man hat herausgefunden, dass nach dem Ausl6sen einer Stressreaktion hauptséchlich
drei  Klassen von Transkriptionsfaktoren signifikante Unterschiede in den
Transkriptmengen zeigten: ERF (ethylen-responsive-element-binding-factors)-Proteine,
bZ1P (basic-domain leucin-zipper)-Proteine und WRKY -Proteine.

Obwohl auch in anderen Transkriptionsfaktorfamilien, wie etwa den MY B-Proteinen
(Stracke et al., 2001) oder den DOF-Transkriptionsfaktoren (Yanagisawa, 2002),
stressresponsive Gene gefunden werden konnten, handelt es sich vor dem Hintergrund
der verfiigbaren Informationen jedoch nur um einzelne Vertreter (Singh et al., 2002).

Die ERF-Proteine sind eine Subfamilie der pflanzenspezifischen APETALAZ2
(AP2)/EREBP (ethylen-responsive-element-binding-protein)  Transkriptionsfaktoren
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und besitzen in A. thaliana etwa 124 Mitglieder (Riechmann et al., 2000). Alle ERF-

Proteine besitzen eine charakteristische 58 bis 68 Aminosduren grof3e ERF-Domaéne,
welche die spezifische Bindung zu den GCC-box-ahnlichen und DRE (dehydration-
responsive-element)-box-ahnlichen DNA-Motiven vermittelt. Dabei kdnnte die ERF-
Domane moglicherwei se eine amphiphatische a—Helix bilden, tber die der Kontakt zur
DNA hergestellt wird (Liu et al., 1999). Die Anzahl der AP2-DNA-Binde-Doméne
dient der Gliederung der ERF/EREBP-Familie. Vertreter mit einer einzelenen AP2-
Domane werden in der ERF/EREBP-Subfamilie zusammengefasst, wohingegen
Faktoren mit zwel Doménen zur AP2-Subfamilie gezéhlt werden. Wahrend die
Mitglieder der AP2-Subfamilie eher entwicklungsabhéngige Prozesse steuern, scheinen
die Faktoren der ERF/EREBP-Subfamilie in vielfaltige Reaktionen auf biotische und
abiotische Stressfaktoren wie Pathogenbefall, Kalte und Trockenheit eingebunden zu
sein (Zhou et al., 1997; Stockinger et al., 1997, Gilmour et al., 1998; Menke et al.,
1999).

Die bZIP-Multigenfamilie besitzt etwa 74 Mitglieder in A. thaliana (Jacoby et al.,
2002). Vertreter dieser Transkriptionsfaktorfamilie binden an cis-Elementen mit dem
Konsensus ACGT, wie er in A-, C- und G-Boxen gefunden werden kann
(Ramachandran et al., 1994; Williams et al., 1992). Einige Gene der bZIP-
Transkriptionsfaktoren werden Licht-abhéngig reguliert, andere hingegen werden durch
Phytohormone wie Abscisinsdure, Auxin oder Salicylsaure beeinflusst. Die von bZIP-
Faktoren gebundenen DNA-Motive liegen oft in unmittelbarer Nachbarschaft zu
anderen cis-Elementen und es wird vermutet, dass die Aktivitéat der Faktoren erheblich
duch kooperative Bindung und Wechselwirkung mit verschiedenen anderen
Transkriptionsfaktoren beeinflusst wird (Chandrasekharan et al., 2003).

Die pflanzenspezifischen =~ WRKY -Transkriptionsfaktoren  représentieren  eine
Multigenfamilie mit 74 Genen in A. thaliana.

Alle WRKY-Proteine besitzen die charakteristische, hoch konservierte WRKY -
Domane, bestehend aus 60 bis 80 AS mit dem folgenden Konsensus (Eulgem et al.,
2000): D-WRKY GQK-X7-PR-YY -C-X4.7-C-X 22.23.(26)-H-(H/C)

Diese Doméne beinhaltet neben dem namensgebenden AS-Motive WRKY auch
konservierte Cysteine und Histidine, die eine putative Zink-Finger-Struktur ausbilden
konnen. Vor dem Hintergrund der bisher beschriebenen C,-H, Motive aus Zink-Finger-
Proteinen stellt das C,-H,-Motiv der WRKY -Proteine eine neuartige Zink-Finger-
Struktur dar (Liu et al., 1999; Takatsuji,1998). Gestiitzt wird diese Annahme durch die
Inhibition der DNA-Bindung mittels chelatierenden Agenzien wie EDTA oder 1,10-0-
Phenanthrolin (Rushton et al., 1995; de Pater et al.,1996; Hara et al., 2000).
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In diesen Experimenten konnte gezeigt werden, dass die WRKY -Doméne mit hoher

Affinitét an ein spezifisches DNA-Motiv, das W-Box-Element, bindet (Rushton et al.,
1995; de Pater et al.,1996). Dabei konnte gezeigt werden, dass sowohl das invariante
WRKY GQK-Aminosdure-Motiv als auch die putative Zink-Finger-Struktur essentiell
fUr die Bindung sind (de Pater et al.,1996; Maeo €t al., 2001).

Die W-Box hat den absolut konservierten Konsensus TTGACY. Obwohl keine
Abweichungen von diesem Kernmotiv toleriert werden, zeigten verschiedene
Kombinationen aus W-Boxen mit begleitenden W-Box-dhnlichen Motiven in der
néheren Umgebung funktionelle Unterschiede. So konnte Eulgem et al. (1999) eine
schnelle und transiente Genexpression auf eine palindromische Anordnung von
W-Boxen zurUckfuhren. Pathogen- und Salicylsdure-abhéngige WRKY -Proteinen
konnten an ein elizitorresponsives Element, dass ein Tandem TGAC-TGAC-Motiv
beinhaltet, binden und die Expression eines Chitinase-Gens aus Nicotiona tabacum
aktivieren (Yang et al., 1999).

Die WRKY -Transkriptionsfaktorfamilie kann auf Grund der Anzahl an vorhandenen
WRKY -Doménen in zwel Gruppen geteilt werden. Vertreter der Gruppe | besitzen zwel
WRKY -Doménen, von denen nur die carboxyterminal gelegene an der DNA-Bindung
beteiligt zu sein scheint (Eulgem et al., 2000). Die Funktion der aminoterminalen
Doméane ist unklar. Allerdings ist es denkbar, dass sie einen Einfluss auf die
Bindungsaffinitdt haben konnte, oder Protein-Protein-Wechselwirkungen vermittelt
(Eulgem et al., 2000). Mitglieder der Gruppe |1 und Gruppe |11 besitzen jeweils nur eine
WRKY -Domaéne. Jedoch unterscheiden sie sich in der putativen Zink-Finger-Struktur:
Im Falle der Gruppe Il besitzt diese ein C,-H, Motiv, wohingegen ein C,-HC Motiv fir
die WRKY -Proteine der Gruppe Ill charakteristisch ist. Auf3erdem ist der Abstand
innerhalb des Zink-Fingers bei Gruppe I11 etwas grof3er als der von Gruppe |1 (Eulgem
et al., 2000).

Es konnte gezeigt werden, dass WRKY-Proteine an vielféltigen stresss und
pathogenabhéngigen Signal Ubertragungswegen beteiligt sind (Eulgem et al., 2000; Hara
et al., 2000; Dong et al., 2003). Auch eine Beteiligung von WRKY -Faktoren an
seneszengesteuerten Prozessen konnte nachgewiesen werden (Robatzek und Somssich,
2001). Fur AtWRKY44/TTG2 konnte gezeigt werden, dass dieses Protein an der
pflanzlichen Entwicklung beteiligt ist. Die Null-Mutante in A. thaliana besitzt
deformierte Trichome. Aulerdem ist die Trichom-Anzahl verringert und die
Samenschal e transparent (Johnson et al., 2002).

Inzwischen konnte in einem Transfektionsexperiment mit Mesophyll-Protoplasten aus
A. thaliana ein kompletter Signallbertragungsweg, an dem WRKY -Proteine beteiligt
sind, charakterisiert werden. Dabei erfolgt die Erkennung des Peptid-Elizitors flg22
durch FLAGELLIN SENSTIVE2 (FLS2), einer Rezeptor-ahnlichen Proteinkinase
(Gomez-Gomez et al., 1999). Uber eine MAP-Kinase-Kaskade, wie sie vergleichbar

--11--
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auch aus tierischen Systemen bekannt ist, wird die Expresson der WRKY-Gene

AtWRKY22 und AtWRKY29 induziert (Asa et al., 2002). Eines der identifizierten
Zielgene ist eine Rezeptor-dhnliche Proteinkinase, welche flg22-abhangig und MAP-
Kinase-abhangig durch AIWRKY 22 und AtWRKY 29 kontrolliert wird (Asa et al.,
2002). Jedoch wurde die selbe Kinase, SRK/FRK1, auch von Robatzek und Somssich
(2002) in einem AtWRKY 6-abhéngigen, alterungsbedingten Signallibertragungsweg
gefunden. Somit laufen in SRK/FRK1 sowohl pathogen- als auch seneszenzabhéngige
Prozesse zusammen, die durch verschiedene Transkriptionsfaktoren derselben
Multigenfamilie gesteuert werden (Singh et al., 2002).

AulRerdem wurden W-Box-Elemente in einer Reihe von Pathogen-, Salicylsaure- und
anderen Stress-responsiven Promotoren gefunden (Rushton und Somssich, 1998;
Maleck et al., 2000).Vor diesem Hintergrund kann angenommen werden, dass WRKY -
Proteine essentielle Bestandteile des physiologischen Antwortprogramms auf Pathogene
und Stress der Pflanzen sind.

Im Vorfeld dieser Arbeit konnten acht WRKY-Genfragmente aus P. patens mittels eines
PCR-gestitzten Ansatzes mit degenerierten Oligonucleotiden gewonnen werden
(Giavalisco, 1999). Nach eingehender Untersuchung waren sogar neun verschiedenen
PPWRKY -Genfragmente von B. Al-Sady isoliert worden. Fur zwei Gene, PpWRKY20
und PpWRKY16, konnte gezeigt werden, dass diese Gene im Moos-Protonema
exprimiert wurden. Fir PpWRKY20 konnte in einer cDNA-Bibliothek ein Klon
gefunden werden, der das gesamte offene Leseraster enhielt (Petra Kéchner und Paul J.
Rushton, perdl. Mitteilung). Ausgehend von der Information fir PpWRKY20 konnte ein
Rekombinationsfragment erstellt werden, mit dem eine Null-Mutante in P. patens
mittels homologer Rekombination generiert werden konnte (Giavalisco, 1999).
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Zieledieser Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist eine vergleichende Analyse der pflanzenspezifischen WRKY -
Transkriptionsfaktorfamilie zwischen niederen und hoheren Pflanzen. Als ein
Modellorganismus fur evolutiv frihe pflanzliche Prozesse hat sich das Laubmoos
Physcomitrella patens al's nitzlich erwiesen.

Das Vorhandensein der WRKY-Gene in P. patens und der hohe Konservierungsgrad der
WRKY -Doméne, die in héheren Pflanzen die Bindung zur DNA-Zielsequenz, der W-
Box, vermittelt, legen die Moglichkeit einer konservierten Wechselwirkung zwischen
WRKY -Proteinen und W-Box-Elementen in P. patens nahe.

Um dies ndher zu untersuchen, sollen die PpWRKY-Gene mit den WRKY-Genen der
hoheren Pflanze A. thaliana verglichen werden. Eine vergleichende Charakterisierung
von PpWRKY20 mit dem verwandten AtWRKY 11 wird durchgefuhrt, um enen
Eindruck von dem Grad der funktionellen Konservierung zu erhalten.

Desweiteren soll eine physiologische Analyse von P. patens dariiber Auskunft geben,
ob die von hoheren Pflanzen bekannten Reaktionen auf stressausldsende Stimuli sowie
verschiedene Phytohormone auch schon bel niederen Pflanzen ausgepréagt sind.

Dabel stehen die im Vorfeld dieser Arbeit generierten P. patens Insertionsmutanten
Linie#1l und wrky20-ko#2 im Mittel punkt des I nteresses.

Der Nachweis Uber die Funktionalitét bekannter cis-Elemente aus hoheren Pflanzen in
P. patens kann mit Hilfe artifizieller Promotor-Reportergenkonstrukte gezeigt werden.
Zu diesem Zweck soll der biolistische Partikelbeschuss zur Transformation von
P. patens etabliert werden, um eine funktionelle Charakterisierung von WRKY -
Proteinen in vivo zu ermoglichen.

Um einen moglichst vollsténdigen Einblick in die WRKY-Genfamilie zu erhalten,
werden die PpPWRKY-Gene untereinander, aber auch mit den Genen aus A. thaliana und
O. sativa verglichen. Diese Untersuchung fuhrt zur funktionellen und struturellen
Analyse von Orthologen WRKY-Genen. Zur funktionellen Charakteriserung werden
Expressionsanalysen von paralogen Genen in P. patens sowie von orthologen Genen in
hoheren Pflanzen durchgefihrt. In diesem Zusammenhang erscheint eine Analyse der
W-Box-Elemente sinnvoll. Um einen Eindruck von der gesamtgenomischen Verteilung
von cis-Elementen zu erhalten, wird ein gesamtgenomischer Ansatz entwickelt.
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2. Material und Methoden

M aterial

2.1. Chemikalien und L6sungsmittel

Soweit nicht anders angegeben, wurden ale Laborchemikalien und organischen
L 6sungsmittel im analytischen Reinheitsgrad von den folgenden Firmen bezogen:
Ambion (Wiesbaden), BioRad (Munchen), Biozym (Hameln), Duchefa (Halem, NL),
Fluka (Buchs, CH), Merck (Darmstadt), Pfeiffer & Langen (Dormagen), Pharmacia
(Freiburg), Riedel-de-Haen (Hannover), Carl Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg),
Sigma - Aldrich (Deisenhofen)

Wasser wurde in MiIIi-Qé-QuaIitét verwendet. Fur alle Klonierungsarbeiten wurde
Aqua bidest (dH,0) benutzt.

2.2. Arbeiten mit Radioisotopen

Es wurde ausschlieRlich [a-*?P]-dCTP (370 kBp/mi entspricht ~300 uCi/mmol)
verwendet, das von Amersham Buchler, Braunschweig, bezogen wurde. Das fir die
Reinigung radioaktivmarkierter Sonden verwendete Saulenmaterial G-50 wurde von
Pharmacia bezogen. Die Rontgenfilme lieferte die Firma Kodak (Rochester, USA).

2.3. Antibiotika

Es wurden folgende Stamml Gsungen angesetzt:

Ampicillin 100 mg / ml Wasser
Kanamycin 50 mg / ml Wasser
Tetracyclin 10 mg/ ml Etanaol
Gentamycin 50 mg / ml Wasser
Paromomycin 40 mg / ml Wasser
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2.4. Allgemeine Medien, Losungen und Puffer

Medien, L6sungen und Puffer, die nur bei einer Methode Verwendung fanden, wurden
unter der jeweiligen Methode aufgefihrt. Zum Ansetzen von Puffern verwendetes
Wasser war deionisiert, zur Verwendung in enzymatischen Reaktionen wurde dieses
Wasser zusétzlich autoklaviert. Organische Losungsmittel, die bei der axenischen
Kultur von Pflanzen Verwendung fanden, aber nicht autoklaviert werden konnten,
wurden mittels Vakuum Einwegfilter-Apparaturen der Firma Nalgene, Rochester, USA,
steril filtriert.

TrigHCI, 1 M
121 g Tris-Basein dH,0

EDTA-Stammldsung, 0,5 M
186,1 g NaEDTA in 700 ml dH,O gel6st
pH 8,0 mit NaOH eingestel It

TE-Puffer
10 mM Tri/HCI (pH 8,0)
1 mM EDTA (pH 8,0) in dH,0

10x STE-Puffer
200 mM Tris/HCI (pH 7,5)
100 mM EDTA (pH 8,0) in dH,O
1M NaCl

20x SSC
3 M NaCl
0,3 M Natrium-Citrat
die Losung wurde mit HCI auf pH 7,0 eingestellt.
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X-Gluc-Stamml ésung

far 400 ml:  dH,O 360 mi
1M NaH,PO4 5,6 ml
1M NagHPO,4 24,4 mi
K3Fe(CN)g 263 mg
Triton-X 100 0,1%

X-Gluc (5-bromo-4-Chloro-3-1ndolyl-3-Glucuronid) 200 mg
Die Stammldsung wurde bei -20°C aufbewahrt.

Ethidiumbromid-Stamml ésung

50 mg EtBr (Ethidiumbromid) in 100 ml dH,O
Die Stamml6sung findet in Verdinnungen von 1:1000 bis zu 1:20000 Verwendung zum
quantitativen Férben von Nucleinsduren nach der Gelelektrophorese oder von
Zellwanden und Zellkernen in der Fluoreszenz-Mikroskopie.

2.4.1. Allgemeine Medien und Puffer zur Arbeit mit Bakterien und Hefen
L-Medium

10 g Bacto-Trypton

5 g Hefeextrakt

5g NaCl

2,49 MgSO4 x 7 H,0
wurden in 900 ml dH,O gelost, auf pH 7,0 eingestellt, das Volumen ad 1 | mit dH,O
aufgeflllt und autoklaviert. Gegebenenfalls wurden Antibiotika-Stammldsungen
abhangig von der gewéhlten Selektion 1:1000 verdinnt zugegeben.
Zur Herstellung von L-Platten werden jewells 15 g Agar/l Medium zugegeben und
autoklaviert.

LB-Medium

10 g Bacto-Trypton

5 g Hefeextrakt

5g NaCl
wurden in 900 ml dH,O gel6st, auf pH 7,0 eingestellt, das Volumen ad 1 | mit dH,O
aufgeflllt und autoklaviert. Gegebenenfalls wurden Antibiotika-Stammldsungen
abhangig von der gewahlten Selektion 1:1000 verdunnt zugegeben.
Zur Herstellung von LB-Platten werden jewells 15 g Agar/l Medium zugegeben und
autoklaviert.
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NZYM-Medium

100 g NZY M-Fertigmedium in Trockensubstanz (Fluka)
wurden in 900 ml dH,O gel6st, auf pH 7,0 eingestellt, das Volumen ad 1 | mit dH,O
aufgefillt und autoklaviert.
Zur Herstellung von NZY M-Platten werden jeweils 15 g Agar/| Medium zugegeben und
autoklaviert. Fir NZYM-Topagar werden jeweils 7 g Agar/l Medium zugegeben und
autoklaviert.

SD-Medium

6,7 g Hefe-Aminosdure-Basis-Gemisch (Sigma-Aldrich)

2 % Glucose
wurden in 900 ml dH,O gel6st, auf pH 5,8 eingestellt, das Volumen ad 1 | mit dH,O
aufgefullt und autoklaviert.
Dem Hefe-Aminosdure-Basis-Gemisch fehlen die essetiellen Aminosiuren Leucin,
Tryptophan, Histidin sowie Uracil, welche entsprechend den Selektionsbedingungen
nach Angaben des Herstellers (Sigma-Aldrich, Deisenhofen) zugeftigt werden miissen.
Zur Herstellung von SD-Platten werden jeweils 20 g Agar/l Medium zugegeben und
autoklaviert.

SM-Medium

5,8 gNaCl

2gMgS0O, 7 H,0O

50ml 1 M Tris/HCI, pH 7,5

0,01 % Gelatine
wurden in 900 ml dH,O gelost, das Volumen ad 1 | mit dH,O aufgefullt und
autoklaviert.

SOC-Medium

10 g Bacto-Trypton

5 g Hefeextrakt

5 g NaCl

2,5mM KCl
wurden in 900 ml dH,O geldst und autoklaviert. Nach dem Autoklavieren wurden die
folgenden Substanzen als steril-filtrierte Losungen zugesetzt und ad 1 | Volumen
aufgefllt:

10 mM MgCl

2,4gMgSO4 x 7 H20

20 mM Glucose
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Y PD-Medium

10 g Hefeextrakt

20 g Pepton

20 g Glucose
wurden in 900 ml dH,O gelost, auf pH 7,4 eingestellt, das Volumen ad 1 | mit dH,O
aufgefullt und autoklaviert. Antibiotika wurden abhangig von der gewahlten Selektion
1:1000 verdunnt zugegeben. Zur Herstellung von Y PD-Platten wurden zu 1 | des Y PD-
Flissigmediums 15 g Agar hinzugegeben und autoklaviert.

Ldsungen zur Blau-Wei3-Selektion von Bakterien:
I PTG-Stamml ésung
100 mM IPTG in Wasser
Von der IPTG-Stammlésung wurden 40 pl pro 20 ml Agarplatte ausgestrichen.
Die Stammldsung wurde bei -20°C aufbewahrt.

X-Gal-Stamml 6sung
2 % X-Gal (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-3-D-Gal aktopyranosid)
in DMSO
Von der X-Gal-Stammlésung wurden 20 ul pro 20 ml Agarplatte ausgestrichen.
Die Stammldsung wurde bei -20°C in einem lichtgeschiitzten Gefal3 aufbewahrt.

2.4.2. Medien und L 6sungen zur Anzucht von Pflanzen

2.4.2.1. Medien und L 6sungen zur Anzucht hoherer Pflanzen
Arabidopsis (AM) -Flissigmedium
4,3 g MS Medium (Salze und Vitamine) (Murashige and Skoog, 1962)
10 g Saccharose
auf 11 dH0; der pH-Wert wurde mit KOH auf 6 eingestellt.

AM-Platten zur Anzucht von Pflanzen:

zu 1| des AM-Flissigmediums wurden 7 g Agar hinzugegeben und autoklaviert. Phyto-
hormone, Antibiotika, oder andere Chemikalien wurden abhangig von der gewlnschten
Endkonzentration verdinnt und im Verhdtnis 1:1000 in das abgekihlte Medium
zugegeben.
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Hoagland’s-Medium zur Pflanzen-Diingung

Calciumnitrat [Ca(NO3), » 4 H,O] 1100 mg/ |
Magnesiumsulfat [MgSO, 7 H,O] 738 mg/|
Kaliumnitrat [KNO93] 505mg/|
Ammoniumnitrat [NH4NO3] 120 mg/ |
Kaliumdihydrogenphosphat [KH2PO4] 8mg/lI
Sequestrine (*) [chelatiertes 138-F¢] 15mg/|
Borsaure [H3BO4] 2,1mg/l|
Manganchlorid [MnCl; « 4 H,O] 1,4mg/|
Zinksulfat [ZNnSO,4 ¢ 7 H,O] 165 g/ |
Molybdan [H3M 0O, * H,0] 68 ug/ |
Kupfersulfat [CuSOy * 5 HO] 60 ug/ |

(*) bezogen von Ciba-Geigy Corp.

Fur die angefiihrten Chemikalien wurden Stammldsungen angesetzt, die gemeinsam mit
dH,0 zu einer Losung mit den angegebenen Endkonzentration gemischt wurden. Der
pH-Wert der Losung wurde mit Schwefelsdure [H,SO4] auf einen Wert zwischen 5,7
und 6,0 eingestellt (Koncz et al., 1998).

2.4.2.2. Medien zur Anzucht von P. patens

PPNOs-Medium
M akroelemente
CaNO3; x 4 H,O 0,8 g/l
MgSO,x 7 H,O 0,25 g/l
FeSO4 x 7 H,O 0,0125 g/l
Mikroelemente
CuSO4 x 5H,0 0,055 mg/I
ZnSOxx 7 H,0 0,055 mg/I
HsBO;3 0,614 mg/l
MnCl; x 4 H,0O 0,389 mg/I
CoCl, x 6 H,O 0,055 mg/I
Kl 0,028 mg/l
NaMoO4 x 2 H,0 0,025 mg/I
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Vitamine
Thiamin/HCI 0,055 mg/l
Para- Aminobenzoesaure 0,055 mg/I|
Nikotinsdure 0,614 mg/|

Makroelemente, Mikroelemente und Vitamine werden as 1000x Stamml&sungen
angesetzt und bel 4 °C aufbewahrt.

PPNH4-Medium
Die Zusammensetzung des PPNH4-Mediums entspricht jener des PPNOs-Mediums,
jedoch mit folgenden Zusétzen:

Ammoniumtartrat 0549/l

Glucose 5d
Es wurde auch PPNHs,-Medium verwendet, dem keine Glucose zugesetzt worden ist,
um Kontaminationen mit Bakterien oder Pilzen zu reduzieren.

Protoplasten-Medium
Die Zusammensetzung des Protoplasten-Mediums entspricht jener des PPNHs-
Mediums, jedoch mit folgendem Zusatz:

Mannit 66 g/l

Zur Herstellung von PPNOs-, PPNH4- und Protoplasten-Platten werden zu 1 | des
jeweiligen Flissigmediums 7 g Agar zugegeben und autoklaviert. Phytohormone,
Antibiotika, oder andere Chemikalien wurden abhangig von der gewtlnschten
Endkonzentration verdinnt und in das abgekuhlte Medium gegeben.

Kalium-Puffer
KH,PO, 250 g/l
auf 11 dH0; der pH-Wert wurde mit 4 M KOH auf 7 eingestellt.

2.4.2.3. Medien zur Protoplasten-Gewinnung und Transfor mation von P. patens
MMM

Mannit 0,48 M
MgCl, 15mM
MES 0,1%

das Medium wurde mit KOH auf pH 5,6 eingestellt.
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PEG-L Gsung
Mannit 0,38 M
CaNOs 0,1 M
PEG 4000 33%

das Medium wurde mit Tri/HCI pH 8 auf einen pH-Wert von 7,5 eingestellt.

Mannit-L 6sung
Mannit 0,48 M

Driselase-L 6sung
Driselase 2 % (wiv)

Entsprechende Mengenverhaltnisse Driselase (Fluka 44585) werden in dH,O gel6st und
fur 20 min bei 4000 rpm. in einer Heraeus-Bodenzentrifuge zentrifugiert. Da es sich bel
Drieselase um eine Mischung verschiedener Enzyme aus einem groben Aufschluf3
verschiedener Basidiomyceten handelt, werden durch die Zentrigfugation unldsliche
Bestandteile wie z.B. Zelbruchstiicke sedimentiert. Der braune, klare Uberstand wird
vor der Verwendung steril filtriert.

2.4.3 Puffer zur Gelelektrophorese

2.4.3.1 Agarosegele zur Auftrennung von DNA
TAE-Gelelektrophorese

Gelpuffer: IXx TAE
Laufpuffer: Ix TAE
50x TAE

242 g Tris-Base

57,1 ml Essigsduere, 96%
100 ml 0,5M EDTA, pH 8,0
wurden ad 1 | Volumen mit dH,O aufgefillt und autoklaviert.

TBE-Gelelektrophorese fur die Pulsfeldgel el ektrophorese

Gelpuffer: 0,5x TBE
Laufpuffer: 0,5x TBE
10x TBE
108 g Tris-Base
55 g Borat

40 ml 0,5M EDTA, pH 8,0
wurden ad 11 Volumen mit dH,O aufgeflllt und autoklaviert.
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DNA-Probenpuffer (10x):
0,25 % (w/v) Bromphenolblau
30 % (v/v) Glycerol in dH,0
10 mM Tris-Base

2.4.3.2. Formaldehyd-Agarosegele zur Auftrennung von RNA

Gelpuffer: 1x Mops
Laufpuffer: 1x Mops
10x Mops:
41,86 g Mops
6,6 g NaAcetat

20ml 0,5M EDTA (pH 8.0)
pH 8.0 fur Gelpuffer, pH 7.0 fUr den Laufpuffer
(pH mit Natronlauge bzw. Essigsaure einstellen)

2x RNA-Probenpuffer (1ml):

Formamid 660 Ll
Formaldehyd 80 ul
Bromphenolblau Spatel spitze
10xMops 100 pl

EtBr (Img/ml) 100 pl
dH,0 60 pul

2.4.4. Puffer zur Polymerase-K etten-Reaktion (PCR)
10x PCR Puffer
200mM Tris/HCI (pH 8,4)
500mM KClI
25mM MgCI2

wurden in Wasser der Milli-Q®-Qualitét angesetzt.

10x dNTP-Mix:

25mM dATP, 25 mM dCTP, 25 mM dGTP und 25 mM dTTP
Die dNTP swurden als Lyophylisat bezogen und in dH,O gemischt.
10x Stammldsungen des PCR Puffers und des dNTP-Mix wurden bei -20°C gelagert.
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2.4.5. Puffer der Southern-Hybridisierung
Spermidine-Stamml 6sung zur Restriktionsspaltung von genomischer Pflanzen DNA:
100 mM Spermidinein 10 mM Tris/HCI (pH 8) gelost.

20x SSPE

175,3 g NaCl

27,6 g NaH,PO,

7,49 EDTA
wurden in 800ml dH,0 geldst, mit NaOH auf pH 7,4 eingestellt und auf 1 | Volumen
aufgefillt. Anschlief3end wurde die Stammldsung autoklaviert.

20% SDS:

200 g Natrium-Dodecyl-sulfat
wurden in 900 ml dH,O bei 68°C gelost, der pH-Wert mit HCI auf 7,2 eingestellt und
das Volumen auf 1 | aufgefillt.

Unspezifische DNA zur Préhybridisation

CT-DNA 10 mg / ml Kalbsthymus DNA

Heringssperma-DNA 10 mg / ml Heringssperma-DNA

wurden in dH,O bei Raumtemperatur geldst, NaCl bis zu einer Konzentration von 0,1
M hinzugegeben und die Ldsung mit Phenol/Chloroform extrahiert. Die DNA wurde
durch Scheren mittels wiederholten Auf- und Absaugen durch einer feine
Spritzenkanile fragmentiert, mit Ethanol gefédllt und in dH,O gelost. Vor der
Verwendung wurde die DNA fir 5 min bei 95°C denaturiert und dann sofort in einem
Eisbad abgekihlt. So behandelte DNA wurde anschlief3end der vorgewdrmten
Prahybridisierungsl 6sung zugesetzt.

50x Denhardt’ s Préhybridisierungslésung

10 mg/ ml Rinderserum-Albumin

10 mg/ ml Ficoll 400 (MG 40000)

10 mg/ ml PVP (Polyvinylpyrrolidon)
wurden in dH,O angesetzt und durch vorsichtiges erhitzen gel 0st.

Dextransufat Prahybridisierungsldsung
10 % Dextransulfat
1% SDS, pH 7,2
1 M NaCl
wurden in dH,O angesetzt und durch vorsichtiges erhitzen gel 6st.
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Phosphatpuffer zur Prahybridisierung
0,5 M NaPOy, pH 7,2
7% SDS, pH 7,2
10 mM EDTA
Diese Losung wird in der Regel wie folgt angesetzt:
Es werden 134 g NaoHPO4 x 7 H20 in 900 ml dH,O gelést, mit 3,5 bis 4 ml
H3PO, auf pH 7,2 eingestellt und auf 1 | aufgefillt. Diese LAsung entspricht
1 M NaPQy, pH 7,2

Waschl6sung 1:
2x SSPE
0,1 % SDS (w/v)
indH,O

Waschlésung 2
0,2x SSPE
0,1 % SDS (w/v)
in dH,O

Neutralisierungsl dsung:
1% (v/v) HCI

Denaturierungsl ésung:
0,5M NaOH
1,5M NaCl

2.4.6. Puffer zur Koloniehybridisierung
1. Denaturierungsldsung:

1% (w/v) SDS
0,5M NaOH

2. Neutralisierungsl 6sung:
1,5M NaCl
0,5M TrigHCI, pH 7,4
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3. 2x SSC:
30 MM Na-Citrat
300 MM NaCl

2.4.7. Puffer desalkalischen Minilysat

L6sung 1.
TE-Puffer
L 6sung 2:
0,2 M NaOH
1% SDS
L6sung 3.
3M KAc

(60 ml 5M KAc + 11,5 ml Eisessig + 28,5 ml dH,0)

2.4.8. Puffer zur DNA-Praperation

2x CTAB
2 % Cetyl-trimethyl-Ammoniumbromid (CTAB)
1,4M NaCl
20mM EDTA
100 mM Trig/HCI, pH 8,0
L - Puffer

5 % (w/v) Frosch-Waschmittel in dH,O
personliche Mitteilung A. Eckhoff (verandert nach Bahl und Pfenninger, 1996)

RNase-Stamml dsung:

Es wurde eine RNase-Stammldsung mit einer Konzentration von 10 mg / ml angesetzt.
Dazu wurde die entsprechende Menge RNase eingewogen und in 10 mM Tris (pH 8)
aufgenommen. Die L 6sung wurde zur Inaktivierung der enthaltenen DNasen fur 20 min
in einem kochenden Wasserbad, bei 100°C inkubiert, anschlief3end abgekiihlt und bei
4°C gelagert.

TR (Tris/ RNAse): 10 mM Tris/HCI (pH 8)
100 pg/ml RNAse
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PCI: 2 % (v/v) Isoamylakohol
48 % (v/v) Chloroform
50 % (v/v) Tris geséttigtes Phenol (pH8)

Cl: 4 % (v/v) Isoamylalkohol
96 % (v/v) Chloroform

2.5. Enzyme

2.5.1. Restriktionsendonucleasen

Analytische und préparative Spaltungen von DNA wurden mit den Enzymen folgender
Hersteller durchgefiihrt

New England Biolabs (Schwalbach), Boehringer (Erlangen), Gibco BRL (Eggestein).
Fir die Reaktionen wurden 1 - 20 U des Enzyms im entsprechenden Puffersystem nach
Angaben des Herstellers eingesetzt.

2.5.2. DNA-Polymerasen

2.5.2.1. Klenow-Fragment ausE. coli

Fr die Préparation von radioaktiv markierten DNA-Sonden und fir die Auffillreaktion
von 5'-Uberstehenden DNA-Enden wurde das Klenow-Fragment benutzt. Das grofe
Fragment der DNA Polymerase | aus E. coli, auch als Klenow Fragment bezeichnet,
besitzt keine 5 - 3' Exonucleaseaktivitdt, jedoch eine 3' - 5 Exonucleaseaktivitét
(proofreading). Fur die Reaktionen wurde das mitgelieferte Puffersystem nach Angaben
des Herstellers eingesetzt.

Klenow-Fragment Gibco BRL (Eggestein)

2.5.2.2. Hitzestabile DNA-Polymerasen fur die Polymerase-K etten-Reaktion (PCR)
Fur alle DNA-Amplifikationsreaktionen im Bereich der Analyse von Matrizen-DNA
wurde die thermostabile DNA-Polymerase des Bakteriums Thermus aquaticus
verwendet. Dieser DNA-Polymerase fehlt die 3' - 5' Exonucleaseaktivitét; daher ist ihre
Fehlerrate beim Einbau der Nucleotide relativ hoch.
Tag-DNA-Polymerase Boehringer (Erlangen)

Invitrogen (Heidelberg)
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Fur alle DNA-Amplifiationsreaktionen, deren Produkte eine hohe Sequenzidentitat

verlangten, wurde die thermostabile DNA-Polymerase des Bakteriums Pyrococcus
furiosus oder eine ihrer Mutanten verwendet, die eine 3' - 5 Exonucleaseaktivitét
besitzen. Daher ist ihre Fehlerrate beim Einbau der Nucleotide sehr gering. Diese
Enzyme wurden auf3erdem fir die Auffillreaktion von 5'-Uberstehenden DNA-Enden
verwendet. Pfx-DNA-Polymerase wurde auf3erdem fur die Amplifikation langer DNA-
Fragmente (bis 6,5 kb) verwendet.

Pfu - DNA-Polymerase Stratagene (Heidelberg)

Pfx - DNA-Polymerase Invitrogen (Heidelberg)

2.5.2.3. RNA-abhangige DNA-Polymer asen (Reverse Transkriptase)

Fur die Darstellung von Erststrang-cDNA aus gesamt RNA-Préparationen wurde das
Reverse Transkriptase (RT) Enzym Superscript 11 der Firma Invitrogen, Heidelberg,
verwendet, welches eine RNase-H -Mutante der Reversen-Transkriptase des Maloney-
Maus-Leukamie-Virus (MMLV) ist. Diese Modifizierte Version weist eine
Punktmutation in der RNase-H-codierenden Sequenz auf, so dass diese Enzymvariante
wéahrend der Synthese des ersten DNA-Stranges die RNA nicht abbaut und deshalb
insgesamt mehr cDNA-Molekille, die die vollstandige mMRNA abdecken, in grofderen
Mengen synthetisiert.

2.5.2.4. Terminale Desoxynucleotidyl-Transferase

Zur Poymerisation von Nucleotiden an ein freles 3'-Ende eines DNA-Stranges wurde
die terminale Desoxynucleotidyl-Transferase der Firma Roche, Mannheim, nach
Angaben des Herstellers verwendet. Dabel wurden ausschliefdich dATP-Nucleotide
verwendet, so dass in nachfolgender PCR eine spezifische Anlagerung eines dT-
Oligonucleotid-Primers gewahrleistet wird.

2.5.3. T4-DNA-Ligase
Fur die Katalyse der Phosphodiesterbindung von Vektor und DNA Fragmenten

(Ligation) wurde dieses Enzym im mitgelieferten Puffersystem nach Angaben des
Herstellers eingesetzt.
T4-DNA Ligase Gibco BRL (Eggestein)
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2.5.4. Alkalische Phosphatase

Fur die Dephosphorylierung von 5 -Phosphatgruppen freier DNA-Enden wurde die
akalische Phosphatase aus Kélberdarm (Calf Intestine Alakaline Phosphatase, CIAP)
verwendet.

CIAP Gibco BRL (Eggestein)

2.5.5. Clonasen® fir die GATEWAY ®-Technologie

Fur die spezifische Rekombination zwischen flankierenden att-Regionen im Rahmen
der GATEWAY -Technologie wurden die entsprechenden Clonasen nach Angaben des
Herstellers Invitrogen, Heidelberg, verwendet.

BP-Clonase Invitrogen (Heidelberg)

LR-Clonase Invitrogen (Heidelberg)

2.6. Biologisches Material

2.6.1. Bakterienstamme

Es wurden ausschliefdich Bakterienstdmme der Art Escherichia coli verwendet.

DHb5a: Dieser Bakterienstamm wurde fir die Klonierungen von
Plasmiden verwendet. Er besitzt ene "loss of function"-Mutation in der
aminoterminalen Hafte des E. coli lacZ-Gens. So wird eine a-Komplementation mit
der aminoterminalen Hafte des E. coli lacZ-Gens aus entsprechenden Vektoren (pUC-
Derivaten) ermdglicht.

Genotyp: supE44 DiacU169 hsdR17 recAl endAl gyrA96 thi-1 relA1 F

DH10B: Dieser Bakterienstamm wurde ebenfalls fur die Klonierungen von
Plasmiden verwendet. Dieser Stamm ist besonders rekombinationsarm. Im Gegensatz
zu anderen Stdmmen besitzt DH10B kein Antibiotika-Resistenzgen und kann deswegen
zur Klonierung samtlicher Plasmide mit verschiedenen Antibiotikaselektionsmarkern
verwendet werden. DH10B ist besonders fur die Klonierung grof3er Vektoren geeignet.
Auch dieser Stamm besitzt eine "loss of function"-Mutation in der aminoterminalen
Héfte des E. coli lacZ-Gens, so dass eine a-Komplementation durch entsprechende
Vektoren (pUC-Derivate) ermdglicht wird.
Dieser Stamm wurde von der Firma Gibco BRL, Eggestein, bezogen.
Genotyp: F mcrA D(mrr-hsdRM S-mcrBC) F 80dlacZDM 15 DiacX 74 deoR recAl
endA1l araD139 D(ara, leu) 7697 galU galK | -rpsL nupG
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SURE: Dieser Bakterienstamm wurde fir die Klonierungen von

Plasmiden und Cosmiden verwendet. Dieser Stamm ist besonders rekombinationsarm.

SURE besitzt ein Tetracyclin- und ein Kanamycin-Antibiotika-Resistenzgen. SURE ist

besonders fur die Klonierung grof3er Vektoren und Cosmide geeignet.

Dieser Stamm wurde von der Firma Stratagene, Heidel berg, bezogen.

Genotyp: eld (mcrA”) D(mrr-hsdRM S-mcrBC)171 endA 1 supE44 thi-1 gyrA96
relAl lac recB recJ sbcC umuC::Tn5 (Kan") [FproAB lacl%ZDM 15 Tn10
(Tet)]®

DE3 (BL21): Dieser Bakterienstamm wurde ausschliefdlich fir die heterologe
Expression von rekombinanten pflanzlichen Proteinen in E. coli verwendet.

Dieser Stamm wurde von der Firma Stratagene, Heidelberg, bezogen.

Genotyp: F dcm ompT hsdS (rg, mg) gall (DES3)

DB3.1: Dieser Bakterienstamm wurde ausschliefdich fur die

Amplifikation des originsren GATEWAY®-Technologie kompatiblen Plasmids

pPDONR verwendet. Dieser Stamm ist resistent gegenuber dem Genprodukt des CcdB-

Gens zur Selektion GATEWAY ®-rekombinanter V ektoren

Dieser Stamm wurde von der Firma Invitrogen, Heidelberg, bezogen.

Genotyp: F gyrA462 endA1 D(sr1-recA) merB mrr hsdS20(rg", mg’) sSUpE44 arals
gaK2 lacY 1 proA2 rpsL20 (Sm')xyl5 Dieu mtl1

TOPO10F": Dieser Bakterienstamm wurde fur die Klonierungen von pTOPO-

Vektoren von der Firma Invitrogen, Heidelberg, zur Verfigung gestellt und ist

Bestandteil des pTOPO-11-TA-Klonierungs-Kits. TOP10F' besitzt ebenfalls eine "loss of

function"-Mutation in der aminoterminalen Héfte des E. coli lacZ-Gens. So wird eine

a-Komplementation mit der aminoterminalen Héfte des E. coli lacZ-Gens aus

entsprechenden Vektoren ermoglicht.

Dieser Stamm wurde von der Firma Invitrogen, Heidelberg, zusammen mit

pCR2.1TOPO-V ektoren bezogen.

Genotyp: F {lacl® Tn10 (Tet®)} mcrA D(mrr-hsdRM S-mcrBC) F 80dlacZDM 15
DlacX 74 recA1 deoR araD139 D(ara, leu)7697 galU galK rpsL (Str®)
endAl nupG
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XL1-blue MRF": Diesar Bakterienstamm wurde fir das Arbeiten mit Lambda-| -

Phagen- und Cosmid-Bibliotheken verwendet. Dieser Stamm ist besonders

rekombinationsarm. XL1-blue MRF' besitzt ein Tetracyclin-Antibiotika-Resistenzgen.

Dieser Stamm ist besonders fur das Arbeiten mit Phagen, sowie zur Klonierung grof3er

V ektoren wie Cosmide oder BACs geeignet.

Dieser Stamm wurde von der Firma Stratagene, Heidel berg, bezogen.

Genotyp: DmcrA 183 D(mrr-hsdRM S-mcrBC)173 endA 1 supE44 thi-1 recAl
gyrA96relAl lac [F'proAB lacl9ZDM 15 Tn10 (Tet")]

XL1-blue MRA (P2): Dieser Bakterienstamm wurde ausschlief3lich fir das Arbeiten mit
Lambda-| -Phagen verwendet. Dieser Stamm ist besonders rekombinationsarm XL 1-
blue MRA (P2) besitzt kein Antibiotika-Resistenzgen. Er entspricht weitestgehend dem
Bakterienstamm XL1-blue MRF, jedoch enthdt diessr Stamm den lysogenen
Prophagen P2 (Stratagene, Heidelberg). Dieser Stamm ist besonders fir das Arbeiten
mit Phagen, sowie zur Klonierung grof3er Vektoren wie Cosmide oder BACs geeignet.
Dieser Stamm wurde von der Firma Stratagene, Heidelberg, bezogen.

Genotyp: relAl lac (proAB lacl%ZDM15) DmcrA 183 D(mrr-hsdRMS-mcrBC)173

endA1 supE44 thi-1 recA1l gyrA96

2.6.2 Hefestamm

Y 190: Dieser Stamm besitzt Mutationen die Auxotrophie fir die

essentiellen Aminosauren Leucin, Lysin, Histidin und Tryptophan vermitteln. Eine a-

Komplementation durch entsprechende V ektoren ermoglicht so die gezielte Selektion.

Dieser Stamm wurde freundlicher Weise von Csaba Koncz, Max-Planck-Institut fir

Zichtungsforschung, Koln, zur Verfigung gestellt.

Genotyp: MATaura3-52 his3-200 ade2-101 lys2-801 trp1-901 leu2-3 112 gal4D
met” gal80D cyh2 LY S2::GAL 1yas-HIS3tata-HIS3 URA3:: GAL 1yas
GAL ltata-lacz

2.6.3 Pflanzenmaterial
Protonema und Sporen in axenischer Suspension des,, Gransden* Wildtyp-Stammes von

P. patens ssp. patens (Hedw.) Bruch, Schimp & Gumbel, kirzlich in die Gattung
Apanoregma als Taxon Aphanoregma patens (Hedw.) Lindb. Uberfuhrt, wurden
freundlicher Weise von Didier Schaefer und Jean-Pierre Zryd, Universitdt Lausanne,
Schweiz, zur Verfligung gestellt.
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Protonema und Sporophore der Art auf sterilen Medien wurden freundlicher Weise von

Ulrich  Makmann-Mulisch  und Bernd Raeis, Max-Planck-Institut  fir
Zichtungsforschung, Koln, zur Verfigung gestellt.

Die P. patens - Mutanten Linie#1 und wrky20-ko#2 wurden freundlicher Weise von
Patrik Giavalisco und Imre E. Somssich fir diese Arbeit Uberlassen. Beide Mutanten
enthalten eine Insertion des PpWRK'Y 20-Rekombinationsfragments (Giavalisco, 1999).
Dabei fuhrte die Insertion in der Mutante wrky20-ko#2 zur Deletion der PpWKKY20-
Gensequenz. Dahingegen enthélt die Linie#1 das inserierte Konstrukt in trans und nicht
in diesem Gen-Locus.

Samen von Arabidopsis thaliana des Okotyps Columbia (Col-0) wurden aus dem
Arabidopsis Biological Resource Center (ABRC) bezogen (Inventarnummer: CS 3180).
Samen von Arabidopsis thaliana des Okotyps Wassilewskija (Ws-2) wurden ebenfalls
aus dem ABRC bezogen (Inventarnummer: CS 2360).

Samen von C. rubella wurden freundlicher Weise von Renate Schmidt, Max-Planck-
Institut fir molekulare Genetik, Golm, zur Verfigung gestellt (Acerkan et al., 2000).
AuRerdem wurde Pflanzengewebe sowie genomische DNA dieser Art von Marcel
Lafos, Max-Planck-Institut fur Zuchtungsforschung, Koln, zur Verfigung gestellt.

Samen und Pflanzengewebe von L. esculentum der Sorte 'MoneyMaker' wurden
freundlicher Weise von Klaus Theres und Gregor Schmitz, Max-Planck-Institut fir
Zuchtungsforschung, Koln, zur Verfigung gestellt (Schumacher et al.,1999).

2.7. Oligonucleotide (Primer) fur die PCR

Die Primer wurden von folgenden Firmen bezogen:

MWG Biotech (Ebersberg)

Operon/Qiagen (Ko6In/Hilden)

Gibco BRL/Invitrogen (Eggestein/Heidel berg)
Alle verwendeten Primer wurden as Lyophylisat bezogen: entsprechend der
Quantifizierung des Herstellers in Wasser der Milli-Q?-Qualitét gelost und als 100 pM
Stammldsung bei -20°C gelagert. Als Arbeitsverdiinnung wurden die Stammldsungen
im Verhdltnis 1:8 verdinnt. Von der erhaltenen 12,5 pM L6sung wurden in der Regel 1
bis2 pl in eine PCR von 50 pl Volumen eingesetzt.
GATEWAY ®-Technologie kompatible Extensionen werden (GWF) und (GWR)
abgekirzt. Dabei steht (GWF) fir eine "Sinn"-orientierte attB;- und (GWR) fur eine
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"Gegensinn”-orientierte attB,-Extension. Diese Oligonucleotide wurden ausschliefdich

von der Firma Invitrogen, Heidelberg, bezogen.

Von der Firma Amersham Buchler, Braunschweig, wurden oligo-dTiz18 -
Oligonucleotide bezogen, die in der Reversen-Transkriptase Reaktion und fir RAGE
verwendet wurden. Die Sequenzen der Oligonucleotide sind im Anhang (Al.)
aufgefihrt.

2.8. Vektoren
pCR2.1TOPO Invitrogen, Heidelberg
pDONR 201 Invitrogen, Heidelberg
pDEST 32 (BD) Invitrogen, Heidelberg
pBluescript (S/K)+ Stratagene, Heidelberg
pCLD04541 Bancroft et al., 1997
pSIRKp Robatzek und Somssich, 2002

p35S-intron-WRKY 29 (GW)

p35S-intron-WRKY 6 (GW)

p35S-intron-GFP-GUS (GW)

p35S-WRKY 6-GFP (GW)
Diese Vektoren wurden freundlicher Weise von Aifen Zhou zur Verfligung gestellt. Die
V ektoren basieren auf einem modifizierten pAM-PAT-Vektor von Thomas Rademacher
(GenBank accession AY027531). Bei diesen Vektoren handelt es sich um mit der
GATEWAY ®-Technologie kompatible Vektoren unter der Kontrolle des 35S-CaMV-
Promoters zur ektopischen Expression von Proteinen in Pflanzen mit translationalem
HA-Epitop am Carboxyterminus und einem nicht translatierten Intron aus AtWRKY 33
im 5" -UTR (Franziska Turck und Bekir Ulker, personliche Mitteilung).

pGEX2Tm-GW
Dieser Vektor wurde freundlicher Weise von Ingo Ciolkowski und Bekir Ulker zur
Verfuigung gestellt. Der Vektor basiert auf dem pGEX2T-Vektor, Pharmacia. Bei
PGEX2Tm-GW handelt es sich um einen mit der GATEWAY ®-Technologie
kompatiblen Vektor zur heterologen Expression von rekombinantem Proteinen mit
amminotrminaler GST-Extension und carboxyterminalen 6xHis-Epitop in E. coli.

p35S-GW-GFP(Kan)
Dieser Vektor wurde freundlicher Weise von Franziska Turck und Bekir Ulker zur
Verfligung gestellt. Der Vektor basiert auf dem pAM-PAT von Thomas Rademacher
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(GenBank accession AY027531). Bel 35S-GW-GFP(Kan) handelt es sich um einen mit

der GATEWAY®-Technologie kompatiblen bindren Pflanzen-Vektor unter der
Kontrolle des 35S-CaMV-Promoters zur ektopischen Expression von Proteinen mit
trand ationaler GFP-Fusion am Carboxyterminus in Pflanzen.

pPTV355-GUS
Dieser Vektor wurde freundlicher Weise von Bekir Ulker zur Verfiigung gestellt. Der
Vektor basiert auf dem pGPTV (Koncz et al., 1989). Dieses Konstrukt enthélt das GUS-
Reportergen unter der Kontrolle eines einzelnen CaMV 35S-Promotor.

pAM-PAT-GW
Dieser Vektor wurde freundlicher Weise von Bekir Ulker und Thomas Rademacher
(GenBank accession AY027531). Bei pAM-PAT handelt es sich um einen mit der
GATEWAY ®-Technologie kompatiblen bindren Pflanzen-Vektor unter der Kontrolle
des 35S-CaMV -Promoters zur ektopischen Expression von Proteinen in Pflanzen.

Vektoren mit synthetischen cis-regulierenden Promoter-Elementen wurden freundlicher

Weise von Paul J. Rushton, Max-Planck-Institut fur Zichtungsforschung, Koéln, zur

Verfigung gestellt und sind Derivate des pBT10-3-glucuronidase (Sprenger-Haussels

und Weisshaar, 2000). Die Promoterkonstrukte wurden durch das Hybridisieren

phosphorylierter Oligonucleotide und das anschlief3ende, gerichtete Klonieren in die

Xbal- und Spel-Restriktionsspaltstellen des pBT10-3-glucuronidase erzeugt:

paxW1-GUS Rushton et al., 2002

Dieser Vektor enthdlt die viermalige Wiederholung der Nukleotidsequenz
CACTTAATTTGACCGAGTAACATTCGCC

paxW2-GUS Rushton et al., 2002

Dieser Vektor enthélt die viermalige Wiederholung der Nukleotidsequenz
TTATTCAGCCATCAAAGTITGACCAATAAT

p4xD-GUS Rushton et al., 2002

Dieser Vektor enthélt die viermalige Wiederholung der Nukleotidsequenz
TACAATTCAAACATTGTITCAAACAATTAACC

paxS-GUS Rushton et al., 2002

Dieser Vektor enthélt die viermalige Wiederholung der Nukleotidsequenz
CAGCCACCAAAGAGGACCCAGAAT

paxGCC-GUS Rushton et al., 2002

Dieser Vektor enthdlt die viermalige Wiederholung der Nukleotidsequenz
CAGCCGCCAAAGAGGACCCAGAAT

pAxXW2MW-GUS Paul Rushton, personliche Mitteilung

Dieser Vektor enthdlt die viermalige Wiederholung der Nukleotidsequenz
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TTATTCAGCCATCAAAGTTGTCCAATAAT

pAxXW2MS-GUS Paul Rushton, personliche Mitteilung

Dieser Vektor enthélt die viermalige Wiederholung der Nukleotidsequenz
TTATTCAGCCACCAAAGTITGACCAATAAT

paxGST1 Rushton et al., 2002

Dieser Vektor enthédlt die viermalige Wiederholung der Nukleotidsequenz
TTCTAGCCACCAGATTTGACCAAAC

pPAxXJERE Rushton et al., 2002

Dieser Vektor enthdlt die viermalige Wiederholung der Nukleotidsequenz
AGACCGCCAAAGAGGACCCAGAAT

Die bekannten, funktionalen cisregulierenden Promoter-Elemente  wurden

unterstrichen.

2.9. Gen-Bibliotheken

2.9.1. Lambda-Bibliothek mit genomischer DNA aus P. patens

Eine DNA-Bibliothek, die genomische DNA aus P. patens enthdt, wurde in einem
modifizierten Lambda-| -Phagen-Vektor erstellt. Hierzu wurde ein Lambda-| -Phagen-
Vektor der Firma Stratagene, Heidelberg, verwendet (Frishauf et al., 1983).

Diese Lambda-Bibliothek mit genomischer DNA aus P. patens wurde freundlicher
Weise von Andrew Cumings und Celia Knight, University of Leeds, Leeds, England,
zur Verflgung gestellt.

2.9.2. Lambda-Bibliothek mit cDNA aus P. patens

2.9.2.1. Lambda-Bibliothek mit cDNA aus P. patens (unbehandelt)

Eine DNA-Bibliothek, die cDNA aus P. patens enthdlt, wurde in einem modifizierten
Lambda| -Phagen-Vektor erstellt. Die cDNA basiert auf revers-transkribierter RNA,
welche aus 7 Tage altem Protonema, das in Flussigmedium Kkultiviert wurde, gewonnen
worden ist. Hierzu wurden modifizierte Lambda-| -ZaplI-Phagen-Vektoren der Firma
Stratagene, Heidelberg, verwendet (Frishauf et al., 1983).

Diese Lambda-Bibliothek mit cDNA aus P. patens wurde von William Martin, Heinrich
Heine Universitat, Disseldorf, erstellt (Martin et al., 1993) und Uner Kolukisaoglu,
Universitdt zu Kdln (jetzt: Universitdt Rostock) zur Nutzung Uberlassen. Freundlicher
Weise wurde diese Lambda-Bibliothek mit cDNA aus P. patens fur diese Arbeit zur
Verfligung gestellt.
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2.9.2.2. Lambda-Bibliothek mit cDNA aus Auxin behandelten P. patens

Eine DNA-Bibliothek, die cDNA aus P. patens enthdlt, wurde in einem modifizierten
Lambda| -Phagen-Vektor erstellt. Die cDNA basiert auf revers-transkribierter RNA,
welche aus 7 Tage altem Protonema, das auf Platten kultiviert und mit 1 uM NAA -
Auxin for 1 h, 6 h und 24 h behandelt wurde, gewonnen worden ist. Hierzu wurden
modifizierte Lambda| -Zapll-Phagen-Vektoren der Firma Stratagene, Heidelberg,
verwendet (Frishauf et al., 1983).

Von den erhatenen cDNAs wurden ausschliefdlich Fragmente mit einer Grof3e von
mindestens 600 bp fur die gerichtete Ligation in die | -Zapll-Phagen-Vektoren
verwendet. Diese Lambda-Bibliothek mit cDNA aus P. patens wurde von Pamela
Taylor, PEP - Physcomitrella EST Programme, University of Leeds, Leeds, England,
zur Verflgung gestellt.

2.9.3. Cosmid-Bibliothek mit genomischer DNA aus P. patens

Eine DNA-Bibliothek, die genomische DNA aus P. patens enthdlt, wurde an der
Southern Illinois University von Khalid Meksem fir das Leeds University/Washington
University Physcomitrella EST Programme (PEP) in dem pCLD04541-Cosmid-V ektor
(Bancroft et al., 1997) erstellt.

Die Cosmid-Bibliothek wurde auf positiv geladene Nylonmembrane in Feldern von 5 x
5 "Spots' aufgestempelt. Jeder Cosmid-Klon ist als Duplikat in jedem Feld als interne
Kontrolle vorhanden, um so der Selektion eines falschen "Spots' vorzubeugen. Die
Bibliothek umfafdt 16 896 Cosmid-Clone (44 x 384 - Microtiterplatten) mit einer Grolie
fUr die Inserts von tUberwiegend 75 bis 120 kb. Der pCLD04541-Cosmid-Vektor ist ein
"BIBAC" - Vektor, der die Agrobacterium tumefaciens-vermittelte Transformation
hoherer Pflanzen erlaubt. Die Fragmente wurde in die HindllI-Restriktionsspaltstelle
kloniert. Der pCLDO04541-Cosmid-V ektor wurde freundlicher weise von Caroline Dean,
University of Norwich, England, fur diese Cosmid-Bibliothek zur Verfligung gestellt.
Diese Cosmid-Filter-Bibliothek mit genomischer DNA aus P. patens wurde
freundlicher Weise von Andrew Cumings, PEP - Physcomitrella EST Programme,
University of Leeds, Leeds, England, zur Verfligung gestellt.

AulRerdem wurde der pCLDO04541-Cosmid-Vektor freundlicher Weise von Renate
Schmidt zur Verfligung gestellt.
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M ethoden

2.10. Arbeiten mit E. coli

2.10.1. Anzucht von Bakterien

Zellen der unter 2.6.1. beschriebenen Stdmme von E. coli wurden aus Glycerin-
Stammkulturen in einer angemessenen Verdinnung auf LB-Agarplatten (die das
entsprechendes Antibiotikum enthielten) ausgestrichen und bel 37°C G.N. inkubiert. Die
Platten konnten anschlief3end zwel bis drei Wochen bei 4°C aufbewahrt werden. Fir
U.N.-Kulturen transformierter Bakterien wurden 5 ml LB-Flissigmedium einschliefdlich
Antibiotika mit einer Einzelkolonie angeimpft und bei 37°C (.N. geschittelt. Zur
Anzucht von grolReren Kulturen transformierter Bakterien wurden 250 ml mit einer
U.N.-Kultur angeimpft und eine weitere Nacht bei 37°C geschuittelt.

2.10.2. Lagerung von Bakterien

Um Bakterienstdmme oder transformierte Bakterien langfristig lagern zu konnen,
wurden Glycerin-Langzeitkulturen angelegt. Dazu wurden 850 pl einer Ubernachtkultur
mit 250 pl Glycerin versetzt und gut gemischt. Danach wurden die Kulturen in
flissigem Stickstoff eingefroren und anschlief3end bei -80°C gelagert.

2.10.3. Herstellung chemisch kompetenter Bakterien mittels RbCl,-M ethode
Wahrend der Arbeiten ist es essentiell die Zellen, Gerédte und Losungen auf 4 °C oder

auf Eisvorzukihlen. Am Besten ist es, die Arbeiten in einem Kihlraum zu verrichten.

Ubernachtkultur zur Herstellung chemisch kompetenter Bakterien:
100 ml L - Medium in einem Erlenmeyerkolben wird mit einer Bakterienkolonie
angeimpft. Diese wird stehend bei 37°C U.N. auf einem exzenter-horizontal
Schittler bei etwa 225 rpm geschuitelt.

Préparation der Bakterienzellen:

100 ml L - Medium werden mit 1 ml der Ubernachtkultur inokuliert und fur ca. 2 h bei
37 °C geschittelt (225 rpm).

Dannach sollte ale 30 min die optische Dichte ODssp bestimmt werden. Sobald diese
eine Extinktion von 0,3 bis 0,5 erreicht hat, wird die Kultur in 50 ml Reaktionsgeféiie
Uberfuhrt und fur 15 min auf Eisinkubiert.




Material und Methoden
Die Zellen werden durch Zentrifugation bei 4 °C fur 15 min und 5000 rpm.

sedimentiert. Der Uberstand wird verworfen.

Anschlieffend wird das Sediment in 0,4 Volumen TFB1 (20 ml bei 50 ml
Ausgangskultur) aufgenommen und fir 15 min auf Eisinkubiert.

Durch eine erneute Zentrifugation bel 4 °C fur 15 min und 5000 rpm werden die Zellen
abermals sedimentiert und der Uberstand wird verworfen.

Jetzt wird das Bakteriensediment in 0,04 Volumen TFB2 (2 ml bei 50 ml
Ausgangskultur) aufgenommen.

Sofort sollten 50 — 100 ul der Zellsuspension in 1,5 ml Reaktionsgefal}e aufgeteilt und
in flissigen N, tiefgefroren werden.

Die Baterienzellen werden bel -80°C gelagert.

Mit diesem Protokoll konnten chemokompetenete E. coli-Zellen  mit einer
Transformations-Effiziens von 1 bis 5 x 10 ° cfu hergestellt werden. Die
Transformations-Effiziens wurde durch eine Test-Transformation mit 50 pg Plasmid-
DNA, pUC19, ermittelt.

TFB |
far 150 ml far 300 ml
30 mM KaC 0449 0,883¢g
50 mM MnCl; x 4 H,O 1,489 2,969 g
100 mM RDbCI; 1819 3,627 ¢
10 mM CaCl; x 2 H,O 0,229 04419
15 % Glycerin 22,5 ml 45 ml
der pH wird mit HCI auf 5,8 eingestellt.
TFB I
far 50 ml far 150 ml
10 mM Mops 0,105¢g 0,45¢g
75 mM CaCl; x 2 H,0 0,551 g 1,659
10 mM RbCl, 0,061g 0,18¢
15 % Glycerin 75ml 22,5 ml

der pH wird mit NaOH auf 7,0 eingestelt.

2.10.4. Transformation chemisch kompetenter Bakterien mit Plasmid-DNA

Gefrorene chemisch kompetente Bakterienzellen (2.10.3.) wurden auf Eis aufgetaut und
mit bis zu 10 pl eines Ligationsansatzes oder 2 bis 5 pl einer DNA-L6sung versetzt,
vorsichtig gemischt und 30 min auf Eis inkubiert. Nach Hitzeschock fir 1 min bei 42°C
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wurden 0,8 ml LB-Fissigmedium zugesetzt und die Zellsuspension bei 37°C im

Warmeschrank fur 30 — 60 min unter Schitteln inkubiert. Anschliefiend wurde der
gesamte Transformationsansatz auf einer LB-Platte mit den entsprechenden
sel ektionierenden Antibiotika ausgestrichen und G.N. bei 37°C inkubiert.

2.10.5. Préaparation von Plasmid-DNA

2.10.5.1 Analytische Praparation von Plasmid-DNA aus Bakterien
Zur Uberpriifung der Plasmide von E. coli Kulturen wurde die alkalische Lyse nach
Sambrook et al. (1989) durchgefihrt.

2.10.5.2. Préparation von Plasmid-DNA aus Bakterien im prapar ativen M al3stab
Diese Arbeiten wurden mit dem Nucleospin Plasmid - Kit der Firma Macherey &
Nagel, Diren, durchgefiihrt. Es handelt sich dabei ebenfalls um eine alkalische Lyse der
Zellen mit anschlief3ender Adsorption der Plasmid-DNA an eine hydrophil beschichtete
Silikamembran unter hohen Salzbedingungen und der Elution unter niedrigen
Salzbedingungen. Nach der jeweiligen Préparation erfolgte eine relative Quantifizierung
auf einem Agarosegel.

2.10.6. 5'-Dephosphorylierung von Plasmid-DNA

Bei der Ligation von Vektor-DNA, die nur mit einem Restriktionsenzym linearisiert
wurde, bestand die Gefahr einer Rezirkularisierung der Vektormolekile. Zur Ligation
benttigt die Ligase eine Phosphatgruppe an dem 5-Ende der zu ligierenden DNA.
Durch eine Dephosphorylierung dieser DNA, bei der die 5'-Phosphatgruppen mit
alkalischer Phosphatase aus Kéberdarm (Calf Intestine Alkaline Phosphatase, CIAP)
abgespalten wird, kann ene Rezirkulariserung verhindert werden. Die
Dephosphorylierung wurde nach Angaben des Herstellers durchgefihrt.

Die dephosphorylierte Vektor-DNA wurde anschlief3end mit dem Nucleospin Extract -
Kit der Firma Macherey & Nagel, Duren, gereinigt.

2.10.7. Klonieren mit der GATEWAY ®-Technologie

Das Verwenden der GATEWAY ®-Technologie, das mittels Clonasen® die spezifische
Rekombination zwischen att-Regionen katalysiert, sowie das Erstellen von
GATEWAY ®-Technologie-kompatiblen Oligonucleotiden oder Vektoren erfolgte nach
Angaben des Herstellers Invitrogen, Heidelberg.
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2.10.8. Koloniehybridisierung
Fur die Identifikation positiver Bakterienkolonien wurde eine Koloniehybridisierung
durchgefiihrt. Dazu wurden Kolonien von einer Agarplatte auf eine Nylon N*-Membran
Ubertragen und wie in einem herkdmmlichen Southern-Experiment (2.12.14.) mit einer
spezifischen Probe hybridisiert.

2.10.9. Expression rekombinanter Proteinein E. coli und Proteinextraktion

Zur bakteriellen Expression von rekombinantem Protein aus P. patens wurden DES3-
Bakterienzellen mit dem Expressionsvektor pET32b-GW transformiert, der zuvor mit
der entsprechenden CcDNA-Kassette des zu exprimierenden Proteins mittels
GATEWAY ®-Technologie rekombiniert wurde. Die Proteinexpression wurde induziert
durch die Zugabe von 1 mM IPTG zu 500 ml LB-Medium be einer
Bakterienkonzentration von der optischen Dichte ODgy = 0,6 — 0,8. Die Zellen wurden
nach 4 h Inkubation durch Zentrifugation geerntet. Ein Gesamtextrakt von Proteinen
wurde unter denaturierenden Bedingungen erhaten (100 mM NaH,PO; 10 mM
Tris’HCI, 8 M Harnstoffpuffer, pH 8,0). Anschlief3end wurde der Extrakt fur 8 h bel
4°C gegen Puffer (25 mM HEPES/KOH pH 7,5, 40 mM KClI, 10 % Glycerin, 0,1 mM
EDTA, 100 mM PMSF, 1 mM DTT) dialysiert.

2.10.10. Nachwels von rekombinantem Protein im Protein-Blot-Experiment
(Western-Analyse)

Rekombinantes Protein wurde im halbtrockenen Proteintransfer auf PV DF-Membranen
Ubertragen. Der WB-Transferpuffer wurde nach Anleitung des Herstellers der Blotting-
Apparatur TRANS-BLOT SD Semi-Dry Transfer Cell, BioRad, Miinchen, jedoch ohne
Methanol angesetzt. Der Transfer wurde bel 20 V fr 30 min durchhgefihrt.

Der Nachwels des rekombinanten Proteins auf der Membran wurde mit einem priméren
Anti-6xHis-Antikorper und einem sekundéaren Anti-Maus-Antikorper (beide Sigma-
Aldrich) nach Sambrock et al. (1999) durchgefihrt. Der Anti-Maus-Antikorper ist ein
Peroxidase-Konjugat. Die Detektion erfolgte durch Luminiszens mit dem Substrat ECL -
western-blotting-detection-reagents des Herstellers Pharmacia, Freiburg, und
Belichtung eines Rontgenfilms.

2.10.11. EM SA (Electrophoretic Mobility Shift Assay) mit rekombinantem Protein
Synthetische Oligonucleotide wurden miteinander hybridisiert, um doppelstrangige
DNA-Fragmente zu erhalten. Diese wurden mittels Terminaler Desoxynucleotidyl-

Transferase unter Verwendung von [a-3?P]-dCTP terminal radioaktiv markiert. Die
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Protein-DNA-Bindung wurde in Binde-Puffer (25 mM HEPES/KOH pH 7,5, 40 mM

KCl, 0,1 mM EDTA, 10 % Glycerin, 1 ug poly-(didC),10 mM PMSF, 1 mM DTT) mit
10000 cpm radioaktiv markierter Oligonucleotide und 25 pg Proteinextrakt
durchgefthrt. Dazu wurde der Bindungsansatz fur 20 min bei RT inkubiert und
anschlief3end auf einem 6 % Polyacrylamid-Gel in 0,5 x TBE-Puffer bei 4°Cfir2-3h
bei 230 V elektrophoretisch aufgetrennt. Das Gel wurde auf 3MM (Whatman)
getrocknet. Zur Belichtung wurde ein Rontgenfilm G.N. dem Gel in einer Kassette bel -
70°C exponiert und anschlief3end entwickelt.

2.11. Arbeiten mit Hefe

2.11.1. Anzucht von Hefe

Die Anzucht des Y190 Hefestammes wurde auf YPD-Vollmedium oder SD-
Selektionsmedium drchgefiihrt. Den Medien wurden biswellen Ampicillin zugesetzt,
um bakterielle Kontaminationen zu vermeiden. Dabel wurden die Hefen auf Agar-
Platten oder unter sténdigem Schitteln in Flissigmedium fur 2 bis 3 Tage bei 30°C
inkubiert.

2.11.2. Lagerung von Hefe

Der Y190-Wildtyp-Hefestamm wurde auf YPD-Platten bis zu zwei Wochen im
Kuhlschrank gelagert. Nach dieser Zeit wurde eine Kolonie auf einer frischen YPD-
Platte ausgestrichen.

Entsprechend wurde mit transgenen Hefestdmmen verfahren, jedoch wurden diese auf
SD-Selektionsmedium  kultiviert. Fir die durchgefihrten Experimente waren
Langzeitkulturen der Hefen nicht erforderlich, da entsprechende Plasmid-DNA zur
Retransformation gelagert wurde.

2.11.3. Transformation chemisch kompetenter Hefe mit Plasmid-DNA

Zur Transformation von Hefe wurden 240 ul einer 50 %igen PEG 4000-L6sung (steril
filtriert) 36 pl 10x LiAcetat, 20 pul dH20, 50 pl unspezifische DNA sowie 100 ng
Plasmid-DNA in ein 1,5 ml Reaktionsgefald gegeben. Von einer frischen Y PD-Platte
aus zweltdgiger Kultur wurde eine Hefe-Kolonie entnommen und zum oben
beschriebenen Ansatiz gegeben. Der Transformationsansatz wurde gut gemischt
(Vortex) und fur 1 h bei 30°C inkubiert. Esfolgt ein Hitzeschock fir 20 min bis 60 min
bei 42°C in einem Wasserbad. Der Ansatz wurde fur 5 min auf Eis gegeben und
anschlief3end in einer Tischzentrifuge fur wenige Sekunden zentrifugiert, um die Zellen
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zu sedimentieren. Der Uberstand wurde verworfen und das Sediment wurde in 1 ml

YPD-Medium vorsichtig resuspendiert. Nach einer Inkubation fir 1 h bei 30°C unter
Schitteln  wurde der Transformationsansatz auf  entsprechende  SD-Platten
ausgestrichen.

10x LiAcetat 1M LiAcetat, pH 7,5 (steril filtriert)

2.11.4. Praparation von Plasmid-DNA aus Hefe

Zur Praparation von Plasmid-DNA aus Hefe wurde ein modifiziertes Protokoll von
Andreas Eckhoff, Forschungszentrum Jiulich, verwendet. Dieses basiert auf einem
mechanisch-enzymatischen Aufschluss der Hefezellen und Losungen des Nucleospin
Plasmid - Kit der Firma Macherey & Nagel, Diren.

Es wurden 4 ml YPD- oder SD-Medium mit einer Hefekolonie angeimpft und G.N. bei
30°C unter Schutteln inkubiert. Die Kultur wurde in einer Tischzentrifuge zentrifugiert
und das erhaltene Sediment in 300 ul L-Puffer resuspendiert. Der Suspension wurden
ca. 0,3 g Glaskugeln zugegeben und fir 1 min bei RT gut geschittelt (Vortex). Nach
Zugabe von 10 pl TR-Puffer wurde der Ansatz fur 30 min bel 37°C inkubiert und
anschliefiend fir 4 min in einer Tischzentrifuge bei 8000 rpm zentrifugiert. Der
Uberstand wurde in ein neues Reaktionsgefal tberfiinrt und mit 400 pl A3-Puffer und
200 pl Ethanol vermischt (mehrmaliges Invertieren). Der Ansatz wurde auf eine Séule
des Nucleospin Plasmid - Kit gegeben und in einer Tischzentrifuge (8000 rpm fur 30 s.)
zentrifugiert. Die Saule wurde anschlief3end mit jewells 400 pl CW-Puffer und A4-
Puffer gewaschen und einmal ohne Puffer trocken zentrifugiert. Die Saule wurde in ein
frisches Reaktionsgefa? Uberfuhrt und die Hefe-DNA wurde zweima mit 25 pl
Elutions-Puffer (Tris/HCI) eluiert.

2.12. Arbeiten mit Nucleinsauren

2.12.1. Konzentrationsbestimmung von Nucleinsduren

Durch photometrische Bestimmung der Lichtabsorbtion einer wéalrigen DNA-L6sung
bei einer Wellenlange von 260 nm wurde deren Konzentration bestimmt. Dabei
entspricht eine optische Dichte von 1,0 einer Konzentration von etwa 50 pg / mi
doppelstangiger DNA (Sambrook et al., 1989).

Bei der photometrischen Bestimmung der Lichtabsorbtion einer waldrigen RNA-L6sung
bei einer Wellenlange von 260 nm entspricht eine optische Dichte von 1,0 einer
Konzentration von etwa 40 pug / ml RNA oder einzelstréangiger DNA (Sambrook et al.,
1989).
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2.12.2. Nucleinsdur e-Pr &zipitation mit Ethanol

Zur Falung von DNA wurde die wél¥rige DNA-L6sung mit zwei Volumina 100 %igen
Ethanols und einem Zehntel Volumen 3 M Natriumacetats (pH 5) vermischt und fir
mindestens 30 min bel -20°C gefdllt. Nach 15-minltiger Zentrifugation bei 14.000 rpm
in einer Tischzentrifuge wurde das Sediment mit 0,8 ml 80 %igen Ethanols gewaschen,
im Vakuumtrockner getrocknet und in einem angemessenen Volumen TE oder
destilliertem Wasser aufgenommen. Die Lagerung der DNA erfolgte bei -20°C.
Entsprechend kann auch mit RNA verfahren werden.

2.12.3. Nucleinsaur e-Pr azipitation mit | sopr opanol

Zur Fé8llung von DNA wurde die wal¥rige DNA-L6sung mit einem Volumen kalten
Isopropanol und einem zehntel Volumen 3 M Natriumacetats (pH 5) vermischt und fir
30 min bei -20°C gefdlt. Nach 15-minitiger Zentrifugation bei 14.000 rpm in einer
Tischzentrifuge wurde das Sediment mit 0,8 ml 80 %igen Ethanols gewaschen, im
Vakuumtrockner getrocknet und in einem angemessenen Volumen TE oder
destilliertem Wasser aufgenommen. Die Lagerung der DNA erfolgte bei -20°C.
Entsprechend kann auch mit RNA verfahren werden.

2.12.4. Extraktion von Nucleinsaur elésungen mit PCI oder ClI

Auf Grund ihrer guten Loslichkeit in wassrigen Lésungen konnen Nucleinsduren von
anderen Bestandteilen, wie z.B. Proteinen, mittels PCI
(Phenol/Chloroform/lsoamylalkohol; 2.4.8.) oder CI (Chloroform/lsoamylalkohol;
2.4.8.) getrennt werden. Dabei ist es wichtig, dass der Salzgehalt der Nucleinsdure-
Losung wahrend der Extraktion nicht zu hoch eingestellt ist, da die Nucleinsauren als
Nucleinsdure-Salze in der organische Phase gel dst werden kdnnen und zu einem Verlust
der Nucleinsdure fuhren kann. Die Extraktion wurde entsprechend den Angaben in
Sambrook et al. (1989) durchgefihrt.

2.12.5. Restriktionsspaltung von DNA
1- 2 pg DNA wurden in einem Gesamtvolumen von 20 pl behandelt. Als Puffer dienten

die von den Herstellern gelieferten Losungen fir optimale Enzymaktivitét. Die Ansétze
wurden mit ein- bis zweifachem Enzymuberschul? in Bezug auf die Enzymaktivitét bei
entsprechenden Temperaturoptima fir mindestens 1 h inkubiert.
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2.12.6. Prapar ation genomischer, pflanzlicher DNA

2.12.6.1. Préaparation genomischer, pflanzlicher DNA fir PCR

Als Ausgangsmateria fur die DNA-Pr8peration dienten pflanzliche Gewebe, die nach
der Ernte in flissigem Stickstoff eingefroren worden waren. Deutlich bessere
Préparations-Ergebnisse wurden mit lyophylisiertem Materia erzielt. Dazu wurde das
geerntete Material in flussigem Stickstoff eingefroren und danach fir zwei Tage
gefriergetrocknet. Dieses lyophylisierte Material konnte, ohne sichtbare Degradation
der DNA, bei Raumtemperatur weiter gelagert werden.

Das homogenisierte Material wurde mit einer auf CTAB-Extraktion basierenden
Methode aufgearbeitet (Kilby und Furner, 1990). Bei dieser Praperationsmethode wird
ein CTAB (Cetyl-trimethyl-Ammoniumbromid)-haltiger Puffer verwendet.

2.12.6.2. Préparation genomischer DNA aus P. patens

Der hohe Wassergehalt der axenischen P. patens Kulturen machte den Aufschluf3 des
Gewebes zur Extraktion von DNA besonders schwierig. Das schnelle Einfrieren in
flissigem Stickstoff fuhrte bei dem filamentdsen Protonema wahrend des Aufschlusses
zu einem Zusammenklumpen des Gewebes, so dass die rasche Suspension in den
entsprechenden Puffern nicht gewahrleistet werden konnte und zur Degradation der
Nucleinsduren fuhrte.

Aus diesem Grund wurde das gefrorene Gewebe in einem Verhdtnisvon 1 : 1 (w/w)
mit Trockeneis in einer handelstiblichen Kaffeemuhle fur ca 30 s zerkleinert. Das
erhaltene Homogenat aus Trockeneis und Moosgewebe wurde U.N. in einem
Gefrierschrank bei -20 °C gelagert, damit das Trockeneis sublimieren kann. So wird ein
feines, gefrorenes Gewebepulver erhalten, dass sich auch fur die Prdparation
genomischer DNA nach der unter 2.12.6.1. beschriebenen Methode eignet.

Giavalisco (1999) sowie Schaefer und Zryd (2001) empfehlen eine modifizierte
Methode der DNA-Prézipitation durch "aussalzen" mittels CTAB nach Rogers und
Bendich (1988).

212.6.3. Praparation genomischer pflanzlicher DNA zur schnélen
Genotypisierung

Zur schnellen Pr@paration genomischer pflanzlicher DNA wurde 10 - 100 mg
Pflanzengewebe in einem 1,5 ml Reaktionsgefald mit 50 - 500 ul Extraktions-L6sung
(100 mM TrigHCI, pH 8,0; 1 M NaCl) versetzt und mit einem kleinen Pistil, oder
Spatel zerquetscht. Die unléslichen Pflanzenteile wurden durch Zentrifugation in einer
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Tischzentrifuge (10 min bei 13000 rpm.) sedimentiert. der Uberstand konnte sofort fiir

die PCR verwendet werden (modifiziert nach personlicher Mitteilung, Kenneth
Berendzen).

2.12.7. Agar ose-Gelelektrophorese

Horizontale Gele wurden nach Sambrook et al. (1989) angefertigt. Die DNA-Fragmente
wurden durch Bestrahlung mit UV-Licht von 320 nm Wellenlénge, das das in die DNA
interkalierte Ethidiumbromid zur Fluoreszenz anregt, sichtbar gemacht. Die Gele
wurden fotografisch dokumentiert.

2.12.8. Pulsfeld-Gelelektrophorese (PFGE)
Horizontale Pulsfeldgele wurden nach Sambrook et al. (1989) angefertigt. Dabei wurde

0,5 % bis 1,5 % (w/v) Agarose in 0,5x TBE-L6sung durch Erhitzen gel6st. Die
handwarme Agarose-L dsung wurde in e ne entsprechende Gelkammer gegossen und ein
Probenkamm eingesetzt. Das erstarrte Gel wurde in die Pulsfeldgelelektrophorese-
Kammer gesetzt und der Probenkamm wurden entfernt. Die Elekrophoresekammer
sowie das angeschlossene Kihlaggregat und die Versorgungspumpe wurden mit 0,5x
TBE-L6sung geflllt, so dass das Gel vollstansig von Puffer bedeckt wurde. Die DNA-
Proben wurden mit /10 Volumen Probenpuffer versetzt, in die Geltaschen gefillt.
Durch das gleichzeitige Auftragen von selbstangefertigten GrofRenstandards aus
gespaltener, ungespaltener und mit sich selbstligierter Lambda-| -Phagen-DNA wurde
die Abschétzung der aufgetragenen DNA-Menge fur Fragmentgrofden von 5 kb bis 200
kb mdglich. Nach erfolgter Elektrophorese wurden die Gele in eine Wanne, gefullt mit
Ethidiumbromidlésung der Konzentration von 0,5 pg/ml, dberfuhrt. Die DNA-
Fragmente wurden durch Bestrahlung mit UV-Licht von 320 nm Wellenlange, das das
in die DNA interkalierte Ethidiumbromid zur Fluoreszenz anregt, sichtbar gemacht. Die
Gele wurden fotographisch dokumentiert.

Um eine Auftrennung zwischen 5 kb und 1000 kb zu erreichen, wurde die PFGE
(Apparatur von Pharmacia, Freiburg) bei einer konstanten Laufpuffertemperatur von 14
°C, eilnem Winkel von 120° und bei einer Spannung von 150 V fur 12 bis 17 h
durchgefiihrt. Dabei betrug die Pulsfrequenz konstant 15 s.

2.12.9. I solierung von DNA-Fragmenten aus Agar ose-Gelen

Die Extraktion von im Agarose-Gel aufgetrennten DNA-Fragmenten erfolgte mit Hilfe
des Nucleospin Extract - Kit der Firma Macherey & Nagel, Diren, nach dem Protokoll
des Herstellers.
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2.12.10. Amplifikation von DNA mittelsder Polymer ase-K ettenr eaktion (PCR)

Die Polymerase-K ettenreaktion (PCR) ermoglicht das spezifische Kopieren von DNA-
Fragmenten in vitro. In einer PCR werden mit Hilfe von flankierenden
Oligonucleotiden (Primer), einer hitzestabilen DNA-Polymerase und eines speziellen,
programmierbaren Heizblocks (Thermocycler) DNA-Fragmente spezifisch amplifiziert.
Dabel werden die DNA-Strange durch Erhitzung auf 95 °C voneinander getrennt
(Denaturierung). Bel ener speziellen Temperatur, die von der Sequenz-
Zusammensetzung der Primer abhangig ist, konnen diese Oligonucleotide an
komplimentéren Strangen der Matrizen-DNA hybridisieren (Annealing) und bilden so
die essentielle Doppelstrangige DNA, welche von DNA-abhéngigen DNA-Polymersen
erkannt werden kann. Abschliefiend erfolgt die Synthese der Zielsequenzen durch
Verlangerung dieser Doppelstrang-DNA (Elongation), mit Hilfe der hitzestabilen
Polymerase bei bei deren Teperaturoptima (72°C fur Tag- bzw. 68°C fur Pfu-
Polymerasen). Dieser Vorgang wird 25-40 fach wiederholt, wodurch es zu einer
exponentiellen Amplifikation der Zielsequenzen kommt.

2.12.10.1. Thermocycler programme

Es wurden verschiedene Thermocyclerprogramme verwendet, die im Prinzip nur leichte
Modifikationen des folgenden Standard-PCR-Programm entsprachen. Je nach
Anwendung wurde die Annealing und die Elongationszeit variiert werden.

Denaturierung 94°C 0’45 min

Denatierung 94°C 0’45 min

Annealing 58°C 0’45 min 25-40x
Elongation 72°C 0’45 min bis2,5min

Endelongation 72°C 4 min

Die Elongationszeit wurde entsprechend der Grofe des zu amplifizierenden Fragmentes
gewdhlt. Dabel geht man davon aus, das die Polymerase ca. 1 kb bis 1,5 kb pro min
synthetisiert. Als Annealig-Temperatur wurde standardmallig 58 °C gewdhlt, da
meistens Primer mit einem GC-Gehalt von 50 % eingesetzt wurden.

2.12.10.2. Amplifiation von DNA mittels Temper atur gradienten-PCR

Bei der Verwendung von Primern, welche eine erheblich abweichende Lange oder
einen unterschiedlichen G/C-Gehalt besitzen, ist es sinnvoll eine gemeinsame
Temperatur fUr ein gutes Annealing zu finden, so dass eine optimale Amplifikation
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hinsichtlich der Spezifitat und Quantitdt der PCR-Produkte erreicht werden kann. Fir

eine solche PCR wurde eine Gradientenfunktion fir die Annealingtemperatur von 53°C
bis 63°C verwendet.

Fir die Verwendung degenerierter oder spezifischer Primer auf heterologe Matritzen-
DNA, z.B. spezifische Primer aus Arabidopsis thaliana auf Matrizen-DNA aus C.
rubella, wurde eine Gradientenfunktion fir die Annealingtemperatur von 45°C bis 64°C
verwendet.

Far die Amplifikation auf Matrizen-DNA aus Chlamydomonas reinhardtii wurde eine
Gradientenfunktion fur die Annealingtemperatur von 42 °C bis 70 °C verwendet.

Da die Ezymaktivitdt der DNA-Polymerasen bei htheren Temperaturen rascher
abnimmt, kann es sinnvoll sein, die Inkubationszeit zyklenweise zu verlangern. So
wurden bei enigen Temperaturgradienten-PCRs mit degenerierten Primern auf
heterologer Matrizen-DNA das Annealing und die Elongation ab der 15. Wiederholung
der Schleifeum je 5 sverlangert.

Wenn mit einer Temperatur des Gradienten optimale Ergebnisse erziehlt wurden, wurde
die Reaktion ohne Gradient mit dieser festen Temperatur wiederholt.

2.12.10.3. RAGE (Rapid-Amplification of Genomic Ends)
Bel der RAGE handdlt es sich um ene Methode basierend auf der PCR zur

Amplifikation unbekannter 5'-genomischer Sequenz (Cormack und Somssich, 1997). Es
wurden jeweils 1 pg genomische DNA in verschiedenen Reaktionsansatzen mit
diversen Restriktionsendonucleasen gespalten. Die Endonucleasen wurden so gewahilt,
dass die zu erwartenden Fragmente eine statistische Durchschnittlénge von 1 kb bis 3 kb
aufweisen. FUr die terminale Desoxynukleotidyl-Transferase Reaktion wurde
ausschlifdlich dATP-Nucleotide verwendet, so dass in der nachfolgenden PCR der oligo-
dT12.18-Primer verwendet werden konnte.

2.12.10.4. inver se Polymer ase-K ettenr eaktion (iPCR)

Bei der iPCR handelt es sich um eine PCR-Methode zur Amplifikation flankierender,
unbekannter DNA ausgehend von bekannter Sequenzinformation (Triglia et al., 1988 ).
Die Methode basiert auf der spezifischen Restriktionsspaltung und Religation der
linearen Spaltungsprodukte einschliefdlich der bekannten Sequenz zu einer ringférmigen
DNA. Diese dient in einer nachfolgen PCR as Matrizen-DNA.
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2.12.10.5. Reaktionsansatze
Die Reaktionsgemische der PCR waren wie folgt zusammengesetzt:
(50 pl Reaktionsvolumen)

5ul 10x Puffer

5ul dNTP Mix (je2,5mM dCTP, dATP, dTTP und dGTP)
2.l Sinn Primer

2ul Gegensinn Primer

1l Matrizen-DNA

0,2 ul DNA-Polymerase

35 pl dH,O

Die Matrizen-DNA wurde stehts so verdinnt, das 1 pl DNA-L6sung pro PCR (50pl)
eingesetzt werden konnte. Fir mehrere PCR-Ansdtze wurde stehts ein Mastermix
angesetzt, so dass Fehler durch ungenaues Pipettieren minimiert werden konnten.

2.12.10.6. FailSafe-PCR
Die FailSafe-PCR wurde mit dem FailSafe-PCR PreMix Sdlektion Kit nach Angaben

des Herstellers EPICENTRE TECHNOLOGIES, Madison, USA, durchgefihrt.

2.12.11. DNA-Sequenzierung
Die Sequenzierung von DNA-Abschnitten erfolgte durch die im MPIZ-Koln anséssige

Arbeitsgruppe fur Automatische DNA-Isolierung und Sequenzierung (ADIS-Unit) in
ABI-Sequencing Automaten. Es wurde die Kettenabbruchmethode nach Sanger et al.
(1977) durchgefiihrt. Anstelle radioaktiv markierter ddNTPs finden Fluoreszenz-
markierte ddNTPs Verwendung.

2.12.12. Pré&paration von RNA aus pflanzlichen Geweben
Die Préparation von RNA aus pflanzlichen Geweben erfolgte mit Hilfe des RNeasy

Plant-Extraction - Kit der Firma Qiagen, Hilden, sowie mit dem Nucleospin RNA-
Extract Plant - Kit der Firma Macherey & Nagel, Duren.

Fur die Praparation von Gesamt-RNA fir die Reverse-Transkriptase-Reaktion
(2.12.13.1.) wurde die Extrakionslosung RNAwizz der Firma Ambion, Wiesbaden,
entsprechend den Angaben des Herstellers verwendet. Diese Methode beruht auf der
Trennung von Nucleinsauren und Proteinen auf Grund ihrer physikalich-chemischen
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Eigenschaften, die eine Kontamination der einzelnen Extrakte nahezu ausschlieft.

RNAwizz enthélt eine phenolische Hochsal zlsung auf MOPS-Basis. Fir die Extraktion
von RNA aus P. patens wurde pro Gewebeprobe die doppelte Menge RNAwizz
verwendet.

2.12.13. cDNA-Synthese und RT-PCR

Es wurde ausschliefdlich die "Zwei Schritt"-reverse-Transkriptase-PCR durchgefihrt.
Der erste Schritt besteht aus der revesen Transcription der RNA zu einem Strang
cDNA, welche in einem zweiten Schritt, in einer PCR as Matrize verwendet wird.
Dieses Vorgehen hat sich besonders in quantitativen Analysen der Transkriptmengen
alsreproduzierbarer herausgestellt, als die "Ein Schritt"-RT-PCR.

2.12.13.1. cDNA-Synthese
Zur cDNA-Synthese wurde mit Hilfe eines oligo-dT-Primers und dem Enzym Reverse-

Transkriptase (Superscipt 11; Invitrogen, Heidelberg) eine Erststrang-cDNA-Synthese
durchgefiihrt. Dabei wurde Gesamt-RNA als Matrize eingesetzt. Aufgrund der
Spezifitdt des oligo-dT-Primers wurden nur die polyadenylierten mRNAs als Matrize
fur die cDNA-Synthese verwendet.

Die 2 ug bis 5 ug Gesamt-RNA wurden zusammen mit der entsprechenden Menge an
oligo-dT-Primer in einem Volumen von 20 pl far 10 min bei 65°C denaturiert, fir
weitere 10 min bei RT abkihlen gelassen und anschlief3end auf Eis gelagert. Dann
wurden die tbrigen Puffer, Nucleotide und die Reverse Transkriptase entsprechnd den
Anweisungen des Herstellers zugegeben und auf einen Reaktionsansatz von 50 pli
aufgefllt. Der Ansatz wird zur reversen Transkription fur 1,5 h bis 2 h bei 42°C
inkubiert. Dannach wird das Volumen auf 100 pl bis 200 pl aufgefillt. Die cDNA-
Konzentration wurde so eingestellt, dass fur die nachfolgende PCR 1 pl DNA-LGsung
ausreichte. Diese cDNA wurde bei —20°C gelagert.

2.12.13.2. Qualitative Analyse von Transkripten mittelssaturierter RT-PCR

Fir die RT-PCR wurde 1 pl der cDNA in eine PCR mit zwel genspezifischen Primern
eingesetzt.

Zur qualitativen Analyse von Transkripten mit sequenzpezifischen Primern sowie zum
Auffinden noch unbekannter Transkripte durch die Verwendung degenerierter
Primerpaare, wurden saturierte RT-PCR-Ansdtze mit 35 bis 40 Zyklen durchgefthrt.
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2.12.13.3. Quantitative RT-PCR zur Abschatzung von Transkriptmengen

Zur Quantitativen Analyse zur Abschéatzung von Transkriptmengen wurden RT-PCR-
Ansdtze mit 25 bis 32 Zyklen durchgefuhrt. Dazu wurden fur die genspezifischen
Transkripte Zyklenanzahlen von 22 bis 32 fir die RT-PCR getestet, um den Bereich der
exponentiellen Produktakkumulation zu bestimmen. Fir die genspezifischen Produkte
PpWRKY20, PpWRKY16, Pp18S rDNA sowie fur AtActin3 wurden Southern Analysen
(2.12.14.) durchgefuhrt und die Membrane mit radioaktiv-markierten spezifischen
Gensonden hybridisiert. Eine Quantifizierung der Hybridisierungssignale erfolgte durch
"Belichten" und Auslesen eines Phospho-Imager , screens® and der anschliessenden
Anayse anhand des Phospho-Imager Programms ImageQuant. Das einfach-
logarithmische Auftragen der Werte fihrte zu einem linaren Verlauf der
Produktamplifikation fur alle vier getesteten Transkripte in einem Bereich zwischen 22
und 30 Zyklen.

Aus diesem Grund wurden alle quantitativen RT-PCR-Experimente zunéchst mit 28
Zyklen in der PCR durchgefiihrt. Fur schwach exprimierte WRKY -Gene wurden im
Einzelfal Zyklenanzahlen bis zu 32 Wiederholungen angewendet.

In der Regel wurde jede RT-PCR zur quantitative Analyse zeitgleich zweimal
durchgfiihrt, wobel identische Reaktionsansdize mit verschiedenen Mengen an
eingsetzter Matrizen-cDNA Verwendung fanden. Desweiteren stammen die Proben zur
guantitative Analyse aus mindestens zwel unabhangigen Parallelexprimenten.

2.12.14. Souther n-Analyse

2.12.14.1. Alkalischer Desoxyribonucleinsure-Transfer (Souther n-Blot)
Immobilisierte, einzelstréngige Desoxyribonucleinsduren konnen fur verschiedene
Hybridisierungstechniken verwendet werden. In alen Hybridisierungsexperimenten
dienten Nylonmembranen als Matrix fir den Transfer und die Immobilisierung.

Die Plasmid-, BAC-Cosmid- sowie Lambda-| -Phagen-DNA wurde wie beschrieben
prapariert und mit Restriktiosenzymen gespaten. Nach der elekrophoretischen
Auftrennung der DNA in einem 0,8 %igem Agarosegel wurde dieses zundchst mit
Ethidiumbromid fir wenige Minuten nachgefarbt und anschlief3end fotografiert.

Die Durchfiihrung des Southern-Blot erfolgt gemald Sambrook et al. (1989).
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2.12.14.2. Prapar ation von genspezifischen Sonden

Zur Herstellung von genspezifischen Sonden wurde die PCR-Technologie (2.12.10.)
verwendet. Als Matrize wurden Plasmide, die die entsprechende cDNA enthalten, oder
genomische Pflanzen-DNA verwendet. Die PCR-Produkte wurden mit Hilfe des Nucleo
Spin Extract Kit's von Oligonukleotiden, Nukleotiden und Salzen des PCR-Ansatzes
getrennt. Diese gereinigten PCR-Produkte konnten direkt radioaktiv markiert und in
eine Southern-Hybridisierung eingesetzt werden. Fir Southern Experimente mit
Plasmid-DNA sind solche Sonden in der Regel spezifisch genug. Fir genomische
Southernexperimente sind klonierte Proben besser geeignet.

2.12.14.3. Radioaktive Markierung von DNA-Molekllen

Die radioaktive  Markierung von  DNA-Sonden, zu denen  sowohl
Restriktionsspaltprodukte aus unterschiedlichen Klonen as auch PCR-Fragmente
genutzt wurden, erfolgte unter Verwendung des Ready-To-Go-Kits der Firma
Pharmacia. Als Radioisotop wurde ausschlieRlich [a->?P]-dCTP benutzt. Die Reinigung
von DNA-Sonden fand Uber einen Gelfiltrationsschritt mit Sephadex G50 statt.
Alternativ wurden radioaktiv markierten Sonden nach einem Protokoll von Feinberg
und Vogelstein (1983, 1984) unter Verwendung des Klenow-Fragmentes (2.5.2.1.)
hergestellt.

Der Einbau radioaktiv markierten dCTP in die DNA-Sonde Radioaktivitét wurde
anhand eines Aliquots des Eluats in einem Szintilationszéhler bestimmt.

2.12.14.4. Hybridisierung von M embran-gebundener DNA

Die Membran wurde zuvor mit 10 ml bis 15 ml des Hybridisierungspuffers zusammen
mit unspezifischer DNA (2.4.5.) vorhybridisiert. Diese Préhybridisierung wurde fir ca.
4 h bei 65°C durchgefuhrt. Die Hybridisierung erfolgte in der Prahybridisierungsldsung
nach Zugabe der radioaktiv markierten und denaturierten Sonde fur 12 h - 16 h bei der
selben Tempratur.

2.12.14.5. Waschbedingungen

Nach der Hybridiserung wurde die Sonde abgegossen und fUr eine spétere
Wiederverwendung in einem 50 ml Reaktionsréhrchen bei —20°C gelagert. Alle
Membranen wurden zweimal mit der vorgewdrmten Waschlsungen 1 und einmal mit
der Waschlésung 2 bei 60 bis 65°C fir jewells 20-30min gewaschen. Danach wurden
die Membranen in Frischhaltefolie eingewickelt.

--50--
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2.12.14.6. Exposition

Abhangig von der Signalstérke, die mit einem Berthold-Z&hlrohr abgeschétzt wurde,
sind die Membranen 30 min bis 7 Tage bei -80°C in Autoradiographiekassetten mit
Verstérkerschirmen exponiert worden. Fur sdmtliche Experimente wurden Kodak Bio-
Max Filme verwendet. Nach der Exposition mit den Rontgenfilmen wurden die
Membranen bei —20°C weiter gelagert.

Fur die Quntitative Analyse von RT-PCR-Fragmenten nach einer Southern Anayse
(2.12.13.3.) sowie fur die Auswertung der Hybridisierung der Cosmid-Bibliothek-
Membranen mit genomischer DNA aus P. patens (2.9.3) wurden Phospho-Imager
"screens’ belichtet, auf einem STORMS860-Scanner, Molecular Dynamics, Sunnyval,
USA, ausgelesen und der anschliessenden Analyse anhand des Phospho-lImager
Programms ImageQuant unterzogen.

2.12.14.7. Mehrfache Hybridisierung einer Southern-Membran
Bevor eine Southern-Membran, z.B. eine der Membranen der genomischen Cosmid-

Bibliothek von P. patens (2.9.3.), mit einer weiteren Sonde hybridisiert wurde, wurde
sie zweimal fur 10 min bei RT in einer Losung aus 0,1 M NaOH, 10 mM EDTA und 0,1
% SDS unter kontinuierlichem Schitteln inkubiert. Dannach wurde die Membran
einmal mit Wasser der Milli-Q?-Qualitét gesptihlt und dann zweimal fir 10 min in 5x
SSPE unter kontinuierlichem Schitteln gewaschen.

Die Membran wurde dann mit einem Berthold-Z&hlrohr Uberprift.

Die Membran kann jetzt getrocknet werden und entweder in einer Plastiktite verpackt
bei 4°C gelagert oder erneut hybridisiert werden.

2.13. Durchmusterung der Cosmid-Bibliothek aus P. patens

Die Membranen der genomischen Cosmid-Bibliothek von P. patens (2.9.3.) werden wie
normale Southern-Membrane préhybridisiert und hybridisiert. Die Membranen werden
anschlief3end zweimal stringent gewaschen. Fir die Auswertung der Hybridisierung der
Cosmid-Bibliothek-Membranen mit genomischer DNA aus P. patens wurden Phospho-
Imager "screens' belichtet, auf elnem STORMB860-Scanner, Molecular Dynamics,
Sunnyval, USA, ausgelesen und der anschliessenden Analyse anhand des Phospho-
Imager Programms ImageQuant unterzogen. Putativ positive Klone wurden Uber
Andrew Cumings, PEP - Physcomitrella EST Programme, University of Leeds, Leeds,
England, bezogen.
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2.14. Arbeiten mit Lambda-| -Phagen

Die Anzucht der Lambda-| -Phagen der Lambda-Bibliothek mit genomischer DNA aus
P. patens (2.9.1.) erfolgte ausschliefdich im Bakterienstamm XL1-blue MRA (P2),
wohingegen beide Lambda-Bibliotheken mit cDNA aus P. patens nur im
Bakterienstamm XL 1-blue MRF vermehrt wurden. Beide Stamme sind modifiziert, um
die Stabilitét gegeniiber methylierter DNA zu gewahrlisten.

2.14.1. Anzucht der Wirts-Bakerienstdamme
Die Anzucht der Wirtsbakterien erfolgte nach den Angaben des Vertreibers Stratagene,
Heidelberg.

2.14.2. Infektion der Wirts-Bakterienstamme mit Lambda-| -Phagen
Die angegebenen Mengenverhdltnisse beziehen sich auf je eine Platte NZYM-Medium
(in Petrischalen von A9 cm).
Pro Platte werden 3 ml flissigen NZYM-Topagar in einem Wasserbad auf 48°C
vorgewarmt.
Jaweils 250 pl Suspension an Wirts-Zellen in 10 mM MgSO,; werden mit 1 pl
Phagen-Suspension vermischt und fir 15 min bei 37°C in einem Wasserbad
inkubiert.
Jeweils 3 ml Topagar werden zu der Bakterien-Phagen-Suspension gegeben und
sofort gleichmaldig auf einer Platte NZY M-Medium verteilt.
Die Platten wurden nicht langer as 8 h bel 37°C inkubiert, so dass die erhaltenen
Plagues nicht groféer as 1 - 2 mm waren.

2.14.3. Ernten der Lambda-| -Phagen

Uber Nacht inkubierte Platten mit Plaques entsprechender GroRe und Héaufigkeit
werden mit 2 bis 4 ml SM-Medium Uberschichtet und fur mehrere Stunden bei 4°C
leicht geschittelt. Nach mindestens 4 h werden 10 pl bis 20 pl Chloroform zugegeben,
um eine vollstdndige Lyse der Bakterien zu gewahrleisten. Die Suspension wird bei
2000 rpm fir 10 min zentrifugiert, um Zellbruchstiicke und Topagar zu sedimentieren.
Der Uberstand wird abgenommen, mit 5 % Chloroform versetzt und bei 4°C im
Kuhlschrank aufbewahrt.
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2.14.4. Durchmustern der Lambda-| -Phagen-Bibliotheken

Das Durchmustern der Lambda-| -Phagen-Bibliotheken erfolgte nach den Angaben des
Vertreibers der Wirtsbakterien Stratagene, Heidelberg, oder nach Sambrook et al.
(1989).

Die Durchmusterung wurde Uber drei Runden durchgefuhrt, um sicher identifizierte
Einzel-Phagen-Klone zu erhalten.

2.14.5. Préparation von Lambda-I -Phagen-DNA im pr&parativen Mal3stab
Ein Infektionsansatz bestehend aus 15 pl Phagendluat wird mit 100 pl
Wirstbakterien in 500 pl SM-Puffer fir 20 min bel 37°C in einem Wasserbad
inkubiert.
Der Infektionsansatz wird in 25 ml L-Medium gegeben und G.N. bei 37°C
geschittelt.
Die Bakterien sollten nahezu vollsténdig lysiert worden sein und am Boden des
Geféi3es als klumpiges Sediment zu sehen sein.
Dieses Anzuchtmedium wird bel 4000 rpm in einer Bodenzentrifuge fir 15 min
zentrifugiert.
Das Sediment wird verworfen, der Uberstand wird in ein frisches Reaktionsgefal
dberfuhrt und mit 10 pl RNase (10 mg/ml) sowie 50 pl DNase (2 mg/ml) versetzt.
Dieses Gemisch wird bei 37°C fur 1,5 h inkubiert.
Der erhaltenen Phagensuspension wurde 25 ml einer Lésung aus 20 % PEG 6000
und 2 M NaCl in SM-Medium zugegeben und fir 1 h auf Eis inkubiert, um die
Phagen zu prézipitieren.
Der Prézipitationsansatz wird fur 20 min bei 4°C und 4000 rpm in einer
Bodenzentrifuge zentrifugiert.
Das Phagensediment wird gut getrocknet (mit Kleenex auswischen) und
anschlief3end in 2,5 ml SM-Puffer resuspendiert (V ortex)
Anschlief3end werden 25 pl 10 % SDS und 50 pl 250 mM EDTA zugegeben und bei
65°C fur 15 min inkubiert.
Die so erhaltenen Phagensuspension wurde je einma mit PCl und CI (2.12.4.)
extrahiert und die Lambda-| -Phagen-DNA mit Isopropanol (2.12.3.) geféllt.
Die erhatene Lambda| -Phagen-DNA wurde anschlief?end zweima mit kaltem
Ethanol gewaschen (2.12.2.) und in 150 pl Tris/HCI pH 8,0 aufgenommen.
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2.14.6. Subklonieren von Lambda-l -Phagen

Jewells 1 pg der Lambda-l -Phagen DNA der genomischen Bibliothek aus P. patens
wird mit Sacl und Xbal in 50 pl Volumen gespaten. Die Restriktionsspaltprodukte
werden in ener Southern-Analyse (2.12.14.) mit einer spezifischen Probe hybridisiert,
so dass das Spatprodukt mit entsprechender Grofe identifiziert und aus dem
Agarosegel eluiert werden kann. Die isolierten Fragmente wurden in den zuvor mit
kompatiblen Restriktionsenzymen gespaltenen pBluescript ligiert und in E. coli
transformiert.

2.14.7. Direktes Sequenzieren von Lambda-| -Phagen-DNA

Die direkte Sequenzierung von Lambda-l -Phagen-DNA erfolgte durch die im MPIZ-
Koln ansdssige Arbeitsgruppe fir Automatische DNA-Isolierung und Sequenzierung
(ADIS-Unit) in ABI-Sequencing Automaten. Dabel wurden 20 pug Lambda-| -Phagen-
DNA as Matrize fur die Sequenzierungsreaktion eingesetzt. Ausserdem wurde die
Sequenzierung unter Verwendung eines speziellen Programms durchgefihrt (ADIS,
personliche Mitteilung)

2.15. Arbeiten mit P. patens

Da Moose aus einzelnen Zellen vollsténdig regenerieren konnen und um die
Wahrscheinlichkeit von Kontaminationen zu minimieren, wurden alle Geréte nach ihrer
Verwendung U.N. in 1x SDS gelegt, mit 70 % Ethanol gewaschen und anschliessend
autoklaviert. Zu entsorgendes Moosgewebe auf Platten oder in Suspensionen wurde
zuvor immer Autoklaviert.

2.15.1. Allgemeine Anzuchtbedingungen von P. patens

Protonema und bebl&tterte Sporophore von P. patens wurden ausschliefdlich in
axenischer Kultur auf Festmedium kultiviert. Dazu wurden Gewebestiicke der
entsprechenden Lebensphase in der Regel auf PPNH4-Medium verteilt, die in wenigen
Wochen wieder zu vollstandigen Sporophoren regenerierten.

Uberwiegend wurde die homogene, filamentdse Lebensphase des Mooses, das
Protonema, in axenischer Gewebekultur propagiert.
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Kulturbedingungen in der Phytokammer:

Photoperiode 16 h, PhotonenfluRdichte 350 pEm?s*
Temperatur 24°C Tag, 18°C Nacht
Pflanzenschutzmal3nahmen entfallen.

2.15.1.1. Anzuchtbedingungen und Vermehrung von Protonema in axenischer
Kultur

Abhangig von der Wachstumsgeschindigkeit des Protonemas bildet das Moos nach
einer Zeit von 6 bis 10 Tagen Knospen der beblétterten Sporophore aus. Dies ist
abhéngig von der Art des verwendeten Mediums. Zu diesem Zeitpunkt muss das
Protonema mit einem sterilen Spatel geerntet werden, um eine homogene Gewebekultur
zu behalten. In einer Suspension aus 10 ml dH,O wird das Protonema aus 1 bis 4
Gewebekultur-Platten mit einem Polytron PT3100 (Kinematica-Brinkmann/Eppendorf,
Luzern-Littau, Schweiz) in einem 50 ml Reaktionsgefa fur 1 min homogenisiert.
Langeres homogenisieren reduziert die Regeneration des Protonemas, wahrscheinlich
auf Grund der hohen Temperaturen, die wahrend der Fragmentation im Dispergier-
Aggregat des Polytron auftreten.

Um Kontaminationen zu vermeiden sollte das fragmentierte Protonema zweimal mit
dH,O gewaschen werden, um durch den groben Zellaufschluld freigesetzte Nahrstoffe
zu entfernen. Dazu wird das Protonema fir 5 min im Reaktionsgef&l? absinken gelassen,
der fliissige Uberstand wird abgenommen und durch das gleiche Volumen dH,0 ersetzt.

Zur Anzucht des Protonema werden Zellophanscheiben auf die Oberflache der
Festmedien-Platten gelegt, die das Festwachsen des Gewebes verhindern. Die
Zellophanscheiben wurden zuvor in dH,O getrénkt, mehrmals mit frischem dH,O
gewaschen und anschliessend autoklaviert. Kurz bevor das Protonema auf die Platten
ausgebracht wird, wird die Oberflache des Mediums mit einer Zellophanscheibe
bedeckt. Etwa 2 ml Suspension aus fragmentiertem Protonema werden pro Platte
gleichmaldig auf den Zellophanscheiben erteilt und moglichst ohne weitere Aggitation
in die Phytokammer Uberfihrt.

Den Medien wurde bisweilen Ampicillin zugesetzt, um bakterielle Kontaminationen zu
vermeiden. Um Kontaminationen zu vermeiden wurden in der Regel Medien
verwendet, denen keine Glucose oder Saccharose zugesetzt worden war. Paralell wurde
immer eine Platte mit Glucose angereichertem Medium verwendet, um
Kontaminationen frihzeitig erkennen zu kdnnen.
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Um die Gefahr von Kontaminationen zu reduzieren, wurde auf3erdem das Dispergier-
Aggregat nach Gebrauch zur Reinigung in 1x SDS fur mehrere Stunden gewaschen und
anschliessend in dH,O U.N. inkubiert. Anschliessend wird das gesamte Aggregat mit
70 % Ethanol gewaschen und der Fragmentier-Kopf U.N. in 70 % Ethanol inkubiert.
Abschliessend wird er in Flaschen feucht autoklaviert und so nicht langer als zwei
Wochen gelagert.

2.15.1.2. Anzuchtbedingungen und Vermehrung von Sporophoren in axenischer
Kultur

Die Sporophore des Mooses stellen die beblétterte L ebensphase des Gametophyten dar.
Auf Grund der hohen Regenerationsfahigkeit der Moose kdnnen Sporophore durch
» Kopfstecklinge oder aus einzelnen Moosbléttchen bereits gewachsener Sporophore
auf Medium angezogen werden, indem die Gewebeteile leicht in das Medium der Platte
gedriickt wird. Ebenfalls konnen aus Protonema nach der Knospung Sporophore
erhalten werden. Dazu werden entweder bereits gewachsene Sporophore von alten
Protonema-Kulturen entnommen und auf frisches Medium umgesetzt oder kleine
Bischel aus Protonema 5 Tage alter ProtonemaKulturen werden tief in frisches
Medium gedriickt, so dass sofort Sporophore an der Oberfléche des Kulturmediums
gebildet werden.

In der Regel wurden die verwendeten Mutanten Linie#1 und wrky20-ko#2 (Giavalisco,
1999) durch Auslegen und Regeneration aus ,Kopfstecklingen“ oder aus einzelnen
M oosblattchen propagiert.

Zur Anzucht mehrerer Hundert Wildtyp-Sporophore zur physiologischen Untersuchung
auf biotische oder abiotische Veranderungen wurden Uberwiegend kleine Buschel aus
Protonema zu Induktion von kleinen Gruppen an Sporophoren verwendet.

2.15.1.3. Induktion von Sporophyten zur Gewinnung von Sporen

Sporophore kdnnen durch Kultur unter kihleren Bedingungen zur Bildung von
Archegonien und Antheridien angeregt werden. Dazu werden 2 Wochen alte
Sporophore auf NOs-Medium bei 15°C inkubiert. Nach etwa drei Wochen haben sichin
den Achseln der Moosbléttchen Gametangien gebildet, so dass die Pflanzchen bis auf
die Spitzen mit sterilem dH,O bedeckt werden konnen, um den Austausch der
beweglichen Antherozoide und eine Befruchtung der Eizelle zu ermoglichen. Die
Kultur wird weitere 2 bis 3 Wochen bel 15°C inkubiert. Dannach wird das Wasser
abgegossen und wieder in die Phytokammer zurtickgestellt. Nach weiteren 2 bis 3
Wochen haben sich in den Blattachseln Sprorophyten ausgebildet, die nach zwei




Material und Methoden
weiteren Wochen, aber noch vor dem Aufplatzen der Sporenkapsel mit einer Pinzette

vorsichtig entfernt werden kénnen.
Solche Sporophyten kdnnen in wassriger Losung oder getrocknet bei 4°C gelagert
werden.

2.15.1.4. Anzucht von P. patens aus Sporen

Um axenische Kulturen von P. patens aus Sporen zu gewinnen kénnen diese entweder
sofort (falls sie bereits unter sterilen Bedingungen geerntet wurden) auf Platten
ausgebracht werden, oder zundchst Oberfl&chensterilisiert werden. Dazu kdnnen die
Sporen — nicht der Sprorophyt oder die Sporenkapsel —wie folgt behandelt werden:

Man entnimmt der Sporenkapsel die Sporen, indem die Kapsel mit einer sterilen
Pipettenspitze gedffnet und die Sporen herausgedriickt werden. Die Sporen werden fir
30 sek. in einem Gemisch aus 9 % Natriumhypochlorid-L 6sung und 0,1 % Triton X-100
und anschlief3end zweimal mit 70 % Ethanol gewaschen. Zwischen jedem Waschschritt
werden die Sporen durch kurzes Zentrifugieren sedimentiert. Schliefdlich werden die
Sporen zweimal mit sterilem dH,O gewaschen und in einem groferen Volumen Wasser
auf das mit einer Zellophanscheibe abgedeckten Medium Ubertragen.

2.15.2. Lagerung von P. patens

Beblatterte Gametophyten kénnen auf Platten, die mit Parafilm dicht abgeschlossen
wurden fr mehrere Monate in der Phytokammer aufbewart werden.

Fragmentiertes Protonema kann als wassrige Suspension fir etwa ein Jahr im Dunkeln
bei 4°C gelagert werden. Dabei ist es wichtig nur wenig und gut gewaschenes Gewebe
Zu verwenden.

Sporen und Sporophyten in wassriger Losung eignen sich zur Lagerung von P. patens
bis zu 2 Jahren bei 4°C.

Getrocknete Sporen und Sporophyten kdnnen in Reaktionsgefalien mit Gummidichtung
bis zu mehreren Jahren bel 4°C gelagert werden.

2.15.3. Préaperation von Protoplasten aus P. patens
Die Arbeiten zur Praperation von Protoplasten aus P. patens wurden an einer Steril-
Arbeitsbank ohne Licht durchgefihrt.
10 ml Mannit-Ldsung wurden in eine Petrischale gefiillt und Protonema von etwa 5
Platten wird hinzugegeben.
Anschliel3end wurden 10 ml 2 % Driselase zugegeben, die Petrischale wurde
verschossen und so 30 min inkubiert.
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Diese Suspersion wurde durch ein Plastik- oder Metalsieb mit der Maschenweite

100 pm gefiltert und mit 5 ml Mannit-L 6sung gewaschen.

Nach weiteren 15 min Inkubation wurde die Suspension durch ein Plastik- oder
Metalsieb mit der Maschenweite 50 um gefiltert.
Die erhatene Protoplastensuspension wurde fur 5 min bei 600 rpm in ener
Bodenzentrifuge zentrifugiert, um die enthaltenen Protoplasten zu sedimentieren.
Der Uberstand wurde vorsichtig abgenommen und verworfen. Das
Protoplastensediment wurde in 10 ml Mannit-Lsung resuspendiert nochmals
mittels Zentrifugation sedimentiert und erneut in Mannit-L 6sung aufgenommen.
Diese Protoplastenlosung konnte im Dunkeln bei 4°C fir etwa eine Woche gelagert
werden.

2.15.4. Transfor mation von P. patens mit Plasmid-DNA
Die vorbereitete Protoplastensuspension wurde auf eine Konzentration von etwa
2 x 10° Protoplasten pro ml eingestellt (unter dem Mikroskop in Zahlkammern
auszéhlen).
Die Protoplastensuspension wurde fur 5 min bei 600 rpm in einer Bodenzentrifuge
zentrifugiert, um die Protoplasten zu sedimentieren.
Jeweils 15 pg (Volumen 30 pl) der zu transformierenden DNA werden in ein 2 ml
Reaktionsgefal3 vorgel egt.
Das Protoplastensediment wird in 1 ml MMM-L6sung resuspendiert und jeweils
300 pl werden zu der vorgelegten DNA gegeben.
Sofort wurden 300 pl PEG-L 6sung zugesetzt und durch invertieren gemischt.
Anschlief3end wurde ein Hitzeschock bei 45°C fir 5 min durchgefthrt.
Dannach wurde die Protoplastenl 6sung fir 10 min bei RT abkuihlen gelassen.
Nach und nach Protoplastenmedium zugegeben: etwa 5x 300 pl, dann 5x 1 ml
werden im Abstand von ca. 1 min zugefugt und dabei vorsichtig invertiert (ergibt
etwa 8 ml Suspension).
Das Reaktionsgefald mit der Protoplastensuspension mit Aluminiumfolie lichtdicht
verpacken und fur 48 h bel RT im Dunkeln stehen lassen.
Die Protoplasten durch zentrifugieren (5 min, 600 rpm in einer Bodenzentriguge)
sedimentieren, bis auf ca. 3 ml wird der Uberstand entnommen und verworfen.
Das selbe Volumen (ca. 3 ml) Protoplasten-Topagar zugeben und auf drei,
Zellophan-bedeckten PPNH, + Mannit-Platten ausplattieren.
Nach etwa einer Woche werden die Protoplasten auf PPNH4-Selektionsplatten mit
der Zellophanscheibe Ubertragen.
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2.15.5. Biolistische Transformation mittels Partikelbeschuss

Es wurde das Particle Delivery System Biolistic-PDS-1000/He nach Angaben des
Herstellers BioRad, Mdunchen, verwendet. Zubehtr wurde ausschliefdich beim
Hesteller des Gerdts bezogen. Fir ale in dieser Arbeit durchgefihrten
Bombardierungen wurden rupture-disks von 900 psi, Goldpartikel der Grof3e 1 um und
Wolframpartikel von 0,7 um verwendet. Das Uberdrucksystem wird mit Helium
betrieben. Das Bombardieren von Zwiebel- oder Lauch-Epidermiszellen wurde wie das
Bombardieren von P. patens Protonema nach Cho et al., (1999) durchgefthrt. In der
Regel wurden insgesamt 6 ug DNA auf den Partikeln prézipitiert.

2.15.6. Untersuchung zur Physiologie von P. patens Protonema

Zur Behandlung von P. patens Protonema mit exogenen Gaben an Phytohormonen
wurden das Protonema-Gewebe 4 Tage nach der Fragmentation mit der
Zellophanscheibe auf PPNHs-Platten Ubertragen, die mit den jeweiligen Hormonen
angereichert waren. Das Protonema-Wachstum und die Genexpression wurde nach
Inkubation auf PPNH,-Platten angereichert mit 50 uM bzw. 100 uM Gibberellinséure
(GA3), 100 pM bzw. 200 pM Abscissinsaure (ABA) und 50 uM bzw. 100 uM
Salicylsdure (SA) untersucht. Dabel wurden die Zeitpunkte 1 h, 3 h, 6 h sowie 24 h
betrachtet.

Das ProtonemaWachstum und die Genexpression unter Hitze- oder Trockenstress
wurde untersucht, indem 4 Tage ates Protonema-Gewebe im Licht bei 37°C
(Hitzestress) oder im Kulturschrank bei getffnetem Deckel (Trockenstress) fir O min,
30 min, 1 h, 3 h sowie 6 h inkubiert wurde.

Exogene Gaben von 10 uM bzw. 25 pM 1-Amino-1-Carboxy-Cyclopropan (ACC),
10 uM bzw. 25 uM Sdlicylsdure (SA), 10 UM bzw. 25 pyM Methyljasmonat (JA)
wurden als steril filtrierte Lésungen als feiner Nebel aus einem Zerstauber direkt auf das
Protonema gespriht. Ebenso wurden Gaben an Flagellin22-Elizitor (flg22) in den
Konzentrationen 1 uM, 10 uM sowie 100 uM apliziert. Behandlungen mit 10 uM nicht
funktionellem Flagellin-analogen Peptids sowie 1x Rinderserum-Albumin wurden
ebenfalls durch Sprihen von feinem Nebel aus einem Zerstéuber durchgefuhrt. In der
Regel wurden die Zeitpunkte 1 h, 2 h, 3 h, 4 h, 6 h sowie 24 h betrachtet.

Das Protonema-Wachstum und die Genexpression unter UV-Stress wurde untersucht,
indem 4 Tage altes Protonema-Gewebe in einem UV-Crosslinker mit UV-Strahlen mit
der Energie 10 mJ, 50 mJ, 100 mJ oder ohne UV bestrahlt wurde. Es wurden die
Zeitpunkte 3 h, 6 h sowie 24 h betrachtet. zur Kontrolle wurden Gewebeplatten in dei
Apparatur gestellt, nachdem diese fir 20 s in betrieb war. Da unter UV-Licht groi3ere
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Mengen an Ozon gebildet werden konnen, sollten so mogliche Uberschneidungen

zwischen dem UV - und Ozon-Signal Uibertragungsweg verringert werden.

Das gspezifische Protonema-Wachstum wurde eine Woche nach der jeweiligen
Behandlung durch die Gewichtszunahme im Vergleich mit den unbehandelten
Kontrollen ermittelt [jewells 20 Platten von Protonema oder 5 Platten mit je 100
Sporophoren].

AulRerdem konnte das relative Wachstum der Sporophore Uber digitale, chronologische
Bilder des Mooses ermittelt werden, indem diese as TIF-Datel in das
Bildverarbeitungsprogramm ImageQuant importiert und dort die relativen Flachen der
Kolonien Giber mehrere Wochen hinweg bestimmt wurden.

2.16. Arbeiten mit hoheren Pflanzen

2.16.1. Allgemeine Anzuchtbedingungen von A. thaliana und C. rubella
A. thaliana und C. rubella sind nahe miteinander Verwand und kénnen unter den selben

Bedingungen angezogen werden. Dabei ist darauf zu achten, dass die Art C. rubella
etwa 10x so grol3 werden kann wie A. thaliana und deswegen von Anfang an mehr
Raum zum Wachsen benétigt.

2.16.1.1. Anzucht von A. thalianaund C. rubella auf Erde

Fur die Aussaat von A. thaliana und C. rubella wurde ein Gemisch aus VM-
Erde:Agriperl im Verhdltnis 4:1 in Plastiktopfen komprimiert und mit Wasser angestaui.
Die Aussaat erfolgte mit einer Dichte von etwa 5 (A. thaliana) oder 1 (C. rubella)
Samen pro cm? direkt auf die Erde. Zur Stratifikaion wurde die Saat fir zwei Tage bei
4°C inkubiert. Nach ca. einer Woche nach der Keimung wurden die Pflanzen pikiert.
Die Bewasserung erfolgte nach dem Bedarf der Pflanzen und wurde Uberwiegend durch
die Gértner sichergestellt.

Experimente zur Physiologie und Morphologie der Pflanzenentwicklung wurden unter
folgenden Bedingungen durchgefiihrt:

Kulturbedingungen in der Phytokammer:

Photoperiode 16 h, PhotonenfluRdichte 450 pEm?s*
Temperatur 18°C Tag, 18°C Nacht
relative Luftfeuchte 68 %
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Kulturbedingungen im Gewéachshaus:

Photoperiode 16 h, PhotonenfluRdichte 450 pEm?s*
Temperatur 20-24°C Tag, 18-20°C Nacht
relative Luftfeuchte 60 - 70 %

2.16.2. Allgemeine Anzuchtbedingungen von L. esculentum

Fur die Aussaat von L. esculentum wurde ein Gemisch aus VM-Erde : Agriperl im
Verhdtnis 4:1 in Plastiktopfen komprimiert und mit Wasser angestaut. Die Aussaat
erfolgte mit einer Dichte von etwa 1 Samen pro cm? direkt auf die Erde. Zur
Stratifikaion wurden die Samen fur 10 min bei 65°C einem Hitzeschock ausgesetzt,
dann langsam bei RT abkihlen gelassen und fur zwel Tage bei 4°C im Dunkeln
inkubiert. Nach ca. einer Woche nach der Keimung wurden die Pflanzen pikiert. Die
Bewasserung erfolgte nach dem Bedarf der Pflanzen und wurde tberwiegend durch die
Gértner sichergestellt.

Experimente zur Physiologie und Morphologie der Pflanzenentwicklung wurden unter
den selben Kulturbedingungen durchgefiihrt, wie sie fir die Anzucht von A. thaliana
und C. rubella beschrieben wurden.

2.16.3. Pflanzenschutzmaf3nahmen

Schéadlingspopulationen wurden durch den Einsatz von Nitzlingen, Gelb und Blautafeln
kontrolliert. Die Nutzlingspopulationen wurden nach Angaben des Herstellers
(Neudorff) verwendet.

Schéadling: Pflanzenschutzmal3nahme:

Trauermucken entomopathogene Nematoden
Seinernema bibionis

Blattlause entomopathogene Schlupfwespen

Aphidius matricariae

2.17. Arbeiten in vitro mit hoheren Pflanzen

2.17.1. Arbeiten in vitro mit A. thaliana und C. rubella

2.17.1.1. Sterilisation der Samen
Samen von A. thaliana und C. rubella wurden kurz in 70 % Ethanol gewaschen und
anschlief3end fr 1 min in einem Gemisch aus 9 % Natriumhypochlorid-Lésung und
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0,1 % Triton X-100 inkubiert. Wahrend dessen wurde das Gefa? mehrfach invertiert.

Zusammengeklumpte Samen wurden vorsichtig mit einem Zahnstocher an der Wand
des Geféldes gerieben, so dal3 die gesamte Oberflache aller Samen von der Lésung
benetzt werden konnte. Die sich am GefélRboden abgesetzten Samen wurden in ein
neues Gefal? Uberfihrt, einmal mit autoklavierten Leitungswasser und zweimal mit 70
% Ethanol gewaschen. So behandelt wurden die Samen in einem gréf3eren Volumen 70
% Ethanol aufgenommen und auf Filterpapier unter der Sterilbank getrocknet.

2.17.1.2. Anzucht von A. thaliana und C. rubella auf sterilen M edien
Oberflachensterilisierte Samen von A. thaliana und C. rubella wurden auf AM-Platten

angezogen. Die Aussaat erfolgte mit einer Dichte von etwa 5 (A. thaliana) oder 1 (C.
rubella) Samen pro cm? im oberen Drittel der Platte. Zur Stratifikaion wurde die Saat
fur zwei Tage bei 4°C inkubiert. Nach ca. einer Woche nach der Keimung wurden die
Pflanzen pikiert und gegebenenfalls auf neue Platten oder andere Gefédl3e zur axenischen
Kultur Gberfihrt.

Experimente zur Physiologie und Morphologie der Pflanzenentwicklung wurden unter
folgenden Bedingungen durchgefihrt:

Kulturbedingungen in der Phytokammer:

Photoperiode 16 h, PhotonenfluRdichte 350 JEm?s™
Temperatur 20°C Tag, 18°C Nacht
Pflanzenschutzmal3nahmen entfallen.

2.17.2. Arbeiten in vitro mit L. esculentum

2.17.2.1. Sterilisation der Samen
Samen von L. esculentum wurden kurz in 70 % Ethanol gewaschen und anschlief3end

far 5 min in einem Gemisch aus 9 % Natriumhypochlorid-Ldsung und 0,1 % Triton X-
100 inkubiert. Wahrend dessen wurde das Gefa? mehrfach invertiert.
Zusammengeklumpte Samen wurden vorsichtig mit einem Zahnstocher an der Wand
des Gefaldes gerieben, so dal3 die gesamte Oberflache aller Samen von der Lésung
benetzt werden konnte. Die Samen wurden in ein neues Gefal3 Uberfuhrt, einmal kurz
mit autoklavierten Leitungswasser und zweima mit 70 % Ethanol fir je 2 min
gewaschen. So behandelt wurden die Samen entweder in ein 50 ml Reaktionsgefal
Uberfihrt, mit autoklaviertem Leitungswasser Uberschichtet und bis zu eine Woche bei
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4°C gelagert, oder in einem grofReren Volumen 70 % Ethanol aufgenommen und auf

Filterpapier unter der Sterilbank getrocknet.

2.17.2.2. Anzucht von L. esculentum auf sterilen Medien
Zur Stratifikaion wurden oberflachensterilisierte Samen von L. esculentumin ein 50 mi

Reaktionsgefal3 Uberfihrt, mit autoklaviertem Leitungswasser Uberschichtet und fur 10
min bei 65°C einem Hitzeschock ausgesetzt, dann langsam bei RT abkihlen gelassen
und fur zwel Tage bei 4°C im Dunkeln inkubiert. Ein bis zwei Tage vor der Aussaat
wurden die Samen bei RT gehaten. So behandelte Samen wurden einzeln mit einer
Pinzette auf AM-Platten ausgebracht. Nach ca. zwei Wochen nach der Keimung wurden
die Pflanzen pikiert und gegebenenfalls auf neue Platten oder andere, grof3ere Gefélde
zur axenischen Kultur Uberfihrt.

Experimente zur Physiologie und Morphologie der Pflanzenentwicklung wurden unter
den selben Kulturbedingungen durchgefiihrt, wie sie fir die Anzucht von A. thaliana
und C. rubella beschrieben wurden.

2.17.3. Untersuchung zur Physiologie hoherer Pflanzen
Zur Behandlung von L. esculentum, A. thaliana und C. rubella mit exogenen Gaben an

Flagellin22-Elizitor in den Konzentrationen 1 uM, 10 uM sowie 100 uM wurden steril
filtrierte Losungen als feiner Nebel aus einem Zerstéuber direkt auf die Pflanzen
gespriht. In der Regel wurden die Zeitpunkte 3 h, 6 h sowie 24 h gewahlt, um
Gewebeproben zur Analyse der Genexpression zu entnehmen.

Zur Untersuchung von L. esculentum, A. thaliana und C. rubella unter UV-Stress wurde
zwei Wochen alte Pflanzen in einem UV-Crosslinker mit UV-Strahlen mit der Energie
10 mJ, 50 mJ, 100 mJ oder ohne UV bestrahlt. Es wurden an den Zeitpunkten 3 h, 6 h
sowie 24 h Gewebeproben zur Analyse der Genexpression genommen.

Das spezifische Wachstum unter den jewelligen Bedingungen wurde zwel Wochen nach
der jeweiligen Behandlung durch die Gewichtszunahme im Vergleich mit den
unbehandelten Kontrollen ermittelt.

2.18. Bildbearbeitung und Sequenzanalyse

Autoradiogramme der Southernblotanalyse und Photos der Agarosegele wurden mit
dem SNAPSCAN 1236S mit Durchlichteinheit (Agfa), Dias mit dem Slidescan (Nikon)
eingelesen. Dabel wurde a's Scan-Software das Programm FotoLook (SA 2.09.6) von
Agfa bzw. die Photoshop-Implementierung von Nikon, NikonScan (Version 5.1 G),
verwendet. Die weitere Bearbeitung der Abbildungen erfolgte dann mit dem Programm
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Adobe Photoshop (Version 6.0). Die Bildbearbeitung bestand in erster Linie in der

Wahl des relevanten Bildausschnittes und abgesehen von Kontrast und Helligkeit
wurden die Bilder in anderen Parametern nicht mehr als 25 % farblich verandert.
Bilddateien wurden in der Regel mit einer Auflésung von 600 dpi fir einfache
Abbildungen und 1200 dpi fur Farbbilder verarbeitet und mit einer mittleren JPEG-oder
GIF-Kompression gespeichert.

Zur Sequenzanalyse wurde das GCG-Programmpaket (Version 10.0) der Genetics-
Computer-Gruppe der Universitdt Madison (Wisconsin), auf Unix basierenden
Rechnern verwendet. Flr einfache Sequenzbearbeitungen wurde das Programm DNA
Strider 1.2 auf Apple Macintosh Computern benutzt.

Phylogenetische Anaysen wurden mit dem Distanz-Matrix-Algorithmus des
Programmes ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/) und mit dem PHYLIP-
phylogeny inference program Packet (von Joe Felsenstein: http: //evolution.genetics.
washington.edu/phylip.html) (Felsenstein, 1997) durchgefiihrt.

Fur die weitere Bearbeitung und Analyse wurden folgende, im Internet verflgbare
Programme benutzt:

ClustaW (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/)
GenBank NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov/)
NCBI Blast (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/)

NCBI Genome Blast (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Genome/PlantBlast.html)
Physcomitrella EST Program PEP
(http://www.moss.|eeds.ac.uk/startpage.html)

TAIR (http://www.arabidopsis.org/)

Flybase (http://www.flybase.org/)

RIKEN (http://pfgweb.gsc.riken.go.jp/index.html)
ChlamydomonasDB  (http://www.biol ogy.duke.edu/chlamy_genome/libraries.html)
Oryzabase (http://www.shigen.nig.ac.jp/rice/oryzabase/)

Rice Genome Program
(http://rgp.dna.affrc.go.jp/)
Expasy Proteomics tools
(http://us.expasy.org/tools)
MIPS (http://mips.gsf.de/proj/thal/db/index.html)
Plant Cis-acting Regulatory DNA Elements Database
(http://www.dna.affrc.go.jp/htdocs/PLACE/)
CyanoBase (http://www.kazusa.or.jp/cyano/cyano.html)
PantCare (http://oberon.rug.ac.be:8080/PlantCA RE/index.html)
Arabidopsisthaliana DNA Sequences at Sanger center
(http://afgc.stanford.edu/afgec_html/QueryEST .html)
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Prosite (http: /Inpsa-phil.ibcp.fr/cgi-in/npsa_automat.pl ?page=npsa
_prosite.html)
EMBL European Bioinformatics Institute EBI
(http://www.ebi.ac.uk/)
Regulatory Sequence Analysis Tools RSA
(http://fembnet.cifn.unam.mx/rsa-tool &/)

TIGR (http://www.tigr.org)

TIGR _Brassica Base (http://www.tigr.org/tdb/e2k 1/bogl/)
GlimmerM (http://www.tigr.org/software/glimmerm)
Pfam-Sanger (http://www.sanger.ac.uk/cgi-bin/Pfam/)
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3. Ergebnisse

3.1. Charakterisierung der P. patens | nsertionsmutanten

3.1.1. Morphologische Unter suchung der wrky20-ko#2- und Linie#1- Mutanten

Die im Vorfeld dieser Arbeit generierten P. patens Insertionsmutanten Linie#1 und
wrky20-ko#2 wurden im Vergleich mit Wildtyp-Moos auf morphologische
Unterschiede untersucht (Giavalisco, 1999). Falls das Fehlen des PpWRKY20-
Transkriptionsfaktors zur Deregulation primérer oder sekunddrer Zielgene fiihrt, konnte
die phénotypische Analyse der Null-Mutanten wrky20-ko#2 wesentlich zur
funktionellen Charakterisierung des Proteins beitragen.

Der Wildtyp und die Linie#l-Insertionslinie, die das PpWRKY20-
Rekombinationsfragment nicht im PpWRKY20-Gen, sondern anderswo im Genom
inseriert trigt und somit in bezug auf PPWRKY20 Wildtyp ist, wurden zeitgleich mit
wrky20-ko#2 kultiviert. Da PPWRKY20 sowohl im Protonema als auch im Sporophor
exprimiert wurde (Giavalisco, 1999), war davon auszugehen, dass ein morphologischer
Phéanotyp wihrend dieser Lebensphasen zu detektieren sein konnte.

Deswegen wurden Untersuchungen hinsichtlich der Wachstumsgeschwindigkeit des
Protonemas und des Sporophors durchgefiihrt. AuBerdem wurden die Frisch- und
Trockenmassen als weitere wachstumsbezogenen Parameter bestimmt. Jedoch konnte
bei keiner der beiden Insertionsmutanten eine Verdnderung gegeniiber dem Wildtyp
festgestellt werden (Abb. 3.1).

Die Anzahl von Zellen pro Bléttchen oder Rhizoid des Sporophors sowie deren Form
und GroBe sind mit der des Wildtyps vergleichbar (Abb. 3.1).

Das Langenwachstum des Sporophors und des Protonemas ist ebenfalls unveréndert.
Ebenso wurden unter induzierenden Bedingungen zur selben Zeit Sporophyten gebildet,
so dass eine Beteiligung von PpPWRKY?20 an grundlegenden Entwicklungsprozessen

des Mooses, wie etwa dem Generationswechsel, unwahrscheinlich ist.
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71 Blattzelle

Wildt
yp Protonemazelle

(EtBr/UV)

Blattzelle

wrky20-ko#2 Protonemazelle

(EtBr/UV)

Blattzelle

Protonemazelle
(EtBr/UV)

Linie #1 EF # ’} * H
Abb. 3.1: Phanotyp einer Physcomitrella patens Wildtyp-Pflanze, der wrky20-ko#2-Null-
Mutante und der transgenen Linie Linie#l. Die Bilder zeigen den Habitus des Sporophors
(lebensgrofl) an drei Zeitpunkten nach der Regeneration aus einem einzelnen Bléttchen (links)
sowie Detailaufnahmen einer Blattzelle des Sporophor und einer Protonema-Zelle (rechts). Die
Protonema-Zellen wurden mit Ethidiumbromid (EtBr) gefarbt und die Fluoreszenz unter UV-
Licht betrachtet (800 x VergroBerung).

BN A

3.1.2. Physiologische Unter suchung von Linie#1 und wrky20-ko#2

Vor dem Hintergrund einer Beteiligung von WRKY-Proteinen an der Ubertragung von
biotischen oder abiotischen Stress-Signalen in hoheren Pflanzen, wurden Protonema
und Sporophore von Linie#l und wrky20-ko#2 sowie von Wildtyp-Moos
unterschiedlich lange verschiedenen Konzentrationen von Gibberellinsdure (GAj),
Abscissinsdure (ABA), Salicylsdure (SA), 1-Amino-1-Carboxy-Cyclopropan (ACC),
Methyljasmonat (JA) und Flg22-Elizitor (flg22) ausgesetzt (2.15.5.). AuBlerdem wurden
die Moos-Linien mit Hitze- oder Trockenstress behandelt.

Nach 7 oder nach 14 Tagen wurden die Moospfldnzchen wie zuvor untersucht (3.1.1.).
Auch jetzt konnten keine morphologischen Verdnderungen gefunden werden, die auf
die Deletion des PPWRKY20-Gens zuriickgefiihrt werden konnten (Daten nicht gezeigt).

3.1.3. Expressionsanalyse von P. patens WRKY-Genen in der I nsertionsmutante
wrky20-k o#2

Die Untersuchung der WRKY-Transkriptionsfaktor-Familie in A. thaliana hat gezeigt,
dass eine teilweise Uberlappung der Proteinfunktion zwischen Mitgliedern der WRKY-
Proteine vorkommen kann (Aifen Zhou und Bekir Ulker, persl. Mitteilung). Um

festzustellen, ob eines der iibrigen sieben P. patens WRKY-Gene ein veridndertes
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Expressionsmuster in der Wrky20-ko#2-Null-Mutante aufweist, wurde eine quantitative

RT-PCR-Analyse auf der Basis der bekannten Sequenzinformation durchgefiihrt. Wie
in Abbildung 3.2 zu sehen ist, konnten keine Verdnderung der mRNA-Transkriptmenge
der bekannten P. patens WRKY-Gene in der wrky20-ko#2-Null-Mutanten gegeniiber der
Linie#1 und dem Wildtyp gefunden werden.

Wildtyp wrky20-ko#2 Linie #1

PpWRKY20
PPWRKY1
PPWRKY2
PPWRKY3
PpWRKY4
PPWRKY5
PpWRKY6
PPWRKY7
PpWRKY16
NPT Il
Pp18S

Abb. 3.2: Expression von PpWRKY-Genen in verschiedenen Geweben der Mutanten-
Linien und des Wildtyps. Die Analyse der Transkripte erfolgte nach elektrophoretischer
Auftrennung der RT-PCR-Produkte (28 Zyklen) in einem Agarosegel (0,8%). Als Kontrolle fiir
die Funktionsfdhigkeit der verwendeten Primerpaare diente die Kontrollamplifikation mit
genomischer DNA aus P. patens Wildtyp-Moos als Matrize. Die Identitdt der
Insertionsmutanten wurde durch das Vorhandensein des NPTII-Transkriptes bestétigt.
Weiterhin diente die Transkriptmenge der 18S rRNA als Kontrolle fiir die c¢cDNA-
Ausgangsmenge.

Das Expressionsmuster der PpWRKY-Gene wurde ebenfalls nach verschiedenen
Behandlungen (3.1.2.) fiir das Protonema ermittelt. Auch hier konnten keine

Unterschiede in der Expression festgestellt werden (Daten nicht gezeigt).

3.2. Molekularbiologische Untersuchung des PpPWRKY20-Gens

3.2.1. Die Struktur des PpPWRKY20-Gens
Zu Beginn der Arbeit lag ein PPWRKY20-cDNA-Klon vor, der ein offenes Leseraster

(ORF) von 1972 bp umfasst und damit den gesamten codierenden Bereich fiir das
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PpWRKY20-Protein enthidlt. Der errechnete Wert fiir das Molekulargewicht betrigt

43,1 KDa und fiir den pI 9,71. Damit ist POWRKY20 recht basisch.
Um die Struktur des PpWRKY20-Gens ndher untersuchen zu konnen, wurde die

genomische Sequenz des Gens ausgehend von der cDNA-Sequenzinformation mitttels
PCR amplifiziert und sequenziert (Anhang A.3). Das PpPWRKY20-Gen besteht aus fiinf
Exons und vier Introns wobei eines der Introns im nicht-translatierten 5’UTR liegt
(Abb. 3.3). Auf Grund der abgeleiteten Proteinsequenz kann PPWRKY20 der Gruppell-
WRKY-Transkriptionsfaktoren als Vertreter der Subgruppe IId zugeordnet werden.
Charakteristisch fiir diese Subgruppe ist das Vorhandensein einer weiteren hoch
konservierten Domiéne, die ausschlieBlich bei WRKY -Proteinen auftritt und den nahezu
invarianten Aminosdureckonsensus GHARFRR besitzt (Eulgem et al., 2000).
Vergleichende Analysen der abgeleiteten Proteinsequenz mittels Datenbankrecherche
(Pfam-Sanger; Prosite; 2.13.) ergaben zwei weitere Doménen mit hoher Ahnlichkeit zu
PpPWRKY20, die ausschlieBlich in WRKY-Proteinen zu finden sind und denen bisher
keine Funktion zugeordnet werden konnte (Abb. 3.3). Die erste Domine hat die
Akzession Pfam-B 36392 (http: //www.sanger.ac.uk/cgi-bin/Pfam/), beginnt kurz hinter
dem Translationsstart an Position 15 und endet mit der bereits erwdhnten HARF-
Domine an Position 78 der Proteinsequenz. Die zweite Domine, Akzession Pfam-
B 29106 (http: //www.sanger.ac.uk/cgi-bin/Pfam/), ist weniger konserviert, beginnt an
Position 242 und endet an Position 322 aminoterminal vor der WRKY-Doméne.

Transkriptions- Transkriptions-
start ATG TAG ende
+1 +726 +2292 +2731

P— I\/I [ W—
¥ Pfam-B_36392 Il HARF-Domine [ ] Pfam-B_29106 Bl WRKY-Domine

Abb. 3.3: Schematische Dar stellung der Intron/Exon-Struktur des PpPWRKY 20-Gens. Die
vier konservierten Doménen, die fiir die WRKY-Transkriptionsfaktoren der Subgruppe I1d-
charakteristisch sind, wurden maf3stabsgerecht in verschiedenen Farben dargestellt.

Soweit die Informationen von EST-Projekten aus Pflanzen, vor allem die der Voll-
Langen-EST-Sammlung des RIKEN-Instituts aus A. thaliana (http://pfgweb.gsc.riken.
go.jp/index.html), es zulassen, besitzt kein weiteres WRKY-Gen der Subgruppe IId ein
Intron im 5’UTR.

Es ist bemerkenswert, dass die Anzahl und die Positionen der Introns sowie die
Intron/Exon-Ubergange zwischen den sieben Genen aus A. thaliana sowie zwischen
diesen und PPWRKY20 hoch konserviert sind. Wie in Abbildung 3.4A zu sehen, ist das
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zweite Intron des PpWRKY20-Gens in keinem anderen Gen der hoheren Pflanze

enthalten. Die sieben Gene besitzen nur zwei Introns in der kodierenden Sequenz und
drei Exons, wobei das erste Exon in allen Fillen das jeweils langste ist.

Das Exon IV von PpWRKY20 ist dem Exon II der A. thaliana Subgruppe I1d ortholog.
Uberraschend ist, dass dessen Linge von 126 bp im Laufe der Evolution konserviert
geblieben ist. Ein Teil dieses Exons kodiert fiir den aminoterminalen Bereich der
WRKY-Domine. Das sich 3’ anschlieBende Intron ist ein Phase-2-Intron - der
Exon/Intron-Ubergang liegt zwischen der zweiten und dritten Base eines Codons
(Kolukisaoglu et al., 2002). Das Donor- und Akzeptor- Motiv ist ebenfalls in allen
WRKY -Genen der Subgruppe I1d konserviert, wobei das betroffene Basentriplet immer
fiir ein Arginin (R) kodiert (Abb. 3.4B ).

AI Il 1l \% \'

[ |v| 1 || . _ PpWRKY1
I I I
|| l\/:-\/j— AtWRKY21

I I
|| l\ﬂr:l_ AtWRK Y39
I Il Il
W
Il Il

AtWRKY74

|| Wj— AtWRK Y15
| Il 1]
[ || I\/:Trj_ AtWRKY7

|| W AtWRK Y11
| Il 11
[ || Iwrj— AtWRK Y17

200 bp 126 bp
B
Exon Il Intron Il Exon Il
DNA ccn aglgt - - - - - aglg ggn
AS P R G

Abb. 3.4: MaR3stabsgerechte Darstellung der Intron/Exon-Strukturen der WRKY-Gene
der Subgruppe Il1d-. (A) Intron/Exon-Strukturen der sieben Vertreter der A. thaliana WRKY-
Gene der Subgruppe IId im Vergleich zum PpWRKY20-Gen. Die Sequenzbereiche, welche fiir
die konservierten Doménen kodieren, sind farbig dargestellt: WRKY-Doméne (rot), HARF-
Domine (blau). Das konservierte Exon ist grau hinterlegt. (B) Invarianter Phase-2-Intron-
Ubergang der WRKY-Gene der Subgruppe 11d.
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3.2.2. Die Struktur der HARF-Doméne
Ein Vergleich der vorhandenen Sequenzinformation von PPWRKY20 mit den sieben
Vertretern der Subgruppe IId aus A. haliana ergab, dass alle Proteinsequenzen eine
Ahnlichkeit zur aminoterminalen Pfam-B_36392-Domine zeigten. Uberraschend war,
dass auch die ersten 15 AS von PpPWRKY20 mit denen von AtWRKY7, AtWRKY11,
AtWRKY 15 und AtWRKY 17 dhnlich waren.
Bei AtWRKY39 und AtWRKY74 fehlte der GHARFRR-Konsensus. Bei diesen und
auch bei AAWRKY21 war die Ahnlichkeit der HARF-Domine zu POWRKY20 geringer.
Ausgehend von der verfiigbaren Datenbankinformation wurden 18 HARF-Dominen
von WRKY-Proteinen der Subgruppe IId aus 8 verschiedenen Pflanzenarten zur
phylogenetischen Analyse herangezogen (siche Anhang A2.1). Dabei wire es moglich,
die Vertreter dieser Subgruppe in weitere Untergruppen zu teilen. Jedoch konnen keine
sogenannten ,,informativen = Aminosdurepositionen“ zugeordnet werden, die
charakteristisch fiir die eine, aber nicht fiir die andere Untergruppe sind.
Die HARF-Doméne ist etwa 40 AS lang und ist mit einem errechnetten pI um 10 von
basischer Natur. Ein aus der phylogenetischen Analyse abgeleiteter Aminosdure-
Konsensus lautet wie folgt:

EIT.. T...VSKEKRVASLL. RTGHARFRR( G R) PV
Auffallend ist, dass es nur vier absolut konservierte AS-Positionen gibt (hervorgehoben
und unterstrichen). Aminoterminal der HARF-Domine ist die Sequenz in der Regel
reich an Glutamin- und Serinresten, wohingegen sich carboxyterminal ein Bereich mit
hiufigen Glutamin- und Serin-, aber vor allem Prolinresten anschlieft. Auf der Basis
dieser Untersuchung muss die Proteinfamilien-Domédne Pfam-B 36392 (http:
//www.sanger.ac.uk/cgi-bin/Pfam/) weiter gefasst werden und schlieft nun den N-
Terminus der Subgruppe IId-WRKY-Proteine beginnend mit dem Translationsstart bis
einschlieBlich ca. 20 bis 30 AS hinter dem HARF-Konsensus ein. Bisher konnte weder
dem GHARFRR-Konsensus noch der Domine Pfam-B 36392 eine Funktion

zugeordnet werden.

3.2.3. Subzellulére L okalisation von PpWRKY 20
Vor dem Hintergrund der durchgefiihrten Datenbankrecherche hinsichtlich vorhandener

Proteindoménen, wurde gleichzeitig nach vorhandenen Kernlokalisationssequenzen
gesucht. Die Doméne Pfam-B_ 29106 enthilt zwei putative Kernlokalisierungssignale in
kurzem Abstand (269PTPKKC Xo1 KRRK299). Auflerdem konnte der konservierte

Aminoterminus der Subgruppe IId auf ein konserviertes Signalpeptid hindeuten.

Obwohl fiir viele A. thaliana WRKY -Proteine inzwischen gezeigt werden konnte, dass
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sie im Zellkern lokalisiert sind (Bekir Ulker, persl. Mitteilung), muss dies fiir

PpWRKY20 erst noch gezeigt werden.

Dazu wurde die cDNA-Sequenz von PpWRKY20 unter Kontrolle des CaMV 35S-
Promotors am Carboxyterminus translational mit GFP fusioniert. Die Transformation
mit dem erstellten Konstruktes p35S::PpWRKY20-GFP erfolgte mittels biolistischem
Partikelbeschuss mit Gold- oder Wolframpartikel, an deren Oberflichen die Vektor-
DNA prizipitiert wurde. Als Kontrollen diente der Vektor p35S-intron-GFP-GUS,
dessen Genprodukt als Marker fiir die cytosolische Lokalisation verwendet wurde,
sowie ein entsprechendes Konstrukt bei dem AtWRKY6 aus A. thaliana mit GFP

fusioniert wurde, von dem bereits bekannt ist, dass es im Kern lokalisiert ist.

Als Testsystem hat sich die heterologe Expression in Epidermiszellen von Zwiebeln
oder Lauch bewihrt. Nach 8 h und nach 24 h wurde die beschossene Epidermis im UV-
Licht betrachtet. In den Geweben beider Pflanzenarten konnte fiir PDOWRKYY20-GFP
die Lokalisation im Zellkern gezeigt werden. Die Expression in Zwiebelzellen war an
beiden Zeitpunkten jedoch deutlich schwicher, als die in Lauchepidermiszellen
(Abb. 3.5).

35S::PpWRKY20-GFP 35S::AtWRKY6-GFP 35S::GFP-GUS

Abb. 3.5: Subzdlulére Lokalisation von PpWRKY20-GFP. Heterologe Expression von
PpWRKY?20-GFP in Lauchzellen 24 h nach Partikelbeschuss. Als Kontrolle fiir die
Kernlokalisation diente AtWRKY6-GFP. GFP-GUS wurde als Kontrolle fiir die cytosolische
Expression herangezogen. Die Abbildungen zeigen einen entsprechenden Ausschnitt von
Epidermiszellen in lichtmikroskopischer Betrachtung (obere Reihe), unter UV-Licht durch eine
GFP-Fluoreszenz Filtereinheit (mittlere Reihe) sowie die Uberlagerung beider Bilder (untere
Reihe).

3.2.4. Aktivierung der Transkription durch PpPWRKY 20 in Hefe

Bei den bisher ndher charakterisierten WRKY-Proteinen aus hoheren Pflanzen handelt
es sich in der Regel um Regulatoren der Transkription, welche sowohl einen
stimulierenden als auch reprimierenden Einfluss auf die Expression haben kénnen. Fiir
Proteinregionen, die reich an Glutamin und Serin sind, ist bekannt dass diese putativ

aktivierend auf die Expression wirken kénnen. Auf Grund des Vorhandenseins solcher
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Bereiche in PPWRKY20 nahe der HARF-Doméne, wurde untersucht, ob es sich dabei

um potenzielle Aktivatoren der Transkription handeln kénnte. Da das spezifische DNA-

Bindungsmotiv fiir PDOWRKY?20 nicht bekannt ist, kdnnen die Untersuchungen zur
Transaktivierung in planta nicht erfolgreich durchgefiihrt werden. Bereits in fritheren
Arbeiten zum Studium der Transaktivierungs-Eigenschaften von WRKY-Proteinen
wurde deswegen die Reportergen-Aktivierung in Hefe (S cereevisiae) im Hefe-2-
Hybrid-System untersucht (Eulgem, 1999).

Dazu wurde die c¢cDNA von PpWRKY20 aminoterminal der GAL4-DNA-
Bindungsdoméne fusioniert und in dem Hefestamm Y190 exprimiert (Abb. 3.6). Dieser
Hefestamm ist auxotroph fiir Uracil, Tryptophan, Leucin und Histidin. Die Expression
des BD-PpWRKY20-Fusionsproteins fithrte zum Wachstum der Hefekolonien sowohl
auf Leucinmangelmedium als auch auf Medium, dem Histidin fehlte. Eine
Komplementation des Histidinmangels ist in der Regel nur dann moglich, wenn die
GALA4-Aktivierungsdomine zusammen mit der GAL4-Bindungsdoméne coexprimiert
wird und der GAL4-Transkriptionsfaktor rekonstituiert werden kann oder wenn das
DB-Fusionsprotein alleine schon Transaktivierungseigenschaften besitzt (Bhalerao et
al., 1999). Parallel wurde dieses Experiment mit der ¢cDNA von AtWRKY11
durchgefiihrt, welches ebenfalls ein WRKY der Subgruppe IId ist. Dadurch sollte
festgestellt werden, ob die Transaktivierung durch PpWRKY20 eine P. patens
spezifische WRKY-Funktion ist oder ob die Erkenntnisse auch auf WRKY-Proteine
hoherer Pflanzen tibertragbar sind. In der Tat konnte auch fiir das BD-AtWRKY11-
Fusionsprotein Transaktivierung gezeigt werden (Abb. 3.6).

Da in beiden Proteinen die Pfam-B 36392-Domine mit dem GHARFRR-Konsensus
vorhanden ist, wurden zwei unterschiedlich lange Fragmente fiir beide Proteine
ebenfalls mit der GAL4-DNA-Bindungsdoméne fusioniert, um zu untersuchen, ob die
HARF-Domine fiir die Transaktivierung verantwortlich ist. Die Aminoséduren 1 bis 86
(W20'%%) und 77 bis 395 (W20"7*) umfassen die gewihlten Bereiche von
PpWRKY20. Fiir AAWRKY 11 wurden die Aminosduren 1 bis 81 (W11'™®") und 72 bis
324 (W117"°*) fiir die Fusion mit der DNA-Bindungsdoméne gewihlt.

Da sich die beiden Fragmente der jeweiligen Proteine innerhalb des sieben AS langen
GHARFRR-Konsensus {iiberlappen, wurden auch verdnderte Fusionsproteine durch
Aminosédure-Substitutionen erzeugt. Bei diesen wurde das Phenylalanin an Position 5
des Konsensus durch ein Serin und das darauf folgende Arginin durch ein Lysin ersetzt.
Diese Verdnderungen betreffen somit die Aminosdurepositionen 78 bzw. 79 von
PpWRKY20 (W20'*M und W2077*M) und 73 bzw. 74 von AWRKY11 (W11"*'M
und W117"2**M). Wie in der Abbildung 3.6 zu sehen ist, konnte fiir alle erzeugten
Fusionsproteine, sowohl fiir die verdnderten als auch fiir die unveridnderten Fragmente,

Transaktivierung gezeigt werden.
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Abb. 3.6: Transaktivierung durch PpWRKY20 und AtWRKY 11 in Hefe. (A) Heterologe
Expression von BD-PpWRKY20 und BD-AtWRKY11 im Hefestamm Y190. Die Anzucht
erfolgte fiir 2 Tage bei 30°C auf Vollmedium (SD) sowie Vollmedium zur Selektion, dem die
essentiellen Aminosduren Leucin (-Leu) oder Leucin und Histidin (-Leu -His) fehlten. Als
Kontrolle fiir die Aktivierung des Reportergens wurden die beiden Fusionsproteine GBD-
AKIN10 und GAD-SFN4 von Z. Koncz zur Verfiigung gestellt und in die Hefe co-transformiert
(Bhalerao et al., 1999). Als Kontrolle fiir das Vorhandensein des Transformationskonstruktes
diente der Wildtypstamm Y190. (B) Schematische Ubersicht der verwendeten Fragment-BD-
Fusionen und eine Abschitzung iiber die Fahigkeit der Hefe nach der Transformation auf
entsprechenden Selektionsmedien zu wachsen. Zusidtzlich zu den unter (A) erwihnten
Kontrollen wurde auch die GAL4-Bindungsdomine alleine getestet. Wachstum (+), kein
Wachstum (-)




Ergebnisse
Die Beobachtung, dass zwei verschiedene Proteinfragmente unabhingig voneinander

Reportergenexpression aktivieren konnen, legt die Existenz von wenigstens zwei
Transaktivierungsdominen nahe. Diese konnten sogar zwischen PpWRKY20 und
AtWRKY11 konserviert sein. Wie die durch Aminosdure-Substitution erhaltenen
Proteinfragmente der HARF-Doméne zeigen, kann der konservierte GHARFRR-
Konsensus nicht fiir die in diesem Experiment festgestellte Transaktivierung

verantwortlich gemacht werden.

3.2.5. GST-PpWRKY 20-6xHis bindet in vitro nicht an W2-Box-Elemente

Fir WRKY-Proteine aus verschiedenen héheren Pflanzenarten konnte eine Bindung in
vitro an DNA-Motive mit dem Konsensus TTGACY, die sogenannte W-Box, gezeigt
werden. Auch fiir die WRKY-Domine des AtWRKY 11 konnte Bindung an das W2-
Box-Element des PR1-Promotor aus Petersilie gezeigt werden (Ingo Ciolkowski, persl.
Mitteilung; Abb. 3.7B). Vor diesem Hintergrund sollte getestet werden, ob auch
PpWRKY20 an das W2-Box-Element binden kann.

™ ~ ™ N~ ™ N~
A B N § E o o ¢ g N § E
S 2= ¥ S 2 ¥ S 2 ¥
1 2 3 S & o o 3 8 v ol 3 8 © @
—175 kDa
— 83 kD
> - :
— 62 kDa
+— 47 kDa
— 32 kDa
-4
— 25kDa

6xHis-AtWRKY11

. Kontrolle GST-PpWRKY20-6xHis
WRKY-Domaine

Abb. 3.7: Protein-Blot Experiment und W-Box-Bindung in einem EMSA mit
rekombinantem PpWRKY20. (A) Nachweis von rekombinantem 6xHis-PpWRKY20-GST-
Fusionsprotein (Pfeil) in einem groben Zellaufschluss mittels Protein-Blot-Experiment mit
primdrem Anti-6xHis-Antikdrper und sekundirem Peroxydase-gekoppelten Anti-Maus-
Antikorper. Spur 1 und 2 enthalten nativ aufgeschlossenen, Spur 3 denaturiert aufgeschlossenen
Proteinextrakt. (B) EMSA mit rekombinantem GST-PpWRKY?20-6xHis und verschiedenen
synthetischen Oligonucleotiden, die funktionelle W-Box-Elemente enthielten. Als Kontrolle fiir
eine positive Bindung wurde die rekombinante WRKY-Domédne von 6xHis-AtWRKY11-
WRKY-Doméne verwendet, die von Ingo Ciolkowski fiir diesen Versuch zur Verfligung
gestellt wurde. Als Kontrolle fiir die Spezifitit der Bindung diente ein grober Aufschluss von
Zellen, die zuvor mit dem Vektor ohne cDNA-Insertion transformiert worden waren.
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Aus diesem Grund wurde die ¢cDNA von PpWRKY20 in den pGEX2Tm-GW-

Expressionsvektor kloniert und in E.coli BL21 (DE3)-Zellen exprimiert. Bei der

Expression des Proteins wird GST aminoterminal und ein 6xHis-Epitop
carboxyterminal an PPWRKY20 fusioniert.

Das Vorhandensein des GST-PpWRKY20-6xHis im groben Zellaufschluss konnte
mittels Protein-Blot-Experiment mit einem spezifischen Anti-His-Antikérper gegen das
6xHis-Epitop gezeigt werden (Abb.3.7A). Das erhaltene Signal entspricht in etwa der
errechneten Grofe fiir ein Fusionsprotein aus POWRKY20 und GST.

In einer elektrophoretischen Mobilitéits-Shift-Analyse (EMSA) wurde die Bindung von
6xHis-AtWRKY11-WRKY-Domine und GST-PpWRKY20-6xHis an [a-’P]-dCTP
markierte, synthetische, doppelstringige Oligonucleotide getestet. Jedoch konnte eine
Bindung von GST-PpWRKY20-6xHis an die verwendeten Elemente nicht detektiert
werden (Abb.3.7B), was auf Grund der gezeigten funktionellen Ahnlichkeit in Hefe und
der strukturellen Verwandtschaft zwischen AAWRKY 11 und PPWRKY20 nicht erwartet
wurde. Da die Bindungstudien fiir AWRKY 11 nur mit der WRKY-Doméne und nicht
mit dem gesamten Protein durchgefiihrt wurden, kann es sein, dass die WRKY-Doméne
von PPWRKY20 alleine auch an W2-Box-Elemente gebunden hitte.

3.2.6. Etablieren desbiolistischen Partikelbeschul3 fir P. patens

Die Methode der Transformation von Pflanzengeweben mittels biolistischem
Partikelbeschuss mit Gold- oder Wolframpartikel, an deren Oberflichen DNA
prézipitiert wurde, ist fiir viele Anwendungen etabliert (siehe 3.2.3). So ist es mdglich
eine grofle Zahl von Transformationen fiir transiente Expressionsexperimente schnell
und reproduzierbar durchzufiihren. Deswegen sollte gepriift werden, ob diese Methode

auch fiir P. patens Protonema genutzt werden kann.

Tabelle 3.1: Anzahl durch Partikelbeschul3 transformierter Protonema-Zellen. Dargestellt
ist die durchschnittliche Anzahl von Protonema-Zellen mit detektierbarer GUS-Aktivitét an drei
verschiedenen Zeitpunkten nach dem BeschuB3. Es wurden zwei Vektoren von unterschiedlicher
GroBe getestet (p35S-GFP-GUS: 8203 bp; pPTV35S-GUS: 13364 bp). Jedes Experiment wurde
dreimal parallel sowohl mit linarisierten (lin.) als auch mit cirkuldren (circ.) Vektoren
durchgefiihrt. "Anzahl transformierter ~Protonema-Zellen in einem vergleichbaren
experimentellen Ansatz. Entnommen aus Cho et al., (1999).

1Tag 2 Tage 3 Tage
p35S-GFP-GUS,, 204 + 46 243 + 56 289 + 32
p35S-GFP-GUS. 226 + 35 198+ 61 350 + 35
pPTV355-GUS;. 32+15 13+£2 0
pPTV355-GUS;c 0 0 0
pCambia® 195° 245 ¢ -
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Auf der Basis einer einzigen Publikation (Cho et al., 1999), welche die

Transformationseffizienz von P. patens durch biolistischen Partikelbeschufl beschreibt,

wurde zunichst versucht, die dort beschriebenen Ergebnisse zu reproduzieren.

Wie aus Tabelle 3.1 zu entnehmen ist, besteht fiir den kleineren Vektor p35S-GFP-GUS
eine direkte Korrelation zwischen der Gesamtzahl GUS-Aktivitit zeigender Protonema-
zellen und der Zeit, die nach dem Partikelbeschuss verstrichen ist. Dabei war es
unerheblich, ob der Vektor als ringférmiges Plasmid oder linarisiert verwendet wurde.
Dieses Ergebnis steht im Einklang mit den publizierten Daten (Cho et al., 1999), bei
denen Reportergenaktivitit an zwei Zweitpunkten nach dem Beschul3 untersucht
worden ist. AuBBerdem wurde gezeigt, dass die Zahl transformierter und GUS-Aktivitdt
zeigender Protonema-Zellen iiber die beschriebenen Zeitpunkte hinaus noch weiter
ansteigen kann (Tabelle 3.1).

Unter Verwendung des grofBeren Vektors pPTV-35S-GUS war die Korrelation zwischen
der Gesamtzahl GUS-Aktivitdt zeigender Protonema-Zellen und den Tagen nach dem
Partikelbeschuss negativ. Aulerdem ging die Transformations-Effizienz von Zellen mit
detektierbarer GUS-Aktivitdt einen Tag nach dem Partikelbeschuss um 70 % gegeniiber
dem kleineren Vektor zuriick. In keinem der Experimente mit dem ringférmigen pPTV-
GUS wurden Zellen mit Reportergen-Aktivitdt gefunden.

Da der Vektor p35S-GFP-GUS fiir ein Fusionsprotein aus GFP und GUS codiert und
bereits im Experiment 3.2.3. als Kontrolle Verwendung fand, wurde iiberpriift, ob neben
dem nachgewiesenen Vorhandensein der GUS-Aktivitdt auch GFP-Fluoreszenz in den
Protonema-Zellen zu erkennen war. Aus diesem Grund wurden zwei Ansdtze am
zweiten Tag nach dem Partikelbeschuss und noch vor der Bestimmung der GUS-
Aktivitdt unter UV-Licht betrachtet. Jedoch konnte in dem Protonema keinerlei GFP-
Fluoreszenz beobachtet werden, obwohl nachfolgend fiir mehrere hundert Zellen GUS-
Aktivitit detektiert werden konnte.

3.2.7. Gemeinsamer Partikelbeschuss mit Reportergen- und Effektor konstrukten
in P. patens Protonema

Durch den gemeinsamen Partikelbeschuss von einem Effektorkonstrukt, welches zur
ektopischen Expression eines WRKY-Gens fiithrt, und einem Reportergenkonstrukt,
welches das cis-aktive W-Box Motiv enthélt, soll sowohl die spezifische in planta
Bindung von PpWRKY?20-Proteinen, als auch die Aktivierung des Reportergens in
Protonema untersucht werden.

Vor dem Hintergrund, dass GST-PpWRKY?20-6xHis in vitro nicht an das W2-Box-
Element oder dhnliche W-Box-Elemente gebunden hat, stellt sich die Frage, ob
PpWRKY?20 in vivo an das W2-Box-Element binden und das Reportergen aktivieren
kann. Zunichst wurden Effektor- und Reporterkonstrukte gewihlt, die sich bereits in
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A. thaliana als funktionell erwiesen haben. So konnte gezeigt werden, dass AtWRKY?29

fiir die Aktivierung der Expression von SRK/FRK1 (Asai et al., 2002; Aifen Zhou,
persl. Mitteilung) verantwortlich ist. Aus diesem Grund wurde das Effektorkonstrukt
35S::AtWRKY29 zusammen mit dem Reportergenkonstrukt SRKp::GUS in P. patens

Protonema geschossen. Am zweiten Tag nach dem Beschuss wurde die Reportergen-

Aktivitdt bestimmt. Im Vergleich zu Protonema, das nur mit dem Reportergenkonstrukt
transformiert worden war, zeigten mehr Zellen eine insgesamt stiarkere GUS-Aktivitit
nach gemeinsamem Partikelbeschuss mit dem 35S : AWRKY29-Effektorkonstrukt (Abb.
3.8).

Unter Verwendung der Kombination von 4xW2::GUS und 35S.:AtWRKY6 konnten in
transienten Transfektionsexperimenten in A. thaliana-Protoplasten aus Zellkultur keine
Reportergen-Aktivitit gefunden werden (Silke Robatzek, persl. Mitteilung). Im
Gegensatz dazu konnte im gemeinsamen Partikelbeschuss in P. patens Protonema
Reportergen-Aktivierung gefunden werden.

Wie in Abbildung 3.8 zu sehen ist, lag fiir die Kombination 4XW2::GUS und
35S :PpWRKY20 die Reportergen-Aktivitit nicht iiber der fiir das Reportergenkonstrukt
gefundenen Hintergrund-Aktivitit. Dieses Ergebnis deckt sich mit den zuvor gezeigten
in vitro Daten zu PpPWRKY20.
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Abb. 3.8: Partikelbeschuss von P. patens Protonema mit Reportergen- und Effektor-
konstrukten. GUS-Aktivitdt in 7 Tage altem Protonema, am zweiten Tag nach dem
Partikelbeschuss. Gezeigt wird die Reportergen-Aktivitdt des Reportergenkonstruktes ohne
Effektorkonstrukt (obere Reihe) und mit Effektorkonstrukt (untere Reihe). Die Kombination aus
SRKp::GUS und 35S : AWRKY29 diente als Kontrolle fiir eine positive Interaktion zwischen
Effektor und dem Promotor des Reportergens. Pro Schuss wurden 6 pg gesamt DNA
verwendet.
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3.3. Andere WRKY-Gene aus P. patens

In Datenbanken verfiigbare DNA-Sequenzinformation iiber P. patens war zu Beginn der
Arbeit auf ca. 12 000 EST Sequenzen beschrinkt. Insgesamt waren nur 14 Eintrige
genomischer DNA auflerhalb codierender Sequenz aus P. patens in den Online-
Ressourcen verfiigbar.

Erst im Januar, April und Oktober 2002 wurden grof3e Mengen von EST-Sequenzen in
den Gen-Datenbanken verdffentlicht, so dass zur Zeit (Mérz 2003) auf mehr als 70 000
Sequenzen zugegriffen werden kann.

Aus diesem Grund wurde von Anfang an versucht, mdglichst viele Sequenzen putativer
PpWRKY-Gene zu erlangen.

3.3.1. RAGE

Mittels RAGE (Cormack und Somssich, 1997) konnten fiir alle der bekannten
PPWRKY-Gen-Sequenzen PCR-Fragmente erhalten werden. Diese wurden in
pCR2.1TOPO kloniert und sequenziert. Jedoch konnte nur ein 320 bp langes Amplifikat
dem 3’ Bereich der bekannten PpWRKY5-Sequenz zugehorig identifiziert werden
(Abb.3.9). Alle anderen Sequenzen enthielten keine Ahnlichkeit zu den bekannten
PpWRKY-Genen.

3.3.2. Durchmustern von Lambda-A-Phagen Bibliotheken

Da mittels RAGE keine zufriedenstellende Sequenzinformation erhalten werden konnte,
wurden drei verfiigbare Lambda-A-Phagen Bibliotheken mit genomischen Fragmenten
aller bis dahin bekannten PpWRKY-Gene, als auch mit Proben der cDNA von
PpWRKY20 und PpPWRKY16 durchmustert.

Um den Arbeitsaufwand fiir die neun genomischen Fragmente zu minimieren, wurden
bis zu drei WRKY-Gen-Fragmente gemischt und radioaktiv markiert, so dass die
primdre und sekundére Durchmusterung parallel mit vier Ansédtzen durchgefiihrt wurde.
Die vier Ansétze bestanden aus [PPWRKY3, PPWRKYS und PpWRKY20], [PpWRKY1
und PpWRKY?7], [PPWRKY2 und PpWRKY4] sowie [PPWRKY6 und PpWRKY16].

Das Durchmustern der beiden cDNA-Bibliotheken blieb erfolglos. Es konnten bereits in
der primdren Durchmusterung keine putativ positiven Phagen-Plaques gefunden
werden.

Im Gegensatz zu der Durchmusterung der cDNA-Bibliotheken, wurden in der Lambda-

A-Phagen Bibliothek mit genomischer DNA nach drei Durchmusterungsrunden 18
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putativ positive Einzel-Plaques isoliert. Dabei wurden zwei unabhéngige Phageneluate

mit den in Ansatz 4 verwendeten PpWRKY6 und PpWRKY16 erhalten. Alle 16
verbliebenen Phageneluate wurden mit den in Ansatz 1 gemischten PpWRKY3,
PpWRKYS5 und PpWRKY20 gefunden.

Tabelle 3.2: Ubersicht Uber die erhaltenen putativ positiven Phagen-Plaques pro
Durchmusterung der genomischen P. patens Bibliothek. Dargestellt ist die Zahl erhaltener
Plaques, die fiir die in den jeweiligen Ansétzen enthaltenen PPWRKY-Gen-Fragmente putativ
positive Signale bei den Durchmusterungen ergeben haben.

PPWRKY Anzahl putativ positiver Lambda-A-Phagen-Plaques
Ansatz | 5 o . 2. 3. Einzel-
Durchmusterung Durchmusterung Durchmusterung Phagen
1 3,5,20 6 18 16 16
2 1,7 5 11 0 -
3 2,4 6 12 0 -
4 6, 16 3 7 5 2

Nach einer Southern-Analyse konnte gezeigt werden, dass die beiden mit dem Ansatz 4
erhaltenen Einzel-Phagen keine PPWRKY®6 - und PPWRKY16 - Sequenz enthielten. Ein
Vergleich des Bandenmusters nach einer HindIII - Restriktionsspaltung erbrachte, dass
beide Klone Wildtyp-Lambda-A-Phagen waren und keine Insertion anderer, fremder
DNA enthielten.

Nach einer Southern-Analyse der 16 Phageneluate des Ansatzes 1 wurde in allen Féllen
ein fiir PPWRKYS positives Signal erhalten. AuBlerdem war ersichtlich, dass alle 16
isolierten Einzel-Phagen identische Bandenmuster sowohl nach der Restriktionsspaltung
im Agarosegel, als auch nach der Hybridisierung mit einer spezifischen PpWRKY5-
Probe zeigten.

Die durch Restriktionsspaltung gewonnenen Lambda-A-Phagen Fragmente wurden nach
der elektrophoretischen Auftrennung und Elution aus dem Agarosegel in den zuvor
kompatibel gespalten pBluescript (S/K)+ kloniert und sequenziert. Auf diese Weise
konnten 8 iiberlappende Fragmente identifiziert werden, die eine durchgehende
PpWRKYS-DNA-Sequenz enthielten.

Jedoch war die Sequenz des PPWRKY-Gens in der klonierten genomischen DNA des
Lambda-A-Phagen nicht vollstindig enthalten. Im 5’-Bereich der Gensequenz geht die
genomische P. patens DNA in die flankierenden Bereiche des Lambda-A-Phagen {iber
(Abb.3.9). Es konnten 3284 bp genomische DNA-Sequenz erhalten werden, welche den
3’ Bereich des PPWRKY5-Gens umfasst sowie weitere 2009 bp genomische Sequenz

hinter dem putativen Stop-Codon.
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Die Durchmusterung der Lambda-A-Phagen-Bibliotheken wurde mit anderen Proben

der WRKY-Gen-Fragmente wiederholt. So wurde insgesamt 29 mal der identische
PpWRKYS5-Phagen-Klon isoliert. Andere PPWRKY-Gene scheinen in den Bibliotheken

nicht enthalten zu sein.

[ VNV
N 1\/ l\ﬂ/j_ PpWRKY20
[ VAR,
A=

I
PPWRKY5 B |

Abb. 3.9: Schematische Ubersicht der mittels RAGE und der Durchmusterung der
genomischen Lambda-A-Phagen-Bibliothek gewonnen Sequenz des PpWRKY5-Gens im
Vergleich mit dem PpWRKY20-Gen. Malistabsgerecht dargestellt ist die, aus Vergleichen mit
dem PpWRKY20-Gen und den WRKY-Genen der Subgruppe I1d aus A. thaliana, abgeleitete
Intron/Exon-Struktur des PPWRKY5-Gens. Hervorgehoben sind die mittels RAGE (hell grau)
und Durchmusterung der Lambda-A-Phagen-Bibliothek (dunkel grau) erhaltenen Sequenzen fiir
das PPWRKY5-Gen. Farbig dargestellt sind die fiir die WRKY-Domine (rot) und die HARF-
Domine (blau) codierende Sequenz, und der Ubergang in flankierende Lambda-A-Phagen-DNA

(griin).

3.3.3. Durchmustern der BAC-Bibliothek

Da das Durchmustern der Lambda-APhagen-Bibliotheken nur fiir PPWRKY?5 erfolgreich
verlief, wurde die im Oktober 2002 zur Verfiigung gestellte BAC-Bibliothek, die
genomische DNA aus P. patens enthélt, mit Proben fiir PpPWRKY20 und PpWRKY16
durchmustert.

Fir PPWRKY20 konnten drei putativ positive Klone (103K15, 103J15, 103K14)
identifiziert werden. Bei 103K15 und 103K14 konnte das Vorhandensein von
PPpWRKY20 durch PCR belegt werden. Mittels Southern-Analyse konnte gezeigt
werden, dass es sich um identische Klone handelt. Mit verschiedenen
Primerkombinationen aus degenerierten Primern sowie mit spezifischen Primern fiir
PPWRKY5 und PpWRKY3 wurde getestet, ob das Signal fiir PPWRKY20 im Klon
103K15 moglicher Weise durch Kreuzhybridisierung mit anderen WRKY-Genen
entstanden sein konnte. Ebenso wurde gepriift, ob sich weitere bekannte WRKY-Gene
in den positiv identifizierten Klonen befinden. Es konnten jedoch keine anderen
WRKY-Gene mit diesem Ansatz bestitigt werden. So ist davon auszugehen, dass keine
der schon bekannten WRKY-Gene der Subgruppe IId in der nahen Umgebung zu
PpPWRKY20 vorliegen, und Tandemduplikationen von WRKY-Genen in der
Nachbarschaft ausgeschlossen werden kdnnen.
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Fir PDOWRKY16 wurden 128 putativ positive Klone identifiziert. Von diesen wurden

jene 13 ausgewdhlt, die die besten Hybridisierungs-Signale zeigten (102E05, 103L11,
106F03, 100E04, 105K17, 105N19, 105J07, 108M14, 105N17, 105018, 102D03,
016J12, 108HO5). Auch hier wurde zuerst versucht mittels PCR das Vorhandensein der
Probe zu belegen. Jedoch konnte fiir keinen der Klone gezeigt werden, dass die
PpWRKY16-Gensequenz enthalten ist. Mit verschiedenen Primerkombinationen fiir
PPWRKY16, aber auch mit dem oben beschriebenen Ansatz fiir die Untersuchung der
PpWRKY20-Klone konnten keine WRKY-Gen-dhnliche Sequenzen gefunden werden.

3.3.4. Datenbankrecher che neuer EST-Sequenzen

Im Januar, April und Oktober 2002 wurden grofle Mengen von EST-Sequenzen von
P. patens in den offentlichen Gen-Datenbanken zuginglich gemacht. Diese wurden
sowohl mit allen bisher bekannten PpWRKY-Gen-Sequenzen als auch mit einzelnen
Vertretern der Subgruppen aus A.thaliana mittels tBLASTn oder tBLASTx (Altschul et
al., 1997) durchsucht.

Als mogliche neue PpWRKY-Gene wurden solche Sequenzen angesehen, die eine
Trefferwahrscheinlichkeit von p = 1 e -24 oder weniger besa3en. Dies traf auf nur 11
von ca. 70000 EST-Sequenzen zu. Die EST-Sequenzen enthielten qualitativ

verwendbare Sequenzinformation von nur 260 bp bis 320 bp.

f Ml = PpEST1_BJ188872 Ml = PpEST4_BQ039301 = W : PpEST7_BQ040548

Z 1  PpEST2_BJ173989 £ = PppEST5_BJ176833 3 PpEST_281_BJ170281
£ = PpEST3_BJ184252 { Ml = PpEST6_BJ172303 3 2 PpEST_503 BJ169503
200 b
p

Abb. 3.10: Schematische Darstellung der putativen PpWRKY-Gene, die aus den EST-
Sequenzen neu hinzugewonnen wurden. Malstabsgerecht dargestellt sind die Bereiche der
EST-Sequenzen, die qualitativ verwendbare Information moglicher PPWRKY-Gene enthielten.
Fiir die WRKY-Domaéne (rot) kodierende Sequenzbereiche sind farbig hervorgehoben.

Zwei EST-Sequenzen entsprachen zu 100 % der bekannten Sequenz zu PpWRKYZ20.
Von den iibrigen neun enthielten bereits sechs fiir die WRKY-Doméne kodierende
Sequenzen.

Die drei verbliebenen EST-Sequenzen konnten nicht eindeutig als PpWRKY-Gen-
Sequenzen identifiziert werden. Eine eingehende Analyse aller Sequenzen erfolgt unter
3.6.1.

Um festzustellen, ob eines der putativen WRKY-Gene, die aus den neun P. patens EST-
Sequenzen abgeleitet wurden, ein verdndertes Expressionsmuster in der wrky20-ko#2-
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Null-Mutante aufweist, wurde die quantitative RT-PCR-Analyse unter den selben

Bedingungen wiederholt, wie sie flir die zuvor bekannten PPWRKY-Gene durchgefiihrt
worden war (3.1.3.).

Wie in Abbildung 3.11 zu sehen ist, konnten keine Verdnderung der mRNA-
Transkriptmenge in Wrky20-ko#2 gegeniiber Linie#l und dem Wildtyp gefunden

werden.

Wildtyp wrky20-ko#2 Linie#l

PpEST1
PpEST2
PpEST3
PPEST4
PpESTS
PpEST6
PPEST7
PpEST281
PPEST503
Pp18S

Abb. 3.11: PpEST-Transkripte in verschiedenen Geweben der Mutanten-Linien und des
Wildtyps. Die Analyse der Transkripte erfolgte nach elektrophoretischer Auftrennung der RT-
PCR-Produkte (28 Zyklen) in einem Agarosegel (0,8%). Als Kontrolle fiir die cDNA-
Ausgangsmenge diente die Transkriptmenge der 18S rRNA.

3.4. Funktionelle Charakterisierung artifizieller Promotoren in P. patens Protonema

Eine Moglichkeit, Einblicke in die transkriptionelle Regulation eines Gens zu erhalten,
ist die Fusion des cisregulatorischen Bereiches und des Promotors mit einem
Reportergen und die Transformation von Pflanzen mit solchen Konstrukten. So kénnen
mittelbar wichtige Informationen iiber das zu untersuchende Gen gewonnen werden,
ohne dessen Funktion zu storen.

Die Verwendung artifizieller Promotoren zeigte, dass bereits einzelne cis-Elemente in
der Lage waren, die Expression eines Reportergens (GUS) spezifisch und lokal begrenzt
zu kontrollieren (Rushton, et al., 2002). Die verwendeten Pathogen-induzierbaren cCis-
Elemente wurden in A. thaliana getestet, jedoch wurden sie urspriinglich in

verschiedenen Pflanzenarten charakterisiert. Unter den getesteten Bedingungen blieben
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die bekannten Expressionsmuster auch in A. thaliana weitgehend erhalten, obwohl es

sich um ein heterologes pflanzliches System handelte (Rushton, et al., 2002).
Vor dem Hintergrund einer moglichen konservierten Funktion der cis-Elemente in
verschiedenen Pflanzenfamilien sollte geklirt werden, ob diese Funktion bereits in den

niederen Pflanzen bestanden haben konnte.

3.4.1. Biolistische Transfor mation von K onstrukten mit artifiziellen cis-Elementen
in P. patens Protonema

Da im Rahmen dieser Arbeit der biolistische Partikelbeschuss fiir die Transformation
von Protonema etabliert wurde (3.2.6.), konnte P. patens sofort mittels dieser Methode
mit den von Paul J. Rushton zur Verfiigung gestellten artifiziellen Promotor-
Reportergenkonstrukten transformiert werden.

Vorteilhaft erwies sich, dass die Vektoren als Derivate des pBT10-B-glucuronidase
relativ klein waren. Im Rahmen dieser Arbeit konnte bereits gezeigt werden, dass die
Transformationseffizienz fiir ringformige oder linearisierte Vektoren von ca. 8 kb Grof3e
gleich war (Tabelle 3.1). Aus diesem Grund wurden die Konstrukte p4xD, p4xS,
p4xGCC, p4xJERE, p4xW2, p4xW1 und p4xGST1 (2.8.) als ringformige Plasmide auf
den Gold- oder Wolframpartikeln prézipitiert.

Nach der Transformation von 7 Tage altem Protonema wurden die Kultur-Platten zur
Regeneration fiir zwei Tage in der Phytokammer kultiviert, bevor weitergehende

Untersuchungen durchgefiihrt wurden.

3.4.2. Untersuchung von Reportergenaktivitat der artifiziellen Kontrukte

Nach einer Regenerationszeit wurde das transformierte Protonema mit flg22, UV, SA,
JA, ACC sowie 37°C behandelt (2.15.5.). Einen Tag spiter wurde das Gewebe mit
x-Gluc-Stammldsung iiberschichtet, vakuuminfiltriert, fiir 24 h bei 37°C inkubiert. Die
Anzahl durch Berliner Blau schwach und stark blau geférbter Zellen pro Platte und pro
Behandlung wurde unter der Stereolupe bestimmt. Bis auf das Konstrukt p4xW1 konnte
bei allen {brigen die Transformationseffizienz anhand einer basalen
Hintergrundexpression bestimmt werden. Die Reportergenaktivitit wurde iiber den
Quotienten der schwach blau gefarbten gegeniiber den stark blau gefarbten Zellen
abgeschitzt.

Waren unter einem bestimmten Stimulus nur noch wenige schwach blaue Zellen
vorhanden und fast nur noch stark gefdrbte zu finden, so wurde von einer starken

Aktivierung des Reportergens ausgegangen.
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A fig22 Uv SA JA ACC 37°C
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Abb. 3.12: Partikelbeschuss mit artifiziellen Promotor-Reportergenkonstrukten in
P. patens Protonema. GUS-Aktivitdt in Protonema einen Tag nach der Behandlung und drei
Tage nach dem Partikelbeschuss. (A) Schematische Ubersicht der verwendeten artifiziellen
Promotor-Reportergenkonstrukte (Rushton et al., 2002). Abschéitzung der GUS-Reportergen-
Aktivierung unter den angegebenen Stimuli: keine Anderung (-), Anderung der GUS-Aktivitit
im nicht signifikanten Rahmen (-/+), eine schwache, aber signifikante Verdnderung (+) oder
eine starke signifikante Anderung (+++) gegeniiber der Hintergrundaktivitit. (B) Aktivierung
des Reportergens mittels artifiziellen Promotor-Reportergenkonstrukten im Protonema unter
den in (A) herausgefundenen signifikant aktivierenden Bedingungen. Explarisch dargestellt sind
Beispiele der Hintergrundaktivitét (a, c, €) und der Aktivitit nach einem Tag Behandlung (b, d,

f).
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Wie in Abbildung 3.12 gezeigt ist, konnte fiir die Konstrukte p4xW1, p4xGST1, p4xS,

p4xJERE und p4xD unter keinem der hier betrachteten Stimuli eine signifikante

Reportergen-Aktivierung oberhalb der Hintergrundaktivitdt der jeweiligen Konstrukte
festgestellt werden.

Eine starke und signifikante Veranderung der GUS-Aktivitdt wurde unter Zugabe des
flg22-Elizitors (flg22) mit dem Konstrukt p4xW2 gefunden. Dieses Ergebnis beweist
einerseits die Funktionalitét der synthetischen Promotor-Reportergenkonstrukte auch in
niedern Pflanzen. Andererseits bedeutet dies, dass P. patens in der Lage sein muss, den
flg22-Elizitor zu perzipieren.

AulBlerdem war ein Anstieg der Reportergenaktivitit mit p4xW2 nach UV-Bestrahlung
zu verzeichnen. In hoheren Pflanzen konnte gezeigt werden, dass flg22- und UV-
Signaliibertragung auch W-Box und WRKY-Protein vermittelte Vorgénge sind (Singh
et al., 2002).

Da fiir PDWRKY?20 demonstriert wurde, dass das rekombinante Protein in vitro nicht an
das W2-Box-Element bindet und auch keine Reportergenaktivierung in vivo vermitteln
konnte, miissen entweder andere PPWRKY-Proteine flir die Aktivierung in diesem
Experiment verantwortlich sein, oder die WRKY -Proteine aus P. patens besitzen andere
Bindungspriferenzen. In dem Fall miissen andere Faktoren die Reportergenaktivitit
vermitteln.

Fir das Konstrukt p4xGCC konnte eine signifikante Aktivierung des GUS-
Reportergens nach der Behandlung mit ACC, einer physiologischen Ethylen-Vorstufe,
erhalten werden.

In hoheren Pflanzen wurde von Ohme-Takagi und Shinshi (1995) gezeigt, dass GCC-
Box-dhnliche Elemente unmittelbar an der Ethylen-vermittelten Aktivierung von Genen

des Ethylen-Signaliibertragungsweges beteiligt sind.

3.4.3. Reportergenaktivitat des artifiziellen pAxW2-K onstruktes unter flg22

Eine Aktivierung des GUS-Reportergens nach der Behandlung mit flg22-Elizitor ist von
ganz besonderem Interesse, da bisher weder fiir P. patens noch fiir ein anderes Moos ein
Pathogen charakterisiert worden ist. Bei flg22 handelt es sich um einen Peptid-Elizitor,
der sich vom Flagellin Gram-negativer Bakterien ableitet (Gomez-Gomez und Boller,
2000). Eine spezifische Reaktion auf flg22 konnte die Basis zur Untersuchung
bakterieller Pathogene in P. patens darstellen.

Aus diesem Grund wurde untersucht, ob es sich bei der Aktivierung des GUS-
Reportergens um eine dosisabhdngige Antwort gegeniiber dem flg22-Elizitor handelt.

In vier unabhéngigen Transformationsansitzen wurden jeweils 16 Protonema-Platten
mit dem p4xW2-Konstrukt transformiert und nach zwei Tagen Regeneration mit 1 uM,
10 uM, 100 uM flg22-Elizitor oder Triton mit Wasser (Kontrolle) behandelt.
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In allen Versuchsansitzen wurde eine Korrelation zwischen Elizitor-Konzentration und

GUS-Aktivitdt gefunden (Abb. 3.13).
Die Anzahl blau gefiarbter Zellen, die bereits unter den Kontrollbedingungen [0 uM

flg22] zusehen waren, stellt die zu Grunde gelegte Hintergrundaktivitidt des p4xW2-
Konstruktes dar (Abb. 3.13). Wie zu sehen ist, nimmt mit steigender flg22-
Konzentration die Zahl schwach blau gefarbter Zellen ab. Im Gegensatz dazu nimmt
nicht nur der Anteil stark gefarbter Zellen zu, sondern die Gesamtzahl gefarbter Zellen
steigt an (Abb. 3.13).
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Abb. 3.13: Reportergenaktivitat des artifiziellen p4xW2-Konstruktes unter flg22 in
P. patens Protonema. Das flg22 wurde in Wasser mit 0,1 % Triton X 100 gelost. Als Kontrolle
diente Wasser mit 0,1 % Triton X 100. (A) Anzahl von Zellen mit GUS-Aktivitit einen Tag
nach flg22-Behandlung und drei Tage nach dem Partikelbeschuss mit p4xW2. Dargestellt ist die
Zahl schwach blau gefarbter gegeniiber stark blau gefarbter Zellen eines Transformations-
ansatzes in Abhingigkeit von drei Konzentrationen des flg22-Elizitors. (B) Aktivierung des
synthetischen p4xW2-Promoter-Reportergenkonstruktes durch flg22 im Protonema.

3.4.4. DieW-Box ist fur die Reportergenaktivitat des artifiziellen p4xW2-
Konstruktesunter flg22 verantwortlich

Wie in den vorherigen Experimenten gezeigt wurde, aktiviert flg22 spezifisch und
konzentrationsabhingig das GUS-Reportergen im synthetischen p4xW2-Promoter-
Reportergenkonstrukt. Um ausschlieBen zu konnen, dass die GUS-Aktivitit durch
andere, nicht bekannte cis-Elemente hervorgerufen wurde, ist ein Teil der Experimente
mit Promoter-Reportergenkonstrukten wiederholt worden, die verdnderte cis-Elemente

enthielten.
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Zunichst wurde in dem Promotor-Reportergenkonstrukt p4xW2MW der in der W2-Box

enthaltene W-Box-Konsensus TTGACC durch den nicht funktionellen W-Box-
Konsensus TTGTCC (Rushton et al., 1996) ersetzt (Abb. 3.14). Wie in Abbildung 3.14

zu sehen ist, konnte mit diesem Konstrukt keine Reportergenaktivitit mehr gefunden

werden, was die Beteiligung des W-Box-Elementes an der flg22-abhingigen

Aktivierung des Reportergens beweist.

A Nucleotidsequenz Gen Spezies Motiv
W2 TTATTCAGCCATCAAAAGTTGACCAATAAT PR1-1 P?UOSG' inum W
crispum
*
Wa2Mw TTATTCAGCCATCAAAAGTTGTCCAATAAT - - -
*
W2MS TTATTCAGCCACCAAAAGTTGACCAATAAT - - Wund S
GST1 TT »+ CTAGCCACC » AGATTTGACCAAAC Gstl Solanum Wund S
tuberosum

SA JA ACC flg22

pAxW2 I T T TR L - - - s
pAXW2MW I T T A e - - - -
pAXW2MS ST BT T B SRS e - - - +
e I LSS CETI T LSS T GETH minis5 s/ GUS - - -

Abb. 3.14: Reportergenaktivitat des artifiziellen p4xW2-Konstruktes und deren Derivate
in P. patens Protonema. (A) Nucleotidsequenz der verwendeten Elemente sowie deren
bekannten funktionellen Motive. Fiir das W2- und das GST1-Box-Element wurde auferdem
deren Herkunft angegeben. Bei W2MS und W2MW handelt es sich um artifizielle W2-Box-
Derivate mit verinderter Nucleotid-Zusammensetzung. (B) Schematische Ubersicht der
verwendeten synthetischen Promotor-Reportergenkonstrukte. Abschéitzung der GUS-
Reportergen-Aktivierung unter den angegebenen Stimuli (25 uM SA, 25 uM JA, 25 uM ACC,
10 uM flg22): keine Anderung (-), eine schwache, aber signifikante Verinderung (+) oder eine
starke signifikante Anderung (+++) gegeniiber der Hintergrundaktivitit.

Bei einem Vergleich der cis-Elemente in den Promotor-Reportergenkonstrukten
p4xGST1 und p4xW?2 fillt auf, dass die enthaltene funktionelle W-Box sowie deren
Umgebung in beiden Konstrukten sehr dhnlich ist. Im Konstrukt p4xGST]1 ist noch ein
weiteres bekanntes cis-Element, die S-Box, vorhanden. Interessanter Weise befindet
sich im Konstrukt p4xW2 ein dhnliches Motiv an derselben Stelle (Abb. 3.14). Im
Rahmen dieser Arbeit wurde bereits gezeigt, dass trotz der W2-dhnlichen Sequenz bei
dem p4xGST1 Promotor-Reportergenkonstrukt keine flg22-Responsivitéit festgestellt

werden konnte.
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Aus diesem Grund wurde auch das p4xW2MS Promotor-Reportergenkonstrukt getestet,

welches einen Nucleotidaustausch in der Sequenz der W2-Box enthélt, der zur
Konstitution einer putativ funktionelle S-Box fiihrt (Abb. 3.14). In diesem Fall liegen
dhnlich der GST1-Box sowohl S- als auch W-Box-Elemente gemeinsam in diesem
Konstrukt vor. Obwohl nur die Umgebung des TTGACC-Konsensus im p4xW2MS-
Konstrukt verdndert wurde, nahm die Reportergenaktivitit im Vergleich zu p4xW2
deutlich ab. Trotzdem lag die GUS-Aktivitdt fiir pAxW2MS nach flg22-Behandlung
iber der des p4xGST-Konstruktes (Abb. 3.14).

Unter den Behandlungen mit SA, JA und ACC blieb die detektierbare GUS-Aktivitdt
gleich der Hintergrundaktivitt.

3.5. Expressions-Analyse von P. patens Genen nach flg22- und UV-Behandlung

Wie die Untersuchungen mit den artifiziellen Promotor-Reportergenkonstrukten gezeigt
haben, kann fiir flg22 eine spezifische und W-Box-abhingige Aktivierung der
Reportergenaktivitit nachgewiesen werden. Dies impliziert, dass es WRKY-Proteine in
P. patens geben konnte, welche unter diesen Bedingungen an den W-Box-Konsensus
binden und wie in hoheren Pflanzen eine transkriptionelle Kontrolle der 3’-gelegenen
Gene ausiiben. Vor diesem Hintergrund wurden Expressions-Analysen von den
vorhandenen P. patens Genen nach der Behandlung mit flg22-Elizitor durchgefiihrt.

Da fiir das W2-Box-Element auch unter UV-Behandlung eine Aktivierung des GUS-
Reportergens gefunden werden konnte, wurde zusitzlich unter diesem Stimulus der

Einfluss auf die Expression untersucht.

3.5.1. Expressions-Analyse von P. patens Genen nach flg22-Behandlung

Wie in den vorherigen Experimenten gezeigt wurde, aktiviert flg22 spezifisch und
konzentrationsabhdngig das GUS-Reportergen im synthetischen p4xW2-Promotor-
Reportergenkonstrukt. Um herauszufinden, ob eines der charakterisierten P. patens
Gene eine verdnderte Expression nach dieser Behandlung zeigt, wurden quantitative
RT-PCR-Analysen durchgefiihrt. Dazu wurden zwei unabhingige Experimente mit
verschiedenen Konzentrationen flg22-Elizitor durchgefiihrt. Gewebeproben wurden

nach 3 h, 6 h und 24 h entnommen.
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H,O + Triton 1 uM fig 22 10 uM flg 22 100 uM flg 22
[h] 3 24 3 6 24 3 6 24 3 6 24

PpWRKY2
PpWRKY3
PpWRKY4
PPWRKY5
PPWRKY6
PpWRKY7
PpWRKY1
PpWRKY16
PpEST1
PpEST2
PpEST3
PpEST4
PpEST5
PpEST6
PpEST7
PpEST281
PpEST503
PpPPRP5
PpRAD51
Pp18S

Abb. 3.15. P. patensTranskripte nach der Behandlung mit ver-schiedenen
Konzentrationen des flg22-Elizitors. Die Analyse der Transkripte erfolgte nach
elektrophoretischer Auftrennung der RT-PCR-Produkte (28 Zyklen) in einem EtBr-gefiarbten
Agarosegel (0,8%). Als Kontrolle fiir die cDNA-Ausgangsmenge diente die Transkriptmenge
der Pp18S rRNA. Die Transkriptmenge des stress-responsiven Gens PPRADS1 aus P. patens
diente als Kontrolle fiir eine Stress-auslosende Behandlung des Protonemas (Ulrich Markmann-
Mulisch und Bernd Reis, persl. Mitteilung).

In Abbildung 3.15 ist zu sehen, dass die Gene PpWRKY20, PpEST1, PpEST3 und
PpEST6 nur wenig, aber dafiir konstitutiv exprimiert waren. Ein weiteres Gen,
PpPPRP5 (Putive Pathogenisis Related Protein5), das von einem EST mit
Ahnlichkeiten zu Resistenzgenen hoherer Pflanzen abgeleitet wurde, zeigte ebenfalls
eine gleichformige Transkriptmenge unter allen Bedingungen.

Die PpWRKY-Gene PpWRKY1l, PpWRKY2, PpWRKY3, PpWRKY4, PpWRKYS5,
PpWRKY6 und PpWRKY?7 zeigten gar keine detektierbaren Transkripte. Ebenso sind fiir
PpEST2 keine Transkripte nachweisbar (Abb. 3.15).

Fiir einige der Gene konnte jedoch eine Erhdhung der Transkriptmenge nach im

Vergleich zur Kontrolle festgestellt werden. So zeigten die auf der Basis der EST-
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Sequenzen neu hinzugewonnenen Gene PPEST4, PpESTS sowie PpEST281 und
PpEST503 eine deutlich hohere Transkriptakkumulation im behandelten als im
unbehandelten Protonema (Abb. 3.15).

Auch nach mehrmaliger Wiederholung der PCR konnten in beiden unabhéngigen
Experimenten fiir die Gene PpWRKY16 und PpEST7 keine zufriedenstellend
tibereinstimmenden Transkriptakkumulationen erzielt werden. Dabei handelt es sich um
zum Teil erhebliche Abweichungen in den nachzuweisenden Transkriptmengen

zwischen Kontrolle und dem behandelten Protonema.

3.5.2. Expressions-Analyse von P. patens Genen nach Behandlung mit
ver schiedenen Peptiden

Nachdem im vorangegangenen Experiment tatséchlich einige der P. patens Gene eine
veranderte Transkriptmenge nach Behandlung mit dem flg22-FElizitor zeigten, muss die
Frage gestellt werden, in wie weit dies tatsdchlich diesem Peptid zugeordnet werden
kann. Aus diesem Grund wurde das P. patens Protonema mit 10 uM flg22-Elizitor und
als Kontrolle mit 10 uM flg15AS, einem nicht funktionellen Flagellin-Peptid, bespriihrt.
Um auszuschlieBen, dass P. patens unspezifisch auf Peptide reagiert, wurde das
Protonema simultan mit 100 uM BSA behandelt. Auch dieser experimentelle Ansatz
wurde zweimal unabhéngig wiederholt.

Da die zuvor getestete P. patens Zell-Linie wegen starker bakterieller Kontamination
leider nicht mehr verwendet werden konnte, wurde das Experiment mit frischen,
sauberen Kulturen wiederholt, die von Ulrich Markmann-Mulisch freundlicher Weise
zur Verfiigung gestellt wurden.

Wie der Abbildung 3.16 zu entnehmen ist, konnten die Expressionsmuster mittels RT-
PCR fiir 10 uM flg22 mit dieser Zell-Linie reproduziert werden.. Die Expression des
PpEST7 verlief jetzt sehr &dhnlich dem Stress-induzierten PpRADS1. Bereits die
Applikation der Losungen durch Sprithen auf das Gewebe fiihrte in der Kontrolle zu
einer Erh6hung der Transkriptmenge von PPEST7 und PpRADS1.

Leider konnte gezeigt werden, dass die Anderungen der Transkriptmengen nicht flg22-
spezifisch sind (Abb.3.16). Vielmehr handelt es sich um eine vollig unspezifische
Reaktion auf Peptide und Proteine, da die Veridnderungen im Expressionsmuster
gegeniiber der Kontrolle auch nach der Behandlung mit 100 uM BSA und 10 pM
flg15AS detektiert werden konnte (Abb.3.16). Aus beiden durchgefiihrten RT-PCR-
Experimenten kann fiir PPEST285 und PpEST503 zusammengefasst werden, dass eine
transiente Expressionsdnderung im Zeitraum von 2 h bis 4 h nach der Behandlung zu
verzeichnen ist. Die Expression von PPESITS ist ein bis zwei Stunden nach der

Behandlung am hochsten und féllt nach drei Stunden ab, so dass nach 6 h nur noch
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wenig Transkript detektiert werden kann. Fiir PPEST4 konnte in beiden Experimenten

eine lang anhaltende, aber nur leichte Anderung der Transkriptmenge im Vergleich zu
Kontrolle gefunden werden.

Die Transkriptmengen von PPWRKY20 und PpEST1 sind sehr gering, konstitutiv aber
unabhingig von den getesteten Behandlungen.

In Ergdnzung zum vorangegangenen Experiment zeigte sich jedoch, dass die Expression
des PpEST7 und PpRADS1 sehr sensitiv und schnell bereits durch die Applikation der
Losungen durch Sprithen auf das Protonema zu einer Erhéhung der Transkriptmenge
fiihrte. Die Transkripmengen, die im vorangegangenen Experiment detektiert wurden,
reprisentierten bereits den Riickgang der Expression bei 3 h nach der Behandlung.

H,O + Triton 10 pM fig22 10 uM fig15A5 0,1 mM BSA
[h] 1 2 6 1 2 4 6 1 2 4 6 1 2 6

ovrcy: | I R R
eovrcys [ N I R
ovrcrs | N R R
e | R i il
e | T B e i
e R I—————————
e [ P | e —W— |

Abb. 3.16: P. patens-Transkripte nach der Behandlung mit verschiedenen Peptiden. Die
Analyse der Transkripte erfolgte nach elektrophoretischer Auftrennung der RT-PCR-Produkte
(28 Zyklen) in einem EtBr-gefarbten Agarosegel (0,8%). Als Kontrolle fiir die cDNA-
Ausgangsmenge diente die Transkriptmenge der 18S rRNA. Die Transkriptmenge des stress-
responsiven Gens PpPRADS51 aus P. patens diente als Kontrolle fiir eine Stress-auslosende
Behandlung des Protonemas.
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Fir die P. patens Gene PpWRKY1, PpWRKY2, PpWRKY3, PpWRKY4, PpWRKYS,
PPWRKY6 und PpWRKY7 sowie fiir PpEST2 konnten gar keine Transkripte
nachgewiesen werden.

Eine zufriedenstellend reproduzierbare Transkriptmenge in beiden unabhdngigen
experimentellen Ansitzen konnte fiir PDWRKY16 wieder nicht erhalten werden. Jedoch
waren die Transkriptmengen fiir die Kontrolle und unter den getesteten Bedingungen
reproduzierbar unterschiedlich.

Trotz der unspezifischen Reaktion auf Peptide bleibt bemerkenswert, wie rasch die
Akkumulation einiger Transkripte innerhalb eines Zeitraumes von nur einer Stunde

nach der Behandlung zunimmt.

3.5.3. Expressions-Analyse von P. patens-Genen nach UV-Behandlung

Die vorangegangenen Experimente wurden mit einem aus Bakterien abgeleiteten
Elizitor durchgefiihrt, von dem in hoéheren Pflanzen ein biotisches Stress-Signal
ausgeht. Im weitesten Sinne ist dies auch in dem hier durchgefiihrten Versuchsansatz
geschehen, da eine Expressionsdnderung von P. patens Genen auf unspezifische Peptide
stattgefunden hat. Im Gegensatz dazu soll nun untersucht werden, ob sich die
Transkriptmengen nach UV-Behandlung verédndern.

Die Bestrahlung des Protonemas mit definierten UV-Mengen wurde in einem UV-
Crosslinker der Firma Stratagene durchgefiihrt. Dazu wurde die Strahlendosis mit der
Energie von je 10 mJ, 50 mJ, 100 mJ verwendet. Die Bestrahlung dauerte zwischen 15 s
und 30 s, um die eingestellten UV-Dosen zu erreichen.

Wie in der Abbildung 3.17 zu sehen ist, erhoht sich die Transkriptmenge von PpRADS1
in Abhéngigkeit von der UV-Strahlendosis. Fiir PPRAD51 ist bekannt, dass es ein gutes
Markergen fiir UV-Behandlungen ist (Ulrich Markmann-Mulisch und Bernd Reis, persl.
Mitteilung).

Bei allen anderen Genen fehlen deutliche Unterschiede in der Transkriptmenge

zwischen der Kontrolle und dem behandelten Protonema.
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Kontrolle 10 mJ UV 50 mJ UV 100 mJ UV
[h]
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Abb. 3.17: P. patens-Transkripte nach UV-Behandlung. Die Analyse der Transkripte
erfolgte nach elektrophoretischer Auftrennung der RT-PCR-Produkte (28 Zyklen) in einem
EtBr-gefarbten Agarosegel (0,8%). Als Kontrolle fiir die cDNA-Ausgangsmenge diente die
Transkriptmenge der 18S rRNA. Die Transkriptmenge des UV-responsiven Gens PpRADS51 aus
P. patens diente als Kontrolle fiir eine Stress-auslosende Behandlung des Protonemas.

Die Gene PpWRKY20, PpEST1, PpEST3, PpEST4, PpESTS, PpEST6, PpEST7,
PpEST281, PpEST503 und PpPPRP5 sind konstitutiv aber unterschiedlich stark
exprimiert. Wahrend sich dieser Trend fiir PPWRKY20, PpEST1 und PpEST6 fortsetzt,
ist fiir die anderen Gene eine zum Teil erhebliche Verdnderung ihres
Expressionsmusters gegentiber den vorangegangenen Experimenten zu sehen. So ist das
Transkript von PpESTS in diesem Versuch nach 28 Zyklen PCR nicht im Gel zu
erkennen (Abb. 3.17).

Ebenso verhilt es sich mit den Transkripten von PpEST7, PpEST281 und PpESTS503,
die in diesem Experiment nur schwer nachzuweisen waren, wohingegen nach
Behandlung mit Peptiden deutlich sichtbare Transkriptakkumulation zeigten (Abb.
3.16).
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Fiir die P. patens Gene PpWRKY1, PpWRKY2, PpWRKY3, PpWRKY4, PpWRKYS5,

PpWRKY6 und PpWRKY7 sowie fiir PPEST2 konnten abermals keine Transkripte
gefunden werden.

Die Transkriptmenge von PpWRKY16 war auch in diesem Experiment sehr
unterschiedlich und in den unabhdngigen Versuchsansidtzen inkonsistent. Deshalb
wurde mittels FailSafe-PCR versucht die Identitdt der von Patrick Giavalisco isolierten
genomischen und cDNA-Sequenzen zu verifizieren (Giavalisco, 1999). Dies war jedoch
nur fir den die WRKY-Domine kodierenden Bereich moglich. Auch von Patrick
Giavalisco durchgefiihrte 5’RACE-Experimente auf PpWRKY16 lieBen an der
Richtigkeit der verfiigbaren DNA-Sequenzen Zweifel autkommen (Giavalisco, 1999).
Es muss davon ausgegangen werden, dass die fiir PPWRKY16 bekannte Sequenz -
ausgenommen der fiir die WRKY-Doméne kodierenden Bereich - fehlerhaft ist. Dies
erklart auch die wiederspriichlichen Ergebnisse aus der Durchmusterung der Lambda-A-
Phagen- und BAC-Bibliothek.

3.6. Vergleichende Sequenzanalyse der WRKY -Gene

Wegen des recht hohen Grades an funktioneller und struktureller Konservierung der
WRKY-Gene der Subgruppe 11d aus P. patens und A. thaliana (Kapitel 3.2.), stellt sich
die Frage, ob dies ein Sonderfall der WRKY-Gene der Subgruppe IId ist, oder ob diese
Ergebnisse auf andere Gruppen {ibertragbar sind. Um diese Frage eingehend
beantworten zu konnen, wurden alle P. patens WRKY-Gene untereinander und mit den
offentlich zuginglichen Sequenzinformationen der Datenbanken verglichen.

Die Verfiigbarkeit von Sequenzinformation aus zwei nahezu vollstindig bekannten
Pflanzengenomen, A. thaliana und O. sativa, ermdglicht in einem zweiten Schritt die
WRKY-Gene hoherer Pflanzen verwandtschaftlich zu ordnen.

3.6.1. Vergleichende Analyse der WRKY-EST-Sequenzen aus P. patens

Ein direkter Vergleich zwischen den PpWRKY-Genen ist nur dann mit einfachen
Mitteln moglich, wenn homologe Sequenzbereiche fiir die Analyse zur Verfligung
stehen.

Die abgeleitete Aminosduresequenz fir die 67 AS-lange WRKY-Domine der
PPWRKY-Gene zeigt fiir 13 exemplarisch untersuchten Gene eine Identitidt zwischen
41 % und 91 % (Tabelle 3.3). Die hchste Ahnlichkeit wurde zwischen den Vertretern
der Subgruppe IId sowie zwischen den aminoterminalen und carboxyterminalen

Doménen der Gruppe I gefunden.
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Tabelle 3.3: Identitat der Aminosduren der fur die WRKY-Domaéne kodierenden Sequenz
zwischen den PpWRKY-Genen. Dargestellt ist die Anzahl konservierter Aminoséduren in der
WRKY-Domine in Prozent. Hervorgehoben sind die Werte fiir putativ paraloge WRKY-Gene.

0| o
E|E
Q 9 ™ NJ © < E —
N (.l — N
AR ARARAR SI2IEE18| 4 < -
AR
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P —
PPWRKY20 58 |50 |52 |77 |52 |86 |60 |50 |58 |91 |59 |54 |48
PPWRKY1_CTD 56 |70 |58 [60 |63 |67 |47 [47 [60 |92 |63 |60
PPWRKY16 63 |51 |52 |46 |92 |44 |45 [47 |57 |57 |36
PPWRKY2 58 |81 |56 |67 |52 |43 |54 |61 |69 | 78
PPWRKY3 66 |79 |64 |45 |47 |75 | 48 |46 |41
PPWRKY4 58 | 66 |49 |45 |53 |55 | 63 |63
PPWRKY5 62 |47 |52 |89 |59 |54 |48
PPWRKY6 47 [45 |58 |64 |58 |60
PPWRKY7_NTD 88 |47 |52 [50 |47
PPWRKY1_NTD 54 |56 |56 | 50
PpEST281_BJ170281 59 |53 |50
PpEST1_BJ188872 60 | 62
PPEST4_BQ039301 69

Die verwandtschaftlichen Beziehungen zwischen den PPWRKY-Genen konnten durch
einen phylogenetischen Baum (Abb. 3.18) gestiitzt werden. Die Verzweigung der
erhaltenen Cluster spiegelt die Einteilung in Gruppen und Subgruppen wieder. Die
Verzweigungen des Baumes in einzelne Gruppen sind sehr basal und es kann davon
ausgegangen werden, dass die wuntersuchten WRKY-Doménen keiner frithen
phylogenetischen Linie im Pflanzenreich angehdren. Das heiflt, man kann annehmen,
dass sich bei den WRKY-Proteinen eine anzestrale Homologie durch die Klasse der
griinen Pflanzen zieht und die Entstehung der WRKY-Domine monophyletischen
Ursprungs ist.

Um auch solche Sequenzen vergleichen zu konnen, von denen keine homologen
Bereiche bekannt sind, kann in der Regel nur ein strikt sequenzorientierter Ansatz
verwendet werden. Eine Methode ist in diesem Fall besonders hilfreich und bezieht die
verfiigbare Sequenzinformation anderer Genome mit ein, um auf diese Weise Cluster
von orthologen Gruppen (COG) zu bilden (Tatusov et al., 1997).
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0.1 Substitutionen/AS

PpEST4 Gruppe lic
PpWRKY4

PPEST7

PPWRKY2
PPWRKY16
PpEST1 CTD
p PpWRKY6 Gruppe lIb
PpWRKY1 CTD
PPWRKY20
PPEST281
PpWRKY1 NTD PpWRKY5
PpWRKY3
PPWRKY7 NTD
Gruppe | Gruppe lid

Abb. 3.18. Phylogenetischer Baum auf der Basis der fur die PpWRKY-Domane
kodierenden Sequenzen zur Verdeutlichung der evolutionaren Beziehungen. Die Analyse
erfolgte mit dem Programm ClustalW mit 67 AS der abgeleiteten WRKY-Doménen aus 13
verschiedenen PPWRKY-Gen-Sequenzen. Der Phylogenetische Baum wurde auf der Basis eines
Distanz-Matrix-Algorithmus erstellt und ist nicht gewurzelt. Die Zahlen an den wichtigsten
Zweigen sind Bootstrap-Wahrscheinlichkeiten [%] fiir 100 Datensitze (erstellt mit SEQBOOT,
PHYLIP; Felsenstein, 1997). Die zu einer Gruppe gehdrenden Unterverzweigungen sind fiir
Gruppe I - WRKY-Gene dunkel-grau und fiir Gruppe II - WRKY-Gene hell-grau hinterlegt.

Dabei wird fiir jedes Gen eines Genoms in anderen Genomen jenes Gen mit der
hochsten Sequenzéhnlichkeit bestimmt. Es ist in diesem Fall nicht wichtig, dass das
Ausgangsgenom vollstdndig bekannt ist. Um eine moglichst eindeutige Zuordnung der
Sequenzen zu erhalten, wird jedoch mindestens ein komplett sequenziertes Genom fiir
diese Art von Vergleich benétigt. Diese Vorgehensweise ist bei grofleren
phylogenetischen Abstidnden schwierig, da Genduplikationen und nur geringe
Sequenzdhnlichkeiten einen direkten Vergleich von Gen zu Gen nicht erlauben. Die
WRKY-Gene sind jedoch so hoch konserviert und waren bereits vor der evolutiven
Abspaltung der Moose von der Linie der hoheren Pflanzen vorhanden, so dass ein
Sequenzvergleich mit hheren Pflanzengenomen durchgefiihrt werden kann.

Die Verfiigbarkeit der beiden sequenzierten Pflanzengenome von A. thaliana und
O. sativa bildet ein konsistentes und komplettes Klassifizierungssystem fiir Gengruppen
mittels COG-Analyse: Fiir alle P. patens Gene wurde mittels tBLASTx (Altschul et al.,
1997) der best-hit, BeT (Tatusov €t al., 1997), bestimmt, indem die Sequenzen mit der
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kleinsten Trefferwahrscheinlichkeit p fiir A. thaliana und O. sativa ermittelt wurde.

Entsprechend wurde auch mit Treffern von WRKY-Genen anderer Pflanzenarten
verfahren. Auch diese wurden in die Cluster-Analyse mit einbezogen.

Das sich aus dem paarweisen Vergleich der einzelnen Gene oder Gengruppen
ergebende Muster der Beziehungen wurde analysiert. Symmetrische Beziehungen sind
solche, bei denen wechselseitige Paarungen zwischen zwei Genen bestehen, die fiir
einander BeTs darstellen. In asymmetrische Beziehungen findet nur eines der Gene das
andere als ,,Partner”, aber nicht umgekehrt (Rauhut, 2001). Um die zu analysierenden
Muster moglichst einfach zu halten, wurden die Beziehungen nur fiir die untersuchten
PPWRKY-Gene in die Kreisdiagramme eingetragen. Die als signifikant zu Grunde
gelegte Trefferwahrscheinlichkeit p wurde auf < le-24 gesetzt. Aus Griinden der
Ubersichtlichkeit wurden an dieser Stelle nur die COGs fiir die Gene PpWRKY20 und
PpWRKY?5 exemplarisch dargestellt. Fiir die iibrigen P. patens Gene befinden sich die
Diagramme im Anhang (A2.2).

Wie in der Abbildung 3.19 zu sehen ist, konnen selbst nahe verwandte P. patens Gene
mittels der COG-Analyse eindeutig voneinander unterschieden werden. Das sich
ergebende Muster fiir die beiden PpWRKY-Gene der Subgruppe IId ist verschieden.
Man kann sehen, dass es sich bei PPWRKY20 um das orthologe Gen zu AtWRKY15 und
bei PPWRKY5 um das orthologe Gen zu AtWRKYL17 aus A. thaliana handelt. Da das
Genom von A. thaliana bis auf einen kleinen Teil nahezu vollstindig sequenziert ist,
kann davon ausgegangen werden, dass sich die verwandtschaftlichen Beziehungen
dieser beiden P. patens Gene zu ihren orthologen Partnern wahrscheinlich nicht mehr
dndern werden. Aus einem direkten Sequenzvergleich, wie er z.B. in Tabelle 3.3
zusammengefasst dargestellt ist, wére eine solche Information nicht zu gewinnen.

Nach der Durchfiihrung der Cluster-Analyse konnen folgende Ergebnisse festgehalten
werden:

Die Sequenzen von PpEST2 und PpEST3 sind keine WRKY-Gene. Obwohl einige
WRKY-Gene hohe Ahnlichkeiten zu PPEST3 zeigen, wurden in der Cluster-Analyse nur
BeTs mit Glutamin-Synthetase-dhnlichen Proteinen gefunden. Gleiches gilt fiir
PPEST2, der jedoch keine signifikante Ahnlichkeit (p < 1e-24) zu Genen aus hdheren
Pflanzen zeigt. Statt dessen werden BeTs mit weitaus niedriger Treffer-
wahrscheinlichkeit in prokaryotischen Organismen gefunden.

Da sich die Muster der COGs fiir PPEST7 und PpESTG6 entsprechen, muss es sichhierbei
um identische Gene handeln. Das orthologe Gen zu diesen beiden EST-Sequenzen aus
A. thaliana ist AtWRKY57. Die Expressionsmuster fiir PPEST7 und PpEST6 wichen
jedoch von einander ab (z.B. Abb. 3.16). Die zu Grunde liegenden EST-Sequenzen
enthalten oft Sequenzinformationen von schlechter Qualitit. Wie jetzt durch die
durchgefiihrte COG-Analyse und mittels direkten Sequenzvergleiches mit PPEST7 im
Nachhinein fiir PPEST6 gezeigt werden konnte, liegt einer der ausgewéhlten Primer fiir
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die RT-PCR ungiinstig in einem Bereich mit geringer Sequenzqualitit. Dies hat

wahrscheinlich dazu gefiihrt, dass nicht die PpEST7-identische Matrize, sondern eine
andere Sequenz in der RT-PCR amplifiziert wurde.

PpEST281 und PpEST503 miissen ebenfalls identisch sein und das orthologe Gen aus
A. thaliana ist AtWRKY74. Hier waren die Transkriptmengen fiir PpEST281 und
PpESTS503 unter den getesteten Bedingungen immer sehr dhnlich, was als eine sehr
gute, interne Kontrolle fiir die durchgefiihrten RT-PCR-Experimente gewertet werden
kann.

PpWRKY1 und PpWRKY?7 sind paraloge Gene im Moos und ihre WRKY-Domaéne ist zu
88 % identisch (Tabelle 3.3). Mittels Cluster-Analyse konnte fiir PDPWRKY7 gezeigt
werden, dass AtWRKY20 das entsprechend orthologe Gen ist. Dahingegen ist
AtWRKY33 das orthologe Gen zu PpWRKY1.

Fiir PpEST1 konnte gezeigt werden, dass das A. thaliana AtWRKY2-Gen ortholog ist,
und fiir PPWRKY3 ist AtWRKY15 das orthologe A. thaliana Gen.

Bei den Sequenzen PPWRKY2 und PpWRKY4 handelt es sich auch um paraloge Gene in
P. patens. Jedoch konnte fiir beide keine signifikante Ahnlichkeit zu Genen aus hoheren
Pflanzen gezeigt werden. Die BeTs mit der geringsten Trefferwahrscheinlichkeit p
wurden allerdings mit Gruppe II -WRKY-Genen gefunden.

Fiir PpEST5 konnte ebenfalls keine signifikante Ahnlichkeit zu WRKY-Genen héherer
Pflanzen gefunden werden. Jedoch konnte PPEST5 der Subgruppe IId zugeordnet
werden. Entsprechend verhélt es sich fiir PPEST4.

Auf der Basis der bekannten Gene aus P. patens kénnten PPWRKY6 und PpWRKY16
als paraloge Gene angesehen werden. Durch die Analyse der COGs kann dies jedoch
ausgeschlossen werden. Mittels Cluster-Analyse konnte fiir PDWRKY16 gezeigt werden,
dass AtWRKY47 das entsprechend orthologe Gen ist.

Dahingegen ist AtWRKY6 das WRKY-Gen aus A. thaliana mit der geringsten
Trefferwahrscheinlichkeit p zu PpWRKY6. Diese liegt oberhalb der Grenze zur
statistischen Trefferwahrscheinlichkeit. Deswegen kann fiir PPWRKY6 kein orthologes

Gen aus hoheren Pflanzen identifiziert werden.
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Abb. 3.19: Cluster von orthologen Gruppen (COG) fur die nahe verwandten PpWRKY20-
und PpWRKY5-Gene. Dargestellt sind orthologe Gruppen fir PpPWRKY20 und PpWRKY5
(nach Tatusov et al., 1997). Die BeTs wurden mit tBLASTx (Altschul et al., 1997) bestimmt. In
allen Féllen wurde der best-hit sowie das zweitbeste Suchergebnis fiir A. thaliana in das
Kreisdiagramm integriert. Symmetrische Beziehungen zwischen den P. patens Genen und den
Orthologen wurden mit durchgezogenen Linien gekennzeichnet. Unterbrochene Linien stellen
asymmetrische Beziehungen oder Beziehungen oberhalb der statistisch signifikanten
Trefferwahrscheinlichkeit p = le-24 dar. Die jeweilige Trefferwahrscheinlichkeit p wurde
entlang der symmetrischen Beziehungen angegeben. Die jeweiligen Pflanzenfamilien wurden
farbig dargestellt: Moos (rot), A. thaliana (dunkel blau), Solanaceae (hell blau), Poaceae (griin)
und andere (grau). Pp — Physcomitrella patens, At — Arabidopsis thaliana, Pc - Petroselinum
crispum, Zm - Zea mays, Dg - Dactylis glomerata, Os - Oryza sativa, Nt - Nicotianaa tabacum,
Le - Lycopersicon esculentum
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3.6.2. Vergleichende Analyse der WRKY-Proteine aus A. thaliana und O. sativa
Das Vorhandensein der anndhernd kompletten Sequenzinformation der Genome von

A. thaliana und O. sativa machen vergleichende Analysen, wie z.B. die zuvor
beschriebene Analyse mittels Cluster von orhologen Gruppen (COG), zu einer
wertvollen Methode, um orthologe oder paraloge Gene zu identifizieren. Vor dem
Hintergrund einer moglichen funktionellen und strukturellen Konservierung der Gene
zwischen den beiden Pflanzenarten und damit einer mdglichen Ubertragbarkeit der
Erkenntnisse von einem Modellorganismus auf den anderen, ist es essentiell, die
jeweiligen paralogen oder orthologen Gene zu kennen.

Nur bei diesen Genen kommt eine natiirliche Redundanz der Genfunktion in frage, da
nicht paraloge oder nicht orthologe Gene mit hoher Wahrscheinlichkeit von einem
anderen anzestralen Ur-Gen herriihren.

Deswegen wurden alle A. thaliana WRKY-Proteine mittels tBLASTn (Altschul et al.,
1997) mit den verfiigbaren Sequenzinformationen der beiden O. sativa Kulturformen
verglichen (Anhang A2.3). Ausgehend von den so gewonnenen Sequenzen wurde ein
phylogenetischer Baum auf der Basis der WRKY-Doméne errechnet (siche Anhang
A2.4). Um eine moglichst gute Trennung der orthologen Gruppen zu erhalten, wurden
alle Sequenzinformationen publizierter und charakerisierter WRKY-Proteine in die
phylogenetische Analyse mit eingebunden. AuBlerdem wurde eine EST-Sequenz eines
WRKY-Gens aus Chlamydomonas rheinhardtii gefunden. Die abgeleitete Sequenz der
WRKY-Domine dieses EST wurde ebenfalls in den phylogenetischen Baum integriert.
Diese grupiert basal zwischen den Vertretern der Gruppe I und II (Anhang A2.3, A2.4).
Der erstellte phylogenetische Baum ist aus Griinden der Ubersichtlichkeit im Anhang
aufgefiihrt, da die Tabelle 3.4 das Ergebnis der Analyse zusammenfasst.

In Tabelle 3.4 wurden fiir A. thaliana WRKY -Proteine auf der Basis der konservierten
WRKY-Domine die entsprechenden Orthologen aus O. sativa aufgelistet. Dabei
konnten fiir 23 A. thaliana WRKY-Gene entsprechende orthologe Gene in den 6ffentlich
zuginglichen Datenbanken gefunden werden. In den von Syngenta / TMRI verwalteten
Datenbanken konnten 34 orthologe Gene zu den 74 Genen aus A. thaliana identifiziert

werden.
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Tabelle 3.4: Ubersicht tiber die WRKY-Gene aus A. thaliana, deren Paraloge sowie deren
Orthologe aus O. sativa. Dargestellt ist die phylogenetische Auswertung der Stammbaum-
Analyse (siche Anhang A2.4) der A. thaliana und O. sativa WRKY-Gene auf der Basis der
abgeleiteten Protein-Sequenz fiir die WRKY-Domiéne. Die WRKY-Doménen aus O. sativa
wurden erhalten, indem mit jeder A. thaliana WRKY-Doméne sowohl die offentlichen Gen-
Datenbanken als auch die Syngenta/TMRI-Datenbank mittels tBLASTn durchsucht wurden.
Die WRKY-Gene wurden mittels Stammbaum-Analyse den jeweiligen Gruppen zugeordnet. A.
thaliana Paraloge wurden zusammen aufgefiihrt und, so weit dies moglich war, ihren putativen
O. sativa Orthologen gemeinsam zugeordnet. Die aminoterminale (NTD) und carboxyterminale
(CTD) WRKY-Doméne der Gruppe I wurden getrennt betrachtet.

O. sativa BAC-Klone

Gruppe WRKY-Doméne AkAzon offentliche Datenbanken Syngg?etﬁ/b;nl\/lle i
I At WRKY1 CTD At 2g04880 CL017195. 124
I At WRKY1 NTD At 2g04880 AAAA010145271 CLB6983. 2
I CL0216
At WRKY2 CTD At 5956270 AAAA01002933. 1 CL011539. 161
CLCA184

| AtWRKY2 NTD At 5956270

VR34 NTD At aoa0aa0  AAAA01002933. 1 CL0216
' At WRKY34 CTD At 4926440
! At WRKY19 CTD At 4912020
! At VIRKY19 NTD At 4912020
' At WIRKY20 CTD At 4926640
! At IRKY20 NTD At 4926640 CL019774. 109
| CL015328. 116
At WRKY25 CTD At 230250 coioazs,
! At VIRKY25 NTD At 2930250  AAAA01005720. 1 CL012313
! At WRKY26 CTD At 5307100
| AAAAQ1000357. 1
ALWRKY26 NTD AL5Q07100  Aamaoioooese 1 CL034118 CLC7592
| AtVRKY3 CTD At 203340
At VRKY4 CTD At 1913960
| AtVWRKY3 NTD At 2903340
At WRKY4 NTD At 1913960
! At WRKY32 CTD At 4930930 CL017195. 124
' AtVRKY32 NTD At 4930930  AAAA01014952. 1 CL017195
| CL034118. 148
At VIRKY33 CTD At 2938470 cos
! At VRKY33 NTD At 2938470  AAAA01000196. 1 cLca184
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O. sativa BAC-Klone

i u AGI- . . Syngenta/ TMRI -
Gruppe WRKY-Doméne Akzession offentliche Datenbanken Datenbank
| At VIRKY44
A At2g37260  AAAAD1020389. 1 HTC14919
| At WRKY44 CL012313. 200
TT® CTD At 2937260 CL035741
' At VIRKY49 At 5343290 CLCA195
' At WRKY51 At 5964810
' At IRKY58 CTD At 3g01080
' At VIRKY58 NTD At 3g01080  AAAA01008658. 1 CL015328
' OsWRKY CTD CLB16270. 1
' OSWRKY CTD CL017554. 215. 125
' OsVRKY CTD CL017554. 215. 125
' OsWRKY CTD CLB16270. 1
' OSVRKY CTD CL021877. 34
' OsVIRKY CTD CL027984. 99
' OsWRKY NTD CL019774. 109
' OsVIRKY NTD CL021877. 34
' OsVIRKY NTD AAAAD10145271 CLB6983. 2
' OSWRKY NTD AAAA01008946. 1 CL027984. 99
Ha Arwrky1s At 4931800  AAAA01010861. 1 CLC2946
ila AAAA01009127. 1
At WRKYA40 At1g80840  AARAOTD0
ha At vrkY60 At 2925000  AAAA01006961. 1 CLC2946
b A wRKYS At 1962300  AAAA01000721.1
e 302500 AAAAD1000390. 1 CL004197
9 AAAA0100
i1b CL006430. 349
At VIRKY9 At 1968150 SRSETIIR
b At wrkY36 At 1969810 CL009757. 292
b CL021631. 56
At VIRKY47 At 4901720 oo,
b A wRkys1 At 1918860  AAAA01001635. 1
) CL002157. 61. 64
At VIRKY72 At 5315130 gl
b swrky CL009757. 292
Tc  ALVRKYS AT5946350
At WRKY28 At 4918170
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O. sativa BAC-Klone

i u AGI- . . Syngenta/ TMRI -
Gruppe WRKY-Doméne Akzession offentliche Datenbanken Datenbank
IIc  ALVRKYL3 At 4939410
At WRKY12 AC003672
Ic CLB5455. 86
At WRKY23 At 2947260 RSP EITN
e At VRKY24 At 5341570
e at wRKY43 At 2946130
e At virkY4s At 3901970
e At virkvas At 5349520
e At virkYS0 At5g26170  AAAA01009633. 1 CLB12978
e A virkYS6 At 1964000
ic CL006290. 89
At WRKY57 At 1969310 Coaneay 5
e At wrkys9 At 2921900
e At wRkYes At 3962340
ic CL036339. 137
At WRKY71 At 1929860 RSP
e At vRrkY7S At 5913080  AAAA01010165. 1 CL013523
e osvrky CL013336. 119
e OsWRKY CL002151. 145
e swrky CL004069. 7. 4
e s WRKY AAAA01001635. 1 CL0296
d A wRky? At 4924240
ITd A VRKYLL At 4931550
At WRKY17 At 2924570
I A wrky1s At 2923320
I A wrky21 At 2930590
ITd At VRKY39 At 3904670
At WRKY74 At 5928650
Hd svrky AAAA01004959. 1 CL000581
Hd svrky CL033872. 4
Hd svrky AAAA01001114. 1 CL023187
Hd svrky AAAA01014145. 1 CL012567
e  ALVRKY1A AT 1930650
v A 2034830  AAAAD1003718. 1 CLB11991
e A vRKY16 At 5345050
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O. sativa BAC-Klone

i u AGI- . . Syngenta/ TMRI -

Gruppe WRKY-Doméne Akzession offentliche Datenbanken Datenbank
e Arvrky22 At 4901250  AAAA01007990. 1 HTC11314
e A vrkY27 At 5952830
e At wRkY29 At 4923550
e QRS”fKY“ At 5945270  BAAB9560 CL027816. 94
e At WRKY65 At 1929280

RN A 3058700  AAAADI011017.1 CL031472. 87
a At WRKY30 At 5324110
i AL WRKY38 At 5922570

At WRKY6?2 At 5301900
i At WRKY41 At 4911070

At WRKY53 At 4923810
a At WRKY46 At 2946400
i AL WRKY54 At 2940750

At WRKY70 At 3956400
M At VRKY55 At 2940740  AAAA01021006.
i AL WRKY63 At 1966600

At WRKY64 At 1966560

At WRKYB7 At 1966550
M At VRKY66 At 180590
I s WRKY AAAAD1008558. CLB463. 2
L OsVIRKY AAAAO01004868, CL011990
I OsWRKY AAAAD1026398.
a OsVRKY AAAAO01018911.
L OsVIRKY AAAAO010065509.
i Os WRKY AAAA01006156.
a OsVRKY AAAAO01016983. CL027956
i Cs WRKY AAAAD1004784. CL002689
I s WRKY AAAA01019577.
L OsVRKY AAAAO01004459.
L Os WRKY AAAAD1007569
il AAAAO1006767.

GBVIRKY AAAAOL
L OsVIRKY AAAA01037121. CL003819
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3.6.3. Vergleich der Gruppenzugehorigkeit der WRKY-Gene aus den pflanzlichen
M odellor ganismen P. patens, A. thalianaund O. sativa

Auf der Basis der charakterisierten WRKY-Gen-Sequenzen aus den Modellorganismen
P. patens, A. thaliana und O. sativa konnte die Anzahl von Vertretern der jeweiligen
Gruppen und Subgruppen identifiziert werden. Dazu wurden die abgeleiteten
Sequenzen fiir die WRKY-Doméne der P. patens WRKY-Gene sowie WRKY-Dominen
von Proteinen anderer Pflanzenarten in den phylogenetischen Baum (siehe Anhang)
integriert.

Wie in der Tabelle 3.4 zusammengefasst wurde, sind WRKY-Gene der Gruppen I und II
phylogenetisch bereits in P. patens vorhanden. Im Gegensatz dazu konnten WRKY-
Gene der Gruppe III bisher nur in héheren Pflanzen gefunden werden. Bemerkenswert
ist, dass die Verteilung der Gene in den jeweiligen Gruppen fiir A. thaliana und
O. sativa, also zwischen einer zweikeimbléttrigen und einer einkeimblattrigen Pflanze,
weitestgehend gleich ist.

In den beiden verfligbaren Genomen von O. sativa Kulturformen konnten jeweils 6
WRKY-dhnliche Sequenzen gefunden werden, die erheblich von dem bekannten
Konsensus fiir die WRKY-Doméne abweichten. Diese zeigten weder einen perfekten
WRKYGQK-Konsensus, noch entsprachen die Abstdnde der Cysteine und Histidine des
Zink-Fingers den definierten WRKY-Doménen aus hoheren Pflanzen (Eulgem et al.,
2000).

In einem Vergleich der Genfamilien aus P. patensund A. thaliana (Rensing et al., 2002)
wurde festgestellt, dass diese in A. thaliana durchschnittlich drei bis fiinfmal gréfer
sind als in P. patens. Vor diesem Hintergrund wurden in P. patens die erwartete Anzahl
Mitglieder gefunden. Die Subgruppe IId ist jedoch rechnerisch {iiberproportional

vertreten.

Tabelle 3.5: Ubersicht tiber die WRKY-Gene aus A. thaliana, O. sativa und P. patens.
Dargestellt ist die Anzahl der gefundenen WRKY-Gene, die auf Grund ihrer WRKY-Doméne,
insbesondere der Struktur des Zink-Fingers, der jeweiligen Gruppe geordnet werden konnen.

Gruppe P.patens A.thaliana O. sativa
Gruppel 5 16 24
Gruppell 11 43 31

davon Gruppe Il ¢ 4 16 14
davon Gruppe [Id/HARF 5 7 4
Gruppelll - 14 10
Putative Pseudogene - 1 5
Andere - - 12
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3.7. Funktionelle Konservierung der WRKY-Proteine

Vergleiche von orthologen Genen, die nachweislich vom selben Genlocus stammen,
konnen Auskunft iiber den Grad funktioneller Konservierung geben. Untersuchungen an
mikro-kolinearen Sequenzbereichen zeigten, dass die Abfolge von Genen in
verschiedenen Pflanzenarten oft konserviert geblieben ist (Acarkan et al., 2000;
Rossberg et al., 2001). In einigen Fillen konnte gezeigt werden, dass auch die Funktion
der Proteine, die in solchen Bereichen kodiert werden, selbst zwischen Arten grof3er
evolutiver Distanz, erhalten geblieben sein kénnen (Greb et al., 2002).

3.7.1. Sind WRKY-Gene schnell evolvierende Gene?

Bei einem Vergleich des Lateral-Suppresssor-Locus aus L. esculentum mit den beiden
verwandten Brassicaceae A. thaliana und C. rubella wurde ein hoher Grad an Mikro-
Kolinearitdt zwischen den orthologen Sequenzen der drei Pflanzenarten festgestellt
(Rossberg et al., 2001). In der Regel evolvierten die untersuchten Gensequenzen mit der
Geschwindigkeit, die nach der molecular-clock-Hypothese erwartet worden war. Als
einzige Ausnahme davon wurde ein WRKY-Gen gefunden, dessen abgeleitete
Proteinsequenz zwischen den Orthologen eine hohere Evolutionsrate als die Gene in der
unmittelbaren Nachbarschaft zeigte und deswegen als ein schnell evolvierendes Gen
bezeichnet wurde (Rossberg et al., 2001).

Werden jedoch nur die kodierenden DNA-Sequenzen verglichen, die entsprechende
Bereiche in allen drei orthologen Genen besitzen, ist festzustellen, dass der evolutive
Abstand zwischen L. esculentum und der Linie zu den Brassicaceae grofler ist als
angenommen, der Abstand zwischen C. rubella und A. thaliana ist indes gleich den
flankierenden Bereichen des WRKY-Gens. Die Intron/Exon-Struktur fiir die orthologen
Exons I, II, IV und V ist zwischen den beiden Brassicaceae und L. esculentum
entsprechend einem Zeitraum von ca. 120 - 150 Mio Jahren konserviert (Abb.3.20).

Ein Vergleich der abgeleiteten Proteinsequenzen zeigt, dass zwischen A. thaliana und
C. rubella die Amminosaureidentitdten des WRKY10 iiber 90 % lagen. Zwischen den
Brassicaceae und L. esculentum waren immerhin noch 60 % Amminosduren identisch.
Zu einem 581 bp langen Stiick der kodierenden Sequenz im Exon III des LEWRKY10
konnte jedoch keine Homologie gefunden werden (Abb. 3.20). Dieser
Sequenzunterschied beruht auf einem oder mehrerer Deletionsereignisse in einem
gemeinsamen Vorfahren von A. thaliana und C. rubella. Die abgeleitete
Proteinsequenzen zeigen, dass die Deletion zum Verlust der aminoterminalen WRKY -
Domine des WRKY10-Proteins, einem Vertreter der Gruppe I, in der Familie der
Brassicaceae gefiihrt hat.
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AtWRKY10
375 139 313 153 478
\ vI ﬁr:l
517 86 86 98
CrWRKY10
376 142 403 156 463
[ | \ || ||
142 112
519 97 94 155
453 LeWRKY10 189 192 836 63 159 556
[ \/ || ﬂr:l
200 bp 527 76 102 95

Abb. 3.20: Schematischer Vergleich der Intron/Exon-Strukturen der orthologen Gene
AtWRKY10, CrWRK10 und LeEWRKY10. Die dargestellten Intron/Exon-Strukturen beruhen auf
dem Vergleich genomischer DNA mit cDNA-Sequenzen. Die Darstellung der Introns und
Exons ist mafistabsgerecht. Die GroBen fiir die Exons sind oberhalb, die fiir die Introns
unterhalb der Gen-Strukturen in Basenpaaren (bp) angegeben. Sequenzbereiche mit mindestens
50 % Nucleinsédureidentitdt wurden grau hinterlegt. Fiir das nicht konservierte Intron III sind die
Grofen der orthologen Sequenzen zwischen C. rubella und L. esculentum in Basenpaaren (bp)
innerhalb der grau-hinterleegten Flidchen angegeben. Die Beschriftung der Exons ist in
romischen Zahlen angegeben. (verdndert nach Rossberg, et al., 2001)

Auch die abgeleiteten Sequenzen fiir die WRKY-Doméne der orthologen WRKY10-
Gene wurden in den phylogenetischen Baum (siche Anhang A2.4) integriert und es
konnte herausgefunden werden, dass die zueinander paralogen Sequenzen fiir NtWRKY9
und NtWRKY4 orthologe zu LeEWRKY10 und dadurch auch orthologe zu AtWRKY10 und
CrWRKY10 darstellen. Das Vorhandensein von zwei WRKY-Doménen in den
Nicotiana tabacum Proteinen ist ein weiterer Beleg dafiir, dass das Deletionsereignis
nach der evolutiven Abzweigung der Linie, die von den Solanaceae zu den
Brassicaceae fiihrt, stattfand.

Vor diesem Hintergrund kann gesagt werden, dass die untersuchten WRKY-Gene, auch
die orthologen WRKY10-Gene, keine schnell evolvierende Gene sind. Der deutliche
Unterschied ist auf eine zuféllige Deletion in der kodierenden Sequenz zuriickzufiihren.

Deswegen kann die gestellte Frage, ob WRKY-Gene grundsétzlich schnell evolvierende

Gene darstellen, verneint werden.
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3.7.2. Strukturelle Analyse der orthologen WRKY10- Gene aus A. thaliana,
C. rubellaund L. esculentum

Auf Grund der stattgefundenen Deletion in einem der Vorfahren der Linie, die zu den
Brassicaeae fiihrte, konnten sich nicht nur die Intron/Exon-Strukturen der codierenden
Sequenzen verdndert haben, sondern auch die Strukturen der abgeleiteten Proteine
konnten andere Eigenschaften bekommen haben.

Um einen Eindruck von der Topologie der Proteine zu erhalten, wurde mittels Kyte-
Doolittle-Analyse ein Hydropathie-Diagramm erstellt (Abb. 3.21). Es ist deutlich zu
sehen, dass alle drei Proteine hydrophil (Hydropathie < 0) sind.

Fiir AWRKY 10 und CrWRKY 10 wurden sehr dhnliche Profile erhalten. Besonders
hervorzuheben ist ein sehr hydrophiler Bereich in der Umgebung der stattgefundenen
Deletion, der in LEWRKY 10 nicht zu finden ist.

-1-

z AtWRKY10
-4 LT T T T T T et T B T A A A A A
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Abb. 3.21: Vergleich der Hydropathie mittels Kyte-Doolittle-Analyse der orthologen Gene
AtWRKY10, CrWRK10 und LeWRKY10. Dargestellt ist die Hydropathie, mittels Kyte-
Doolittle-Analyse, der abgeleiteten Aminoséuresequenz. Zur Orientierung wurde die kodierende
Sequenz schematisch unterhalb der Diagramme eingefiigt und die Intron/Exon-Grenzen mit
einer senkrechten Linie angedeutet. Ein horizontaler Balken oberhalb der Diagramme fiir
AtWRKY10 und CrWRKY10 zeigt den hydrophoben Bereich, der nicht in LEWRKY10 enthalten
ist. Die Sequenz der WRKY-Doméne ist rot hervorgehoben. Hydrophobe Bereiche (> 0);
hydrophile Bereiche (< 0)

- 109 - -



Ergebnisse

3.7.3. Vergleich anderer WRKY-Gene aus C. rubella mit ihren orthologen in
A. thaliana

Um die Annahme zu stiitzen, dass WRKY-Gene keine schnell evolvierende Genefamilie
reprasentieren, wurden drei weitere WRKY-Gene aus C. rubella sequenziert. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde PPWRKY20 und AtWRKY11 strukturell und funktionell untersucht.
Deswegen lag es nahe, das entsprechende orthologe Gen zu AtWRKY11 aus C. rubella
zu untersuchen.

Da es sich bei den vorher untersuchten Orthologen zu WRKY10 um ein WRKY-Gen der
Gruppe 1 gehandelt hat, sollte mit CrWRKY33, dem orthologen zu AtWRKY33, ein
anderes Gen der Gruppe I betrachtet werden. Auflerdem wurde AWRKY33 in der COG-
Analyse als ortholog zu PpPWRKY1 gezeigt.

Vor dem Hintergrund eines vermutlich sehr hohen Grads der Konservierung innerhalb
der Subgruppe IId, wurde ein weiterer Vertreter der Gruppe II untersucht. Hier fiel die
Wahl auf die Orthologen AtWRKY22 und CrWRKY22.

AtWRKY11
o |

: . i CrWRKY11

o W
: . - AtWRKY22
! I - CrWRKY22

| ] i \" \' Vi
:\/:\/:— ] mr: AtWRKY33
| ] n \/ v \' Vi

CrWRKY33

Abb. 3.22: Schematischer Vergleich der Intron/Exon-Strukturen der orthologen WRKY-
Gene aus C. rubella und A. thaliana. Die dargestellten Intron/Exon-Strukturen beruhen auf
dem Vergleich der genomischen C. rubella-Sequenzen mit cDNA-Sequenzen aus A. thaliana.
Die Darstellung der Introns und Exons ist mafstabsgerecht. Die Beschriftung der Exons ist in
romischen Zahlen angegeben.
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Wie in Abbildung 3.22 zu sehen ist, sind die Intron/Exon-Strukturen zwischen den drei

orthologen WRKY-Genen konserviert. Die zu verzeichnenden Unterschiede betreffen in
der kodierenden Sequenz sowohl einzelne Nucleotidaustausche als auch die Insertion
oder Deletion eines ganzen Basentriplets (die direkten Sequenzvergleiche sind aus
Griinden der Ubersichtlickeit im Anhang angefiihrt). GroBere Sequenzunterschiede sind
ausschlieBlich in den Introns zu finden (sieche Anhang A4.). In allen Fillen betrug die
Identitdt in der kodierenden Sequenz zwischen den jeweiligen Orthologen 85 bis 92 %.
Die abgeleitete Proteinsequenz war zwischen 90 und 94 % identisch.

Weitere orthologe Sequenzen aus C. rubella und A. thaliana (siche Anhang A3., A4)
wurden miteinander und mit den in der Literatur angegebenen Daten (Acarkan et al.,
2001; Rossberg et al., 2001; Schmidt, 2002) verglichen. So konnte fiir die untersuchten
WRKY-Gene eine gleichformige Evolutionsgeschwindigkeit festgestellt werden.

3.7.4. Das Expressionsmuster von AtWRKY10, CrWRKY10 und LeWRKYY10 ist
konserviert

Nachdem gezeigt werden konnte, dass sich die orthologen WRKY10-Gene nur auf
Grund einer Deletion in der kodierenden Sequenz strukturell deutlich unterscheiden,
sollte untersucht werden, in wie weit die Expressionsmuster von einander abweichen.
Wie bereits gezeigt wurde, konnen gestresste Pflanzen mit einer Verlangsamung des
Wachstums reagieren (z.B. Hsieh et al., 2002).

Deswegen wurden eine Woche alte Pflanzen mit unterschiedlichen Konzentrationen von
flg22 und UV behandelt. Nach zwei weiteren Wochen wurde das Gewicht als ein
wachstumsabhingiger Parameter bestimmt. Die Gewichtsverdnderung gegeniiber den
Kontrollpflanzen diente als Anhaltspunkt fiir die Stirke des applizierten Stresses.
Abbildung 3.23A zeigt den Gewichtsverlust bei A. thaliana, C. rubella und
L. esculentum in Abhéngigkeit von der zunehmenden flg22-Konzentration. Zwei
Wochen nach der Behandlung konnte eine Wachstumsverdnderung um 25 % gegentiber
der Kontrolle, bei allen drei Pflanzenarten, festgestellt werden. Die Reaktion der
hoheren Pflanzen auf flg22 sollte auch mit der Reaktion von niederen Pflanzen
verglichen werden. Deswegen wurde P. patens in diesen Versuch integriert. Wie zu
sehen ist, konnte bei dem Moos keine Verdanderung des relativen Wachstums zwischen
behandeltem und unbehandeltem Protonema festgestellt werden (Abb. 3.23A).

Die nachgewiesenen Transkriptmengen (Abb. 3.23B) sind fiir LEWRKY10, CrWRKY10
und AMWRKY10 unter allen flg22-Konzentrationen gleich, so dass von einer
konstitutiven Expression ausgegangen werden kann. Die sichtbare Verdnderungen der
Transkriptmengen korrelierten mit der AtActin3-Kontrolle, was an einer grundsitzlich

geringeren cDNA-Ausgangsmenge in diesen Ansétzen liegt.

-~ 111 --



Ergebnisse

A
- -Cr
25 Shte
B Pp
0 T T 1
OouM 1uM 10puM 100puM
B
Kontrolle 1 uM flg 22 10 uM fig 22 100 pM flg 22

[h

] 3 6 24 3 6 24 3 6 24 3 6 24

Abb. 3.23; Wachstumsanalyse und Expressionsanalyse nach flg22-Behandlung. (A)
Relatives Wachstum von P. patens (Pp) L. esculentum (Le), C. rubella (Cr) und A. thaliana (At)
innerhalb von zwei Wochen nach der Behandlung mit verschiedenen flg22-Konzentrationen in
Prozent. Behandelt wurden eine Woche alte Pflanzen im Keimlingsstadium oder 5 Tage altes
Protonema. Das prozentuale Wachstum wurde in Form von relativer Gewichtsverdnderung
bestimmt. (B) Die Analyse der Transkripte der orthologen WRKY10-Gene aus L. esculentum,
C. rubellaund A. thaliana erfolgte nach elektrophoretischer Auftrennung der RT-PCR-Produkte
(28 Zyklen) in einem EtBr-gefarbten Agarosegel (0,8%). Als Kontrolle fiir die cDNA-
Ausgangsmenge diente die Transkriptmenge des Actins. Die Primer fiir Actin aus L. esculentum
wurden freundlicher Weise von Gregor Schmitz und Klaus Theres zur Verfiigung gestellt.

In einem Makro-Array-Experiment wurde von Ralf Stracke, Max-Planck-Institut fiir
Ziichtungsforschung, Koln, gezeigt, dass die AtWRKY10-Transkriptmenge nach UV-
Behandlung innerhalb der ersten 3h bis 6 h um einen Faktor 2 bis 4 zunimmt. Dieses
Ergebnis wurde zum Anlass genommen, auch bei den anderen beiden Pflanzenarten die
WRKY10-Transkriptmenge zu bestimmen (Abb. 3.23B).

Das relative Wachstum wurde auch in diesem Experiment mittels Gewichtsverinderung
bestimmt.

Abbildung 3.24A zeigt den Gewichtsverlust bei A. thaliana, C. rubella und
L. esculentum in Abhédngigkeit von der Bestrahlung mit verschiedenen UV-Mengen.
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Zwei Wochen nach der Behandlung konnte eine Wachstumsverénderung gegeniiber der

Kontrolle um etwa 75 % bei allen drei Pflanzenarten festgestellt werden. Die Reaktion
selbst nach hohen UV-Mengen bei der niederen Pflanzen P. patens zeigte
tiberraschender Weise nur wenig Verdnderung des relativen Wachstums zwischen
behandeltem und unbehandeltem Protonema (Abb. 3.24A).

Die nachgewiesenen Transkriptmengen (Abb. 3.24B) unter den verschiedenen UV-
Mengen waren fiir die jeweiligen orthologen Gene LeWRKY10, CrWRKY10 und
AtWRKY10 sehr dhnlich.

A

-+ -Cr

e e

m Pp

0 T . ,
omJ 10 mJ/cm? 50 mJ/cm? 100 mJ/cm?
B
Kontrolle 10 mJ UV 50 mJ UV 100 mJ UV

[h

1 3 6 24 3 6 24 3 6 24 3 6 24

Abb. 3.24: Wachstumsanalyse und Expressionsanalyse nach UV-Behandlung. (A) Relatives
Wachstum von P. patens (Pp) L. esculentum (Le), C. rubella (Cr) und A. thaliana (At) innerhalb
von zwei Wochen nach der Behandlung mit verschiedenen UV-Mengen in Prozent. Behandelt
wurden eine Woche alte Pflanzen im Keimlingsstadium oder 5 Tage altes Protonema. Das
prozentuale Wachstum wurde in Form von relativer Gewichtsverinderung bestimmt. (B)
Analyse der Transkripte der orthologen WRKY10-Gene aus L. esculentum, C. rubella und
A. thaliana erfolgte nach elektrophoretischer Auftrennung der RT-PCR-Produkte (28 Zyklen) in
einem EtBr-gefdrbten Agarosegel (0,8%). Als Kontrolle fiir die cDNA-Ausgangsmenge diente
die Transkriptmenge des Actins. Die Primer fiir Actin aus L. esculentum wurden freundlicher
Weise von Gregor Schmitz und Klaus Theres zur Verfiigung gestellt.
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Eine Verdnderung der Transkriptmenge 3 h nach der Behandlung um einen Faktor 2 bis

4 konnte im Falle von AIWRKY10 reproduziert werden (Abb. 3.24B). Jedoch war dieser
Unterschied in der Transkriptmenge nicht gut aus der Abbildung 3.24B zu erkennen.

Deswegen wurden die Gel-Bilder als TIF-Datei in das Bildverarbeitungsprogramm
ImageQuant importiert und dort die relativen Flichen der Banden bestimmt. Auch die
Transkripte der Orthologen nahmen unter héheren UV-Dosen um etwa diesen Faktor

Zu.

3.7.5. Das Expressionsmuster orthologer WRKY-Geneist zwischen A. thaliana und
C. rubella konserviert

Die durchgefiihrten Untersuchungen der Expressionsmuster der drei orthologen
WRKY10-Gene aus A. thaliana, C. rubella und L. esculentum zeigen einen hohen Grad
an Ahnlichkeit. Hier sollte nun untersucht werden, ob die Transkriptmengen der
anderen orthologen WRKY-Gene zwischen A. thaliana und C. rubella auch konserviert
sind.

Wie in Abbildung 3.25 zu sehen ist, gleichen sich die Transkriptmengen der jeweils
orthologen Gene sowohl nach flg22-Behandlung, als auch nach der Bestrahlung mit
verschiedenen UV-Mengen.

Fir die WRKY11l-orthologen Gene konnte eine konstitutive Expression gefunden
werden.

Nach der Behandlung mit flg22-FElizitor (Abb. 3.25A) konnte sowohl fiir die orthologen
WRKY22- und WRKY33-Gene eine Zunahme der Transkriptmengen gegeniiber der
Kontrolle nach 3 h bzw. 6 h gezeigt werden. Nach UV-Behandlung war die Expression
fiir die WRKY22-Orthologen ebenfalls an den Zeitpunkten 3 h und 6 h hoéher als in der
Kontrolle (Abb. 3.25B). Fiir die beiden orthologen WRKY33-Gene war die Induktion
transienter. Sowohl in A. thaliana, als auch in C. rubella konnte eine dosisabhingige
Zunahme der Transkriptmengen nur nach 3 h gezeigt werden. Nach 6 h waren die
Transkriptmengen wieder gleich der Kontrolle.

Diese Ergebnisse zeigen einerseits, dass die untersuchten WRKY-Gene aus C. rubella
mit hoher Wahrscheinlichkeit tatsdchlich die orthologen sind. Andererseits stiitzt das
konservierte Expressionsmuster, die Annnahme, dass die Funktion der Proteine
moglicherweise konserviert geblieben ist, da sich die Gensequenzen von gemeinsamen

Vorfahren ableiten lassen.
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Abb. 3.25. WRKY-Transkripte orthologer Gene nach UV- und flg22-Behandlung.
Expression nach flg22- (A) und UV- (B) Behandlung. Die Analyse der Transkripte erfolgte
nach elektrophoretischer Auftrennung der RT-PCR-Produkte (28 Zyklen) in einem EtBr-
gefarbten Agarosegel (0,8%). Als Kontrolle fiir die cDNA-Ausgangsmenge diente die
Transkriptmenge des AtActin3 und des CrActin3.

3.7.6. Analyse der Promotor sequenzen von AtWRKY10, CrWRKY10 und
LeWRKYY10

Die Verfiigbarkeit der orthologen, genomischen Loci der WRKY10-Gene bot die
Moglichkeit in den orthologen Promotor-Sequenzen nach konservierten Elementen zu
suchen. Da keine drastischen Verdnderungen des Expressionsmusters trotz der
Verschiedenheit der kodierenden Sequenz gefunden wurden, war es interessant zu
untersuchen, in wie weit die Promotoren erhalten geblieben sind. Bei dieser
Vorgehensweise wurde vorausgesetzt, dass nicht nur die Gensequenzen orthologer
Gene konserviert sind, sondern auch die cis-Elemente, die sich fiir die Expression
verantwortlich zeigen.

Mit dem Programm GAP des GCG-Programmpaketes der Genetics-Computer-Gruppe
der Universitdit Madison (Wisconsin), konnte ein direkter Sequenzvergleich
durchgefiihrt werden (Abbildung des Vergleiches im Anhang AS5.). Wihrend die beiden
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Promotoren der nahe verwandten Arten A. thaliana und C. rubella problemlos zu

vergleichen waren, konnte die Sequenz aus L. esculentum nur stiickweise mit den
anderen gepaart und die restlichen Sequenzbereiche mussten von Hand editiert werden.
Unter Verwendung von MEME/MAST (Bailey und Elkan, 1994) und GIBBS-Sampling
(Lawrence. et al. 1993) konnten einige Sequenzen gefunden werden, die eine
statistische Ahnlichkeit zueinander zeigten. Die gefundenen Bereiche beinhalteten
jedoch keine bekannten cis-Elemente. Bisher wurden erst ganz wenige
Sequenzvergleiche zwischen orthologen Promotoren verdffentlicht (Koch et al., 2001),
die jedoch nur nahe verwandte Arten behandelten.

Zur Untersuchung von orthologen Promotorsequenzen eukaryotischer Organismen,
deren Vorfahren sich vor einen Zeitraum von mehr als 100 Mio Jahren getrennt haben,
wie etwa L. esculentum und A. thaliana, sind keine erfolgreichen Ansétze beschrieben

worden.

3.8. Promotor-Analyse anhand des Motif-Mapper-Programms

Nahe verwandte Promotor-Sequenzen konnen mit Programmen fiir den direkten
Sequenzvergleich, z.B. mit dem Programm GAP des GCG-Programmpaketes der
Genetics-Computer-Gruppe der Universitit Madison (Wisconsin), verglichen werden.
Promotoren von paralogen Genen oder von orthologen Genen entfernt verwandter
Organismen - wie sich in der Untersuchung der orthologen WRKY10-Promotoren
herausgestellt hat - konnen auf diese Art und Weise nicht miteinander verglichen
werden. Die zu diesem Zweck entwickelten Programme analysieren die
Sequenzinformation auf zwei verschiedene Arten: Bei der einen Form der Promotor-
Analyse wird die Sequenz nach bekannten und charakterisierten Ccis-Elementen
abgesucht (z.B. PlaCE, PlantCare). Dies hat den Vorteil, dass viele putativ funktionelle
cis-Elemente als Ergebnis der Suche erhalten werden. In einem zweiten Schritt miissen
die beiden zu analysierenden Sequenzen jedoch von ,,Hand* verglichen werden. Diese
Programme haben den Nachteil, dass verwandte Elemente gar nicht erfasst werden
koénnen, wenn sie nicht zuvor ausfithrlich Charakterisiert wurden. Die zweite Art
Programm (z.B. MEME/MAST) sucht in mehreren Promotor-Sequenzen gleichzeitig
nach verwandten Motiven. Bisher werden mit solchen Programmen Promotoren véllig
unterschiedlicher Gene auf Gemeinsamkeiten untersucht. Dies geschieht mit einem
Algorithmus der zwar Abweichungen im Konsensus toleriert aber ausschlieBlich
frequenzorientiert arbeitet. D.h. hdufige Elemente werden eher als Gemeinsamkeit
hervorgehoben und seltene Elemente kdnnen hiermit nur schwer gefunden werden.
Diese Art von Programmen vernachldssigt auch die Position der gefundenen Elemente
in bezug auf den Transkriptions- oder Translationsstartpunkt.
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3.8.1. Das Prinzip des Motif-Mapper-Programms
Fiir die primdre Analyse von Promotoren fehlte ein Programm, das sowohl

frequenzorientiert arbeitet und die Hiufigkeiten der zu untersuchenden Elemente
bestimmt, als auch positionsspezifische Analysen ermdglicht und die gefundenen
Héufigkeiten auf den untersuchten Sequenzabschnitt zu kartieren vermag.

Das Ziel war es eine Methode zu entwickeln, die die bestehenden Programme bei
Bedarf ergénzt.

Weiterhin sollte jede Form von Sequenzen in der Art eines fortlaufenden Textes nach
beliebigen Motiven durchsucht und die Position der gefundenen Motive kartiert werden
konnen. Fiir die Promotor-Analyse sollte es in einem zweiten Schritt mdglich sein, die
kartierten Positionen und die Haufigkeitswerte zwischen einer beliebig groen Anzahl
in sich konsistenter Text-Datensidtze addieren zu konnen. So entsteht eine fiir die

untersuchten Sequenzen typische Haufigkeits-Karte des gesuchten Motivs.

Il I I
I
I I 0 0 : kartieren
I . l
+ \ addieren
_ 0 QNN I I_I

I gesuchtes Motiv

Abb. 3.26: Schematische Darstellung der Funktionsweise des ,, MAP+Count*-Algorithmus
des Motif-Mapper-Programmes. Motive werden in durchgehenden Text-Datensitzen
(durchgezogene horizontale Linie) gesucht und die Position gefundener Motive Kkartiert.
Nachfolgend konnen die erstellten einzelnen Karten zu einer Haufigkeits-Karte des gesuchten
Motivs addiert und lokale Bereiche mit verdnderter Héufigkeit des Motivs (roter Kreis)
identifiziert werden.

Das Grundgeriist des Programms wurde in Zusammenarbeit mit Kurt Stiiber, ZWDV,
MPIZ Koln, entwickelt und von ihm in PERL programmiert. Das Programm konnte

jedoch nur UNIX-gestiitzt betrieben werden und bendtigte eine groe Prozessorleistung,
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um grofle Datensdtze, wie etwa die Analyse und Kartierung von Elementen auf

Chromosomen, bearbeiten zu kénnen.

In Zusammenarbeit mit Kurt Stiiber und Kenneth W. Berendzen, Arbeitsgruppe Koncz,
MPIZ Koln, konnte das Programm weiterentwickelt werden. Kenneth W. Beredzen
verdnderte das Programm und programmierte Motif-Mapper als eine Unterroutine zum
Microsoft Word-Programm mittels Visual Basic, so dass fiir das Arbeiten keine
GroBirechner mehr noétig waren. Zusétzlich wurde Motif-Mapper um einige
Unterprogramme erweitert und die Eingabe {iber eine grafische Oberflache ermoglicht.
Im Rahmen dieser Arbeit wurde ausschlieBlich das ,,Map+Count“-Unterprogramm
verwendet.

3.8.2. Hexanucleotid Verteillung in Genomen von funf M odellor ganismen

Ahnlich dem Motif-Mapper arbeiten auch Hidden-Markov-Model-Analysen, die auf der
verdnderten Nucleotid-Haufigkeit zwischen der Gesamthéufigkeit in genomischer
Sequenz gegeniiber kodierender Sequenz beruhen. Kodierende Sequenz besitzt eine
gewisse RegelméBigkeit, da die in Codons kodierten Aminosduren eine bestimmte
Préiferenz haben mit anderen Aminosduren gemeinsam oder eher nicht aufzutreten. So
ergeben sich fiir die kodierenden DNA-Bereiche durch ihre festgelegte Funktion nach
der Transkription und wéhrend der Translation in Aminoséduren iibersetzt zu werden
eine andere Wahrscheinlichkeit fiir das Auftreten eines bestimmten Hexanucleotids. So
treten z.B. Nucleotid-Wiederholungen in kodierender Sequenz seltener und in Introns
sowie anderen nicht kodierenden Bereichen hiufiger auf.

Da fiir Transkriptionsfaktoren gezeigt werden konnte, dass oft mehr als nur ein
bestimmtes DNA-Motiv gebunden werden kann (Niggeweg, R. et al., 2000), war die
Identifizierung von putativ funktionellen Bindungsstellen mit rein frequenzbasierten
Untersuchungs-Methoden wenig erfolgreich.

Da fir die Hidden-Markov-Model-Analysen Héufigkeitsunterschiede in der
Hexanucleotid-Verteilung zwischen kodierender und nicht-kodierender Sequenz
bedingt durch die unterschiedliche Funktion betrachtet werden konnen, wurde
entsprechendes auch fiir Promotoren angenommen. Dabei wurde von genau der
umgekehrten Annahme ausgegangen, ndmlich, dass die Hexanucleotid-Verteilung im
5’-Bereich der kodierenden Sequenz bedingt durch das Vorkommen funktionaler
Bindungsmotive lokale Héufigkeitsunterschiede im Vergleich mit kodierender Sequenz
oder dem Genom zeigt. AuBerdem wurde davon ausgegangen, dass sich die Verteilung
der funktionellen Elemente Ortlich begrenzen lassen muss.

Als Voraussetzung miissen viele Gene, von denen der 5’-Bereich vor dem Startcodon
der kodierenden Sequenz bekannt ist, die Grundlage fiir die mit Motif-Mapper erstellten
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Haufigkeits-Karten bilden, so dass auch die Verteilung seltener Motive erfasst werden

kann.

Entsprechend dem Prinzip fiir die Hidden-Markov-Model-Analysen sollte auch die
Annahme fiir die Untersuchung von Promotor-Elementen mittels dem Motif-Mapper -
Programm auf alle Organismen iibertragbar sein, solange die Promotor-Organisation
erhalten geblieben ist.

Die Verfiigbarkeit von annihernd vollstindig sequenzierter und annotierter Genome
von Modellorganismen verschiedener Organismenreiche sollte die Mdglichkeit bieten,
den zu erstellenden Haufigkeits-Karten eine Grundlage zu geben, um das Motif-
Mapper-Programm zu testen und die oben gemachten Annahmen zu tiberpriifen.

Die vorldufigen annotierten = Chromosomen-Sequenzen von A. thaliana,
D. melanogaster, S. cerevisiae und S pombe wurden von GenBank NCBI bezogen.
Zusammen mit Kurt Stiiber und Kennneth W. Berendzen wurden 1500 bp bzw. 600 bp
DNA-Sequenz vor dem Translationsstart ATG von allen annotierten Genen aus der
chromosmalen Sequenz extrahiert.

Ahnlich wurde mit 2410 annotierten BAC-Sequenzen aus O. sativa verfahren, die von
der O. sativa-TIGR-Datenbank bezogen wurden. Diese enthielten 7019 offene
Leseraster, von denen in 6808 Fillen DNA-Sequenzbereiche von 1500 bp bzw. 600 bp
vor dem Translationsstart ATG fiir eine vorldufige Hiufigkeits-Karte extrahiert werden
konnten.

Im Folgenden wird sich auf die Datensétze, die 1500 bp bzw. 600 bp DNA-Sequenz vor
dem Translationsstart ATG enthalten, als ,,1500 bp Promotordatensatz® bzw ,,600 bp

Promotordatensatz* bezogen.

In Abbildung 3.27 ist die Hexanucleotid-Verteilung der Frequenz p im Genom
(Abszisse) gegen die Frequenz p vor dem Translationsstart (Ordinate) fiir alle 4096
moglichen Hexanucleotide aufgetragen. Die sich ergebenden Punktwolken sind fiir die
fiinf untersuchten Organismen leicht in Richtung Ordinate gekriimmt. Dies bedeutet,
dass in allen Datensétzen ein gemeinsamer Trend vorliegt, bei dem im Genom hiufig
vorkommende Hexanucleotide in den Promotordatensdtzen noch héufiger werden.
Dieser Trend tritt im 600 bp Promotordatensatz noch stirker zu Tage. Der Datensatz aus
O. sativa weicht von diesem generellen Trend jedoch ab, was mit einer schlechteren
Annotierung des Translationsstarts zusammenhéngen kann.

Trotzdem konnten die Annahmen, die aus dem Prinzip der Hidden-Markov-Model-
Analysen abgeleitet wurden, mit dem Motif-Mapper-Programm bestétigt werden. Das
Prinzip der Analyse scheint auf alle Organismengruppen iibertragbar zu sein.

Um einen abgesicherten Signifikanzrahmen fiir weitergehende Untersuchungen zu
schaffen, wurden nur solche Hexanucleotide als anders verteilt angesehen, wenn sie in

den Promotordatensdtzen um mindestens 20 % von der Héufigkeit im Genom abwichen.
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Eine genauere Betrachtung der 4096 Hexanucleotide hat ergeben, dass in den meisten

Féillen immer dieselben Oligonucleotide in den Promotoren der getesteten
Modellorganismen haufiger waren. Die Anzahl signifikant von der Frequenz im Genom
abweichender Hexanucleotide betrug nur 1 bis 3 % fiir den 1500 bp Promotordatensatz
und 2 bis 5 % fiir den 600 bp Promotordatensatz. Dieses Ergebnis zeigt, dass sich die
Elementkomposition in der Ndhe des Translationsstarts deutlich sowohl von der des
1500 bp Promotordatensatzes, als auch von der kodierenden Sequenz, die immerhin 20

bis 30 % der untersuchten Genomsequenz darstellt, unterscheidet.
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Abb. 3.27. Hexanucleotid-Verteilung anhand der Frequenz p im Genom gegeniiber der
Frequenz p vor dem Translationsstart. Zu sehen ist die Hexanucleotid-Frequenz der Genome
gegeniiber ihrer Frequenz in den beiden unterschiedlich groBen Promotordatensédtzen. Der
1500 bp Promotordatensatz ist blau und der 600 bp Promotordatensatz rot dargestellt. Die
Beschriftung der Ordinate und Abszisse ist schematisch fiir alle untersuchten Hexanucleotid-
Verteilungen unten rechts gezeigt. Die schwarzen Geraden zeigen die jeweilige
Gleichverteilung der Hexanucleotide im Genom und den Promotordatensétzen.

Damit ist auch die weitere Annahme bestétigt worden, die eine lokale Andersverteilung
fiir putativ funktionelle Elemente voraussetzt (Abb.3.27).

Fiir die meisten unterschiedlich verteilten Hexanucleotide gilt, dass sie geméf ihres
A/T-Reichtums verteilt sind. A/T-reiche Motive sind dabei hiufiger als G/C-reiche

Hexanucleotide. Andere bestehen aus Dinucleotid- oder Trinucleotid-Wiederholungen.
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3.8.4. Die Elementverteilung kann zwischen Organismenreichen konserviert sein
Nach einer genaueren Betrachtung der Haufigkeits-Karten der Hexanucleotide, konnten
fiir die untersuchten Modellorganismen jeweils spezifische Hexanucleotide identifiziert
werden, die fiir die eine, aber nicht fiir die andere Organismengruppe charakteristisch
ist. In Abbildung 3.28 wurden aus den 4096 Hexanucleotid-Verteilungen einige
exemplarisch gezeigt, um die Ahnlichkeit der Hiufigkeits-Karten zu demonstrieren.

So ist zum Beispiel das TATA-Motiv enthaltende TATAAA-Hexanucleotid sehr
dhnlich verteilt. Das TCTCTC-Motiv zeigt eine konservierte Verteilung in den beiden
pflanzlichen Modellorganismen, nicht aber in D. melanogaster.

TATAAA

A. thaliana

[R—————
O. sativa M st

D. Melanogastel i,

A. thaliana

e ————
O. sativa -u-uu-u_u—- il
[T

D. melanogaster

1.5 Kb ATG 1.5 kb

TCTCTC A
A. thaliana ——-—-‘--—
O. sativa s — m-ﬂ T —
D. melanogaster W—
-1.5 kb ATG 1.5 kb

Abb. 3.28: Schematischer Vergleich der Haufigkeits-Verteilung einiger Hexanucleotide.
Die Diagramme stellen die Haufigkeits-Karten einiger ausgewihlter Hexanucleotide in einem
Bereich von -1,5 kb bis +1,5 kb um den Trannslationsstart (ATG) dar. Als Grundlage dienten
25'957 einzelne Promotor/Gen-Bereiche, in welchen alle mdglichen 4096 Hexanucleotide
gezdhlt und kartiert wurden. Die dargestellten Haufigkeiten wurden normalisiert, damit seltene
Elemente mit hdufigen verglichen werden konnen [y = n / Durchschnitt].
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Auf Grund der Verfligbarkeit von A. thaliana als ein pflanzlicher Modellorganismus im

Max-Planck-Institut fiir Ziichtungsforschung und der nachzuweisenden Ubertragbarkeit
der in silico Daten auf ein biologisches System in vivo, wurde sich bei den Analysen im
Folgenden auf diese Art beschrinkt.

3.8.5. Mit Motif-Mapper kénnen ,, neue” Promoter-Elemente gefunden werden

Nach einem Vergleich mit bekannten cis-Elementen in der Datenbank PlaCE konnten
einige, in Promotoren hidufige Hexanucleotide bereits bekannten Elementen zugeordnet
werden (Abb 3.29). Beispiele sind das G-Box-Element (CACGTG) und das DRS5-
Auxin-Response-Element (TGTCTC), die beide signifikant hdufiger in dem 600 bp

Promotordatensatz zu finden waren, als im Genom von A. thaliana.

pPromotor
0.0025
0.002 1 AAAAAA
2 AAAAAT
0.0015
3 TCTCTC
0.001 4 TTTTTT
0.0005 -
(] : : : .
0 00005 0001 00015 0.002 PGenom

Abb. 3.29: Hexanucleotid-Verteilung anhand der Frequenz p im Genom gegeniiber der
Frequenz p vor dem Trandationsstart in A. thaliana. Zu sehen ist die Hexanucleotid-
Frequenz des A. thaliana-Genoms gegeniiber der Frequenz in den beiden unterschiedlich groen
Promotordatensdtzen. Der 1500 bp Promotordatensatz ist blau und der 600 bp
Promotordatensatz rot dargestellt. Exemplarisch wurden vier Hexanucleotide dargestellt, die in
den Promotordatensétzen signifikant anders verteilt waren.

Ein anderes Hexanucleotid, dass signifikant in den Promotordatenséitzen haufiger als im
Genom war, besitzt die Nucleotidsequenz TCTCTC. Generell sind Elemente, die aus
Dinucleotid-Wiederholungen bestehen eine Gruppe hiufiger Hexanucleotide in

Promotoren. Ein Vergleich mit bereits bekannten cis-Elementen erbrachte, dass diese
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Sequenz kein bekanntes Element und auch nicht Bestandteil eines bekannten Elementes

ist.

Da viele Transkriptionsfaktoren doppelstrangige DNA binden, die aus einem Sinn- und
einem Gegensinn-Strang besteht, wurde auch die Verteilung des Gegensinn-
Hexanucleotids GAGAGA betrachtet. Auch dieses Hexanucleotid tritt signifikant

hiufiger in Promotoren als im Genom auf.

3.8.6. Das (TC/GA)s-Element des pflanzlichen GAF ist in Promotoren haufig
Zufilliger Weise wurde von Luca Santi, MPIZ Koln, in einem unabhédngigen Ansatz
mittels Bindungsstudien ein (TC/GA)s-Element charakterisiert, dass von einer neuen
Klasse Transkriptionsfaktoren, GAF (GAGA-binding-faktor), gebunden wird.
Inzwischen hat auch eine andere Arbeitsgruppe das in silico als putativ funktionell
charakterisierte Element als Bindungsmotiv fiir Transkriptionsfaktoren aus Glycine max
identifiziert (Sangwan und O’Brian, 2002).

Wie in Tabelle 3.6 zu sehen ist, werden 50 bis 60 % der im Genom vorhandenen
Elemente in nur 1500 bp vor dem Translationsstart gefunden. Mehr als 40 % der
insgesamt vorkommenden (TC/GA),-Elemente befindet sich in nur 600 bp vor dem
ATG.

Tabelle 3.6. Verteilung des (TC/GA).,-Elementes im A. thaliana Genom. Anzahl
vorkommender (TC/GA)-Elemente in den annotierten Exons und Introns sowie in den beiden
unterschiedlich groBen Promotordatensitzen. Die Summe gefundener Elemente aus den Exons,
Introns und den Promotordatensitzen wird unter transkriptionelle Einheiten angegeben. Die
Anzahl der Elemente des intergenischen Bereichs wird aus der Differenz zu den im Genom
gefundenen Elementen errechnet. Getestet wurden Dinucleotid-Wiederholungen der Linge
(TC/GA) bis (TC/GA),;. Die Ergebnisse fiir die Promotordatensétze sind rot hervorgehoben.

Transkriptionelle Intergenischer

Exon  Intron __Fromotor [%] Einheiten [%] Bereich [%]

(TC/GA), Genom [%] [%] -1500 -600 -1500 -600 -1500  -600
6 1436 2 13 54 39 69 54 31 46

7 837 0,9 11 61 43 73 56 27 44
8 547 0,9 13 63 48 77 62 23 38
9 308 0,6 14 63 42 77 56 23 44
10 167 0,5 10 52 40 62 50 38 50
1 106 0,9 8 51 58 60 68 40 32
Gesamt 3401 1 12 58 42 72 56 29 44
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3.8.7. Verteilung von cis-Elementen im Genom.

Nachdem gezeigt werden konnte, dass mit dem Motif-Mapper-Programm neue cis-
Elemente gefunden werden konnten, stellte sich nun die Frage, ob chromosomale
Bereiche identifiziert werden konnen, die Haufungen bestimmter cis-Elemente zeigen.
Fiir Gene ist bekannt, dass es Haufungen von Gen-Familien an bestimmten Loci gibt,
die durch Tandemduplikationen entstanden sind. Entsprechendes soll hier mit vier Cis-
Elementen exemplarisch in A. thaliana untersucht werden.

Neben den bekannten cis-Elementen W-Box (Eulgen et al., 2000), G-Box (Foster et al.,
1994) und einem GCC-Box-dhnlichen Element, AGCCRCC (Rushton et al., 2002),
sollte auch das neu identifizierte (TC/GA)s-Element untersucht werden.

Wie in Abbildung 3.30 zu sehen ist, ist die Anzahl von W-Box-Elementen zwischen den
Promotoren und den Chromosomen gleich. Dieses Element tritt mit einer fast
gleichméaBigen Verteilung auf. Entsprechendes gilt auch fiir das G-Box-Element, dass
aber nur ein Drittel so hiufig ist, wie das W-Box-Element.

Das GCC-Box-dhnliche Element tritt in den meisten Fillen als ein einzelnes Element in
den Promotoren auf. Auf den Chromosomen ist es jedoch doppelt so hiufig. Aullerdem
kommen einzelne chromosomale Sequenzabschnitte vor, an denen zehn mal so viele
Elemente vorkamen, wie es der Durchschnitt ist (Abb. 3.30).

Wenn das (TC/GA)s-Element in einem Promotor vorkommt, dann tritt es
durchschnittlich nur ein Mal auf. Jedoch gibt es auch einige wenige Promotoren, die
Bereiche von mehr als 100 bp besitzen, die ausschlieBlich aus (TC/GA)-
Wiederholungen bestehen.

In der chromosomalen Verteilung ist das (TC/GA)s-Element auch nur in geringer
Anzahl zu finden. Jedoch tritt es in der Sequenz nahe der Zentromere haufiger auf (Abb.
3.30).
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Abb. 3.30: Schematischer Vergleich der Verteilung verschiedener funktioneller cis-
Elemente in den Promotoren und Chromosomen von A. thaliana. Dargestellt ist die Anzahl
der cis-Elemente pro durchsuchter Sequenz. Um eine grafische Ubersicht iiber die Verteilung
der Elemente in 1500 bp Promotor-Sequenz zu erhalten, wurden diese entsprechend ihrer
Position auf den Chromosomen kartiert und farbig dargestellt. Ebenso wurden Ausschnitte der
chromosomalen Sequenz durchsucht und entsprechend ihrer Position auf den Chromosomen
kartiert (schwarz). In den Promotoren verteilte (TC/GA)g-Elemente ([GAGA],; violett), GCC-
Box-dhnlichen Elemente (AGCCRCC; rot), G-Box-Elemente (griin) und die W-Box-Motive
(blau) sind oberhalb der jeweiligen chromosomalen Verteilung dargestellt. Spezifisch an diese
Elemente bindende Proteine sind rechts zusammen mit den entsprechenden DNA-Motiven
schematisch gezeigt. Die fiinf A. thaliana Chromosomen sind am unteren Bildrand schematisch
dargestellt.
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3.8.8. Verteilung von pathogenr esponsiven cis-Elementen
Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Konstrukte fiir den biolistischen

Partikelbeschuss von P. patens Protonema enthielten cis-Elemente, die als
pathogenresponsive Elemente charakterisiert wurden (Rushton et al., 2002).

Dabei den untersuchten Bindungsstellen hat es sich vor allem um zwei Klassen von
Motiven gehandelt (Rushton et al., 2002), dic von unterschiedlichen
Transkriptionsfaktoren gebunden werden: Die W-Boxen (WRKY-Bindungsstellen)
sowie die GCC-Box-dhnlichen Motive wie S-Box oder GCC-Box (EREBP/ERF-AP2-
Bindungsstellen).

Eine weitere Klasse von pathogenresponsiven cis-Elementen, die nicht von Rushton et
al. (2002) untersucht worden waren, stellen die ACGT-Motive dar (bZIP-
Bindungsstellen). Fiir die G-Box konnte eine Stress- und Pathogen-Responsivitit
gezeigt werden (Foster et al., 1994; Niggeweg, et al., 2000).

Mit dem Motif-Mapper-Programm wurde untersucht, ob diese Elemente alleine oder in
Kombination mit einem weiteren Motiv dieser drei Klassen in A. thaliana auftreten.
Getestet wurden die einzelnen W-Boxen (TTGACY), S-Boxen (AGCCACC), GCC-
Boxen (AGCCGCC) und G-Boxen (CACGTG) sowie Element-Paare in allen
moglichen Kombinationen. Wenn zwei dieser cis-Elemente in einem Abstand von bis
zu 30 bp zueinander vorkamen, wurde davon ausgegangen, dass es sich moglicher
Weise um ein funktionelles Arrangement handeln konnte. Fiir funktionelle
Kombinationen wurde vorausgesetzt, dass diese mindesten 20 % haufiger vorkommen
sollten, als es statistisch zu erwarten gewesen wire.

Wie der Tabelle 3.7 zu entnehmen ist, sind fast 60 % der GCC- und S-Boxen, die im
Genom vorkommen, ausschlieBlich in Exons zu finden. Entsprechend kommen auch die
getesteten Kombinationen am héufigsten in Exons vor.

Bereits in der Abbildung 3.30 konnte gezeigt werden, dass sich das einzelne W-Box-
Motiv annédhernd statistisch verteilt. Dies konnte auch hier bestitigt werden. Jedoch tritt
die Kombination aus zwei W-Boxen 30 % héufiger in Promotoren auf, als es zu
erwarten gewesen ware.

Die palindromische G-Box ist in Promotoren signifikant haufiger als erwartet.
AuBerdem kommen 50 % aller im Genom vorhandenen Kombination aus zwei G-Boxen
in den 1500 bp Promotor-Sequenzen vor. In dem 600 bp Promotordatensatz ist das
Arrangement aus zwei G-Box-Motiven mehr als zwei Mal so hiufig, wie es statistisch
der Fall sein diirfte.

Mehr als 30 % haufiger als erwartet sind Kombinationen aus W-Box und G-Box im

1500 bp Promotordatensatz. Im 600 bp Promotordatensatz ist dieses Arrangement sogar
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70 % héufiger als statistisch angenommen. Bemerkenswert ist, dass fast 10 % der

insgesamt im Genom vorhandenen G-Boxen zusammen mit W-Boxen vorkommen.
Vor dem Hintergrund der gesetzten Signifikanzgrenzen miissen die Kombinationen aus
zwel W-Boxen, zwei G-Boxen und der Kombination aus W- und G-Box als vermutlich

funktionelle Arrangements angesehen werden.

Tabelle 3.7: Vertellung pathogenresponsiver cis-Elemente. Anzahl vorkommender cis-
Elemente in den annotierten Exons und Introns sowie in den beiden unterschiedlich groBen
Promotordatensitzen in Prozent in A. thaliana. Die Summe gefundener Motive aus den Exons,
Introns und den Promotordatenséitzen wird unter transkriptionelle Einheiten angegeben. Die
Anzahl der Motive des intergenischen Bereichs wird aus der Differenz zu den im Genom
gefundenen Elementen errechnet. Die Prozentangaben iiber den horizontalen Linien
reprasentieren den Anteil der einzelnen Datensétze gegeniiber dem Genom. Getestet wurden die
W-Box (TTGACY), die S-Box (AGCCACC), die GCC-Box (AGCCGCC) und die G-Box
(CACGTG). AuBerdem wurde das Vorkommen zweier dieser cis-Elemente in einem Abstand
von bis zu 30 bp in allen mdglichen Kombinationen untersucht. Signifikante Ergebnisse fiir
die Promotordatensitze sind rot hervorgehoben.

100 % 28 % 12 % 33 % 13 % 73 % 53 % 27 % 47 %
Transkriptionelle Intergenische
Promotor[%] Einheiten [%] Bereich [%]
Motiv Genom Exons [%] Introns [%] -1500 -600 -1500 -600 -1500 -600
W 131101 28 16 34 14 78 58 22 42
S 10902 58 9 27 9 93 75 7 25
GCC 4160 62 4 29 12 95 78 5 22
G 14434 30 7 45 21 81 58 19 42
wW-w 7788 21 12 40 18 73 52 27 48
W-s 499 56 7 27 9 90 72 10 28
W-GCC 284 56 5 33 13 95 74 5 26
W-G 1197 23 6 46 22 75 50 25 50
S-S 122 52 8 20 5 81 66 19 34
S-GCC 69 83 3 17 9 103 94 -3 6
S-G 103 57 3 25 1" 85 71 15 29
GCC-GCC 26 50 4 23 15 77 69 23 31
GCC-G 75 59 0 27 12 85 7 15 29
G-G 763 22 4 51 28 78 54 22 46

3.8.9. Verteillung von pathogenresponsiven cis-Elementen in den Promotoren
ver schiedener Genfamilien

Nachdem im vorherigen Experiment der Versuch unternommen wurde, anhand von

Haufigkeiten bestimmter pathogenresponsiver cis-Elemente einen genomweiten
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Uberblick iiber die ortliche Verteilung dieser Motive zu erhalten, sollte hier deren

Vorkommen in verschiedenen Genfamilien untersucht werden. Dazu wurden die
Akzessionen der Mitglieder einiger Genfamilie von TAIR (http://www.arabidopsis.org/
info/genefamily/genefamily.html) bezogen. Anschlieend wurden deren Promotoren in
einzelnen Datensitzen zusammengefasst und Haufigkeitskarten erstellt.

Wihrend die einzelnen W-Box-Motive in der genomweiten Untersuchung gleich
verteilt sind, entsteht bei der Betrachtung der Genfamilien ein ganz anderes Bild.

In allen untersuchten Genfamilien, bis auf die CIP-Kinasen, sind cinzelne W-Box-
Elemente iiberreprisentiert.

Das Arrangement aus zwei W-Box-Motiven ist in der MAP-Kinase-, der MAPK-Kinase
und der Rezeptor-dhnliche Proteinkinase-Familie (RLK), hdufiger als erwartet.

Die G-Box ist in der WRKY -, ERF-, CIP-Kinasen-, MAP-Kinasen- und ebenfalls in der
Rezeptor-Kinase-Familie {iberreprdsentiert. Die Kombination aus einer W-Box und
einer G-Box ist in der WRKY-, ERF-, CIP-Kinase- und in der MAP-Kinase-Familie
héufiger als statistisch erwartet.

Tabelle 3.8: Vorkommen pathogenresponsiver cis-Elemente in den Promotoren
verschiedener Genfamilien. Anzahl vorkommender cis-Elemente in acht Genfamilien aus
A. thaliana in dem 1500 bp Promotordatensatz. Getestet wurden die W-Box (TTGACY), die
S-Box (AGCCACC), die GCC-Box (AGCCGCC) und die G-Box (CACGTG). AuBerdem
wurde das Vorkommen zweier dieser cis-Elemente in einem Abstand von bis zu 30 bp in allen
moglichen Kombinationen untersucht. Signifikante Ergebnisse (20 % héufiger als statistisch
erwartet) sind rot hervorgehoben. Die Anzahl Mitglieder der Genfamilien sind in Klammern
angegeben. WRKY — WRKY-Proteine, ERF — ERF/EREBP-Faktoren, RLK — Rezeptor-
dhnliche Proteinkinase; CIPK — CBL-interagierende Proteinkinase; MAPK — Mitogen-aktivierte
Proteinkinase; MAPKK - MAPK-Kinase; MRP — Multiple-Chemotherapeutika-Resistenz-
Proteine

&
& & & o) N S & N
~l:\\ & \e«,o & {‘Qf: ‘&Q’ & &8
Motiv & & & & AN
W 165 218 373 1520 45 45 23 30
s 4 13 14 29 0 1 1
Gce 7 2 9 54 2 1 1 2
G 27 62 20 104 10 9 3 8
wW-w 17 18 39 142 3 5 6 0
W-s 2 0 0 3 0 0 0 0
W-GCC 0 0 3 2 0 1 0 1
W-G 1 13 3 12 0 4 0 0
s-s 0 0 0 0 0 0 0 0
s-GCC 0 0 0 0 0 0 0 0
$-G 0 0 0 1 0 0 0 0
GCC-GCC 0 0 0 0 0 0 0 0
GCC-G 0 0 1 1 0 0 0 0
G-G 0 3 0 5 0 2 0 0
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3.8.10. Die Verteilung von Motiven ist abhangig vor ihrer Orientierung

Fiir die untersuchten pathogenresponsiven cis-Elemente konnte gezeigt werden, dass die
Transkriptionsfaktoren an doppelstringige DNA-Motive binden. Deswegen sollte es
keinen Unterschied machen, ob ein Element in Sinn- oder Gegensinn-Orientierung
vorliegt.

Um diese Annahme zu iberprifen wurden die Haufigkeits-Karten von
Hexanucleotiden in Sinn- und in Gegensinn-Orientierung aus A. thaliana untersucht.
Wie die Abbildung 3.31B+C exemplarisch zeigt, gibt es deutliche Haufigkeits-
unterschiede und Unterschiede in der Verteilung der Motive in dem durchsuchten 1500

bp Promotordatensatz zwischen Sinn- und Gegensinn-Orientierung.
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C
300
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10? TTTTTT _
pObs ATG
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D
__ CACGTG, G-Box
TCn, GA, GAF-Motiv
TTGACY W-Box
AGCCRCC GCC-Box ahnlich
TGTCTC DR5
-1500 -1250 -1000 -750 —560 —2=50

Abb. 3.31: Schematischer Vergleich der Haufigkeits-Verteilung einiger Hexanucleotide im
1500 bp Promotor datensatz. Die Diagramme (A, B, C) stellen die Haufigkeits-Karten einiger
ausgewdhlter Hexanucleotide dar. Als Grundlage dienten 25°957 einzelne 1500 bp lange
Promotor-Bereiche aus A. thaliana, in welchen alle moéglichen 4096 Hexanucleotide gezéhlt und
kartiert wurden. Die dargestellten Haufigkeiten wurden normalisiert [pObs = n / Durchschnitt],
damit seltene Elemente mit hiufigen verglichen werden konnen. (D) Schematischer Uberblick
tiber die Verteilung bekannter Elemente, die aus den Haufigkeits-Karten des 1500 bp
Promotordatensatzes abgeleitet wurden. Fiir die grau hinterlegten Elemente wurde die
Verteilung statistisch aus den Regressionsgeraden abgeleitet; Aus den Haufigkeits-Karten sind
diese Informationen nicht gut ersichtlich, weil z.B. das W-Box-Element sehr héufig und fast
gleichverteilt ist oder die GCC-Box-éhnlichen Elemente sehr selten auftreten.
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AuBerdem konnen auf Grund der Hiufigkeits-Karten die Positionen bekannter Elemente

relativ zur statistischen TATA-Box (Abb. 3.31B) analysiert werden (Abb. 3.31D).

3.8.11. Ubertragbarkeit der in silico Analysen auf ein biologisches System

Die in den vorangegangenen Kapiteln durchgefiihrten Analysen mit dem Motif-Mapper-
Programm behandeln Fragen zur statistischen Verteilung von Motiven und putativ
funktionellen cis-Elementen.

Eine frequenz- und verteilungsorientierte Analyse von Cis-Elementen wurde in Pflanzen
noch nicht beschrieben. Aus diesem Grund konnten bisher keine chromosomalen
Verteilungskarten erstellt oder ein moglicher Einfluss der Orientierung von Elementen
auf ihre Verteilung untersucht werden.

In diesem Experiment sollte deswegen ein anderer Ansatz gewahlt werden.

Ausgehend von funktionell charakterisierten W-Box-Arrangements im SRK/FRK1-
Promotor (Robatzek und Somssich, 2002) und deren Position innerhalb von nur 400 bp
vor dem ATG (Abb. 3.32A), wurde ein Promotordatensatz aus 25°957 Promotoren aus
A. thaliana erstellt, der einem Bereich von -400 bp bis -50 bp vor dem ATG entsprach.
AnschlieBend wurde nach dem Motiv TTGACCn{ 0, 30} TTGACYn{ 0, 30} TTGACY
in diesem Datensatz gesucht.

Als Ergebnis der Suche wurden 25 Promotoren erhalten. 16 von diesen gehéren zu
Genen, die fiir Transposasen oder hypothetische Proteine kodieren. Aus den
verbliebenen neun Sequenzen wurden sechs Gene exemplarisch ausgewéhlt.

Vor dem Hintergrund, dass dieses W-Box-Arrangement auf Grund der funktionellen
Beteiligung im flg22-abhéngigen Signaliibertragungsweg von SRK/FRK1 gefunden
wurde (Robatzek und Somssich, 2002; Asai et al., 2002), waren die Transkriptmengen
der sechs ausgewihlten Gene unter verschiedenen flg22-Konzentrationen untersucht
worden. Wie in Abbildung 3.32B zu schen ist, konnte fiir SRK/FRK1 ein flg22-
abhingiges Expressionsmuster in eine Woche alten Pflanzen erhalten werden.

Bei fiinf der sechs ausgewihlten Gene korreliert das gefundene Expressionsmuster mit
dem von SRK/FRK1 (Abb. 3.32C). Bei zwei paralogen Genen (Du und Chen, 2000)
war die cDNA-Ausgangsmenge so hoch, dass nach 28 Zyklen in der RT-PCR die
Transkriptmengen bei weitem nicht mehr im linearen Bereich lagen. Deswegen mulfite
die PCR mit 25 Zyklen wiederholt werden.

Uberraschend war, dass die Transkriptmengen von PGP17 (At3g28380) nur sehr
schwach detektiert werden konnten. Bei diesem Gen war am ehesten davon
ausgegangen worden, dass es pathogenresponsiv sein wiirde, da die Promotor-Sequenz

eine sehr grole Zahl W-Boxen enthilt.
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Ergebnisse

A
SIRK W-Box-Motiv ABTTGAC ... "M TTGACY ... 83 TTGACY
B Kontrolle 1 uM flg 22 10 uM flg 22 100 uM fig 22
[h] 3 6 24 3 6 24 3 6 24 3 6 24
C
PGP17

At3g50950

At4g23180

At4g23190

At1g30720

At3g04220 . . [E—

AtActin3 e P e e RN e S O e G TSN T

Abb. 3.32: Expression verschiedener Gene, die in ihren Promotoren, ene dem
SIRK/FRK1-Promotor &hnliche Anordnung von W-Box-Elementen haben, nach
Flagelingabe. (A) Arrangement aus drei funktionellen W-Box-Motiven im SRK/FRK1-
Promotor (Robatzek und Somssich, 2002) in einem Bereich nahe am ATG. (B)
Expressionsmuster von SSRK/FRK1 in eine Woche alten A. thaliana Pflanzen nach Behandlung
mit verschiedenen flg22-Konzentrationen. (C) Expressionsmuster von sechs exemplarisch
ausgewihlten Genen mit einem dhnlichen W-Box-Arrangement an einer Position vor dem ATG,
wie es im S RK/FRK1-Promotor gefunden wurde. Als Kontrolle fiir die cDNA-Ausgangsmenge
diente die Transkriptmenge von AtActin3. (28 Zyklen; 25 Zyklen fiir At4g23180 und
At4g23190)
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4. Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, Einblicke in die Partnerschaft von der
pflanzenspezifischen =~ WRKY -Transkriptionsfaktorfamilie  und  ihren  DNA-
Zeilsequenzen zu erhalten. Als ein Modellorganismus fir evolutiv frihe pflanzliche
Prozesse hat sich das Laubmoos Physcomitrella patens als nitzlich erwiesen. Das
Vorhandensein der WRKY -Gene in P. patens und der hohe Konservierungsgrad der
WRKY -Doméne, die in hdheren Pflanzen die Bindung zum W-Box-Element vermittelt,
legten die Moglichkeit einer konservierten Wechselwirkung zwischen WRKY -Protein
und W-Box-Element nahe.

4.1. Die WRKY-Transkriptionsfaktorfamiliein P. patens

Im Rahmen dieser Arbeit konnten durch verschiedene Methoden insgesamt 16
verschiedene PpWRKY-Gene identifiziert werden (3.3.). Interessanter Weise ergeben
sich dabel sieben Paare nahe verwandter WRKY-Gene, die zueinander eine hohe
Sequenzidentitdt besitzen und man kann davon ausgehen, dass es sich dabei um
Paraloge handelt.

Die Entstehung paraloger Sequenzbereiche kann durch rezente Duplikationsereignisse
erklart werden. So haben chromosomae Sequenzvergleiche mit der verflgbaren
genomischen Sequenz aus A. thaliana gezeigt, dass das Genom dieser Art mindestens
vier Runden kompletter Duplikation durchlaufen haben muss (Simillion et al., 2002).
Aulerdem konnen eine ganze Relhe paraloger Sequenzen auf Tandemduplikationen
zurtickgefuihrt werden (Kolukisaoglu et al., 2002).

Die Sequenzvergleiche der PPWRKY -Domanen der jeweiligen Paralogen zeigen alle
eine |dentit&t von 80 % bis 90 % (3.6.1.).

Die Mitglieder einer Genfamilie liegen in der Regel im ganze Genom verstreut vor.
Synchrone segmentale Duplikationen, die eine Mehrheit von Genen innerhalb einer
Genfamilie betreffen, sind daher selten (Lynch und Conery, 2000). Es ist deshalb
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unwahrscheinlich, dass die sieben PpWRKY-Paradoge unabhangig voneinander
duplizierten. AuRerdem konnte fir PpWRKY20 ein BAC-Klon isoliert werden, in
dessen Sequenz kein weiteres bekanntes PpWRKY-Gen nachgewiesen werden konnte.
Dieses Ergebnis reduziert die Wahrscheinlichkeit von Tandemduplikationen als Grund
fUr die beobachtete Paralogie. Vor diesem Hintergrund kann angenommen werden, dass
die Ursache der duplizierten PpWRKY-Gene wahrscheinlich in einer polyploiden
Duplikationsphase zu suchen ist, die vor evolutiv kurzer Zeit durchlaufen wurde.

Von Markmann-Mulisch et al. (2002) untersuchte Paraloge PpRAD51-Gene aus P.
patens zeigen 94 % Aminosaureidentitét zueinander, was ebenfalls der Grof3enordnung
der PPWRKY-Gene entspricht. Auch diese Autoren halten es fur wahrscheinlich, dass es
vor kurzem zu einer Duplikation des gesamten P. patens-Genoms gekommen ist,
obwohl sich diese Annahme nur auf den Vergleich der zwel untersuchten paralogen
Gene stutzt.

Untersuchungen von 1777000 EST-Sequenzen aus P. patens lassen ebenfals auf
polyploide Duplikationsphasen des Genoms schlief3en. Jedoch ist man sich in den
konkurrierenden EST-Projekten nicht einig, ob von zwei (Tomoaki Nishiiyama, persl.
Mittellung) oder mindestens drei (Jan M. Lucht und Ralf Reski, perd. Mitteilung)
Duplikationsphasen ausgegangen werden muss.

Leider kann keine der Annahmen mit der beklagenswert geringen Anzahl verfligbarer
genomischer Sequenzen aus P. patens gestitzt oder wiederlegt werden.

Interessanter Weise konnte mittels karyologischer Untersuchungen festgestellt werden,
dass es innerhalb der Laubmosse haufig Abweichungen in der Chromosomenzahl der
haploiden Sporophoren kommt (Kuta und Przywara, 2001). Zum Beispiel konnte fur
drei Laubmoosarten aus der nahen Verwandtschaft zu P. patens gezeigt werden, dass
natirliche Populationen ausschliefdlich aus diploiden und triploiden Sporophoren
bestanden (Smith und Newton, 1968). Bemerkenswert war dabei, dass die polyploiden
Popul ationen morphologisch nicht von den haploiden zu unterscheiden waren (Kuta und
Przywara, 2001). In hoheren Pflanzen erscheinen polyploide Formen einer Art oft
grofer und robuster als diploide (Stuessy, 1990). Diese Ergebnisse belegen einerseits,
dass die Duplikation eines gesamten Chromosomensatzes auch bei niederen Pflanzen
héufig ist und andererseits, dass ein effizientes System existiert, das die entstehenden
»gene-dosage” -Effekte kompensiert.

Auf der Basis der ,molecular-clock®-Hypothese, die von einer in der Regel
gleichformigen Evolutionsgeschwindigkeit fur Proteinsequenzen ausgeht (Ridley,
1996), kann der Zeitpunkt einer mutmaldichen Duplikation des P. patens-Genoms
ausgehend von den PpWRKY- und PpRAD51-Genen (Markmann-Mulisch et al., 2002)
auf einen Zeitraum von vor 8 - 15 Mio Jahren datiert werden.




Diskussion
Der Phanotyp der von Patrick Giavalisco erstellten Null-Mutante wrky20-ko#2
(Giavalisco, 1999) ist nicht vom Wildtyp zu unterscheiden (3.1.). Auch hier wird der
Verlust des Genproduktes entweder kompensiert, oder die Umstande, unter denen
PPWRKY 20 essentiell sein konnte, kommen unter Laborbedingungen nicht vor. In
A. thaliana untersuchte Null-Mutanten einzelner WRKY-Gene der Subgruppe 11d
zeigten ebenfalls keine Verdnderung zum Wildtyp (Kalde, 2002). Dies stellt keine
Ausnahme dar, da eine Reihe bekannter WRKY-Null-Mutanten aus A. thaliana keine
Veranderung zum Wildtyp zeigt. Sogar Doppel mutanten von AtWRKY7 und AtWRKY11
zeigten keine detektierbare Anderung des Habitus (Bernadette Lippok, persl.
Mitteilung). In einer mit cDNA-Rekombinationsvektoren generierten Mutanten-
Population in P. patens zeigten 16,2 % der Pflanzen einen vom Wildtyp abweichenden
morphologischen oder physiologischen Phanotyp (Egener et al., 2002). Nur wenige der

charakterisierten Mutanten aus dieser Population mit sichtbaren Veranderungen
betrafen Transkriptionsfaktoren (Tanja Egener, perd. Mitteilung). Die Mutanten der
ebenfalls konservierten Familie der MADS-box-Transkriptionsfaktoren aus P. patens
(Henschel et al., 2002) zeigen ebenfals keine Veranderung gegentiber Wildtyp-
Pflanzen (Katrin Henschel und Thomas Minster, persl. Mitteilung), obwohl Mutationen
dieser Bliuten-ldentitéts-Gene in héheren Pflanzen einen sichtbaren Phanotyp besitzen
und zur Entdeckung des ABC-Modells der Blitenentwicklung fihrten (Sommer et al.,
1990; Weigel und Meyerowitz 1994).

Vor dem Hintergrund einer rezenten Duplikation des P. patens Genoms ist zu erwarten,
dass die entstandenen Paral ogen tiberwiegend redundanter Funktion sind.

Aullerdem ist eine Kompensation des PpWRKY20-Verlustes durch andere PpWRKY-
Gene durchaus denkbar, da von den 16 bekannten WRKY-Genen bereits 5 in
unbehandeltem Moosgewebe exprimiert waren (3.1.3.; 3.3.4.). Jedoch zeigte keines ein
vergleichbares Expressionsmuster nach der Behandlung mit UV oder flg22-Elizitor.
Aulerdem kann von einer Zahl noch unbekannter WRKY-Gene in P. patens
ausgegangen werden, und es ist nicht auszuschlief3en, dass auch deren Funktionen
teilwei se Uberlappend sein kénnen.

Ein Beispiel fur die Uberlappende Aktivierung von Zielgenen durch WRKY -
Transkriptionsfaktoren ist das Rezeptorkinase-Gen SRK/FRK1 (Robatzek und
Somssich, 2002; Asa et al.,, 2002). Von Robatzek und Somssich (2002) hatte
SRK/FRK1 als Zielgen fur AtWRKY 6 identifiziert werden kénnen. Unabhangig davon
wurde in einem System, das Protoplasten aus Mesophyllzellen von A. thaliana zur
transienten Expression verwendet (Kovtun et al., 2000), die spezifische Aktivierung von
SRK/FRK1 durch AtWRKY29 gezeigt (Asai et al.,, 2002). Aul3erdem wurde
festgestellt, dass auch AtWRKY 22 in der Lage war, unter den selben Bedingungen die
Expression von S RK/FRK1 zu aktivieren und somit redundant zu AAWRKY 29 ist (Asai
et al., 2002). Erst kirzlich ist gezeigt worden, dass der Signal libertragungsweg nur tber

--135--



Diskussion
bestimmte der neun W-Boxen des SRK/FRK1-Promotors ablauft und fur die
Aktivierung der Expression keine simultane Bindung von AtWRKY 6 und AtWRKY 22
oder AtWRKY?29 an mehrere W-Boxen gleichzeitig notig ist (Aifen Zhou, perdl.
Mittellung; Asai et al., 2002). Interessant zu erwahnen ist in diesem Zusammenhang,
dass keines dieser AtWRKY-Gene zueinander paralog ist (3.6.2.). Die Regulation eines
Zielgenes durch eventuell konkurrierende Transkriptionsfaktoren einer Klasse mit
redundanter Funktion ermdglicht eine sehr feine Abstimmung in der Kontrolle lokaler
und zeitlicher Expression. Zumal fir AAWRKY 6 sowie fir PCWRKY 1 aus Petroselinum
crispum gezeigt werden konnte, dass diese Faktoren an ihre eigenen Promotor binden
und mittels , feedback” -Kontrolle auf ihre eigene Transkription wirken konnen
(Robatzek, 2000; Eulgem, 1999; Eulgem et al., 1999; Franziska Turck, perd.
Mittellung). Die Expression einer grofen Zahl von WRKY-Genen unterliegt
wahrscheinlich einer autoregulatorischen Kontrolle (Dong et al., 2003), da auch im
Rahmen dieser Arbeit festgestellt werden konnte, dass das W-Box-Element in den
Promotoren der WRKY-Genfamilie Uberdurchschnittlich h&ufig vorkam (3.8.9.).

PPWRKY20 z&hlt mit nur ener WRKY-Doméne zu den WRKY-
Transkriptionsfaktoren der Gruppe Il (Eulgem et al., 2000). Charakteristisch fir diese
Gruppe ist der konservierte C-Xs-C-Xga3-H-X-H-Peptidkonsensus in der WRKY -
Domane (Rushton et al., 1995), der vermutlich eine Zink-Finger-Struktur des C,-H,-
Typs ausbilden kann (Takatsuji, 1998; Ordiz et al., 2002). Bei anderen WRKY -
Proteinen konnte durch die Zugabe von chelatierenden Agenzien die DNA-Bindung der
WRKY -Doméne an das W-Box-Mativ in vitro unterbunden werden, was die Annahme
stutzt, dass eine Zink-Finger-Struktur an der DNA-Bindung beteiligt ist (Rushton et al.,
1995, de Pater et al., 1996, Hara et al.,, 2000). Ebenso verdnderten
Aminosaureaustausche in  der WRKYGQK-Sequenz sowie Austausche der
konservierten Cysteine und Histidine der Cx-H,-Zink-Finger-Struktur die Bindung an
W-Boxen (Maeo et al., 2001).

Aulerhalb der WRKY -Domane sind bei den meisten WRKY -Proteinen nur sehr wenige
Sequenz-Homologien zu finden (Eulgem et al., 2000). Jedoch konnte PpWRKY 20
durch das Vorhandensein einer weiteren Doméne mit dem konservierten Konsensus
GHARFRR sofort der Subgruppe 11d zugeordnet werden (3.2.2.).

Die Struktur des PpPWRKY20-Gens ist zu den verwandten Genen hoherer Pflanzen hoch
konserviert (3.2.1). Ein Vergleich mit den sieben AtWRKY-Genen der Subgruppe 11d
zeigt, dass diese zwe Introns in der kodierenden Sequenz besitzen, PpWRKY20
hingegen drei. Das in héheren Pflanzen fehlende Intron ist wahrscheinlich auch in
PpWRKY5 enthalten (3.3.2). Diese Organisation der PpPWRKY-Gene der Subgruppe I1d
ist einzigartig und konnte bisher in htheren Pflanzen nicht gefunden werden. Ein
Vergleich der abgeleiteten Proteinsequenzen fur PpPWRKY 20 und PpWRKY 5 mit den
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Proteinen aus hoheren Pflanzen hétte aber keine nennenswerten Unterschiede erbracht,
was die Bedeutung von Analysen an genomischen Sequenzen unterstreicht.
Bemerkenswert ist die beinahe vollstandige Konservierung des Exons, das fur den
aminoterminalen Bereich der WRKY -Domane kodiert (3.2.1.). Dieses besitzt in alen
untersuchten Genen der Subgruppe I1d bis zu 92 % Sequenzidentitdt und ist exakt 126
bp groR. Der sich anschlielRende Intron/Exon-Ubergang ist ebenfalls invariant in allen
untersuchten Sequenzen der Subgruppe I1d, was wahrscheinlich auf den hohen Grad an
struktureller und funktioneller Konservierung in der WRKY -Domaéne zurtckzuftihren
ist. Ahnlich gut konservierte Sequenzen betreffen in der Regel aktive Zentren
katalytischer Enzyme und Proteine der Photosysteme oder der Lichtperzeption
(Strunkelnberg et al., 2003; Mazumder et al., 2002; Bennetzen, 2000). Jedoch sind in
diesen Beispielen weder die Intron/Exon-Ubergéange, noch die GrofRe der Exons tiber
einen evolutiven Zeitraum von mehr als 400 Mio Jahren konserviert.

Aullerdem traten zwei weitere Doméanen auf (3.2.1.), die ebenfalls in den meisten
Mitglieder der Subgruppe 11d aus hdheren Pflanzen vertreten waren.

Die erste Doméne kann auf Grund eines Sequenzvergleiches zwischen den ,frihen*
Genen der Subgruppe I1d aus P. patens und denen aus A. thaliana auf den gesamten
Aminoterminus, einschliedlich des GHARFRR-Konsensus, ausgedehnt werden.
Folglich bezieht sich der Begriff HARF-Doméane im Folgenden auf den gesamten
Aminoterminus dieser Subgruppe. Dies schligft das VSSFK[R/K]VISLL-Motiv,
welches unmittelbar vor dem GHARFRR-K onsensus beginnt, mit ein. Dieses Motiv ist
sowohl in den WRKY -Proteinen der Subgruppe lle, als auch in der Gruppe 11 enthalten
(Eulgem et al., 2000; Kalde et al., 2003). In diesen Gruppen beschrénkt sich die
Ahnlichkeit jedoch auf diesen Konsensus und erstreckt sich nicht bis zum
Aminoterminus der Proteine.

Bisher konnte weder der HARF-Domane, noch den Proteinen der Subgruppe 11d eine
Funktion zugewiesen werden. Obwohl fur viele WRKY-Gene aus A. thaliana gezeigt
werden konnte, dass ihre Transkriptmengen nach der Behandlung mit Salicylsdure
akkumulierten, blieb die Expression der Vertreter der Subgruppe I1d konstitutiv (Dong
et al., 2003). Null-Mutanten der Gene AtWRKY7 und AtWRKY11l sowie transgene
Linien, in denen diese Gene ektopisch Uberexprimiert wurden, resultierten in keiner
morphologischen oder physiologischen Veranderung zum Wildtyp (Kalde, 2002).
Alleine fir AtWRKY11 ist sowohl eine seneszenzabhéngige, als auch eine PHYA-
abhangige Reduktion der Transkriptmenge gezeigt worden (Kalde, 2002).

Die zweite, fur die Proteine der Subgruppe Ild charakteristische Doméane beginnt kurz
vor der WRKY-Doméne und beinhaltet bel PpWRKY20 die benachbarten
mutmallichen Kernlokalisierungssignae (**PTPKKC X, KRRK?®). Eine Reihe
weiterer basischer Aminosauren werden in der Sequenz des konservierten Exons
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kodiert, die auch mdgliche Kernlokalisierungssignale (NL S, nuclear localization signal)
darstellen konnen. Diese weichen jedoch von den typischen Konsensi ab (Nakielny und
Dreifusss, 1999; Jans und Hubner, 1996). In diesem Zusammenhang ist es
erwahnenswert, dass fir AIWRKY6 eine neue NLS gefunden wurde, die nicht dem
bekannten Typ entsprach (Robatzek und Somssich, 2001).
Ubereingtimmend mit einer putativen Funktion als Transkriptionsfaktor konnte durch
Transformationsexperimente mit Lauch- und Zwiebelzellen gezeigt werden, dass ein
PpWRKY 20-GFP-Fusionsprotein in vivo in den Zellkern transportiert wird. Die freie
Diffusion von Proteinen in den Zellkern wird durch die Kernporenkomplexe auf ein
Molekulargewicht von etwa 50 kDa beschrankt. Grofere Proteine bendtigen
Kernlokalisierungssignale um selektiv durch den Kernporenkomplex transportiert zu
werden (Jans und Hulbner, 1996; Yoneda, 1997). Bei enem errechneten
Molekulargewicht von 68 kDa fur das PpWRKY 20-GFP-Fusionsprotein und durch
Vergleich mit der Verteilung des 67 kDa GFP-GUS-Fusionsproteins in der Zelle, ist ein
passiver Transport in den Zellkern auszuschlief3en. Die Kontrolle des Kernimportes war
dabel konstitutiv, wie es bereits auch fur andere WRKY -Proteine verschiedener
Gruppen aus hoheren Pflanzen gezeigt werden konnte (Eulgem et al., 1999; Hara et al.,
2000; Robatzek und Somssich, 2001).

In der Regel besitzen Transkriptionsfaktoren mehrere distinkte Doménen, die fur die
Translokation in den Zellkern, die Regulation der Transkription, eine madgliche
Dimeriserung und die DNA-Bindung verantwortlich sind. Durch die heterologe
Expression in Hefe wurde gezeigt, dass PPWRKY 20 in diesem System ein Aktivator
der Transkription ist. Fur diese Versuche wurde PPWRKY 20 mit der GAL4-DNA-
Bindungsdoméne fusioniert. Um den Bereich einer mdglichen Transaktivierungs-
Doméne weiter enzugrenzen, wurden partielle Proteine des Amino- und
Carboxyterminus sowie durch Aminosdureaustausche verdnderte Proteine auf die
gleiche Welse untersucht. Es wurde festgestellt, dass in PpWRKY20 mehrere
Aktivierungsdomédnen vorhanden sein missen, da ale getesteten Konstrukte
transaktivierten (3.2.4.).

Vergleichbare Experimente wurden auch mit AtWRKY 11 durchgefihrt. Auch hier
konnte fur alle erstellten Fusionsproteine gezeigt werden, dass sie transaktivierende
Eigenschaften besal3en (3.2.4.).

Die Primérstrukturen von PpWRKY 20 und AtWRKY 11 tragen verschiedene potentielle
Transaktivierungsdomanen (Triezenberg, 1995): Aminoterminal des GHARFRR-
Konsensus ist die Sequenz in der Regel reich an Glutamin- und Serinresten,
wohingegen sich carboxytermina ein Bereich anschliefd, der haufig Glutamin- und
Serin-, aber vor allem Prolinreste aufweist. Obwohl fir tierische und pflanzliche
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Systeme  bekannt ist, dass Glutamin- und Prolin-reiche  Regionen
transkriptionsaktivierend wirken, ist dies fur Hefe nicht bekannt (Struhl, 1995).
Somit verbleiben nur noch die Abschnitte mit haufigen Serinresten als potentielle
Transaktivierungsdomanen. Der fir beide Proteine errechnete pl war sehr basisch, so
dass man fur eine Transaktivierung in Hefe eine Phosphorylierung der Serinreste durch
Hefe-eigene Proteinkinasen voraussetzen muss (Struhl, 1995). Interessanter Weise
wurde auch fur PCWRKY1 aus Petroselinum crispum gezeigt, dass es in einem
vergleichbaren heterologen Ansatz in Hefe auch transaktivierend wirken kann (Eulgem,
1999). Hier, wie auch in AtZAPL/AtWRKY1, finden sich in ener in Hefe
transaktivierenden Region ebenfalls nur Serin- oder Threonin-reiche Abschnitte, die as
putative Transaktivierungsdomanen in Frage kommen (Eulgem, 1999; de Pater et al.,
1996). Fur zwel aus Nicotiana tabacum charakterisierten WRKY -Proteine, T1ZZ und
WIZZ, konnte hingegen keine Transaktivierung in Hefe oder in BY-2
Zellsuspensionskulturen aus Nicotiana tabacum gezeigt werden (Yoda et al., 2002;
Haraet al., 2000).
Dabel ist im Besonderen hervorzuheben, dass es nicht nur eine strukturelle
Konservierung innerhalb der WRKY -Gene der Subgruppe I1d aus P. patens und A.
thaliana gibt, sondern auch eine funktionelle im Hinblick auf die Fahigkeit in Hefe zu
transaktivieren.

Bisher konnte fur PpWRKY20 und AtWRKY 11l eine ganze Relhe gemeinsamer
struktureller und funktioneller Eigenschaften gezeigt werden, jedoch sind die in den
Bindungsstudien erhaltenen Ergebnisse nicht nur unterschiedlich, sondern stehen in
einem klaren Gegensatz zu den bisherigen Erkenntnissen (3.2.5.). Waéhrend
rekombinantes AIWRKY 11 an W-Box-Elemente in synthetischen, doppelstrangigen
Oligonucleotiden mittels EMSA bindet, konnte fir rekombinantes PpWRKY 20 keine
Bindung gefunden werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit einem Konstrukt fur AAWRKY 11 gearbeitet, dass
nur die WRKY -Doméane enthielt, da sich dieses besonders gut in E. coli exprimieren
lie3 (Ingo Ciolkowski, persl. Mitteilung). Auch fur ein voll-langen AtWRKY 11-Protein
mit 6xHis- und GST-Epitopen konnte Bindung an W-Box-Elemente nachgewiesen
werden (Ingo Ciolkowski, perdl. Mitteilung).

Deshalb ist zwar anzunehmen, dass das verwendete 6xHis-Epitope und die GST-Fusion
einen Einfluss auf die Bindungseigenschaften von PpWRKY 20 haben, aber es ist
unwahrscheinlich, dass diese die Bindung vollstandig unterbinden.

In vitro Bindungsstudien wurden zum Beispiel auch mit TIZZ und WIZZ aus Nicotiana
tabacum durchgefihrt (Yoda et al., 2002; Hara et al., 2000). Dabel wurde eine
aminoterminale GST-Fusion verwendet. Ein Einfluss auf die Bindung konnte nicht
gezeigt werden.
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Weiterhin verénderten sich die Eigenschaften der Bindung an cis-Elemente durch die
Homo- und Hetero-Multimerisierung von Transkriptionsfaktoren (Chantalat et al.,
1999; Liu et al., 1999). Deswegen konnten fur PpWRKY20 bestimmte Partner
notwenig sein, die in vitro fehlen. Ausgehend von der Primarstruktur gibt es fir
PPpWRKY 20 und AtWRKY 11 nur einen Aminosaureaustausch, der einen strukturellen
Unterschied an einer mutmafdich relevanten Position in der WRKY-Doméne
verursacht. Dabel handelt es sich um Isoleucin bei PpPWRKY 20 und Phenylalanin bei
AtWRKY 11 in der putativen Zink-Finger-Struktur der WRKY -Doméane (siehe Abb.
4.1).
Vor diesem Hintergrund ist die Prasenz von WRKY -Proteinen der Subgruppe 11d, die
nicht an W-Boxen binden, auch in hdheren Pflanzen nicht auszuschlief3en. So besitzen
AtWRKY7 und AtWRKY 15 an dieser Position ein Valin, das den strukturellen und
chemischen Eigenschaften von Isoleucin des PpPWRKY 20 sehr verwandt ist (Abb. 4.1).

?

PpWRKY20 KLADI PSDEYSWRKYGQKPI KGSPHPRGYYKCSSI RGCPARKHVERSMEDSSML| VT YEGDHNHPQS
At WRKY7  KMADI PSDEFSWRKYGQKPI KGSPHPRGYYKCSSVRGCPARKHVERAL DDAMVLI VTYEGDHNHALV
At VRKY11 KI ADI PPDEYSWRKYGOKPI KGSPHPRGYYKCSTFRGCPARKHVERAL DDPAMLI VTYEGEHRHNQS
At WRKY15 KMSDVPPDDYSWRKYGQKPI KGSPHPRGYYKCSSVRGCPARKHVERAADDSSML| VTYEGDHNHSL S
At VRKY17 KI ADI PPDEYSWRKYGOKPI KGSPHPRGYYKCSTFRGCPARKHVERAL DDSTMLI VT YEGEHRHHQS
At WRKY21 KVADI PPDDYSWRKYGQKPI KGSPYPRGYYKCSSMRGCPARKHVERCLEDPAMLI VT YEAEHNHPKL
VRKYGK C C HH

Abb. 4.1: Vergleich mit WRKY-Doméanen der Subgruppe I1d. Der Pfeil zeigt einen AS-
Austausch in einer putativ bindungsrelevanten Position im Zink-Finger zwischen AAWRKY 11
und PpWRKY 20.

Das Ausbleiben einer Bindung von PpPWRKY 20 an W-Box-Elemente in vitro bedeutet
jedoch nicht, dass die getestete Interaktion in P. patens selbst nicht stattfinden kann.
AulRerdem konnte fur verschiedene WRKY -Proteine aus A. thaliana eine Bindung an
Varianten von W-Boxen gezeigt werden. Obwohl vollstandige W-Box-Konsensi in den
getesteten Sequenzen vorhanden waren, konnte fur einige AWRKY -Proteine eine
starke, fur andere jedoch gar keine Bindung gefunden werden (Ingo Ciolkowski und
Aifen Zhou, perd. Mitteilung)

Untersuchungen zur Funktion von PpWRKY 20 in vivo ermoglichte das Etablieren des
biolistischen Partikelbeschusses zur Transformation von Protonema. Fur zwei WRKY -
Proteine aus A. thaliana konnte durch den gemeinsamen Beschuss des P. patens
Protonemas mit einem Reportergen- und einem Effektorkonstrukt die Aktivierung in
diesem heterologen System gezeigt werden. Fir PpWRKY20 konnte nach dem
gemeinsamen Beschuss jedoch keine Reportergenaktivitét gefunden werden (3.2.7.).
Auf Grund eines mdglichen negativen Einflusses der verwendeten Epitope zur

--140- -



Diskussion
Expression rekombinanten Proteins in E.coli, wurde fir dieses Experiment auf jedwede
Modifikation an PpPWRKY 20 verzichtet.
Zusammenfassend zeigte PPWRKY 20 in Ubereinstimmung mit der Funktion eines
Transkriptions-Aktivators eine konstitutive Lokalisierung im Zellkern und sogar
Transaktivierung in Hefe. Jedoch fehlte eine Bindung an das fur WRKY -Proteine
spezifische W-Box-Element in vitro, als auch die Aktivierung von Reportergenen in
vivo (3.2.7.). Dieses Ergebnis unterstitzt die Mdoglichkeit ener anderen
Bindungsaffinitdt zu W-Boxen, oder zu einer Box, welche von W-Boxen in Lange und
Komposition des TTGACY -Konsensus sowie dessen unmittel bare Umgebung abweicht.
Wie auch fur andere Transkriptionsfaktor-Familien bekannt ist, gibt es zwischen den
einzelnen Mitgliedern oft Unterschiede in den gebundenen Elementen. Deswegen
erscheint die Bindung von PpWRKY 20 an ein anderes, verandertes W-Box-Element
durchaus méglich
Ein Beispiel ist die ERF/EREBP-Proteinfamilie, eine Untergruppe der AP2-
Multigenfamilie (Riechmann und Meyerowitz, 1998), deren Vertreter unter biotischen
oder abiotischen Stressbedingungen an verschiedene GCC-Box-dhnliche Elemente
binden (Zhou et al., 1997; Gilmour et al., 1998; Menke et al., 1999). So wurden
AGCCGCC-Elemente aus Promotoren von Resistenzgenen charakterisiert (Ohme-
Takagi und Shinshi, 1995), ein AGACCGCC-Element aus Promotoren die Jasmonat-
abhangig reguliert sind (Menke et al., 1999), Kélte-, Trockenheit- und Salz-responsive
ACCGACC-Elemente aus Promotoren von A. thaliana (Y amaguchi-Shinozaki and
Shinozaki, 1994) und das AGCCACC-Element aus dem Elil7-Promotor aus
Petroselinum crispum (Kirsch et al., 2001).
AulRerdem konnte auch fir die aminoterminal gelegene WRKY -Doméne der WRKY -
Proteine aus der Gruppe | keine W-Box-Bindung gezeigt werden (de Pater et al., 1996;
Eulgem et al., 1999). Wie bel PpPWRKY 20, ist das abweichende Bindungsverhalten der
beiden WRKY -Domanen der Gruppe | nicht durch den Vergleich der aminoterminalen
WRKY -Doméne mit der carboxyterminalen anhand der priméren Proteinsequenzen zu
begrinden.

4.2. Genaktivierung in P. patens

Die Verwendung des biolistischen Partikelbeschusses zur Transformation von
Protonema ermoglichte ebenfalls Untersuchungen zur funktionellen Charakterisierung
bestimmter cis-Elemente. Da fur P. patens bisher keine molekularen Daten hinsichtlich
der SignalUbertragungswege unter biotischen und abiotischen Stressfaktoren bekannt
waren, wurden in einem ersten Schritt Reportergenkonstrukte mit artifiziellen
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Promotoren (Rushton et al., 2002) in das Protonema transformiert und in eéinem zweiten
Schritt verschiedenen Behandlungen ausgesetzt (3.4.2.).
Der Nachweis einer spezifischen Induktion der Reportergenaktivitét konnte erbracht
werden. Dieses Ergebnis ist aus zwel Grinden als ein grof3er Fortschritt fir das
Arbeiten mit P. patens zu werten. Einerseits belegt es die Funktionalitét der artifiziellen
Reportergenkonstrukte tber grof3e evolutive Distanzen hinweg und andererseits ist dies
der erste genetische Ansatz in P. patens, der nicht von der Gensegquenz ausgeht.
Nach der Behandlung mit sechs unterschiedlichen Agenzien konnte fir zwei
Konstrukte, p4xW2 und p4xGCC, signifikante Reportergenaktivitét unter drei der
getesteten Bedingungen nachgewiesen werden. Fir die Ubrigen Konstrukte ist es
wahrscheinlich, dass diese auch in P. patens funktionelle Elemente beinhalten, die
verwendeten Behandlungen aber nicht einem hinreichenden Stimulus zur Aktivierung
entsprechen.
Fur das Konstrukt p4xGCC konnte eine signifikante Aktivierung des GUS
Reportergens nach der Behandlung mit ACC, einer physiologischen Ethylen-Vorstufe,
erhalten werden (3.4.2.). In héheren Pflanzen wurde von Ohme-Takagi und Shinshi
(1995) gezeigt, dass GCC-Box-dhnliche Elemente unmittelbar an der Ethylen-
vermittelten Aktivierung von Genen des Ethylen-Signallbertragungsweges beteiligt
sind. Auch in P. patens konnte die Beteiligung von GCC-Box-ghnlichen Elementen an
der Aktivierung des putativen ETR1-Orthologen nach Ethylen-Begasung und
,Uberflutung” bereits gezeigt werden (Kenjiro Fujiwara, perd. Mitteilung). Jedoch
konnte in den von Kenjiro Fujiwara und Akio Toh-e durchgefihrten Versuchen keine
Aktivierung durch ACC nachgewiesen werden (perdl. Mitteilung). Bei der Verwendung
nativer Promotoren ist es wahrscheinlich, dass eine Vielzahl unterschiedlicher cis-
Elemente in verschiedenen Promotorbereichen der untersuchten Gene vorhanden ist.
Diese kénnen durchaus antagonistischer Wirkung sein. Im Fall des artifiziellen p4xGCC
entsteht eine lokale Haufung eines einzelnen cis-Elementes und es ist moglich, dass die
in natdrlichen Promotoren vorkommenden negativ-regulierenden Kontrollelemente in
diesem Konstrukt fehlen. Das Vorkommen von GCC-bindenden Transkriptionsfaktoren
der ERF/EREBP-Transkriptionsfaktorfamilie in P. patens hatte durch die
Untersuchungen von EST-Sequenzen sowohl von den 6ffentlichen als auch von den
wirtschaftlichen EST-Projekten bestétigt werden kénnen (Tomoaki Nishiyama, perdl.
Mitteilung; Ralf Reski, perd. Mitteilung; Rensing et al., 2002). AufRerdem wurden
bereits fur weitere Komponenten der Ethylen-Signaltibertragung, CTR1 und ETR1,
Orthologe aus P. patens charakterisiert (Akita und Vakonen, 2002; Kenjiro Fujiwara,
persl. Mitteilung).
Fur das Konstrukt p4xW2 konnten nach Behandlung mit flg22-Elizitor und UV-Licht
signifikante Anderungen zur Hintergrundaktivitat gefunden werden (3.4.2.). In einem
Makro-Array-Experiment konnte fir WRKY -Gene aus A. thaliana eine Zunahme der
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Expression unter UV-angereichertem Weildlicht gefunden werden (Ralf Stracke, perdl.
Mitteilung). Die Induktion der W-Box-vermittelten Reportergenaktivitét bendtigt
wahrscheinlich auch in P. patens die Aktivierung von WRKY-Genen. Die
Expressionsmuster der bekannten PpPWRKY -Gene zeigten nach UV-Behandlung nur
wenig Anderung im Vergleich zur Kontrolle (3.5.3.), was mit der moderaten, aber
signifikanten Aktivierung der Reportergenaktivitdt des p4xW2 konform ist. Ahnlich
konnte fir die Aktivierung von PcPR1 durch PCWRKY 1 aus Petroselinum crispum
gezeigt werden, dass die Transkriptmengen zwischen Effektor (PCWRKY 1) und seinem
Zielgen (PcPR1) zeitversetzt um etwa den gleichen Faktor zunahm (Eulgem et al.,
1999; Franziska Turck, perd. Mitteilung).

Die nach flg22-Elizitor erhaltene Reportergenaktivierung mit p4xW?2 ist konzentrations-
und W-Box-abhangig (3.4.3.; 3.4.4.). Eine W-Box-vermittelte, flg22-abhangige MAP-
Kinase-Kaskade ist fur A. thaliana beschrieben worden (Asa et al., 2002), die evolutiv
vergleichbar auch in tierischen Organismen zu finden ist. Vorausgesetzt, dass
bestimmte WRKY -Transkriptionsfaktoren flg22-abhangig in P. patens an die W-Boxen
des p4xW2-K onstruktes binden und die Expression des Reportergens aktivieren, kdnnte
eine éhnliche MAP-Kinase-Kaskade auch in niederen Pflanzen existieren. Gestiitzt wird
diese Hypothese durch das Vorhandensein von Homologen pflanzlicher Resistenzgene
in P. patens (Akita und Vakonen, 2002), wie der MAP-Kinase-Kinase EDRL oder der
Pto-Kinase (Fryeet al., 2001; Martin et al., 1993).

Veranderungen der W-Box-Umgebung im p4xW2-Konstrukt resultierten in einer
deutlichen Reduktion der flg22-Responsivitdt. Mit den W-Box-beinhaltenden
Konstrukten p4xGST1 und p4xW1 konnte keine Reportergenaktivitét erhalten werden
(3.4.2.; 3.4.4.). Wie auch fur WIZZ und TIZZ aus Nicotiana tabacum gezeigt werden
konnte, ist das Bindungsverhaten von WRKY -Proteinen zu W-Box-Elementen von
deren Anzahl und Abstand zueinander sowie deren Umgebung abhéngig (Hara et al.,
2000; Yoda et al., 2002). Eine Verringerung der Reportergenaktivitdt durch die
Verénderung einer Base hat im p4xW2MS zur Bildung eines putativ funktionellen S-
Box-Elementes gefihrt. Hier, wie im p4xGST-Konstrukt, konnte die mutmal3iche
Bindung von WRKY -Proteinen durch Transkriptionsfaktoren der ERF/ERBP-Familie,
welche an das S-Box-Element binden konnen, verhindert werden. Es wére somit
maoglich, dass beide Klassen von Transkriptionsfaktoren um die in den Konstrukten
enthaltenen Elemente konkurrieren. Ebenso kann ein kooperatives Binden von WRKY -
und ERF-Proteinen an benachbarte cis-Elemente, wie es zum Beispiel von Rushton et
al. (2002) diskutiert wird, nicht nur rein synergistisch-aktivierender Natur sein, sondern
auch synergistisch-reprimierend.
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Die Transkriptmengen der bekannten PpWRKY-Gene sind mittels RT-PCR nach flg22-
und UV-Behandlung bestimmt worden. Die Expression von PpRADS51 zeigte eine
rasche und dosisabhangige Induktion nach der Bestrahlung mit UV-Licht. Eine
Anderung des Transkriptmenge im Vergleich mit der Kontrolle féllt eher verhalten aus.
Die erhaltenen Expressionsmuster nach flg22 sind nicht nur komplexer as nach UV-
Behandlung, sondern auch deutlich starker (3.5.1; 3.5.2). Auf Grund ihres
Expressionsmusters lassen sich die bekannten Gene in finf Klassen einteilen: Eine
rasche und transiente Induktion konnte flr PpEST7 festgestellt werden. Die Transkripte
von PpEST285/PpEST503 und PpESTS akkumulierten nicht so schnell, erreichten etwa
3 - 4 h nach der Behandlung ihre stérkste Expression und waren nach sechs Stunden
kaum noch zu detektieren. Bei der dritten Klasse anderte sich an der Expression nur
wenig, jedoch konnte diese Veradnderung auch noch nach 24 h nachgewiesen werden
(PpEST4). Auf ganz geringem Expressionsniveau, aber konstitutiv exprimiert, waren
PpWRKY20 und PpEST1. Bei alen anderen PpWRKY-Genen konnte kein Transkript
nachgewiesen werden.
Die nach Partikelbeschuss mit p4xW2 gefundene Aktivierung des Reportergens zeigte
eine klare dosisabhangige Induktion nach flg22-Behandlung. Fiur die Transkripte der
bekannten WRKY-Gene konnte dies nicht gezeigt werden.

Jedoch kdnnen einige der Genprodukte dieser WRKY-Gene durchaus an der peptid-
abhangigen Signaltransduktion in P. patens beteiligt sein, da Uber die WRKY -Proteine
und deren Stabilitét nur wenig bekannt ist. So ist PCWRKY 1-Protein aus Petroselinum
crispum in Zellkulturen nach der Induktion mit Pep25-Elizitor noch mehrere Stunden
detektierbar, obwohl die Transkriptmengen bereits rasch nach der Induktionsphase
wieder auf das Ausgangsniveau sinken (Franziska Turck, persl. Mitteilung). Leider
konnte nicht gezeigt werden, dass es sich um eine flg22-abhangige Reaktion handelt,
sondern um eine unspezifische Reaktion auf Peptide. Da fir Moose im algemeinen
nicht bekannt ist, dass sie in der Lage sind Proteine direkt aufzunehmen und zu
metabolisieren, stellt sich die Frage, ob es sich bei der Perzeption von Peptiden nicht
auch um eine frihe Form der Wahrnehmung von méglichen Pathogenen handeln kann.
Fur Algen oder submers lebende hohere Pflanzen ist es nicht bekannt, dass sie
bakterielle oder mykotische Pathogene aktiv abwehren (Scoulthroupe, 1967) und einige
SignalUibertragungswege fehlen, wie etwa der des Ethylens. Es gibt sogar einige
aquatische Makrophyten, welche die Fahigkeit Ethylen als Stresshormon zu verwenden,
wieder verloren haben (Summers et al.,, 1996). Eine Peptid-vermittelte
Signaltransduktion macht in einer wassrigen Umgebung, in der primitive Pflanzen
gelebt haben und heute noch leben, nur wenig Sinn. So kann spekuliert werden, ob die
Erkennung von Peptiden vielleicht eine wichtige, wenn nicht eine essentielle Rolle, in
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der Kolonisation des terrestrischen Lebensraumes durch Pflanzen gespielt haben
konnte.

4.3. Evolution der WRKY-Gene

Eine phylogenetische Analyse auf der Basis der WRKY -Domaénen hat ergeben, dass die
aus P. patens bekannten WRKY-Gene keiner frihen phylogenetischen Linie angehdren
(3.6.1.). Ohne andere Sequenzen in die Analyse zu integrieren, konnte bereits gezeigt
werden, dass der Grad der Differenzierung fur eine deutliche Trennung der PpWRKY-
Gene gemal den in hoheren Pflanzen vorkommenden Gruppen und Subgruppen
ausreicht. Fur eine Analyse der frihen Entstehung von WRKY-Genen ist P. patens also
nicht geeignet, da sich diese Art als zu ,,jung” erwiesen hat. Dennoch kdnnen durch die
Kombination verschiedener Einzelergebnisse und eines Vergleiches von WRKY -
Doménen anderer Pflanzenarten neue Erkenntnisse Uber die Evolution dieser
Multigenfamilie gemacht werden. Die bisherigen phylogenetischen Analysen der
WRKY -Proteine stiitzten sich tberwiegend auf die Sequenzinformationen aus A.
thaliana und konnte dadurch nur fir die systematische Einordnung in verschiedene
Gruppen verwendet werden, wie es von Eulgem et al. (2000) gemacht wurde. Andere
Publikationen verwendeten die Protein-Sequenzen in voller Lange aus A. thaliana oder
sogar nur partielle, von EST-Sequenzen abgeleitete Proteinsequenzen fir ihre
phylogenetischen Baume (Dong et al., 2003; Lambais, 2001). Obwohl dies fir
bestimmte Fragestellung sicherlich ein sinnvoller Ansatz sein kann, ergeben sich aber
durch die sehr variablen Bereiche aufferhalb der WRKY -Doméne zum Teil unsinnige
V erwandtschaftsverhaltnisse.

Vereinfacht hat diese Analyse das Vorhandensein der anndhernd kompletten
Sequenzinformation der Genome von A. thaliana und O. sativa (Arabidopsis Genome
Initiative, 2000; Yu et al., 2002; Goff et al., 2002), da jetzt orthologe und paraloge Gene
dieser beiden Arten zugeordnet werden konnen. Daraus konnen nicht nur
verwandtschaftliche Informationen gewonnen werden, sondern gezielt Versuchsansétze
geplant oder hinterfragt werden, wie esin einem Vergleich von MAP-Kinasen zwischen
O. sativa und A. thaliana bereits gezeigt werden konnte (Agrawal, 2003). Als ein
Beispiel funktioneller Beziehungen, die aus der Analyse der orthologen und paralogen
Proteine abgeleitet werden konnen, dient z.B. eine AtWRKY52/RRS1 orthologe Sequenz
in O. sativa. Bei AtWRKY52/RRS1 handelt es sich um ein WRKY-Resistenzgen, welches
die typische TIR-NBS-LRR-Struktur besitzt (Ellis et al., 2000) und Resistenz
gegentiber dem Pathogen Ralstonia solanacearum verleiht (Deslandes et al., 2002).
Obwonhl die phylogenetische Analyse ausschliefdlich auf den Sequenzen der WRKY -
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Domane beruht, konnte nach néherer Untersuchung bei dem identifizierten Orthologen
aus O. sativa ebenfalls die charakteristische Resistenzgen-Struktur gefunden werden.
Vor allem konnte AtWRKY52/RRSL von einem putativen paralogen Gen, AtWRKY16,
unterschieden werden, was in den bisherigen phylogenetischen Analysen nicht immer
gelang (Tabelle 3.4, Dong et al., 2003).
Das Fehlen der WRKY-Gene der Gruppe Il in P. patens und das nahezu vollstandige
Fehlen von Orthologen zwischen A. thaliana und O. sativa bedeutet, dass diese Gruppe
wahrscheinlich erst relativ spat entstanden war und mit nur ganz wenigen Genen in dem

gemeinsamen Vorfahren der ein- und zwelkeimbléttrigen Pflanzen vertreten gewesen
war. Dabei zeichnen sich die Vertreter gerade dieser Gruppe durch ihre Responsivitét
gegenlber Pathogenbefall besonders aus (Dong et al., 2003; Kalde et al., 2003). Bisher
zeigten ale Mitglieder der Gruppe 11l aus A. thaliana eine Induktion der Expression
gegentiber bakterieller oder mycotischer Pathogene, Viren, Salicylsdure und
verschiedenen Elizitoren (Bernadette Lipok und Monika Kalde, persl. Mitteilung).
Somit scheinen die WRKY-Gene der Gruppe |11 nicht nur auf eine oder wenige Klassen
von Pathogenen beschrankt zu sein, sondern initileren eine universelle und globale
Antwort auf eine mdgliche Bedrohung. Das fehlen dieser WRKY-Gene in P. patens
kann bedeuten, dass andere Signallbertragungswege zur Aktivierung einer basalen
Pathogenabwehr existieren konnen. Jedoch muss auch bedacht werden, dass bisher
keine Pathosysteme fur P. patens existieren und nicht bekannt ist, wie Moose generell
mit biotischen Stresseinfllissen umgehen.

Fur viele WRKY-Gene werden orthologe Cluster zwischen den WRKY -Domanen aus A.
thaliana und O. sativa gebildet (Ridley, 1996; Rauhut, 2001). Diese deuten auf eine
nahe, strukturelle und funktionelle Verwandtschaft hin. Solche orthologen Cluster
befinden sich z.B. in der Subgruppe lla, deren Vertreter jeweils ein oder mehreren
orthologen O. sativa Genen zugeordnet werden konnten.

Interessant war das Auffinden von WRKY -Doméanen in O. sativa, die in ihrer Sequenz
deutlich von den bekannten Mustern abwichen (Eulgem et al., 2000). Dabei konnten in
den beiden Datenbanken jeweils unterschiedliche Sequenzen gefunden werden, die
keinerlei Ahnlichkeit zueinander hatten. Es kann moglich sein, dass es sich bei diesen
Genen ebenfalls um Pseudogene handelt. Als Wasserpflanze hat O. sativa engen
Kontakt mit anderen, niederen Pflanzen, so dass dies auch eine Queller moglicher
Kontaminationen mit artfremden WRKY-Genen aus Algen darstellen konnte. Fir die
Sequenzen der nicht-6ffentlichen Datenbank von Syngenta/ TMRI ist angegeben, dass
etwa 10 % der O. sativa-Sequenzen bakteriellen oder anderen Ursprungs sind (Goff et
al., 2002).
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Subgruppen, in denen nahezu keine orthologen Sequenzen zu finden waren, muissen
eine artspezifische Funktion erfullen, die nicht von einer Art auf die andere Ubertragbar
sein muss (Lynch und Conery, 2000). So stellt die Subgruppe 11d eine phylogenetisch
sehr ,, alte” Subgruppe dar, die bereitsin P. patens mit einigen Genen vertreten war und
die nur artspezifisch evolviert ist.
Die Gruppen | und llc sind ebenfalls , at”, jedoch zeigt sich, dass einige orthologe
Cluster noch vorhanden sind, aber auch neue, artspezifische Gene hinzugewonnen
wurden, zu denen keine orthologen Sequenzen gefunden werden konnten.
Eine WRKY-Domane von der Grinalge Chlamydomonas rheinhardtii, die aus einer
EST-Sequenz abgeleitet worden ist, ist phylogenetisch friherer Natur, as die von P.
patens. Interessanter Weise gruppiert diese innerhalb des Baumes zusammen mit den
carboxyterminalen WRKY -Doménen der Gruppe |, aber basal am Ubergang zu den
WRKY -Proteinen der Gruppe 1.

Vor diesem Hintergrund konnen zwei mogliche Wege zur Entstehung der WRKY-
Genfamilie vorgeschlagen werden.

Der erste Weg geht von einem Ur-WRKY-Gen aus, das nur eine WRKY -Domane besal3,
welche dhnlich der carboxyterminalen Doméne der Gruppe | gewesen sein muss.
Ausgehend davon gab es zwei parallele Entwicklungen von WRKY -Proteinen, eine
Gruppe mit nur einer Domane und eine zweite Gruppe mit zwel Doméanen, die durch
eine Tandemduplikation der Ur-WRKY -Doméne enstanden ist.

Der zweite Weg geht von einem Ur-WRKY-Gen aus, dass nur eine WRKY -Doméne
besal3, welche ebenfalls &hnlich der carboxyterminalen Domane der Gruppe | gewesen
sein muss. Durch Tandemduplikation entstanden nun Gruppe I-d&hnliche WRKY -
Proteine mit zwel Domanen. Durch den sekunddren Verlust der aminoterminalen
WRKY -Domaéne resultierten daraus die heutigen Vertreter der Gruppe 1.
Wahrscheinlich lasst sich die Viefat an WRKY-Proteinen jedoch nur aus einer
Kombination aus beiden Mdglichkeiten erklaren.

Weiterhin kann aus der phylogenetischen Analyse geschlossen werden, dass die
Subgruppe Ile und I1d sowie die Gruppe |11 auseinander hervorgegangen sein miissen.
Diese Annahme kann durch das Vorhandensein des gemeinsamen V SSFK[R/K]VISLL-
Motivs im aminoterminalen Bereich gestiitzt werden. Es ist sogar wahrscheinlich, dass
die Subgruppe lle und Gruppe Il aus der phylogenetisch ,alten* Subgruppe Ild
hervorgingen. Hypothetisch ist auf3erdem anzunehmen, dass diese WRKY -Proteine auf
einem parallelen Weg, neben den Vertretern der Gruppe |, direkt von einem Ur-WRKY -
Gen abstammen.

Die Annahme, dass WRKY-Proteine der hoheren Pflanzen aus den Proteinen der
Gruppe | hervorgegangen sein kénnen, kann anhand der orthologen WRKY 10-Gene aus
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L. esculentum, C. rubella und A. thaliana nachvollzogen werden (3.7.1.; Rossberg et al.,
2001). Hier ist in den Vorfahren von A. thaliana und C. rubella die nicht-DNA-
bindende, aminoterminale WRKY -Doméane von WRKY 10 durch ein Deletionsereignis
verloren gegangen und es ist deshalb davon ausgegangen worden, dass es sich bei den
WRKY-Genen generell um schnell evolvierende Gene handeln kénnte (Rossberg et al.,
2001). Die Bereiche der Gene, die nicht durch die Deletion betroffen waren,
entsprechen in ihrer Evolutionsgeschwindigkeit einer gleichformigen Evolutionsrate
von etwa 1 % pro einer Million Jahre. Jedoch entspricht dies der durchschnittlich zu
erwartenden Evolutionsgeschwindigkeit (Koch et al., 2000; Yang et al., 1999; Ridley,
1996), und deshalb kénnen diese Gene nicht als schnell evolvierende Gene bezeichnet
werden. Mittels Hydropathie-Analyse der abgeleiteten Proteinsequenzen der WRKY10-
Orthologen konnte gezeigt werden, dass sich im Bereich der Deletion bei AAWRKY 10
und CrWRKY 10 ein hydrophiler etwa 50 AS grof3er Abschnitt entwickelt hat, der in
LeWRKY 10 fehlt (3.7.2.). So sind nicht nur WRKY -Proteine der Gruppe 11 sekundér
entstanden, sondern zusétzlich hat sich ein Bereich mit anderen physikalisch-
chemischen Eigenschaften entwickelt.
Der hohe Grad an Sequenzidentitdt zwischen den WRKY-Genen kann durch den
Vergleich weiterer orthologer Genpaare aus A. thaliana und C. rubella untermauert
werden (3.7.3.).

Nach flg22- oder UV-Behandlung sind die Expressionsmuster der WRKY10-Gene aus L.
esculentum, C. rubella und A. thaliana sowie der orthologen WRKY11-, WRKY22- und
WRKY33-Gene aus C. rubella und A. thaliana zwischen den jeweiligen orthologen
konserviert (3.7.4.; 3.7.5.). Fur , single-copy* -Gene aus A. thaliana und verwandten
Arten konnte gezeigt werden, dass ihre Funktion tber mehrere Millionen Jahre erhalten
geblieben ist (Koch et al., 2001). So liegt das Chalkon-Synthase-Gen (CHS), ein
Schltisselenzym der Flavonoid-Biosynthese (Schulze-Lefert et al., 1989), in A. thaliana
und in einigen ndher verwandten Arabidae als ein ,, single-copy” -Gen vor (Koch et al.,
2000). Die Expressionsmuster orthologer CHSGene zeigten in
Transfektionsexperimenten in Protoplasten von A. thaliana keine gréf3eren Unterschiede
(Koch et al., 2001). Expressionsvergleiche an Mitgliedern von Multigenfamilien, wie
etwa der WRKY-Genfamilie, wie sie im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrt wurden,
fehlen bisher zwischen Arten mit relativ grofer evolutiver Distanz. Die Grundlagen fir
solche, vergleichenden Expressionsuntersuchungen werden zur Zeit mittels
Transkriptom-Analysen von A. thaliana sowie vergleichenden Anaysen zur
Genomorganisation anderer Pflanzen geschaffen (Pryer et al., 2002; Vandepoele et al.,
2002; Laurie und Devos, 2002; Feng et al., 2002; Sasaki et al., 2002; Zhu und Wang,
2000).
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Aber nicht nur die Expressionsmuster der orthologen Gene waren bemerkenswert
dhnlich, sondern auch die physiologischen Reaktionen in bezug auf das
Pflanzenwachstum zeigten keine erwahnenswerten Unterschiede zwischen den hdheren
Pflanzen (3.7.4.). Jedoch kann davon ausgegangen werden, dass eine Reduktion des
Wachstums um bis zu 75 % nach UV-Bestrahlung mit einer Dosis von mehr 10 mJ in
den hoheren Pflanzen zu unphysiol ogischen Reaktionen gefihrt hat. Im Gegensatz dazu
zeigte das bestrahlte P. patens Protonema selbst bei sehr hohen UV-Dosen nahezu keine
Wachstumsverzégerung. Das bedeutet, dass P. patens im gewissen Sinne ene
»angeborene UV-Resistenz” besitzt, die in htheren Pflanzen fehlt oder weniger effizient
ist. Die bei der Reparatur der durch UV-Licht entstandenen Tymidindimere beteiligten
DNA-Reparaturmechanismen koénnten vor dem Hintergrund einer effizienten
homologen Rekombination in P. patens in beiden Prozessen eine Rolle spielen (Ray
und Langer, 2002; Puchta, 1999; Schaefer, 2001).
Die Wirkung des flg22-Elizitors auf das Wachstum von A. thaliana Keimlingen wurde
bereits beschrieben (Gomez-Gomez et al., 1999). Da bekannt ist, dass L. esculentum
genauso sensitiv auf flg22 reagiert wie A. thaliana (Meindel et al., 2000), verwundert es
nicht, dass auch die gefundene Inhibition des Wachstums mit der von A. thaliana
identischist (3.7.4.).

Eine Anadyse der Promotorsequenzen der drei orthologen WRKY10-Gene zeigt
zwischen den nahe verwandten Arten A. thaliana und C. rubella gentigend
Ahnlichkeiten, um mit einem direkten Sequenzvergleich konservierte Bereiche
innerhalb beider Sequenzen zu finden. Vor dem Hintergrund vergleichbarer
Expressionsmuster wurde angenommen, dass in alen dre Promotorsequenzen
konservierte cis-Elemente hétten identifiziert werden kdnnen. Jedoch kann in bezug auf
den Promotor von LeWRKY10 keine Aussage gemacht werden, da die Sequenzidentitét
fUr eine solche phylogenetische , footprint“-Analyse nicht grof3 genug ist. Fir nahe
Verwandte Arten der Familie Arabidae konnten konservierte Elemente in den
Promotoren von CHS und Apetala3 fur eine konservierte Expression verantwortlich
gemacht werden (Koch et al., 2001). In diesem Fall sind die verwandtschaftlichen
Beziehungen noch so eng, dass sogar ein Stammbaum auf der Basis der Promotor-
Sequenzen konstruiert werden konnte (Koch et al., 2001). Es gibt jedoch auch andere
Beispiele, in denen gezeigt werden konnte, dass die Promotorsequenzen orthologer
Gene aus zwel nahe verwandten Arten keine Gemeinsamkeiten zeigten, jedoch die
gleichen Expressionsmuster vermittelten (Ludwig et al., 2000).

4.4. Arbeiten mit dem M otif-M apper -Programm
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Um Promotorvergleiche auch tber grol3ere evolutive Distanzen hinweg durchfihren zu
konnen, wurde in Zusammenarbeit mit Kenneth W. Berendzen und Kurt Stiber das
Programm Motif-Mapper entwickelt, dass Analysemethoden verschiedener bestehender
Programme miteinander kombiniert oder bestehende Programme um bestimmte
Aspekte in der Analyse erganzt. Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Programm
ausschliefdlich zur Kartierung von Elementen verwendet.
Bioinformatische Analysen benutzen in der Regel zwei Ansdtze, um putative,
regulatorische cis-Elemente in Promotoren zu identifizieren: Musterbildung ausgehend
von bereits bekannten Elementen oder phylogenetische , footprint*-Anaysen von
Promotoren orthologer oder koregulierter Gene (Fickett und Wasserman, 2000). Im
ersten Fall wird die Position der bekannten Elemente a's Ergebnis der Analyse erhalten.
Im zweiten Fall besteht das Ergebnis aus Elementen, die in alen untersuchten
Promotoren die haufigsten waren.
In Motif-Mapper ist eine Kombination aus beiden Analysemethoden erhalten.

Zundchst wurden Hexanucleotid-Verteilungen ausgehen von den  funf
Modellorganismen A. thaliana, D. melanogaster, S. cerevisiae, S. pombe und O. sativa
fur den Promotorbereich erstellt (3.8.2.). Hierdurch konnte gezeigt werden, dass in den
Promotoren dieser funf Arten nur etwa 1 bis 3 % der Hexanucleotide anders Verteilt
waren as im Genom. Dabei waren in allen Arten immer die selben Hexanucleotide
anders vertellt, was bedeutet, dass der Genregulation in allen Eukaryoten weitgehendst
identische, transkriptionelle Mechanismen zugrundeliegen.

Bisher sind solche Analysen nur in S. cerevisiae durchgefiihrt worden, jedoch mit dem
Ziel neue regulatorische Elemente zu entdecken. Uber vergleichende Analysen der
Promotor-Organisation zwischen verschiedenen Stdmmen von Eukaryoten ist bisher
nichts berichtet worden. Interessanter Weise hatte mit dhnlichen Methoden bereits
gezeigt werden konnen, dass die Promotoren von Prokaryoten konservierte DNA-
Motive zeigten. So konnten in einem Vergleich von 17 komplett sequenzierte
bakterielle Genome konservierte, regulatorische DNA-Motive identifiziert werden
(McGuire et al., 2000), die in alen Genomen enthalten waren. Ebenso konnten durch
den Vergleich von drel Streptokokken-Genomen cis-Elemente identifiziert werden, die
in Promotoren Uberproportional haufiger waren alsim Genom (Mrazek et al., 2002).
Trotz der einheitlichen Promotor-Architekur auf der Basis von Hexanucleotid-
Haufigkieten, konnten dennoch spezifische Elemente fir die jeweiligen
Organismengruppen identifiziert werden (3.8.4.).

Uberraschender Weise konnte keine Publikation gefunden werden, die sich mit der
sytematischen Ordnung hoherer Organismen auf der Grundlage von Oligonucleotid-
Verteilungen beschéftigt hat. Die zu diesem Thema bestehende Literatur beschéftigt
sich mit prokaryotischen Genomen und schliefst die Analyse der kodierenden
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Sequenzen mit ein. Aulerdem basieren diese Genomanalysen in den meisten Fallen auf
Dinucleotid-Haufigkeiten (Mrzek et al., 2002; Campbell et al., 1999).

In dem né&chsten Schritt wurde gezeigt, dass mit dem Motif-Mapper neue cis-Elemente
auf der Basis von Haufigkeitsverteilungen gefunden werden konnten (3.8.5.). Solche
Ansétze haben zur Identifizierung von noch nicht bekannten, funktionellen Enhancer-
Elementen in D. melanogaster gefihrt (Berman et al., 2001). Gleichfalls konnten durch
Haufigkeits-Analysen spezifische cis-Elemente charakterisiert werden, die in S
cerevisiae die Transkription der rDNA vermitteln (Sudarsanam et al., 2002).

Fur das im Rahmen dieser Arbeit neu identifizierte (TC/GA)s-Element wurde zusétzlich
die Anzahl der insgesamt im Genom vorkommenden Elemente bestimmt (3.8.5.; 3.8.6.).
Es konnte gezeigt werden, dass ein (TC/GA).-Element fast ausschliefdlich in
Promotoren zu finden ist (3.8.6.). Vergleichbare Analysen haben periodisch auftretende
cis-Elemente in direktem Zusammenhang mit der Chromatinstruktur setzen kdnnen
(loshikhes et al., 1999). Auch das neu identifizierte (TC/GA)s-Element konnte etwas
mit dem Aufbau und der Stabilitét der Chromatinstruktur zu tun haben, da sich diese Art
von Elementen in der Ndhe des Zentromers haufen (3.8.7.; Kenneth W. Berendzen,
persl. Mitteilung).

Mit diesen Analysen konnte die generelle Funktionsfaéhigkeit des Motif-Mapper-
Programms gezeigt werden.

Die Analyse der pathogenresponsiven cis-Elemente W-Box, GCC-Box, S-Box und G-
Box konnte zeigen, dass diese unterschiedlich verteilt im Genom vorliegen (3.8.8.).
Bemerkenswert war jedoch, dass benachbarte Elemente aus W-Boxen und aus G-Boxen
Uberproportional haufig vorkamen. Das gemeinsame Auftreten von W-Box-Elementen
ist bereits mehrmals beschrieben worden und es besteht die Moglichkeit, dass eine
kooperative Bindung von zwei WRKY-Proteinen an diese Elemente stattfindet
(Rushton et al., 2002; Eulgem 1999). Ebenso wurde bereits Uber das haufige
Vorkommen von zwei benachbarten G-Boxen in Promotoren berichtet (McKendree et
al., 1990; Sdlinas et al., 1992).

Die tberproportional hdufige Kombination von G-Boxen und W-Boxen stellt eine neue
Kombination dar, zu der bisher keine funktionalen Daten gefunden werden konnten.
Jedoch wird Uber eine funktionelle Kombination dieser beiden Elemente gemutmal3t
(Rolland et al., 2002).

Obwonhl fir einige benachbarte GCC-Box-ahnlichen Elemente und W-Boxen spekuliert
worden ist, dass diese funktionelle Kombinationen fir ein kooperatives Binden von
EREBP-Faktoren und WRKY -Proteinen darstellen (Rushton et al., 2002; Eulgem,
1999), konnte keine signifikante Haufung benachbarter Elemente gefunden werden.
Deswegen ist davon auszugehen, dass EREBP-Faktoren unabhangig von den anderen
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beiden untersuchten, pathogenresponsiven Transkriptionsfaktoren fungieren. Da gezeigt
worden ist, dass die Promotoren innerhalb der untersuchten Organismen und innerhalb
der beiden Pflanzen A. thaliana und O. sativa sehr @nlich organisiert waren, kann man
davon ausgehen, dass diese Promotor-Architektur auch auf andere Grinpflanzenarten
Ubertragbar ist. Deswegen kann man auch ohne genomische Sequenzeninformationen
mutmal3en, dass die Organisation von P. patens-Promotoren denen der hoheren
Pflanzen sehr @nlich sein wird. Diese Ergebnisse stiitzen erneut die bereits diskutierten
Ergebnisse der fehlenden Reportergen-Aktivierung von W-Box- und S-Box-
enthaltenden artifiziellen Konstrukte und die Moglichkeit von kompetitierenden
Transkriptionsfaktoren.

A
%
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GCC-Box W-Box TATA
B
3 :
% g ATG
[] [ ]
C GCC-Box W-Box TATA
& o
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D [
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Abb. 4.3: Moddl zur kooperativen Bindung benachbarter pathogenresponsiven cis-
Elemente. Dargestellt ist die hypothetische Bindung von pathogenresponsiven
Transkriptionsfaktoren an einzelne oder benachbarte cis-Elemente auf Grund der
durchgefuihrten Motif-Mapper-Analyse. Fir GCC-Boxen konnte keine haufige Nachbarschaft
mit W- oder G-Boxen gefunden werden. Die Vertreter der EREBP-Familie fungieren
wahrscheinlich unabhangig von den beiden anderen Transkriptionsfaktoren. (A) Bindung von
einzelnen WRKY-Proteinen an einzelne Elemente oder (B) in kooperativer Bindung an
benachbarte W-Boxen. (C) Kooperative Bindung von bZIP-Faktoren an benachbarte G-Box-
Elemente. (D) Kooperative Bindung von bZIP-Faktoren und WRKY -Proteine an benachbarte
W-Box- und G-Box-Elemente. Die Elemente wurden schematisch zu ihrer relativen Position zur
TATA-Box dargestellt. Ahnliche Positionen konnten in vivo in den Promotoren von AtWRKY33
und PcWRKY1 (Eulgem, 1999) gefunden werden.

Die selbe Analyse wurde fur die Promotoren von Genfamilien durchgefihrt, um zu
zeigen, dass auch die Analyse kleinerer Datenséize mit Motif-Mapper sinnvoll sein
kann. Wie bereits von Dong et a (2003) publiziert, sind W-Box-Elemente in den
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Promotoren der WRKY-Genfamilie sehr haufig und man kann von einer Autoregulation
der WRKY-Genexpression Uber W-Box-Elemente ausgehen. Bei der Untersuchung von
Genfamilien mit zahlreichen Mitgliedern, wie etwa bei den Rezeptor-Kinase-ghnlichen
Proteinen, ist es wahrscheinlich sinnvoll sich kleinere Unterfamilien anzusehen.

In einer weiteren Analyse konnte gezeigt werden, dass auch die Sinn- oder Gegensinn-
Orientierung einen Einfluss auf die Haufigkeits-Verteilungen von Elementen haben
kann. Ahnliches wurde auch in S. cerevisiae gefunden und es konnte gezeigt werden,
dass die Sinn-orientierte Wiederholungen eines CGG-Motivs im Gegensatz zu seinem
Gegensinn-Motiv CCG in einer orientierungs-abhangigen DNA-Instabilisierung und zu
hoher Freguenz von homologer Rekombination fuhrt (Balakumaran et al., 1999). Aus
dem Maximum in der Haufigkeits-Karte der TATA-Box TATAAA konnte auch die
relative Position zum putativen Transkriptionsstartpunkt ermittelt werden. Dabel war
bemerkenswert, dass die (TC/GA)-Wiederholungen des (TC/GA)s-Elementes
orientierungsabhangig anders Verteilt waren: Die TCTCTC-Motiv-Verteilung zeigte
eine Ubereinstimmung mit dem Bereich, in dem auch die TATA-Box am haufigsten
war. Das Maximum des GAGAGA-Mativs war jedoch ndher am Tranglationsstart
(ATG) gelegen und wird demzufolge im 5'-nicht-trandatierten Bereich anzusiedeln
sein. Fur das G-Box-Element (Wiliams et al., 1992) konnte ebenfalls ein Maximum in
der Element-Verteilung mit dem 5’ -nicht-transl atierten Bereich gefunden werden.
Schliefdlich wurde das gut charakterisierte, funktionale W-Box-Motiv aus dem
SRK/FRK1-Promotor verwendet, um mit dem Motif-Mapper andere Promotoren zu
finden, die diesen Konsensus in einer dhnlichen Position vor den Transkriptionsstart
und in der selben Orientierung besitzen. Wie gezeigt werden konnte, werden finf der
sechs ausgewahlten Promotoren nach flg22-Behandlung mit dem S RK/FRK1-Promotor
koreguliert.

Bel den Genen At4g23180 und At4g23190 handelt es sich um tandemduplizierte
paraloge, Rezeptor-Kinase-dhnliche Gene. Die erhatene Koregulation dieser Paralogen
unterstreicht nur noch einmal die Wichtigkeit der phylogenetischen Analyse fur die
WRKY-Genfamilie. Besonders hervorzuheben ist die Tatsache, dass genau dieses
Genpaar bereits Gegenstand einer Untersuchung zur Charakterisierung moglicher
Zielgene von WRKY -Transkriptionsfaktoren gewesen ist (Du und Chen, 2000). Es war
sogar moglich AtWRKY 18 als einen der Faktoren zu identifizieren, der an die W-Box-
Elemente dieser beiden Rezeptor-Kinase-ahnliche Gene bindet (Chen und Chen, 2002).
Interessant ist weiterhin, dass in dem Promotor des einzigen Gens, welches nicht durch
flg22-induziert werden konnte, PGP17 (At3g28380), beinahe genauso viele W-Box-
Elemente in dhnlicher Position vorkamen (8 W-Boxen) wie im S RK/FRK1-Promotor (9
W-Boxen). Dies zeigt abermals, dass die absolute Anzahl von W-Boxen kein gutes Mal3
fur Funktionalitét ist, wie es von Malek et al. (2000) und Dong et al. (2003) diskutiert
wird.
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Ausblick

Trotz der strukturellen Ahnlichkeit der PPWRKY-Gene zu denen aus A. thaliana zeigt
der funktionelle Vergleich von PpPWRKY20 mit AtWRKY11 deutliche Unterschiede auf.
Beide Proteine zeigen ahnliche Fahigkeiten hinsichtlich der Transaktivierung in Hefe,
aber vollig gegensdtzliche Eigenschaften in der EMSA-Analyse. Das ist in sofern
interessant, da PPWRKY 20 bisher das einzige WRKY -Protein ist, dass nicht an die
getesteten W-Box-Elemente bindet. Dennoch bleibt die Frage zu kléren, ob
PpWRKY 20 gar keine W-Boxen binden kann, oder ob die getesteten Elemente eine
ungunstige Umgebung der W-Boxen besitzen. Um dies zu klédren, sollten weltere
Elemente getestet werden.

Dasich in der COG-Analyse herausgestellt hat, dass PpWRKY20 und AtWRKY11 keine
orthologen Gene sind, sollte die in vitro W-Box-Bindung mit AAWRKY 15, dem
orthologen Protein zu PpWRKY 20, wiederholt werden. Sollte sich herausstellen, dass
das orthologe WRKY -Protein aus A. thaliana ebenfals keine Bindung zu W-Boxen
herstellt, kann eine weiterreichende Bindungsanalyse mit vdllig zuféligen
Oligonucleotiden durchgefihrt werden, um die spezifischen Zielsequenzen zu ermitteln.
Auf der anderen Seite kann die Information der nicht-bindenden WRKY -Doméne
genutzt werden, um aus funktionellen WRKY -Doméanen nicht-funktionelle zu erstellen.

Bereits durch die Datenbankvergleiche konnten zwei benachbarte Motive gefunden
werden, die eine Kernimport-Sequenz darstellen. In dem Abschnitt unmittelbar vor der
WRKY -Doméne sind allerdings auch noch weitere basische Aminosaureste vorhanden,
die neue, noch nicht charakterisierte Kern-L okalisations-Sequenzen darstellen konnten.
Durch die Fusion an GFP und mittels Partikelbeschuss konnten diese funktionell
untersucht werden. Partielle PpWRKY20-Fragmente mit GATEWAY -kompatiblen
Extensionen, die im Rahmen dieser Arbeit fur die Versuche in Hefe Verwendung
fanden, kdnnen direkt zur Erstellung der GFP-Fusionskonstrukte verwendet werden.

Eine waelterfuhrende, funktionelle Charakterisierung anderer WRKY-Proteine aus
P. patens ist aller Wahrscheinlichkeit in den néchsten Jahren nicht zu erwarten. Die
vorhandenen PpWRKY-Gene, die sich von den EST-Sequenzen ableiten lief3en, sind
induzierbar und werden im Protonema exprimiert. Da diese Sequenzinformationen erst
im Oktober 2002 verflUgbar waren, wurden sie in die durchgefihrten
Expressionsanalysen sowie in den phylogenetischen Baum integriert. Diese
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Informationen sollten jedoch weiter genutzt werden. Es wurde bereits damit begonnen,
sowohl die cDNA-Sequenzen als auch die genomischen Sequenzen dieser Gene zu

isolieren.

Fir diese Arbeit hat sich P. patens al's M odellorganismus nicht bewahrt. Zwar ist esvon
Vorteil die Moéglichkeit der homologen Rekombination in planta auszunutzen, jedoch
ist das vor dem Hintergrund der qualitativ hochwertigen Insertionsmutanten in
A. thaliana kein grofRer Nutzen mehr. Erst wenn das P. patens Genom-vollstandig
sequenziert ist, kann diese Art als vollwertiges Modellsystem wie A. thaliana oder O.
sativa genutzt werden.

Bei der Verwendung von P. patens as Modellsystem besteht der mogliche Nachteil
einer rezenten Duplikation des Genoms, die nur wenig Ansatzpunkte fir eine
zielgerichtete Analyse einzelner Gene bietet. Daher konnte es sinnvoller sein auf
Ceratodon purpureus als Modellsystem umzusteigen, da dieses Moos kein rezent
dupliziertes Genom besitzt. Es konnte bereits gezeigt werden, dass durch die
verwandtschftliche Néhe zu P. patens die vorhandenen EST-Daten genutzt werden
konnen, um orthologe Gene aus Ceratodon purpureus zu identifizieren.

Ein Nachteil, der auch durch mehr Sequenzinformation nicht kompensiert werden kann,
ist das Fehlen von bekannten Pathogenen fur P. patens. Aus den EST-Projekten ist
bekannt, dass viele Sequenzen mit Homologien zu den Resistenzgenen der htheren
Pflanzen in P. patens vorhanden sind, was das Vorhandensein eines Moos-Pathogens
sehr wahrscheinlich macht. Das Auffinden eines solchen Pathogens ertffnet die
Moglichkeit ein Pathosystem auch fir niedere Pflanzen zu etablieren.

Mit dem Motif-Mapper-Programm wurde eine gute Basis fUr neue, vergleichende
Promotoranalysen geschaffen. Der im Rahmen dieser Arbeit verwendete
»MAP+Count”-Algorithmus ist nur eines der Unterprogramme des Motif-Mapper-
Programms. In Zusammenarbeit mit Kenneth W. Berendzen sind bereits weitere
Unterprogramme erstellt worden, die jedoch noch welter ausgebaut und erprobt werden
mussen. Es bleibt zu dberprifen, ob die mit dem verwandten W-Box-Motiv
gefundenen, flg22-abhangig koregulierten Gene aus A. thaliana auch durch die selben
AtWRKY -Transkriptionsfaktoren reguliert werden, wie es bei SRK/FRK1 der Fall ist
(Robatzek und Somssich, 2002; Asai et al., 2002). Dies konnte durch den gemeinsamen
Partikelbeschuss von 35S:AtWRKY,, mit Promotor-Reportergenfusionskonstrukten in
Bléattern von A. thaliana Uberprift werden. Auf diese Weise kann schnell
herausgefunden werden, ob z.B. AtWRKY 6, AtWRKY 22 oder AtWRKY 29 uberhaupt
einen Einfluss auf die zu testenden Promotoren haben.
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5. Zusammenfassung

Die Mitglieder der Multigenfamilie der  pflanzenspezifischen WRKY -
Transkriptionsfaktoren sind zwischen den hoheren Pflanzen und der niederen Pflanze
Physcomitrella patens hoch konserviert. Heterolog exprimiertes PpWRKY20 ist im
Nucleus lokalisiert. Sowohl fur PpWRKY 20 als auch fur das sehr dhnliche AtWRKY 11
aus A. thaliana konnte Transaktivierung in Hefe festgestellt werden. Wahrend
AtWRKY11 in vitro an W-Box-Elemente bindet, konnte PpWRKY 20 dies nicht.
AuRerdem konnte PpPWRKY 20 auch keine Reportergenaktivitét tber W-Boxen in vivo
induzieren.

Biolistischer Partikelbeschuss wurde etabliert, um Protonema mit Promotor-
Reportergenkonstrukten zu transformieren. Eine dosisabhangige GUS-Aktivitét konnte
nach dem Beschuss mit einem 4xW2-Box-Konstrukt und nach sprihen mit flg22-
Elizitor gefunden werden. Expressionsanalysen zeigten, dass einige der bekannten
PpWRKY-Gene ebenfalls induziert wurden. Nach Behandlung mit nicht-funktionellem
Elizitor oder mit BSA wurde herausgefunden, dass die WRKY-Gene generell durch
Peptide induziert wurden.

Eine phylogenetische Analyse wurde anhand der Sequenzen fur die WRKY -Doménen
aus P. patens, A. thaliana und Oryza sativa durchgefihrt. So konnten die paralogen und
orthologen WRKY-Gene aus A. thliana und O. sativa gefunden werden. Die Analyse
ergab, dass die WRKY-Gene der Gruppe | und Gruppe Ild wahrscheinlich die
phylogenetisch &@ltesten sind. Funktionelle und strukturelle Analysen von orthologen
WRKY-Genen hoherer Pflanzen zeigten groflRe Ahnlichkeiten.

In diesem Zusammenhang erscheint es sinnvoll auch W-box-Elemente zu untersuchen.
Das neu entwickelte Motif-Mapper-Programm wurde verwendet, um die Promotor-
Architektur von funf Modellorganismen zu untersuchen. Mit dem Motif-Mapper
konnten neue cis-Elemente in Pflanzen gefunden werden. Die Frequenz und die
Verteilung von pathogenresponsiven Elementen wurde gesamtgenomisch in A. thaliana
untersucht. Dabel kamen die W-Boxen und die G-Boxen als kombinierte funktionelle
Einheiten vor. Mit einem Motiv aus sich wiederholenden W-Boxen wurden dhnliche
Motive in Promotoren koregulierter Gene gefunden.
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Abstract

The members of the plant specific multigene-family of WRKY transcription factors are
highly conserved between the lower plant Physcomitrella patens and higher plants.
Heterologously expressed PpPWRKY 20 is localized to the nucleus. PpPWRKY 20 and
AtWRKY 11, a close homolog of PpPWRKY 20 from Arabidopsis thaliana, transactivate
in yeast. AAWRKY 11 could bind to W-boxes in vitro, while PpWRKY 20 could not.
Furthermore, PPWRKY 20 could not activate reporter gene activity via W-boxes in vivo
as well. The analysis of a PpWRYK20 null-mutant allele showed no visible aterations
compared to wildtype moss.

Biolistic particle bombardment was established to transform protonema with promoter-
reporter gene constructs. A dosage dependent increase of GUS-activity could be found
after bombarding the protonema with a 4xW2-box-construct and after spraying with
flg22-€elicitor. Expression studies reveal ed that some of the known PpWRKY-genes were
induced. Applying non-functional elicitor or BSA demonstrated that WRKY-gene
expression isinduced by peptidesin general.

A phylogenetic analysis was performed using WRKY -domain sequences of P. patens,
A. thaliana and Oryza sativa. This facilitates a method for finding proper paralogs and
orthologs of A. thaliana and O. sativa WRKY-genes. Group | and group I1ld WRKY -
proteins appear to be the most ancestral WRKYs. Functional and structural analysis of
WRKY-orthologs from higher plants exhibited high similarities, which imply a
putatively conserved function. In this context, a study of W-box elementsis sensible.
The newly developed Motif-Mapper program was used to investigate promoter-
architecture in five model organisms. Using Motif-Mapper, novel cis-elements were
discovered in plants. The frequency and distribution of pathogen-responsive elements
was studied in a comprehensive and genome wide approach in A. thaliana. W-boxes
and G-boxes were found to form combined functional units. A W-box-repeat motif was
used to uncover similar motifsin promoters of co-regulated genes.
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Anhang

Anhang

Al. Verwendete Oligonucleotide
Die Sequenzen der Primer sind jewellsin5' - 3' Orientierung angegeben.

A1.1. Physcomitrella patens spezifische Oligonucleotide

A1.1.1. PpPWRKY20 spezifische Oligonucleotide

W20-S1-BamHI
W20-S1-Xhol
W20-S2
W20-A1-Xbal
W20-A1-Xhol
pW20-5prime-up
W20-ATG-S1-GW
W20-/STOP-A1-GW
W20-HARF-A2
W20-HARF-A2-MUT
W20-HARF-A-GATWAY
W20-HARF-S2

W20-HARF-S2-MUT

W20-HARF-S-GW

W20-HARF-S-MUT-H/R

GCGGATCCGATGGGGGCGTTGGAGATATTAG
CTCGAGATGGGGGCGTTGGAGATATTAG
TAGGCAGCTGCTCCAGTCCCTG
GCCATCTAGATGCTATTGCGACTGCACTGTT
CTCGAGCTATTGCGACTGCACTGTTAATCCG
CGCGTTCTCCTACGAAACCG
(GWF)TAACCATGGGGGCGTTGGAGATATTAG
(GWR)ATTGCGACTGCACTGTTAATCCGCCATTAGCAG
(GWR)AAGCAGCGTTGCGCGTTCTCCTACGAAACCG
(GWR)AAGCAGCGTTGCGCGTTCTCCTTTTAGACCG
(GWR)CAGCAGCGTTGCGCGTTCTCCTACG

(GWF)AGACCATGGGGCGGTTTCGTAGGAGAACGCG
CAACGCTGCT
(GWF)AGACCATGGGGCGGTCTAAAAGGAGAACGCG
CAACGCTGCT
(GWF)AGACCATGGGGTCACTACTGAGTCGCACTGGT
CATGCACGG
(GWF)AGACCATGGGGTCACTACTGAGTCGCACTGGT
CGTGCACGG
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W20-WRKY-S-GW (GWF)CTACCATGGGGGATGAGTATTCATGGCGTAAG
TATGGCCAG
W20-HNH-A-GW (GWR)GCGGATGGTTATGATCGCCTTCG

W20-HNH-A-MUT-H/R  (GWR)GCGGATGGTTACGATCGCCTTCG

W20-WRKY-MUT-R/H (GWF)CTACCATGGGGGATGAGTATTCATGGCATAAG
TATGGCCAG

W20-WRKY-MUT-Y/H (GWF)CTACCATGGGGGATGAGTATTCATGGCGTAAG
TTTGGCCAG

A1.1.2. PpPWRKY1 spezifische Oligonucleotide

Pp1-S1 TACGGGCAAAAGCCTGTAAAG
Ppl1-S2 CGTTGATATTCTGGACGATGG
Ppl-Al TTGGTTGAGGCTTGGGATGGT
Ppl-A2 TGGAGGTGATTGCCTTCGTA

Ppl-A3 CGTCCAGAATATCAACGTCAC

A1.1.3. PPWRKY?2 spezifische Oligonucleotide
Pp2-S1 GGGCAAAAAGCTGTAAAA

Pp2-Al GTGGAGGTGATTGCCTTCGTA

A1.1.4. PpPWRKY3 spezifische Oligonucleotide

Pp3-S1 GAAGCCTATCAAAGGATCTC
Pp3-Al TCTAGCCCATGGAGGTGATT
PpW3-iPCRS CAGGATGTGATCTTTGCTTG
PpW3-iPCRA GGTGATCCTTTGATAGGCTT

A1.1.5. PpPWRKY4 spezifische Oligonucleotide

Pp4-S1 GGAAGTATGGGCAGAAAG
Pp4-Al TCTAGCCCGTGGAGGTGATTG
Pp4-A2 AAAGGGGTGTCGTGCACCTG
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A1.1.6. PpPWRKYS5 spezifische Oligonucleotide

Pp5S2 GTTGAGCGATCCATGGAAGATC
Pp5S3 TCCCATAGCGTTCAGGAATGTG
Pp534 ATTACTCGTGGCGCAAATACGG
Pp5S5 ACCATGTTGATTGTCACC

Pp5-S6 GATTTTCCAATTGACCAGGTGTTTC
Pp5-RT-Al TGCTGCACTTGTAGTATCCTCTTGGG
Pp5A2 CAAGGCAAAGAGAGAGAGATTG
Pp5A3 TAACAATGTCTTTTCAACCACAG

Pp5 A4 GGAAGCAGGAGAGCTTGGAGGAAAC
Pp5-A5 GTCAACACCCTATGAGAAACTGATC

A1.1.7. PPWRKY®6 spezifische Oligonucleotide
Pp6-S1 TGGGCAAAAGATGGCTAA

Pp6-Al CGTAGGTTGTGATCAAAATCGAAAC

A1.1.8. PpPWRKY7 spezifische Oligonucleotide

Pp7-S1 AGACCGGCGGTATCCG
Pp7-Al TGTAGGCTGAGGCTTAG
Pp7-A2 GCTCTAGCCCATTCTG

A1.1.9. PpPWRKY16 spezifische Oligonucleotide (Giavalisco, 1999)

16.2 TTAGAGTCCCTATCTGAGGAGCC

16.3 TCGAAGACATAAGTGTTGGCACAA
16.4 GCGCAGCTGGGCTGCCCGAGGTG
16.5 AGGCTCCACCACCAGTGACAT

16.6 ATGTCATCTGAGCAAGCTTATTTGG
16.2rev GCTTTTCATCGTTAAGGTTTAATCGGG

A1.1.10. Pp18S rDNA spezifische Oligonucleotide
18SF2-Reski TTGACTCAACACGGGGAAAC

18SR-Reski AGCTGATGACTCGCGCTTAC
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A1.1.11. PpPWRKY-EST1 spezifische Oligonucleotide

PpEST1-S1 CGCAGGAAAACTGACAAGAAGTCTAAG
PpEST1-Al CGTTAGAGGCTCTCTCAACATG
PpEST1-A2 GCCCTAGCATCATCGAAACTGGGATG

A1.1.12. PPWRKY-EST?2 spezifisches Oligonucleotide
EST2-5UTR-S1 TCGCCAGCGTGGCGTAATAG

A1.1.13. PpWRKY-EST3 spezifische Oligonucleotide
BJ184252 EST3-S1 TCCCTCCGGATTGCATTG

BJ184252 EST3-Al TCTTGCGCCGGGTGTTGG

A1.1.14. PPWRKY-EST4 spezifische Oligonucleotide
BQO039301_EST4-S1 ATCAATGGAGCAAGGGCAG

BQO039301 EST4-Al TCACGAGTTGATATGCCATG

A1.1.15. PpPWRKY-EST5 spezifische Oligonucleotide

BJ176833_EST5-S1 GGCTTTTCCTCCTGTGTGTG
BJ176833_EST5-S2 TACGGATAATGCGCAGG
BJ176833_EST5-Al CTCCAGCACCTGCGCA

A1.1.16. PPWRKY-EST6 spezifische Oligonucleotide
BJ172303_EST6-S1 TGATCGAGGCCTGCATCAGG

BJ172303 _EST6-Al AGAGGGTACTACAAGTG

A1.1.17. PpPWRKY-EST7 spezifische Oligonucleotide
BQ040548 EST7-S1 TTCGACTCCCCTTTCGGCTCTG

BQ040548 EST7-Al CATGTTACGTTCCTGAACGGG
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A1.1.18. PPWRKY-EST 281 spezifische Oligonucleotide
BJ170281-S1 GTACATTCCTACGGATACTCG

BJ170281-A1 GAAGGCAATAAGCACTAAGTTGG

A1.1.19. PpPWRKY-EST503 spezifische Oligonucleotide
BJ169503-S1 CCAAGGGGAAGACACTTCG

BJ169503-A1 GAGGATACTACAAGTGCAGCAG

A1.1.20. PpPPRP1 spezifische Oligonucleotide

Pp-PPRP1-S1 TGCCCTCGAGGGCACCTGTGTT
Pp-PRPP1-Al CCACTCTAGATTTTGGGCTGTGATCG
Pp-PPRP1-A2 CTAACACCTCATGTCTAGATTCCC

A1.1.21. PpRAD5SI1-A spezifische Oligonucleotide
PpRAD51all GTCGAGTCTGTTGCATATTCC

PpRAD51a12 ACATCCTGTCCATTCAAGCC
Diese Primer wurden freundlicher Weise von Ulrich Markmann-Mulisch und Bernd Reis zur Verfligung
gestellt.

A1.2. Arabidopsis thaliana spezifische Oligonucleotide

A1.2.1. Actin3 spezifische Oligonucleotide
Actin3-S1 GCGACAATGGAACTGGAAT

Actin3-A1l GGATAGCATGTGGAAGTGCATACC

A1.2.2. AtWRKY10 spezifische Oligonucleotide

AtWRKY10-ATG-1 ATGAGTGATTTTGATGAAAACTTCATC
AtWRKY 10-Stop-1 TTTATGTCTACATGTCGACACCAAAC
AtW10-S1 ATGAGTGATTTTGATG
AtW10-WRKY-A1l CGCTTTCCATCTGAAGTATG
AtW10-A2 CCAATTGGCTCAACATG

AtW10-A3 GAATCACTGACCATATTGGGAG
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A1.2.3. AtWRKY11 spezifische Oligonucleotide
AtWRKY 11-ATG-1 ATGGCCGTCGATCTAATGCGTTTC

AtWRKY 11-Stop-1 TCAAGCCGAGGCAAACACTAAATC
AtWRKY11-ATG-attB1 ~ (GWF)TAATGGCCGTCGATCTAATGCGTTTC
AtWRKY 11-nStop-attB2 ~ (GWR)CAGCCGAGGCAAACACTAAATCATTAATG

W11-HARF-S2 (GWF)AGACCATGGGGCGGTTCAGACGCGGACCGGTTCAC
TCCACT

W11-HARF-S2-MUT (GWF)AGACCATGGGGCGGTCTAAACGCGGACCGGTTCAC
TCCACT

W11-HARF-A2 (GWR)AAGTGGAGTGAACCGGTCCGCGTCTGAACCG

W11-HARF-A2-MUT (GWR)AAGTGGAGTGAACCGGTCCGCGTTTAGACCG

A1.2.4. AtWRKY22 spezifische Oligonucleotide
AtWRKY 22-ATG-1 ATGGCCGACGATTGGGATCTC

AtWRKY 22-Stop-1 TACATATGCTCCGAGAATAATTCC
AtWRKY 22-ATG-attB1 (GWF)TAATGGCCGACGATTGGGATCTC
AtWRKY 22-nStop-attB2  (GWR)CTATTCCTCCGGTGGTAGTGGC

A1.2.5. AtWRKY26 spezifische Oligonucleotide
AtWRKY 26-ATG-1 ATGGGCTCTTTTGATCGCCAAAG

AtWRKY 26-Stop-1 GCTGAAATGCCAAAACTCATTTGC
AtWRKY 26-ATG-attB1 (GWF)TAATGGGCTCTTTTGATCGCCAAAG
AtWRKY 26-nStop-attB2 ~ (GWR)CTGTCTCTGTTTTTCCAAGTAACC

A1.2.6. AtWRKY33 spezifische Oligonucleotide
AtWRKY33-ATG-1 ATGGACAATAGCAGAACCAGACAAAAC

AtWRKY 33-Stop-1 GGTTCCTTTTTTCTTCAGGGCATAAAC
AtWRKY33-ATG-attB1l ~ (GWF)TAATGGACAATAGCAGAACCAGACAAAAC
AtWRKY33-nStop-attB2  (GWR)CGGGCATAAACGAATCGAAAAATGAGGTC

A1.2.7. Andere Arabidopsis thaliana spezifische Oligonuclectide
At1g30720-S1 GCTACTACTGATCTCAACATCAG

At1g30720-Al TCAACGATCCCGGAGCCGAAACAG

--181--



Anhang

At3g04220-S1 ATGGATTCTTCTTTTTTACTCG
At3g04220-A1 ATTTGAAGGGCCTCTTCATAG
At3g28380-S1 GTTTTGGAAGTATAAGATCG
At3g28380-A1 TTTTATCACTTCTAAAATCCG
At3g50950-S1 ATGGTGGACGCTGTTG
At3g50950-A1 ACAAAACAGCCAACTG
At4g23180-S1 TCTCCTTTCTCACGAGTTTCAG
At4g23180-A1 TTGGGCACATACTCGTAGACCAG
At4g23190-S1 CAAGAAACAATGAAGCAGAGG
At4g23190-A1 AGGTCACGATGTATGATTTTGAGCCG
AtPGP17-S1 GCGGTACTGTCTTCGTAGTCATTAG
AtPGP17-A1 CTCGTGTACCAATAGAGTTATGTTG
AtPGP17-A2 AGAAACTGGTTGTAGGACCCCAAC
SIRK-S ATGGCGATGTTAAAATCTCT
SIRK-A TGTCCATATACGGTCATATATG

A1.3. Capsella rubella spezifische Oligonucleotide

A1.3.1. Actin3 spezifische Oligonucleotide
CrActin-S1 GCGACAATGGAACTGGAAT

CrActin-Al GGATAGCATGTGGAAGTGCATACC

A1.3.2. CrWRKY10 spezifische Oligonucleotide

Crw10-S1 ATGAGTGATTTTGATG
CrW10-WRKY-Al CGCTTTCCATCTGAAGTATG
Crw10-A2 CCAATTGGCTCAACATG
Crw10-A3 GAATCACTGACCATATTGGGAG

A1.3.3. CrWRKY11 spezifische Oligonucleotide

CrWRKY11-S1 GGTTTAGACGCGGACCTG
CrWRKY11-Al GTAGTAATTTAATCAATGATG
CrWRKY 11-A2 CAATGGTCAAAACCCAGG
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A1.3.4. CrWRKY33 spezifische Oligonucleotide

CrWRKY 33-S1 TTGGAAGATCTTGAG
CrWRKY 33-S2 GTCATGAGTCAACGG
CrWRKY 33-A2 GCACTACAATTCTAGGC

A1.4. Lycopersicon esculentum spezifische Oligonucleotide

Al14.1. LeWRKY10 spezifische Oligonucleotide

LeW10-ATG-S1-GW (GWF)CCATGGGTGGATTTGATGATCATGT
LeW10-STOP-A1-GW (GWR)ATTACATCTGAGGTCCAAGCGACAAACTG

A1.4.2. LeActin spezifische Oligonucleotide
Actintom3 GTCTGTGATGATGGAACTGGAA

Actintom4 TCTGAACCTCTCTGCTCCAA

Diese Primer wurden freundlicher Weise von Gregor Schmitz und Klaus Theres zur Verfligung gestellt.

A1.5. Chlamydomonas reinhardtii spezifische Oligonucleotide

ChrWRKY-S1 CACAAGTGAACCGGAGCCCGCTGCGGCGCTG
Chrh WRKY-S2 ATGCAGCGTGTGGTGG

ChrWRKY-Al ACATTGCCGTACTGCGGGCTGGTGGGCTGCG
Chrh_ WRKY-A2 TGGTAGCCGGTGGCTATG

A1.6. Andere-Oligonuclectide

A16.1. Degenerierte WRKY-Oligonucleotide

TYEG-HNH-attB2 (GWF)TGRTTRTGNTBNCCKTCRTANGA
WRKY -Deg-attB2 (GWR)GGYTTYTGNCCRTAYTTNCKCCA
WRKY -Deg-attB1 (GWF)TGGMGNAARTAY GGNCARAARCC
Diese Primer wurden freundlicher Weise von Bekir Ulker zur Verfligung gestellt.
HxHreverse TG(Ino)WK (Ino) TG(INo)KY (In0) CCTTCGTATGIWI
HXHsense TACGAAGGY (Ino)MYCAYMWY CA

Wrkynewit TTYTGHCCRTAYTTHCKCCA

Wrkynewib TGGMGHAARTAY GGHCARAA

Diese Primer wurden freundlicher Weise von Franziska Turck zur Verfligung gestellt.
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Group3 degen

YTGRACYTGYTTYTYTGC

Dieser Primer wurde freundlicher Weise von Paul Rushton zur Verfiigung gestellt.

A1.6.2. Andere Oligonucleotide

NPTIlrev.3
35SPromoter
35STerminator
35S-Promoter-attB1
35S-Promoter-attB2
3primeNOS-
5primeGFP
5primeGUS -S1
gfp-3prime-A2
pPDONR-SeqL-A
pDONR-SeqL-B

A1.6.3. Oligonucleotide fur
1XW2Top

IXW2g0r
2XW2+10p
2XW 201
SIRKpW2/3rop
SIRKPW2/3507
SIRKpW6/7rop
SIRKpW6/7gor

GGCGATGCGCTGCGAATCGGGAGCGGC
ACAATCCCACTATCCTTC
TCTGGGAACTACTCACAC
ATGGTGGAGCACGACACTCTCGTC
CCTCTCCAAATGAAATGAACTTCCT
CCCGGGCTCGAATTTCC
GTCGGATCCATGGGTAAA
CGGGATCCCGATGTTACGTCCTGTAGAAAC
GCTCTAGAGCTTATTTGTATAGTTCATCCATG
TCGCGTTAACGCTAGCATGGATCTC
GTAACATCAGAGATTTTGAGACAC

EMSA
TTATTCAGCCATCAAAAGI TGACCAATAAT

ATTATTGGTCAACTTTTGATGGCTGAATAA
2x [ TTATTCAGCCATCAAAAGTTGACCAATAAT ]
2x  [ATTATTGGTCAACTTTTGATGGCTGAATAA ]

ATTATTGACTTAATTACTAGT TGACCAATA

TATTGGTCAACTAGTAATTAAGT CAATAAT

TTATTGTCAAGTACCTTGACTATATTAAA

TTTAATATAGT CAAGGTACTTGTCAATAA
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A2: Phylogenetische Untersuchung an WRKY-Genen

A2.1: Vergleich der konservierten Umgebung des GHARFRR-Konsensus der
Subgruppelld WRKY -Proteine

Die Analyse erfolgte mit dem Programm ClustaW auf der Basis von 59 AS der
konservierten Umgebung des GHARFRR-Konsensus mit 18 Sequenzen aus acht
Pflanzenarten.

PpWRKY20 - - - VRSPVVDEECDVMAGAAI SKFQKVVSLLS- - - - - RTGHARFRRRT- - - RNAAVAGYA GVFLESSNFF-- 59
PpESTS - - - AQPAVVDEECDTI ATAAI SKFQKVVSLLG- - - - - RTGHARFRRRA- - - RDSTVTGCA GVFLESSNFF-- 59
Nt - SubD48  ----- NPSVSADYTAVADVAVNKFKKFI SLLDKN- - - RTGHARFRKGP- - - | S- - TPLPP  PPKPQQQRLNON 59
PCWRKY3 - - - - SSETGDTDYRAVTDVAVNKFKKFI SLLDKN- - - RTGHARFRRGP- - - VQEKTGVEM LVNPI QNQI - - - 59
At WRKY7 - - - - PTEKSQTElI TAVTDVAVNSFKKVI SLLGRS- - - RTGHARFRRAP- - - ASTQTPFKQ TP- VWEEEVE- - 59
At WRKY15 - - - SAAADLESARNTTADAAVSKFKRVI SLLDRT- - - RTGHARFRRAP- - - VHVI SPVLL QEEPKTTP---- 59
OSWRKY_HARF1 - - AHKASPQQQPFGEI ADQAVSKFRKVI S| LD- - - - - RTGHARFRRGP- - - VESSAPAAP VAAAPPPPP- - - 59
OSWRKY_HARF2 - - RPQEKQSSPPLGElI ADQAVSRFRKVI S| LD- - - - - RTGHARFRRGP- - - VWGAAEAAA AAASASPSS- - - 59
ZMARKY_1 - - AAPHRAADQPFGEl AGQAVSKFRKVI S| LD- - - - - RTGHARFRRGP- - - VEPPPPTPP PPPVWPGPA- - - 59
ASVIRKY3 - - - GQQRQQQVDCREI TDMIVSKFKKVI SI LNH - RTGHARFRRGP- - - WAQSQGPS VSEPAPVRT- - - 59
OSWRKY_HARF3 - - PAQEQQQQVDCREI TDMI'VSKFKKVI SMLN- - - - - RTGHARFRRGP- - - VWWAQSSGPA ASEPAPVRS- - - 59
At WRKY11 - NRPEQQHNVDCSEI TDFTVSKEKTVI SLLN- - - - - RTGHARFRRGP- - - VHSTSSAAS (KL(QSQ VK- - - 59
At WRKY17 LSNRPEE RNVDCSEI TDFTVSKFKKVI SLLN- - - - - RSCGHARFRRGP- - - VHSPPSS- S VPPPVKVTT--- 59
Nt WRKY3 - QQQQRQPVQLDCREI TDFTLSKFKKVVSI LD- - - - - RTGHARFRRGP- - - VQVHPDNFT SLSLSPSNQ - - 59
At WRKY39 -- LSQ?TSDPKSLTVEFGEWSKFKR\/ASLLTR— - - - GLGHGKFRSTN- - - - KFRSS- FP QHI FLESPI G- - 59
At \RKY74 - LLSQQTNDSKSI \WETREAVCKFKRVSSLLSR- - - - GLGORKI KKLNNNNYKFSSSLLP QHMF- - - - - - - - 59
At VRKY21 - - QQDHVGFEKNLVSETREAVI RFKRVGSLLSS- - - - SVGHARFRRAK- - - - KLQSH- VS QSLLLDPCQQ- - 59
DgWRKY  eeeee--- PHKEL VEAT GEAVSKFEGSVATKI ATNGNGRQGHARVRKKI - - - - NOPMPMFD SSLFLETTASA- 59
. . * . - *k -k

A2.2: COG - Cluster Orthologer Gruppen aller isolierter PpPWRK Y -Seugnzen
Dargestellt sind orthologe Gruppen fur PpWRKY20 und PpWRKYS5 (nach Tatusov et al.,
1997). Die BeTs wurden mit tBLASTx (Altschul et a., 1997) bestimmt. In allen Fallen
wurden der Best Hit sowie das zweitbeste Suchergebnis fur A. thaliana in das
Kreisdiagramm integriert. Symmetrische Beziehungen zwischen den P. patens Genen
und den Orthologen wurden mit durchgezogenen Linien gekennzeichnet. Unterbrochene
Linien stellen asymmetrische Beziehungen oder Beziehungen oberhalb der statistisch
signifikanten Trefferwahrscheinlichkeit p = 1e-24 dar. Die jeweilige Treffer-
wahrscheinlichkeit p wurde entlang der symmetrischen Beziehungen angegeben.

Die jewelligen Pflanzenfamilien wurden farbig dargestellt: Moos (rot), Brassicaceae
(dunkel blau), Solanaceae (hell blau), Poaceae (grin) und andere (grau). Pp —
Physcomitrella patens, At — Arabidopsis thaliana, As - Avena sativa, Af - Avena fatua, Ib -
Ipomea batatta, Lj - Lotus japonicus, Rr -Retama raetam, Pb - Pimpinella brachycarpa Dg -
Dactylis glomerata, Pc - Petroselinum crispum, Le - Lycopersicon esculentum, Nt - Nicotiana
tabacum, Os - Oryza sativa, Zm - Zea mays, S - Solanum tuberosum, Bp - Betula pendula
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Gruppe!|

Nt WRKY 9

Le WRKY 10

Ib SPF1

Nt WRKY 2 ‘05 WRKY
Pp WRKY 1 . Af ABF1
At WRKY 2 Lj WRKY 1
At WRKY 33 Rr WRK
At WRKY 20 Pb ZFP 1
Pc WRKY 1
Nt WRKY 9
Nt WRKY 4 Le WRKY 10
Ib SPF1

Pp EST1 e

At WRKY 20‘
At WRKY 33.

At WRKY 2

Lj WRKY 1

Rr WRK

Pb ZFP 1

Pc WRKY 2

Gruppellb

Os WRKY
Os WRKY

Nt WIZZ Lj WRKY

Zm WRKY

{ Af ABF1

Pp WRKY 16

At WRKY 42 Pc WRKY 4

At WRKY 6
At WRKY 47

Nt WRKY 9

Nt WRKY 4 Le WRKY 10

Nt WRKY 8 Ib SPF1

Nt WRKY 2 . ‘OS WRKY
Pp WRKY 7 Se-45 . Af ABF1
2e-q4
At WRKY 2‘ Lj WRKY 1
At WRKY 33 Rr WRK
At WRKY 20 Pb ZFP 1
Pc WRKY 1
Os WRKY
Os WRKY
Lj WRKY

Nt WIZZ

Zm WRKY

Pp WRKY 6 Af ABFL

At WRKY 42 Pc WRKY 4

At WRKY 6
At WRKY 31
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Gruppellc

Os WRKY 0Os WRKY

Bp WRKY Os WRKY Bp WRKY 0s WRKY

FpwRKY 2 . . Arhen PR WRICY 4 .:

. Af ABF1

At WRKY 71 . At WRKY 57 At WRKY 71 At WRKY 57
At WRKY 48 At WRKY 48
Nt WRKY 6 Nt WRKY 6
Nt WRKY 1 St WRKY Nt WRKY 1 St WRKY
Nt WRKY 8 Ib SPF1

Ib SPF1 Nt WRKY 8 '

Os WRKY Nt WRKY 2

Nt WRKY 2 AF459793

Os WRKY

s
s
s
s
U

Pp EST 6 As WRKY 1 PpEST7 As WRKY 1
At WRKY 23 ' Lj WRKY 1 At WRKY 23 S ' Lj WRKY 1
At WRKY 45 ‘ Rr WRK At WRKY 45 ‘

At WRKY 57 Pb ZFP 1 At WRKY 57 Pb ZFP 1
Pc WRKY 2 Pc WRKY 2
Gruppelld
Le WRKY Ild-6 Le WRKY Ild-6
Le WRKY Iid-5 Nt WRKY 3 Le WRKY Iid-5 Nt WRKY 3

Os WRKY

Le WRKY lid-4 ‘
Le WRKY Iid-3 '

Pp EST 281

Os WRKY

2%

Le WRKY lld-4 ' ‘
Os WRKY
Le WRKY lid-3

Os WRKY

. Zm WRKY

Zm WRKY

ZMmWRKY " b EST 503

At WRKY 17 Zm WRKY

At WRKY 39.

At WRKY 74

At WRKY 17

As WRKY 3 As WRKY 3

At WRKY 39

Dg WRKY At WRKY 74 Dg WRKY
Pc WRKY 3

Pc WRKY 3
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Le WRKY Ild-6

Le WRKY lld-5 Nt SubD48

Le WRKY Iid-4 l ‘-..

Le WRKY I1d-3 ' ‘ Os WRKY
Pp EST5 m . Zm WRKY Pp EST 4 .

. As WRKY 3
At WRKY 15‘ """ . Zm WRKY . .
", ’..’
At WRKY 39 . -‘ As WRKY 3 At WRKY 17 Pc WRKY 3

At WRKY 74

Os WRKY Nt WRKY 3

""""
""""
.....
""""
....
oo’

......
.....
.....
......
v,

Dg WRKY

Pc WRKY 3 At WRKY 11

Le WRKY Ild-6
Le WRKY Ild-5

Le WRKY lld-4 ’ Os WRKY
O

‘ Os WRK

. Zm WRKY

e 7‘ \ ..........t ...... Zm WRKY
At WRKY 74’

At WRKY 15

Nt WRKY 3

Le WRKY IId-3

s
&
d

Pp WRKY 3

As WRKY 3

Dg WRKY

Pc WRKY 3

A2.3: Vergleich aller verwendeter WRKY -Domanen

Die Analyse erfolgte mit dem Programm ClustalW auf der Basis von 52 bis 69 AS der
konservierten WRKY -Doméne mit 264 Sequenzen aus funf Pflanzenarten.

Aus Grinden der Ubersichtlichkeit wurde auf die Darstellung der abweichenden
Sequenzen von AtWRKY 19 At4g12020 CTD und AtWRKY 69 At3g58710 ganzlich
verzichtet, da diese WRKY -Domanen erheblich lénger als 70 AS sind.

Rot hervorgehoben sind die Sequenzen der evolutiv frihen WRKY -Doménen aus P.

patens und Chlamydomonas rheinhartii. Pp — Physcomitrella patens, At — Arabidopsis
thaliana, Cr - Capsella rubella, Os - Oryza sativa
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Anhang

A2.4: Phylogenetischer Baum aus WRKYY -Doménen

Paraloge oder identische O. sativa-BAC-Klone sind der Tabelle 3.4 zu entnehmen,
redundante O. sativa-Sequenzen wurden entfernt. Die Analyse erfolgte mit ClustalW
auf der Basis von 52 bis 69 AS (im Fall der carboxyterminalen Domane von
AtWRKY 19 sind es 105 AS) der konservierten WRKY -Doméane mit 276 Sequenzen aus
11 Pflanzenarten. Die aminoterminalen (NTD) und carboxyterminalen (CTD) WRKY -
Domaénen der Gruppe | wurden getrennt betrachtet. Der phylogenetische Baum wurde
auf der Basis eines Distanz-Matrix-Algorithmus erstellt und ist nicht gewurzelt. Die
Einordnung in die jeweiligen Gruppen ist schematisch an der rechten Seite dargestel|t.
A. thaliana ist blau, O. sativa ist grin und andere sind schwarz dargestellt. Rot
hervorgehoben sind die Sequenzen der evolutiv frihen WRKY -Doménen aus P. patens
und Chlamydomonas rheinhartii. Pp — Physcomitrella patens, At — Arabidopsis thaliana, Cr
- Capsella rubella, Af - Avena fatua, Ib - Ipomea batatta, Lj - Lotus japonicus, Pb - Pimpinella
brachycarpa, Pc - Petroselinum crispum, Le - Lycopersicon esculentum, Nt - Nicotiana
tabacum, Os - Oryza sativa

--196- -



Anhang

NtWRKY2 NTD

AAAA01000196-1/CL C4184

SRR 38 nro

NEWRKY9

AtvvRsz At5056270 NTD

RKY34 At4g26440 NTD
OSWRKV AAAA01002933-1 1/CL0216
WRKY7 NTD

Y
PPWRKY1 rﬂjé 1N
OSWRKY AAAA0101081§ -1/CLC7592

OSWRKY AAAAD1000357-1/CL034118
AIWRKY26 At5g07100 NTD
PCWRKY1 NTD

PbZFP1NTD

To0g PYERICRR AR 0250 NTD
N D

R
AIRKYA AL 03340
AtWRKY4 At1g13060

RIS AL3G0L080 N

SWRKY AARAOII08058-1/CL 015328
NtWRKY7 NTD

RKY19 A!A%lZOZU NTD

ik S AT e rcasoss

OSWRKY CL021877-3-
GSWRKY CL027984-99 1
OSWRKY AAAA01008946-1

dlN

AIWRKY32 At4g30930 NTD
OSWRKY AAAAQLO149521/CL 017185
Slaks Z’?E&Bse 13- 2
Y
SWRKY ARAAOLOIA5371 Ky CLB16270-1 1

OsWR
OSWRKY CLB16270-1 2
OSWRKY CL017554-215-125 1
1 OSWRKY CL017554-215-125 2

OSWRKY CLB16270-1 3
AIWRKY31 At4922070
KY CLO16333-145/CL034360-9

(IR KAAABTES % 3
Ab1306721- yeLo0a197
GIWRKY AAAACI000390- 1/ AARAGH
AWRKY47 At4g01720
OSWRKY CL021631-56 pseudo
OsWRKY CL032764-234
PPWRKY16
PPWRKY6 CTD

AtWRKY9 At1g68150

ARG Sggigoc onsios
KY CL002157-61-64/CL0O38570
WRKVGI At1g18860
OsWRKY AAAA01001635-1 2
RKY36 AtlgéQSlO

AtWI
OSWRKY CL009757-2¢
WRKY18 Amg

WRKY. 10 20
o5 m/&%%“&“i‘"’z‘s&o% 2046
DAWRKY AAAAGLO0696 1-1/CL C2946
AWRKY40 At1g80840
L OSWRKY AAAA01009127-1/AAAA0100

b

AtWRKY19 At4g12020 CTD
AIWRKY51 At5064810

AIWRKY7 At4g24240
At\NRKVlS AKZ&BSZD

ngWRKv EST BJ170281

Il d

AIWRKY21 At 2980590
AIWRKYLL Al4g31550

At 7 At2924570
OSWRKV AAAAOIOOAQSZ-IICLOOOEBI
33872-

ANAAO1D0L114-1/CL023187
DWRKY AAAAOLOTA145 R1/cL01256
Aw

22 At4g01250

22
WRKCY AAAAOL007900-UHTCL1314
AR Y27 415052630

AWV ALaES

RKY52 RRS1 Al5g45270
s TIR-NB!
SSWRRY CLo27a16.64

OSWRKY AAAA01019577-1

oOs ST UAAAADL
TSWRRY moﬁ‘éﬁkﬂﬁ%’%@%gann wELoohets
SWRKY AAAAOL004784-1/CL 002689
AtWRKY54 At2:

4
AIWRKY70 Agxa 56400
RKY AAAA01006559-1

OSWRKY AAAA01008558-1/CLBA463-2
OsWRKY AAAAQ1004868-1/CL011990

OS\A\‘RI?\?AEKXO%G%q]lofG:WB 11 I | |

OSWRKY AAAAQ1006156-1

A
%

TIWRKY ARAAOLD

RKYS;

'_|—|=rwmﬁéN 3y eé‘s]ugm““
WRK Y6 A!lgBUSQOU
\t

RRRY 2 At5g01900

AWRKY49 At5g43290 -
OSWRKY CLC4195
OsWRKY (L013336-119
s

BV\X/%Q"SEBMD%%
AAAROI001635- 1 1/CL0296
OsWRKY AAAA01009633 1/CLB1297:
AWRKY50 At5926170
AtWRKY59 At2g21900
AWRKY8 At5946350

AtWRKY28 At4g18170

SANREY EL OSR958%8 o1 012065-6
AWRKY23 At2947260

OSWRKY CLBSIS5-85/C1 012723-3/C

A 'WRKY57 At 1¢

WRKY CLOOG: 90 59/CL028995 26
ARKAS A(sgasszo 2

PPWRKY4
RRVROEE RIS 05054°
"PWRKY EST BQO39301
AIWRKY13 At4g39410
AWRKY12
5 At5g1308(

AWRKY75 At 0
OSWRKY AAAAUlOlOls 1/CL013523
(WRKY24 A15941570

RNRR %35 %130

AWRKYI0 AL 1%55600

)
AWRKY25 At2g30250 CTD
OSWRKY CL015328 116 2
SWRKY CLB6983-2 2
AWRKYL ZAP1 A2004880 CT)
At4g30930 CT|

R GRTamydomonas JCT——

OSWRKY CL017195-124 2

NUWRKY7 CTD
OsWRKY CLO2187 734
RKY CL027984-99 2
ABIWRKYS, ‘A203340 CTD
AtWRKY4 At1g13960 CTD
ATWRKYS8 Al 3901080 CTD
CsSPF1 CTl
OSWRKY CL012313-200 2/CL035741
RKY1CTD

P EST BIIB872 CTD

AtWRKY20 At4g26640 CTD
OSWRKY CL011539-161/CLC4184 2
OSWRKY AAAA01002933-1 2/CL0216

R 7 415956270 CTD

NIWRKY4

AIWRKY44 TTG2 At2g37260 CTD

dld

AWRKY26 At5g07100 CTD
2

AtWRKY34 Atdg26440 CTD

NIWRKY2 CTD

NIWRKY8 CTD
F1CTD

e
PbZFP1 CTD
AfABF1 CTD
NtWRKY6 CTD

s 0.1 Substitutionen /AS

DR & 3R 18148 21cLc7502

--197--



Anhang

A3. Eintrage nach GenBank

Es wurden nur die bisher eingetragenen genomischen WRKY-Gen-Sequenzen in Form
der GenBank-flatfile-Darstellung angefuihrt. Zu allen anderen GenBank-Eintragen aus
dieser Arbeit wurden lediglich die Zusammenfassungen mit Akzessionsnummer
angegeben. Die Sequenzen von CrWRKY11 und CrWRKY33 sind noch nicht in die
Gendatenbanken eingetragen worden und sind im Anschlul3 angegeben.

LOCUS AYO77757 2731 bp DNA I'i near PLN 12- FEB- 2002

DEFI NI TION Physconitrell a patens WRKY transcription factor 1 (WRKY1l) gene,
conpl ete cds.

ACCESSI ON  AY077757

VERSI ON AYO77757
KEYWORDS .
SOURCE Physcomitrel |l a patens.

ORGANI SM  Physconmitrel |l a patens
Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Enbryophyta; Bryophyta;
Bryopsi da; Funariidae; Funariales; Funariaceae; Physcomitrella.
REFERENCE 1 (bases 1 to 2731)

AUTHORS G aval i sco, P., Wanke, D., Turck,F., C ol kowski,|., Rushton,P.J. and
Sonssi ch, | . E
TI TLE WRKY transcription factors from Physconitrella patens

JOURNAL Unpubl i shed
REFERENCE 2 (bases 1 to 2731)
AUTHORS G aval i sco, P., Wanke, D. and Sonssich,|.E.
TI TLE Di rect Submi ssion
JOURNAL Submitted (30-JAN-2002) Plant Mcrobe Interaction, Biochemstry,
Max- Pl anck- I nstitut Fur Zuchtungsforschung, Carl-von-Linne-Wg 10,
Koel n D-50829, Gernany
FEATURES Location/ Qualifiers
source 1..2731
/ or gani sm=" Physcom trel |l a patens”
/ db_xr ef ="t axon: 3218"
/ dev_st age="pr ot onena"

5' UTR join(1..153,566..725)
/ gene="WRKY1"
MRNA join(l..153,566..1157,1288..1757, 1868..1993, 2144..2731)

/ gene="\WRKY1"
/ product ="WRKY transcription factor 1"

gene 1..2731
/ gene="WRKY1"
CDS join(726..1157,1288..1757, 1868..1993, 2144. . 2303)

/ gene=" WRKY1"

/ codon_start=1

/ product ="WRKY transcription factor 1"

/ protein_i d="AAL78680"

/transl ati on=" MGALEI LDYNNTLGKRDRDYEVKEAACMG QNARQLLQSLTQVR
SPVVDEECDVMAGAAI SKFQKWVSL L SRTGHARFRRRTRNAAVAGYAGVFLESSNFFR
ENSQETSRDRI VSSGHASPSQFTPTSSSKPPQSPEL QAI KYKVFPQSSRSADATPASS
DPASGVHHPKPLQ LHSSMVIQQSI PEHI LRPVASAAYRPTAL PPNPFNKQEVGSKEGY
SGHSPDSSLSSGPPQSTTTASFPTMSVQDARI TSLQNMKTAEQPSAL PPRPQPPTPKK
KCSGQSDENGATCAI LGRCHCSKRRKLRLKRTI TVRAI SSKLADI PSDEYSWRKYGQK
Pl KGSPHPRGYYKCSSI RGCPARKHVERSMEDSSML| VTYEGDHNHPQSSSANGGEL TV

Qs
3' UTR 2304..2731
/ gene="WRKY1"
BASE COUNT 726 a 670 c 668 g 667 t

ORIG N

1 caggatcgtt tccaaggctg agacacagct tgaggtttta taagcggcat atcttcatga
61 gcggcgcagc agcaacagcg gaagcacatg aaatgagatc tctgggataa ccatgcggcc
121 gcaact agag taacgacgcg gcgcggtgag caggtagatc ttgatctcca attcaaccca
181 tagctacgat ctgcggggat tctgaagctc ttagactcca caaggtcgtg ttcttaaatt
241 gcatgtgtaa agagttgccg tctaccgggt ggtctcgtgt gaatggtcca gttccaaacc
301 atccccgagc gcaatcgtcg cactgttttt ctcccagccg gtgaccagtg agaaact ggc
361 caacagctga ttgtttaaac tctatctcca aatctataca cggtgcagtt cagtccaagc
421 ctgttaggac agaatcatgc cgcaccccga ccttcaaatc aaagttacag agctagaaac
481 agtaacctta aaacatgtga gccagacatt gaaactgttg cttccatgct gatctagtgt
541 gttgcgcgtg tcatatgttc aacagatgtg cctcttacga actgctacag aagcttcatg
601 aatcacacag caattggcct ttaaatcgta tggcttaact tttgatagca acccttctac
661 aagagtggag tgcttaatga aagtacgcca ataaacgtag ttcctgcgac gtcttcccag
721 cgaacatggg ggcgttggag atattagatt acaacaacac tttaggaaag agagacaggg
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Anhang

781 actat gaagt gaaggaagcg gcatgcatgg gaatacaaaa cgctaggcag ctgctccagt
841 ccctgacgca ggtgcgatct ccagtggtgg acgaagaatg cgatgtcatg gctggcgcetg
901 ccatatccaa gtttcagaag gtggtgtcac tactgagtcg cactggtcat gcacggtttc
961 gt aggagaac gcgcaacgct gctgttgccg gttacgcagg cgtcttctta gagagctcca
1021 acttcttcag agaaaattcc caggagacgt cgagggacag aatcgtctcg tcgggccatg
1081 ctagcccatc tcagttcacg ccgacgtcct cgtccaagcc tcctcagtca cctgaattge
1141 aggcgatcaa atataaggta taatatcata acccttcaaa gttctcttta aagcaaccca
1201 aagctcgaaa tccgtcactt caattggtta tttcaaatgt aatttttact gtatctgacc
1261 gcgttagggt gattctcaat ttttcaggtg tttcctcaaa gctctcgttc cgctgatgeg
1321 acgcctgect ccagtgaccc tgcttcagga gtccatcatc caaagccact tcagatcctt
1381 cacagctcca tgatgcagca aagcattcca gaacatatac tgcgtccagt ggctagtgct
1441 gcgtatcggc caactgccct tcccccgaat ccgttcaaca aacaggaggt gggcagcaag
1501 gagggggt ga gcggccacag tccggacagt tcgttgagct caggacctcc gcaat caact
1561 acaacggcgt cgttcccaac catgagtgtg caggatgcga ggataacgag cctgcagaat
1621 at gaaaacag ccgagcaacc ttcggcgttg ccccctcgec cgcagccacc aactcccaag
1681 aaaaagtgct ccgggcaatc cgatgagaac ggtgcaactt gcgcaatcct tggccgcetge
1741 cattgttcaa aacgcaggta tttggtccac attctctgac ctgaaaacac aacatcgtaa
1801 tttactgcgt cgtagctgga cctagaaaag tgaaagaggc aattctgaaa ttgaatttgg
1861 ttgacaggaa attgcggttg aagaggacaa tcacggttcg agcaat cagc agcaagttgg
1921 ctgatatacc ttcggatgag tattcatggc gtaagtatgg ccagaagcct atcaaaggat
1981 caccacatcc gaggtacaga tgtgatcttt gcttgaaccc catgtgtatg ctgaatgtcg
2041 gtccctgact gcatgtattg tttcatggct taggaactgg tgtattgaga ctttgcttat
2101 gcagaccata gttctaaatt tggggacgtt tctggatgtg cagaggatac tacaagtgca
2161 gcagcatacg aggctgtcca gcgagaaaac acgtagagcg gtcaatggaa gactcatcta
2221 tgttgattgt gacatacgaa ggcgatcata accatccgca atcgtcatct gctaatggceg
2281 gattaacagt gcagtcgcaa tagacaacac gcacgtacat tgccttcgca ttatcgccta
2341 gtaatgagga aagcacaaac tcctctcaat ggcttacgcg tgaggatgtc tgcaagcatt
2401 tcaagttttt gcccagtttg tgctccatgt ttttttgtta ggacattacc tatggcacaa
2461 tgcccecgtc cgacgaagcc cgtgacttat gttctgtagc aatgttctca tgecgtgattg
2521 gctagagaag tgtgctcgac gagtcaggaa cattaacctc ctaggtgtgc ccccaaagtt
2581 ggaagcgttc tgcttatcag ggatcaagag gtacgcacag acgaagatat ctacaggtga
2641 tgccttttaa ttcttcggtg ctcaatggct ccacctctgg agcggagaga gagaagaatg
2701 aatatgaatg caagtatcct tcgcgatgcg c

LOCUS
DEFI NI TI ON

ACCESSI ON
VERSI ON
KEYWORDS
SOURCE

AY166719 1431 bp DNA I'i near PLN 21- JAN- 2003

Capsel |l a rubell a WRKY transcription factor 22 (WRKY22) gene
conpl ete cds.

AY166719

AY166719.1 (:27817200

Capsella rubel |l a

ORGANI SM Capsel |l a rubell a
Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Enbryophyta; Tracheophyta

REFERENCE
AUTHORS

TITLE
JOURNAL
REFERENCE
AUTHORS
TI TLE
JOURNAL

FEATURES

source

Sper mat ophyt a; Magnol i ophyta; eudi cotyl edons; core eudicots

Rosi dae; eurosids |1; Brassical es; Brassicaceae; Capsella
1 (bases 1 to 1431)
Wanke, D., Ci ol kowski,l., Mikhtar, M S., Bollenbach,L., Bruemer,J.

Desl andes, L., Seki,H. , Turck,F., Zhou, A, U ker,B. and
Sonssi ch, 1. E.
Structure and evol ution of WRKY-1ike DNA binding proteins
Unpubl i shed
2 (bases 1 to 1431)
Wanke, D. and Sonssich,|.E
Di rect Submi ssion
Submitted (18- OCT-2002) Biochem stry / Mol ecul ar Phyt opat hol ogy
Max- Pl anck- I nstitut fur Zuchtungsforschung, Carl-von-Linne-Wg 10
Koel n D-50829, Gernmany

Location/ Qualifiers

1..1431

/ or gani sm=" Capsel | a rubel | a"

/ db_xref="taxon: 81985"

gene <1..>1431

/ gene="\WRKY22"

MRNA j oi n(<1..341, 625. . 735, 975. . >1431)

/ gene="\WRKY22"
/ product ="WRKY transcription factor 22"

CDS join(1..341, 625..735, 975. . 1431)

/ gene="\WRKY22"

/ not e="\WRKY-type DNA binding protein; simlar to
Ar abi dopsi s thaliana WRKY22"

/ codon_start=1

/ product ="WRKY transcription factor 22"

/ protein_i d="AA0C23324. 1"

/db_xref="d :27817201"
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Anhang

BASE COUNT
ORIG N

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381

AY166722

AY166721

AY166720

AY166719

AY167755

AY167754

AY167751

AY167750

AY168201

AY168200

AJ507214

/transl ati on=" MADDWDLHAVVRGCSAVSSSATTSTTTVFSGGVSSHTNPTFTVG
RQSNAVSFGEI RDLYTPFTQESVVSSFSCLNYPEEPRKTKNQKRPL SLSASSGSVTSK
PTGSTTSRSKRRKI QHKKVCHVAAEAL NSDVWAWRKYGQKPI KGSPYPRGYYRCSTSK
GCLARKQVERNRSDPKMFI VTYTAEHNHPAPTHRNSLAGSTRQKPSDQPMI TKSPTTT
| ATYSSSPVTSADEFVL PVEDL AVGEG. DGDEDL L SL SDTVVSDDFFDGL EEFAAGDS

FSGNSAPACFDLSWVNSAATTTGA "

406 a 313 ¢

at ggccgacg attgggat ct
gcaact acct ccacaaccac
ttcaccgtcg gaagacagag
ccgttcacac aagaatccgt
agaaagacaa agaaccagaa
agcaaaccca caggctccac
ccaaccaata aagtttcaaa
ttcaaccaat caaagtattc
tcggat act a t caagaaaga
atttcgaata tgattgtaca
tggttgcttg tttctttgtt
agaagcttta aactccgatg
gtccccatat ccaaggt aat
taaaaagatt tattttttta
ttcaagacaa aagaaacttg
atctcagttt caattttggt
tttttataaa acagaggata
caagt ggagc gaaat agat ¢
aaccat ccag cacccactca
gat caaccga tgactactaa
gt gacgt cag cagacgaatt
gacggagat g aggatctgtt
gggt t ggagg aattcgcage
gatctgtctt gggtggtaaa

Capsella rubella putative endoplasmc reticulumretrieval

gene, partial cds

292 g

ccacgccgt a
cgtattttcc
taatgccgtc
cgtctcttcg
acgtcctctt
tacctctaga
cttttctcaa
gaattttgct
aattagcat a
at caagaaag
acagaaagat
tctgggcgt g
actatttcag
ccaaaagt ca
tctgttttgg
aat aat acaa
ttacagat gt
cgacccgaag
ccgt aact ct
atctcccacg
tgttttgeeg
gtctctgtcc
cggagat agc
cagt gccgec

419 t

gtt agaggct
ggcggegt tt
tccttcggeg
ttttcgtgtc
tctctctetg
t ct aaaagaa
aacccat caa
gt gaagat gt
t gagaaaaat
ct aaaaaaag
acagcat aag
gcgaaagt ac
tatttctact
tttattgaga
ngattctgtc
ccaaaaacat
agt acat caa
atgttcatcg
ct cgccggaa
accacgatcg
ot ggaggat ¢
gat acggt gg
ttttccggga
acgacgaccg

gi | 27817214| gb| AY166722. 1| [ 27817214]

Capsel la rubella putative C3HC4 zinc finger-type protein gene

cds

gi | 27817204 gb| AY166721. 1| [ 27817204]

1 others

gct cagecegt
cat ct cacac
agatt cgaga
tgaattaccc
cttcttctgg
ggttcgttct
ggatttttaa
ggt t aaaagt
attggttttt
tctgtgtgtg
aaagt gt gcc
ggacaaaaac
tgttcctaac
gttat aaatg
tgcttttagt
tctaattttt
aaggttgttt
tcacttacac
gcacccgtca
ccacgtattc
t agcggt ggg
t gagcgat ga
act cggctcc
gaggaatatg

aagct cat ca
gaaccct acg
tctctacacg
agaagaacca
t agcgt cact
tttttttcca
atttcttgtc
ctcagttatg
taatttcgaa
ttttgttttg
at gt agcagc
ccat caaagg
cat aaaaaaa
tgtgtattct
ttgttaaatc
ttrtettett
agcccgt aaa
ggcggagcat
gaaaccat ct
atcgtctccg
ggaaggt ct ¢
tttcttcgac
ggcgtgtttt
a

protein (Rerl)

partial

Capsel l a rubella WRKY transcription factor 22 (WRKY22) nRNA, conplete cds
gi | 27817202| gb| AY166720. 1| [ 27817202]

Capsel | a rubella WRKY transcription factor 22 (WRKY22) gene
gi | 27817200]| gb| AY166719. 1| [ 27817200]

Capsel |l a rubella putative nonosaccharide transporter gene

gi | 27466714| gb| AY167755. 1| [ 27466714]

Capsel l a rubella putative phosphatidylinosito

partial cds

gi | 27466712 gb| AY167754. 1| [ 27466712]

Capsel la rubella putative WD-40 repeat protein (Msl2) gene

alternatively spliced
gi | 27466705| gb| AY167751. 1| [ 27466705]

parti al

conpl ete cds

cds

4-ki nase (Pl4K) gene

partial cds

Capsel la rubella putative receptor-like kinase (RLKl) and putative

cel l ul ose synthase catalytic subunit (Bl) genes

gi | 27466702 gb| AY167750. 1| [ 27466702]

partial cds

Capsel l a rubella putative |actoyl glutathione |yase-1ike protein (G.X1)

nRNA, partial cds

gi | 27362907| gb| AY168201. 1| [ 27362907]

Capsel l a rubella putative |actoyl glutathione |yase-1ike protein (G.X1)

gene, partial cds

gi | 27362905| gb| AY168200. 1| [ 27362905

Hor deum vul gare bbr gene for barley B reconbi nant
gi | 26190435| enb| AJ507214. 1| HVU507214[ 26190435]

--200- -



Anhang
AY157065 Lycopersi con escul entum WRKY transcription factor 11d-6 nRNA, partial cds
gi | 25140469| gb| AY157065. 1| [ 25140469]

AY157064 Lycopersi con escul entum WRKY transcription factor 11d-5 nRNA, partial cds
gi | 25140467| gb| AY157064. 1| [ 25140467]

AY157063 Lycopersi con escul entum WRKY transcription factor I1d-4 nRNA, partial cds
gi | 25140465]| gb| AY157063. 1| [ 25140465]

AY157062 Lycopersi con escul entum WRKY transcription factor 11d-3 nRNA, partial cds
gi | 25140463| gb| AY157062. 1| [ 25140463]

AY157061 Lycopersi con escul entum WRKY transcription factor Ile-1 nRNA, partial cds
gi | 25140461| gb| AY157061. 1| [ 25140461]

AY157060 Lycopersi con escul entum WRKY transcription factor 11d-2 nRNA, partial cds
gi | 25140459| gb| AY157060. 1| [ 25140459]

AY157059 Lycoper si con escul entum WRKY transcription factor 11d-1 splice variant 2
nRNA, partial cds, alternatively spliced
gi | 25140457| gb| AY157059. 1| [ 25140457]

AY157058 Lycopersi con escul entum WRKY transcription factor I1d-1 splice variant 1

mRNA, partial cds, alternatively spliced
gi | 25140455| gb| AY157058. 1| [ 25140455]

A4. Vergleiche der orthologen WRKY -Gene aus C. rubella und
A.thaliana

In Fett und in Grofuchstaben sind die Exon-Sequenzen dargestellt. Die Intron-
Sequenzen sind in Kleinbuchstaben geschrieben. Blau hervorgehoben sind die Exon-
Sequenzen der C. rubella orthologen WRKY-Gene.

A4.1 Vergleich der orthologen WRKY11-Gene aus C. rubella und A. thaliana

At VK11 1 ATGGCCGTCGATCTAATGCGITTCCCTAAGATAGAT GATCAAACGGCTATTCAGGAAGCT GCATCGCAAG
Cr VK11 1 ATGGCCGTCGATCTAATGCGT TTCCCCAAGATAGAT GATCAAACGCCTAT TCAAGAAGCT GCATCGCAAG

At VK11 71 GITTACAAAGTATGGAACATCTGATCCGTGTCCTCTCTAACCGT CCCGAACAACAACACAACGTTGACTG
Cr VK11 71 GITTACAGAGTATGGAGCATCTGATCCGCGT CCTCTCTAACCGT CCCGAACAACAACACACCGTTGACTG

At VK11 141 CTCCGAGATCACTGACTTCACCGITTCTAAATTCAAAACCGTCATTTCTCTCCTTAACCGTACTGGTCAC
CrVK11 141 CTCCGAGATCACTGATTTCACCGTTTCCAAATTCAAAACCGTCATTTCTCTTCTTAACCGTACCGGTCAC

At VK11 211 GCTCGGITCAGACGCGGACCGGTTCACTCCACTTCCTCTGCCGCATCTCAGAAACTACAGAGTCAGATCG
CrVK11 211 GCCCGGTTTAGACGCGGACCTGITCGCT- - - CATCCCCCGTCGTATCTCCTCCACTCC- - - CACAGATCG

At VK11 281 TTAAAAATACTCAACCTGAGGCTCCGATAG TGAGAACAACTACGAATCACCCTCAAATCGITCCTCCAC
CrVK11 275 TTAAAACTGCTCCGATTGITTCGCAGCCGT CTAAGAACAACGACTAATCTTTCTCAAACCGCTCCTCCTC

AtVK11 350 CGTCTAGT- - -« =-=-=msmmmmmmmcamamneo GTAACACTCG- ATTTCTCTAAACCAAGCATCTTCGG
CrWK11 345 OGTCGAGCTTCGTCCTTCCGAGGCAGCCCAGGOGGT CACACT CGGAT TTCTCTAAACCGACCATCTTCGG

At VK11 393 CACCAAAGCTAAGAGCGCCGAGCTGGAATTCTCCAAAGAAAACTTCAGTGITTCTTTAAACTCCTCATTC
CrVK11 415 TTCCAAATCCAAAAGCTCCGACCTAGAGT TCTCGAAGGAGAACTTCAGCGTCTCTTTAAACTCTTCCTAC

At VWK11 463 ATGICGICGGCGATAACCGGAGACGGECAGCGT CTCCAATGGAAAAATCTTCCTTGCTTCTGCTCCGITGC
CrVK11 485 ATGICGICGGCGATTACCGGAGACGGCAGCGT CTCAAACGGGAAAATCTTCCTCGCCTCTGCTCCGTCGC

At VWK11 533 AGCCTGITAACTCTTCCGGAAAACCACCGT TGGCTGGTCATCCTTACAGAAAGAGATGTCTCGAGCATGA
CrVK11 555 AGCCAGTTACCTCCTCAGGAAAGCCACCGT TGGCCGGTCATCCT TACAGAAAGAGATGCCTCGAGCACGA

At VK11 603 GCACTCAGAGAGITTCTCCGGAAAAGT CTCCGGCTCCGCCTACGGAAAGT G- CCATTGCAAGAAAAGYE a
CrWK11 625 GCACTCCGAGAGITTCTCCGGCAGAGT CTCCGGCT CAGGT CACGGGAAATGGCCATTGCAAAAAAAGL a
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Anhang
At W11 672 ttgttacgtcac---------- ccacctgtcgctct-aacaac--tactca-gtgacttcagttattt--
CrVK11 695 ttgttacgttacgttacgtcgecccgectgtcgettttaacaaacttactcaagtgacttcegttattttt

At W11 726 aatttcaaaagtttcaa--cccatagttgactattac------ cctcgct at at caat aat t aaaaaat a
CrVWK11 765 aatttcgatatattccaaccccttggttggctattattaccctcctcgatacatcattgattaaattact

At W11 788 gtctaataattcaattaggtgaacccggtttagtaatactgtcccggttatcggtctagttgetttaaat
CrWK11 835 acttaattattcaattaggtaaacc------ gttaacattattcc------ cggtttag----- tcaata

At WK11 858 gtcgggcatgttttggtattgcgcgccgacaat gact agaaccggtt gagct caat gaat aact caagtt
CrWK11 888 gt------ tatataggtttagctcgccgacaactact----------------- tttaaaaacct gggtt

At WK11 928 ttgaccgttgacttttggaacccaatgttttttccgttaattaat--attttctatttgatttttaatga
CrVWK11 935 ttgaccattgactttttaaatccga------ accagctcattaattgattgttaatttttatatgaatga

At VWK11 996 agcagGAAAAATCGGATGAAGAGAACCGT GAGAGT ACCGGCGATAAGT GCAAAGATCGCCGATATTCCAC
CrVK11 999 agcagGAAAAACAAGAT GAAGAGAACAGT GAGGGTACCGGCGATAAGT GCAAAGATCGCCGATATTCCAC

At VK11 1066 CGGACGAATATTCGT GGAGGAAGT ACGGACAAAAACCGAT CAAGGGCT CACCACACCCACGYt aaat at ©
Cr K11 1069 CGGACGAGTACTCGTGGAGGAAGT ACGGACAAAAGCCGATCAAAGGCTCACCACACCCACGt aact at -

At WK11 1136 ctacacccgtctaat-atccaccgttggtatttaatttaatcge---------------- gat ct aacgg
CrVWK11 1138 ------- cgtctatttatccaccgttgat aaat aaattaattcccattgcaatct at aaagat ct aacgg

At WK11 1189 tgtttatttgttttttg-cgatccagTGGT TACTACAAGT GCAGTACAT TCAGAGGATGT CCAGCGAGGA
CrWK11 1201 tggttatttgtttatgatcgat gcagTGGT TACTACAAGT GCAGTACGTATAGAGGATGTCCAGCAAGGA

At VK11 1258 AACACGTGGAACGAGCATTAGATGATCCAGCGATGCTTATTGT GACATACGAAGGAGAGCACCGTCATAA
CrVK11 1271 AACACGTGGAACGAGCGT TAGATGATCCAACGATGCTTATCGT TACGTACGAAGGAGAGCACCGT CACAA

At VK11 1328 CCAATCCGCG - ---- ATGCAGGAGAATATTTCTTCTTCAGGCATTAATGATTTAGI GTTTGCCTCGGCT
CrVK11 1341 CCAATCCGCGGGGGGAATGCACGAGACTATTTCTTCTTCAGGCGT TAATGATTTAGTGT TTGCCTCGGCT

At WK11 1392 TGA
CrVK11 1411 TGA

A4.2 Vergleich der orthologen WRKY22-Gene aus C. rubella und A. thaliana

At W22 1 ATGGCCGACGAT TGGGATCTCCACGCCGT AGT CAGAGGCT GCTCAGCCGTAAGCTCATCA
Cr\we2 1 ATGGCCGACGATTGGGATCTCCACGCCGT AGT TAGAGGCTGCTCAGCCGTAAGCTCATCA

At V22 61 GCTACTACC--------- ACCGTATATTCCCCCGGCGT TTCATCTCACACAAACCCTATA
Cr\e2 61 GCAACTACCTCCACAACCACCGTATTTTCCGGCGGCGT TTCATCTCACACGAACCCTACG

AtW22 112 TTCACCGTCGGACGACAAAGTAATGCCGT CTCCTTCGGAGAGATTCGAGATCTCTACACA
Cr\W22 121 TTCACCGTCGGAAGACAGAGTAATGCCGTCTCCTTCGGCGAGATTCGAGATCTCTACACG

AtWe2 172 CCGITCACACAAGAATCTGICGICTCTTCGITTTCTTGTATAAACTACCCAGAAGAACCT
Cr\V22 181 CCGTTCACACAAGAATCCGTCGTCTCTTCGTTTTCGTGTCTGAATTACCCAGAAGAACCA

At W2 232 AGAAAGCCACAGAACCAGAAACGTCCTCTTTCTCTCTCTGCTTCTTCCGGTAGCGT CACT
Cr\e2 241 AGAAAGACAAAGAACCAGAAACGTCCTCTTTCTCTCTCTGCTTCTTCTGGTAGCGTCACT

At W22 292 AGCAAACCCAGTGGCTCCAATACCTCTAGATCTAAAAGAAGgtt cgtt--tcttcaccca
Cr\W22 301 AGCAAACCCACAGGCTCCACTACCTCTAGATCTAAAAGAAGQttcgttcttttttttcca

AtW22 350 attttcgataaagtttaaaccttttgtcaaa-cccatcaacaagtttacgaaattc----
CrW22 361 ccaaccaataaagtttcaaacttttctcaaaacccatcaaggatttt--taaatttcttg

At W22 405 tgttgaattaatcaaaat-tccgaattttgctgtatagaaatggttaaaagtctcaattt
CrW22 419 tcttcaaccaat caaagtattcgaattttgctgtgaagatgtggttaaaagtctcagtta

AtW22 464 ttgtcgaacccatCaa------------------"-“-“--“"““-“-“““-“--“-“----------
CrW22 479 tgtcggatact at caagaaagaaat t agcat at gagaaaaatattggttttttaatttcg

AtW2 480 --------- atttgattg---aatcaagaaggct aaaat aaaaagtctctgtttttatt-
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Anhang

Cr\e2

At W22
Cr\e2

At W22
Cr\e2

At W2
Cr\e2

At W22
Crwe2

At W22
Crwe2

At W22
Crwe2

At W22
Crwe2

At W2
Crwe2

At W2
Cr\e2

At W22
Cr\e2

At W22
Crwe2

At V2
Cr\e2

At W2
Cr\e2

At W22
Crwe2

At W22
Crwe2

539

527
596

574
656

634
716

678
776

713
836

773
896

820
953

876
1013

936
1073

996
1133

1053
1193

1113
1250

1170
1310

1230
1370

1290
1430

aaat tt cgaat at gat t gt acaat caagaaagct aa- - - aaaaagtctgtgtgtgttttg

----- tggttgettgtt--------acagAAAGATACAGCATAAGAAAGT GTGCCATGTA
ttttgtggttgcttgtttctttgttacagAAAGATACAGCATAAGAAAGT GTGCCATGTA

GCAGCAGAAGCT TTAAACT CCGAT GT CTGGGCAT GGCGAAAGT ACGGACAGAAACCCATC
GCAGCAGAAGCTTTAAACT CCGATGT CTGGGCGT GGCGAAAGT ACGGACAAAAACCCATC

AAAGGTTCACCATATCCAAQt aaaaccaaaaaaatt---------------- accagaa
AAAGGGTCCCCATATCCAACOt aat act atttcagtatttctacttgtt cct aaccat aa

aaaaa----------------------- aaagtcatttattgag--ttataaat

gt gt gt
aaaaat aaaaagatttatttttttaccaaaagtcatttattgagagttataaatgtgtgt
attctttcaagacaaaagaaactt
attctttcaagacaaaagaaactt

tttgtgattctgtctgatt
ttggngattctgtctgett

— —
D Q

gtctgtt tgott
gtctott tagtt

— —
«QQ
— —+
— —

aaattattatctgcgttacat
aa---atcatctcagtttcaa

ttggtaa------------- aggatt ct aat

t
ttttggt aat aat acaaccaaaaacatt ct aat

— —

g- - - - aaaacagAGGATACTACAGATGTAGTACATCAAAAGGT TGTTTAG
tttat aaaacagAGGATATTACAGATGTAGTACATCAAAAGGTTGTTTAG

CCCGTAAACAAGT GGAGCGAAAT AGAT CCGACCCGAAGATGT TTATCGT CACTTACACGG
CCCGTAAACAAGT GGAGCGAAATAGAT CCGACCCGAAGATGT TCATCGT CACTTACACGG

CGGAGCATAATCATCCAGCT CCGACACACCGTAATTCTCTCGCCGGAAGCACACGT CAGA
CGGAGCATAACCATCCAGCACCCACTCACCGTAACT CTCTCGCCGGAAGCACCCGTCAGA

AACCAT CCGATCAACAGACGAGTA- - - AATCTCCGACGACCACTATTGCTACTTATTCAT
AACCATCTGATCAACCGATGACTACTAAAT CTCCCACGACCACGATCGCCACGTATTCAT

CGTCTCCGGTGACT TCAGCCGACGAATTTGT TTTGCCTGT TGAGGATCATCTAGCGGT GG
CGTCTCCGGT GACGT CAGCAGACGAATTTGT TTTGCCGGT GGAGG - - ATCTAGCGGTGG

GAGA- - - TCTTGACGGAGAAGAAGATCTGT TATCTTTGT CGGATACGGT GGT TAGCGATG
GGGAAGGT CTCGACGGAGATGAGGATCTGT TGTCTCTGT CCGATACGGT GGTGAGCGATG

ATTTCTTCGATGGGT TAGAGGAAT TCGCAGCCGGAGATAGCT TTTCCGGGAACTCGGCTC
ATTTCTTCGACGGGT TGGAGGAAT TCGCAGCCGGAGATAGCT TTTCCGGGAACTCGGCTC

CGGCGAGTTTTGATCTCTCT TGGGT TGT GAACAGT GCCGCCACTACCACCGGAGGAATAT
CGGCGTGTTTTGATCTGI CTTGGGT GGTAAACAGT GCCGCCACGACGACCGGAGGAATAT

GA
GA

A4.3 Vergleich der orthologen WRKY33-Gene aus C. rubella und A. thaliana

At VK33
Cr VK33

At VK33
Cr VK33

At VK33
Cr VK33

At VK33
Cr VK33

At VK33
Cr VK33

At VK33
Cr VK33

At VK33
Cr VK33

At VK33
Cr VK33

At VK33
Cr VK33

At VK33
Cr VK33

At K33

43
51

92
101

142
151

192
201

242
251

287
299

333
347

381
397

420
447

ATGGACAAT AGCAGAACCAGACAAAACATGAATGGT TCTGCT- - - - - - - -
ATGGACAATAGCAGAACCAGACAAAACATGAATGGTTCTGCTGCTGCTAC

- AATTGGTCACAACAATCCGGAAGAACATCTACTTCCTCTTTGGAAGATC
TAATTGGT CTCAACAAAACGGAAGAACGT CCACTTCTTCCTTGGAAGATC

TTGAGATACCAAAGT TCAGATCTTTTGCTCCTTCTTCAATCTCTATCTCT
TTGAGATCCCAAAGT TCAGATCTTTTGCTCCTTCTTCCATTTCTATCTCT

CCTTCTCTTGTCTCTCCTTCCACTTGTTTCAGTCCCTCTCTTTTTCTCGA
CCTTCTCTTGICTCTCCTTCCACTTGTTTCAGTCCCTCTGTTTTCCTCGA

TTCCCCTGCTTTTGTCTCCTCCTCTGCTAACgt aagectctetgtttttt
TTCCCCTGCTTTTGTCTCCTCCTCTGCTCACgt aagcccctctctcetctce

t---tctctgtttecttt

tt gaaat gaat ccaat t agt gat gat aat ct g- -
tctctctetectttettt

gagat gaat cgaact agt - - ccat agt t t ggg

— —

---tgtttgat-gtatcattgatttaacatcttgacaat gaatcgtgatc
gcttgttgtattgtatctttgatttaaaatc-tgtctattggt-ataatc

ggaagt gat a- - aagt t at gggt caacggt t t caaagagagagaaagact
ggaagt aat at aaagt cat gagt caacggt t t caaagagagaaaat gagt

tttagagtcaactctcgactct---------- ttcttaattatgtta-tt
ttcagagt caactcttgattctgttcttatatttcttaattataataatt

gctatttgtctetttt

ttcttgaagtctgaacaa------------------
gctgtttgtctetttt

t ggat cct gaacaagat ccttaatgtttgata

00
— —

----------------------------------- ttcttgggattgttt
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Anhang

Cr VK33

At VK33
Cr VK33

At VK33
Cr VK33

At VK33
Cr VK33

At VK33
Cr VK33

At VK33
Cr VK33

At VK33
Cr VK33

At VK33
Cr VK33

At K33
Cr VK33

At VK33
Cr VK33

At VK33
Cr VK33

At VK33
Cr VK33

At K33
Cr VK33

At VK33
Cr VK33

At VK33
Cr VK33

At VK33
Cr VK33

At K33
Cr VK33

At VK33
Cr VK33

At VK33
Cr VK33

At VK33
Cr VK33

At VK33
Cr VK33

At VK33
Cr VK33

At VK33
Cr VK33

At VK33
Cr VK33

At VK33
Cr VK33

At VK33
Cr VK33

At VK33
Cr VK33

At K33
Cr VK33

At VK33
Cr VK33

At K33

497

467
547

517
597

567
644

617
694

667
729

716
773

745
823

795
873

845
923

895
973

945
1023

995
1073

1045
1123

1092
1173

1142
1223

1192
1273

1242
1323

1292
1373

1337
1422

1387
1472

1437
1522

1487
1572

1537
1622

1579
1672

1628
1721

1678
1771

1728
1821

1778
1871

1828

ggaaacctctggttttgattggat aataatattaattcttgggatggttt

t gcagGI TCTAGCT TCTCCAACCACAGGAGCT TTAATCACAAACGTAACT
t gcagGI TCTTGCTTCTCCTACCACAGGAGCT TTAATCACAAATGAAAGT

AACCAGAAAGGTATAAAT GAAGGAGACAAGAGCAACAACAACAACTTTAA
AACACGAAACT TATAAATGAGGGAGAGAAG- - - AAGGACAACAACATTAA

CTTATTCGATTTCTCATTCCACACACAATCATCAGGAGT TTCTGCTCCGA
CTTCTTCGATTTCTCATTCCAGACACAATCGT CAGGAGT TTCTGCTCCGA

CCACAACTACAACTACAACTACAACTACAACAACAACAAACAGTTCTATC
CGACAACAACAACTACAAC- -CAAC------------- AACAGITCTATC

TTTCAATCTCAGQt at gt act t cat caacagc-t caaatcctctgtttat
TTTCAATCTCAGgt at g- - -t t cctt aacagcct caaat cct - - - at aat

gagtttttctat------ssmmmmmmamaaann aactttgttttgagttt
ccctttttctttcatttgtattttttgttactgaactctgtttt gt gtat

cag GAACAACAGAAGAAGAACCAGT CAGAACAAT GGAGCCAAACCGAGAC
cagGAACAACAGAGGAAGAACCAGT CAGATCAATGGAGT CAAAACGAGTC

TCGTCCAAACAAT CAAGCT GTATCT TACAAT GGAAGAGAGCAAAGGAAAG
TCGTCAAAACAACCAAGCT GT CTCTTACAAT GGAAGAGAACAAAGGAAAG

GAGAGGATGGT TACAAT TGGAGAAAGT ACGGACAAAAACAGGT GAAAGGA
GT' GAGGATGGT TACAACT GGAGAAAGT ACGGACAGAAACAGGT GAAAGGA

AGTGAGAATCCTCGGAGT TACTATAAGT GTACTTTCCCTAATTGT CCAAC
AGTGAGAACCCTCGGAGT TACTACAAGTGTACTTTCCCTAGT TGTCCAAC

GAAGAAGAAAGT GGAGAGAT CTTTGGAAGGT CAGATCACAGAGATTGT GT
GAAGAAGAAAGT GGAGAGATCTTTGGAAGGT CAGATAACAGAGATTGTGT

ATAAAGGAAGCCACAACCAT CCTAAACCTCAGTCTACTAGAAGATCTTCT
ATAAGGGAAGCCATAACCATCCCAAACCT CAATCCACTAGAAGATCTTCC

TCGICTTCTTCG - - ACTTTTCATTCAGCTGI GTACAATGCCAGT TTGGA
TCGTCTTCTTCTTCCACTTTTCACTCAGCTGTGTACAATGCCAGTTTAGA

TCATAATCGTCAAGCTTCTTCTGATCAGCCTAATTCCAATAATAGCTTTC
TCATCATCGTCAAGCTTCTTCTGATCAACCTAATTCCAATAATAGCTTCC

ATCAGTCTGATTCCT TTGGGATGCAACAAGAGGATAATACTACTTCTGAT
ATCACTCTGATTCCTTTGCTATGCAACAAGATGATAATACCACTTCTGAT

TCTGI TGGT GACGATGAGT TCGAACAAGGCT CATCGATTGT CAGCAGAGA
TCTGT GGGAGACGACGAGT TTGAACAAGGCTCATCGATTGT CAGCAGAGA

CGAAGAAGATTGT GGGAGT GAACCTGAAGCAAAGAGAT (gt acagat cat
CGAAGAAGATTGTGGAAGT GAACCTGAAGCAAAGAGAT gt t cat at cat

catcaccctccaaatttgc-tactctttgaacaatcttgaatat----ga
catcgctc-ctatatttgcctactctttgaacaatcttgaat aat aaaga

aagttctaaaatgtatgtttttttgtgttttcagGAAAGEGGACAATGAA
aagttctaaaatgttttgtttattgtgttttcagGAAAGGAGAAAATGAA

ACAAAT GGTGGGAAT GGT GGT GGAAGCAAGACAGT GAGAGAGCCGAGAAT
ACCAAT GGT GGGAAT GGT GGT GGAAGCAAGACAGGGAGAGAGCCTAGAAT

CGTAGTGCAGACAACGAGTGATATTGACATTCT TGACGACGGT TACAGAT
TGTAGT GCAAACAACAAGT GATATCGACATTCTTGATGACGGT TACAGAT

GGAGAAAATACGGCCAGAAAGT CGTTAAGGGAAACCCAAATCCAAGYt aa
GGAGAAAAT ACGGCCAGAAAGT CGT TAAAGGAAACCCAAATCCAAGOL aa

-taacat aaacaat t gt gcat ct caat aac------ - t cagaat t aaggt
at aacat aaacatttgtgcttct caat aat cacaaat t cat aat caagct

tcttgagaatctgacctttt-gttttcttttcatttgcetgaatcttaaca
tcttcagaatctgacctttttgtttccttttcacttgatgaatct-aaca

9gAAGCTACTACAAGT GCACAACCAT CGGT TGT CCAGT GAGGAAACATGT G
gAAGCTACTACAAGT GCACAACCATCGGT TGTCCAGTGAGAAAACATGT T

GAGAGAGCAT CACACGACAT GAGAGCAGT AATCACAACCTACGAAGGGAA
GAGAGAGCATCACATGATATGAGAGCAGTAATCACAACCTACGAAGGAAA

ACACAACCACGATGT TCCTGCAGCT CGT GGTAGCGGT TACGCCACAAACA
ACACAACCACGATGTACCTGCAGCTCGT GGTAGT GGT TACGCCACAAACA

GAGCACCACAGGATTCGTCT TCAGT CCCGATTAGACCAGCTGCTATTGCT
GAGCGCCACAGGATGCTTCTTCAGT CCCAATCAGACCAGCTGCTATTCCT

GGTCACTCCAACTACACTACTTCTTCTCAAGCACCATATACACTTCAGAT
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Anhang

Cr VK33

At VK33
Cr VK33

At VK33
Cr VK33

At VK33
Cr VK33

At VK33
Cr VK33

1921

1878
1971

1922
2019

1966
2068

2013
2118

GGCCACTCCAACTCCACTACTTCTTCCCCAGCACCATATACTCTTCAGAC

GCTGCACAACAACAACACTAATA- - - - - - CCGGGCCTTTTGGT TACGCCA
GCTGCACAACAACAACACCAACAGTACTGCCAGG- - TCTTGGTTACGCTA

TGAACAACAATAACAACAACAG: - - - - - CAACCTTCAAACGCAACAAAAC
CGA- CAACAATAACAACAACAATAATAACAACCCTCAAACGCTACAAAAC

TTTGITGGTGG - - TGGATTCTCTAGAGCAAAGGAAGAACCAAACGAGGA
TGTGTGI GTGGCGATGCGT TCTCTAGAGCAACGGAAGAACCAAACGAGGA

GACCTCATTTTTCGATTCGTTTATGCCCTGA
GACCTCATTCTTCGACTCGTTTATGCCC
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Anhang

Vergleich der orthologen 5’ Promotor-Bereiche von WRKY10 aus

Capsellarubella, Arabidopsis thaliana und Lycopersicon esculentum
Die Sequenzen wurden mit dem Programm GAP des GCG-Programmpaketes der
Genetics-Computer-Gruppe der Universitét Madison (Wisconsin) verglichen und von
Hand editiert. Zueinander dhnliche Bereiche wurden mit MEME/MAST und GIBBS-
Sampling gefunden und grau hinterlegt. Die putative TATA-Box ist unterstrichen.

Cr WRKY10p
At VRKY10p
LeVRKY10p

Cr WRKY10p
At WRKY10p
LeWRKY10p

Cr WRKY10p
At WRKY10p
LeWRKY10p

Cr VRKY10p
At WRKY10p
LeVRKY10p

Cr WVRKY10p
At WRKY10p
LeVRKY10p

Cr WRKY10p
At VRKY10p
LeWRKY10p

Cr WRKY10p
At VRKY10p
LeWRKY10p

Cr WVRKY10p
At WRKY10p
LeVRKY10p

Cr WRKY10p
At WRKY10p
LeWRKY10p

Cr VRKY10p
At VRKY10p
LeWRKY10p

Cr WVRKY10p
At WRKY10p
LeVRKY10p

Cr WRKY10p
At WRKY10p
LeWRKY10p

Cr WRKY10p
At RKY10p
LeWRKY10p

Cr WVRKY10p
At VRKY10p
LeVRKY10p

A- A- AA- T- GGTTATTT- TAATAGGATTT- AAA- - TTGGOCATCTACATTA- GAAATTAG
C A- CA- TTGA- - AGTT- TAA- ATGATTTTAAA- - T- - - - CAT- - A- ATTAAGAAATTAA
GGAGAAGT- GA- - AGGAATGACATGTTTTTACACCT- - GOCCT- - AGATCA- - AAATTA-
* * * * * * % * % **x% * * * * % * k** % *kkkk*k
TG TTTTAC - AAT- TAA- - A- TCTA- GT- - AT- TCTATT- - - CTATTATATA- - - T- - -
AA- T- - TAC- - AAC- ABA- - AGTTT- - GT- - ATAT- TGTTT- - CTCTTA- ATA- - - T- - -
TGCTTTTGTGGAATGTAATTAATTTGTGTCTAT- TTTGTTTTCCT- TTG- ATGGGCTTTT
* * * % * % * * % * % ** * * *%x * % k% * % *
- - - ATA- TATA- - TATATATAT- AT- - A- - - - TATAT- GTATATAG - C- - A- TATGAT-
- - - ATA- CAAAA- TACATAAAT- GTG A- - - - AAAATTGAAAACAAAACCGAGTTTGGTT
TTGATAACAAAAGTA- A- AAAT GATGGAGGGGTATAT- GTGAGTA- - - CT- GTTATGCT-
* % % * * * % * * * % * * * * % * * * * * % *
- A- ATCT- CATCA:- - - - - TGCATCTCT- - A - AA- - A- - AAA- - - AAACAAAAA. - - AA
CATAT- T- CATTAGTCTTTG GTTTTTT- ACTTAA- - ACCGAACCGAAGTAGAAACCTAA
- - - GT- TGTATC - - G- - TG ATTCCTTGATTTGATGAC- - AATCTGAG GGGAATCTTA
* * * % * % * * * * * * % * * % *
A- AAAGGA- - - GGAGAAAGAAG - AA- - AATTAAAAACACA- - TTAGGGAT- - TATTGAC
ACAAA- - ATTTGGA- AAATA- G- - AG- - A- TTAAAAAAACTCTTTAGGGAT- - TGCTGAC
GTAG - - - CTCGGTTAGTTG- GTTGGCTACTTGAG - - - CT- - TT- - - GATCTTGTTGGT
* * % * * * ** % * * % * % % * * %
- A- C- TTGGATG: - - - AC- - - GAAAGT- - - TTGACC- ATTTAAAAGTGTT- ACCATAATA
- A- CATTGGATG: - - - AC- - - GAAAGT- - - TTGACC- ATATAAAATTGTT- ACCA- AATT
GAGTGITGGATGOCT CACCTTGTAA- TCCCTTOOCCTATCCCAA: - T- TTGA- - A- AATA
* *kkkkkk * % * * * * * % * % * % * % * * % * * * % %k
AAAA- - GECAA- - CGA- A- - A- TT- - TA- G- A- - AT- - ATA- AGAACACCATCATCAT- C
AAAA- TGGTTA- - C- A- A- - ACTT- - T- - G- CT- AT- - ATA- AGA- C- CCACTAT- ATTC

AAAAATCGGT AATCCAAGAGTAGT TCGTGTGTCTGGTGGATATAGAAGG: - AG- A- - AT-T
* %k %k % * % * * * % * k% * * * * k% k*k%k * * * %

- ATCATATGCAA- - CAC- - CCCATTGIGI- ATTCTT- CTTCTTCTTCTTCGI T- TCCGG
- CTCCTATGCAATACACATCCC- CTCTGT- ATTCTT-CTT-------- TCATT-T---G
GATTA- ATCGAG- - - AGG- TTGGT T- TGAGATCTTTCCTG- - ---- - - T- ATTAT--- AT

* *k* * * * k% * % **k k% * **x %

CTAGCTAGC- TTCCTCCCTCTCAAGAACCAAAAAAAAAAAAAAAGGGTTTCTCCTT---T
CT- CCTAGCGIT--T---TCT---G - ---- AAGAAAAA- - - - - - GGITTATCCTG---T
CTCCG AGAATG- - T---ACT---G - - T- - AAGAATAA- - - - - - - GIT- A- CCTTAGAT
* %k % * % * * * % * ** **k %% * % % * % % *

- - TTAG A- T- - - CTAAGATTAA- T- T- TCATTAATTTACA- AA- TCA- TTTTCTAA- - T
--T-AT-A-T---CTA-- - TTAA-T-T- - - AT-- GI- - - G- - - A- TTA- TTT- G- AA- - T

GATTATGAGTGGAC- A- G CTAAGTGTCTTAT- - GT- - - CGGAAGT- AGTTT- T- AACGT
* * * * * * * % % * * * % * * * * * * %k % * % *
TCTAA- - ATC- - TCACAAAGTTT- TCACTAATATTGTGTTTCTTGACATCT- - TAGG GA
Y N\ TT---- ACTAAT--=--=--zmmn- CAT-T--T----GA
CTCGAGTATCATTC- CTCC- TTTGTCATTATTA- - AAA- - - - - - AGCAC- TCATAAAAGA
* * % * % * * % * * % * * * %
- TTTCTCCTTTTTATATCTATCATTATTTCA- T- CAAT- - TTACAAACTAT- - - TATTGA
B CTA----- A---AT-C----- T- CAAA- - AT- - - TAT- - -
GIT---emmm- GT- TTTA- - A- - AT- - - ACTGTAGTGGTT- TAGA- - ATCTTTGT- GG
* % * % * * * * * * * % * *

TTCTGAATCTCACAAAATT- - T- - TCACTC- TCACCA- ATATTGGGITT- - C- - TTGACA

---------- CAG----TT--T--T-ACAC-T-A--G ATTTT--GITT--C - TTGACA

CTTTATAT- TCAT- - - - TTCGTCGCT- ACTCCTCATTGCA- GITA- ATTTGCCGITTGA- G
* % * % * * k** *x * % * * % * % % * * k k%

T-- CTTTTAGGG ATT- - TCTTCAA- AA- - - ATG 2000

T-- CC- - TAAGG ATT- - TGT- CAA- AA- - - ATG 2000

TTGCT- - CATGATACTAGTAT- CAACAATTGATG 2000

* * E *  * * k% k%% k% * % %

1416
1526
1394

1456
1564
1451

1496
1613
1503

1534
1667
1550

1582
1716
1596

1627
1761
1649

1669
1802
1703

1720
1845
1745

1776
1881
1782

1821
1911
1831

1873
1929
1880

1925
1948
1918

1975
1978
1969
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Ich versichere, dal ich die vorliegende Dissertation selbstandig angefertigt, die
benutzten Quellen und Hilfsmittel vollstdndig angegeben und die Stellen der
Arbeit — einschlief3lich Tabellen, Karten und Abbildungen - , die anderen Werken
im Wortlaut oder dem Sinn nach entnommen sind, in jedem Einzelfall als
Entlehnung kenntlich gemacht habe; daf} diese Dissertation noch keiner anderen
Falkultat oder Universitét zur Prifung vorgelegen hat; dai sie abgesehen von den
unten aufgefuihrten Teilpublikationen noch nicht ver6ffentlicht worden ist sowie,
dal ich eine solche Ver 6ffentlichung vor Abschlul3 des Promotionsverfahrens nicht
vornehmen werde. Die Bestimmungen der geltenden Promotionsordnung sind mir
bekannt. Die von mir vorgelegte Dissertation ist von Prof. Dr. K. Hahlbrock
betreut worden.

Ein Tell dieser Arbeit wurde bereits veroffentlicht:

Kolukisaoglu, H.U., Bovet, L., Klein, M., Eggmann, T., Geider, M., Wanke, D.,
Martinoia, E. und B. Schulz (2002): Family business: the multidrug-resistance related
protein MRP) ABC transporter genesin Arabidopsis thaliana. Planta 216 (1): 107-119.

Weitere Telle dieser Arbeit wurden zur Ver6ffentlichung eingereicht:

Santi, L., Wang, Y., Stile, M. R., Kenneth Berendzen, K., Wanke, D., Roig, C.,
Pozzi, C., Mudller, K., Salamini, F. und W. Rohde (2003): The GA octodinucleotide
repeat binding factor BBR partecipates to the transcriptional regulation of selected plant
homeobox genes. submitted to The Plant Journal
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