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| EINLEITUNG

Pflanzen wie Tiere sind sehr komplexe mehrzellige Organismen. Beide haben
wahrscheinlich als letzten gemeinsamen Vorfahren einen einzelligen Eukaryonten. Ausgehend
vom diesem ‘Starter-Organismus  haben Pflanzen und Tiere mit den gleichen funktionellen
Genen as Grundbausteine so unterschiedliche Lebensformen hervorgebracht, wie es sie
derzeitig gibt (Meyerowitz, 1999). Die Vorlaufer der Pflanzen haben sich dann durch eine
weitere Inkorporation eines prokaryontischen Endosymbionten in einer einzigartigen Weise
Licht als Energie- und Kohlenstoffdioxid als Baustoffquelle zu Nutze gemacht. Die folgende
Weiterentwicklung zu hoheren Pflanzen erforderte neue Massnahmen wie die der Festlegung
von Organidentitéten, zeitliche Kontolle von vegetativer und reproduktiver Phase, aber auch
aufgrund der sessilen Lebensform besondere Mechanismen im Umgang mit Stresssituationen.
In vielen Aspekten ist die grundiegende Biologie der Pflanzen der anderer Organismen
durchaus vergleichbar und unterliegt auch ahnlichen regulatorischen Prozessen. Sie verfiigen
wie alle hoheren Lebensformen Uber sehr komplexe und dusserst vernetzte Systeme der
Regulation, welche auf den unterschiedlichsten Ebenen ablaufen kann. Hervorzuheben sind
dabei besonders die Mechanismen der Zell-Zell-Kommunikation, der Signaltransduktion und

der Transkriptionsregulation (Meyerowitz, 1999).

Allerdings haben Pflanzen auch sehr spezifische Systeme fur ihre eigenen Bedirfnisse
entwickelt. In der Zel-Zell-Kommunikation, welche eine wichtige Rolle sowohl in der
Entwicklung als auch bei Reaktionen auf verschiedenste Umweltbedingungen spielt, haben
Pflanzen ein System der Zell-Zell-Verbundenheit durch Plasmodesmata geschaffen, die in
Tieren nicht vorkommen. Auch bei der Wahrnehmung von dusseren Reizen sowie deren
Signal Ubermittlung haben Pflanzen einen eigenen Weg beschritten. Sie verfligen beispielsweise
Uber Rezeptoren aus der Klasse der Serin/Threonin- und der Histidin-Kinasen. Bei Tieren
hingegen dominieren Hormonrezeptoren im Sinne der menschlichen Steroidrezeptoren, an G-
Proteine gekoppelte Rezeptoren und Tyrosin-Kinasen. Viele durch Rezeptoren registrierte
Reize werden as Signalkaskade weitergegeben und amplifiziert. Da die Resktion auf ein
bestimmtes Signal vielfach eine de novo Synthese von Proteinen bendGtigt, setzen sich
Signalkaskaden haufig im Zellkern fort und aussern sich in einer veranderten Expression von
Genen. Vide biologische Prozesse unterliegen somit einer vielfach auf der Ebene der
Transkription ablaufenden Regulation der Genexpression. Die gezielte Regulation der
Genexpression wird Uber bestimmte cis-Elemente in ihren Promotoren sowie Uber daran
bindende Faktoren vermittelt. Transkriptionsfaktoren spielen daher in ihrer Eigenschaft as

regulatorische Proteine eine bedeutende Rolle. Sie vermitteln so eine geordnete und
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kontrollierte Genexpression in Abhangigkeit von internen und externen Stimuli wahrend der
gesamten Entwicklung des Organismus. Die Bedeutung von Transkriptionsfaktoren wird aber
auch im Zusammenhang mit der Evolution von Organismen sowie der Artenvidlfalt diskutiert
(Doebley & Lukens, 1998).

Gerade in den letzten Jahren ist eine Vielzahl von Transkriptionsfaktoren aus Pflanzen isoliert
worden. Die Klassfizierung der putativen offenen Leserahmen aus dem Genom-
Sequenzierungsprojekt von Arabidopsis thaliana ergab, dass der zweitgrosste Anteil von
Proteinen, die an der Transkription beteiligt sind, eingenommen wird (Bevan et al., 1998).
Allein daran wird deutlich, wie wichtig die Regulation auf transkriptioneller Ebene ist. Im
dlgemeinen sind die Unterschiede zwischen Pflanze und Tier hier eher gering. Die
Transkriptionsmaschinerie sowie das System der regulierten Genexpression sind miteinander
vergleichbar. Auch einige der an der Genexpresson betelligten Klassen von
Transkriptionsfaktoren kommen in beiden Organismen vor. Dabei tragen sie oft nur gleiche
oder dhnliche funktionelle Doméanen, die aus zuvor vorhandenen Prototypen von funktionellen
Motiven modifiziert, neu arrangiert und in einen neuen Kontext gestellt wurden (Takatsuiji,
1998). Auf diese Weise haben Pflanzen so gewonnene Faktoren fir ihre eigenen spezifischen
regulatorischen Prozesse genutzt. Darliberhinaus stellt aber eine besondere Lebensform wie die
der Pflanzen auch neue Anspriiche an den Organismus. Beispiel sweise missen Pflanzen gerade
aufgrund ihrer sessilen Lebensweise mit den verschiedensten &dusseren Gegebenheiten
ungehen. Ebenso erfordert der pflanzliche Mechanismus der Energiee und des
K ohlenstoffgewinns unter anderem neue Komponenten in der Regulation. Man findet demnach
auch eine Reihe von funktionellen Motiven in Transkriptionsfaktoren, die in anderen
Organismen nicht vorkommen. Diese neuartigen Faktoren Ubernehmen moglicherweise die

Regulation rein Pflanzen-spezifischer Prozesse.

Das Verstehen der Entstehung der Pflanzen, aber auch ihrer Entwicklung und Verbreitung
inklusive ihrer Anpassungen an unterschiedlichste dussere Bedingungen wird nicht nur der
algemeinen Aufklarung des Lebens per se dienen. Pflanzen sind als Produzenten von
Sauerstoff und organischen Kohlenstoffverbindungen eine Grundlage des gesamten irdischen
und damit menschlichen Lebens. Mit einer wachsenden Weltbevdlkerung steigt auch der
Nahrungsbedarf, nicht nur in Quantitét, sondern ebenso in Qualitdt. Das Wissen Uber die
biologischen Prozesse in Pflanzen zusammen mit modernen molekularbiol ogischen Methoden
kann dann in der Pflanzenziichtung zur Lésung von Erndhrungsproblemen verwendet werden
(Peng et al., 1999).
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1. PFLANZLICHE TRANSKRIPTIONSFAKTOREN

Transkriptionsfaktoren konnen auf die Transkription eines bestimmten Gens as
Aktivator oder als Repressor wirken. (Schwechheimer & Bevan, 1998). In Abhéngigkeit von
einer bestimmten Entwicklungsphase, einem bestimmten Zelltyp oder einem bestimmten
physiologischen Zustand eines Organismus sprechen Transkriptionsfaktoren eine Vielzahl
verschiedener Zielgene an. Dabei kann ihre Spezifitét, aber auch ihre Aktivitét im einzelnen
verdndert sein. So kann ein einzelner Transkriptionsfaktor je nach Kontext sowohl aktivierend
als auch reprimierend die Expression unterschiedlicher Zielgene beeinflussen (McCarty et al.,
1991; Hoecker et al., 1995). Bisher sind in Eukaryonten positive cis-Elemente in Promotoren
und somit daran bindende aktivierend wirkende Faktoren haufiger bekannt. Damit
Ubereinstimmend liegen viele Gene, bedingt durch ihre rdumliche Postion in speziellen
nuklearen Kompartimenten, in einem reprimierten Status vor (Cockell & Gasser, 1999). In der
Regel ist die Transkription von Genen durch ihre Verpackung in Chromatin reprimiert
(Kornberg, 1999). Nur en spezifischer positiver Regulationsmechanismus erlaubt eine
Transkription von Genen. Ein Transkriptionsfaktor ist in erster Linie ein Sequenz-spezifisch
DNA-bindender Faktor. Dieser wirkt im Falle einer Bindung an ein positives cis-Element als
Aktivator und stimuliert die Transkription nicht durch direkte Einflussnahme auf die Aktivitét
der RNA-Polymerase |l Transkriptionsmaschinerie, sondern durch mehrere Protein-Protein-
Interaktionen. Zum einen interagiert der Aktivator mit Co-Aktivatoren, was dann zu einer
Rekrutierung einer Acetylase und damit zu einer Acetylierung der Histone fuhrt, und zum
anderen finden Interaktionen mit Mediatoren statt, die dann in direktem Kontakt mit der RNA-
Polymerase [l Transkriptionsmaschinerie stehen. Ein Repressor interagiert mit Co-

Repressoren, die eine Deacetylase von Histonen rekrutieren.

Die Regulation der Genexpression kann daher durch jede einzelne Komponente aus diesem
Transkriptionskomplex und nicht nur durch Transkriptionsfaktoren im Sinne von Sequenz-
spezifisch DNA-bindenden Faktoren beeinflusst werden. Die enorme regulatorische Funktion
von interagierenden Faktoren wird anhand der WD Polycomb Gruppe deutlich. Vertreter
dieser Gruppe sind wichtige Bestandteile der kontollierten Expression von Genen wéhrend der
pflanzlichen Embryogenese und Samenentwicklung (Grossniklaus et al., 1998; Ohad et al.,
1999; Luo et al., 1999). In Tieren regulieren Polycomb-Faktoren die Expression homeotischer
Gene (Pirotta, 1998). Allerdings sind solche regulatorischen Faktoren besonders in Pflanzen
noch wenig bekannt. Dem gegeniber steht eine grosse Zahl von Transkriptionsfaktoren,
welche vor alem in ihrer Funktion als Sequenz-spezifisch DNA-bindende Faktoren innerhalb

des Transkriptionskomplexes von Bedeutung sind.
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Typische Transkriptionsfaktoren weisen funktionelle Domanen wie DNA-Binde-Regionen,
Dimerisierungs-, Transkriptionsregulationsdoméanen und Kernlokalisierungssignale auf (Liu et
al., 1999). Die Gegenwart von Kernlokalisierungssignaen ist fur die Transokation der
Transkriptionsfaktoren an ihren Wirkungsort verantwortlich. Proteine der Kern-Transport-
Rezeptor-Familie erkennen solche Signale und bewirken dann einen aktiven Import aus dem
Cytoplasma Uber den Kernporenkomplex in den Zellkern (Nakielny & Dreyfuss, 1999). In der
Regel besitzen Transkriptionsfaktoren DNA-Binde- und auch  Protein-Protein-
Interaktionsmotive von je einem oder zwel verschiedenen Typen. Zumeist werden
Transkriptionsfaktoren von Genfamilien kodiert. Die Klassifikation von Transkriptionsfaktoren
in bestimmte Familien wird anhand von gemeinsamen Strukturmerkmalen vorgenommen. Diese
haufig sehr grossen Genfamilien werden dann weiter unterteilt in Subfamilien oder —gruppen in
Abhangigkeit von der Anzahl der konservierten Doméanen oder dem Abstand der konservierten
Aminosauren innerhalb der Doméne. Solche Multigenfamilien kdnnen im Genom entweder in
sogenannten ‘clustern’ vorliegen oder komplett Uber alle Chromosomen verteilt sein
(Takatsuji, 1998).

Wie aus tierischen Organismen, so sind auch aus Pflanzen dhnliche Transkriptionsfaktoren
einer Relhe verschiedener Familien isoliert worden. Dazu zéhlen neben anderen die
Multigenfamilien der bHLH-, der Homeobox-, der MYB-, der MADS-Box-, der bZIP-
Faktoren und der Zink-Finger-Transkriptionsfaktoren. Alle Transkriptionsfaktorfamilien
unterscheiden sich in der Struktur ihrer DNA-Binde-Motive. In der bHLH-Doméne ist eine
basische Region mit einem ‘Helix-Loop-Helix’-Motiv verbunden, die Homoedoméne besteht
aus drel bis vier a-Helices mit eéinem N-terminalem Arm, die MY B-Domane wird aus bis zu
drel Wiederholungen (R1, R2, R3) enes ‘Helix-Turn-Helix’-Motives gebildet, die MADS-
Doméne zeichnet sich durch eine lange a-Helix mit zwel b-Stréngen aus, das bZIP-Maotiv
beinhaltet eine basische Region zusammen mit einem Leucinzipper-Motiv, und das Zink-
Finger-Motiv ist eine Anordnung aus mehreren Cystein- und/oder Histidin-Resten um ein Zink-
Atom (Liu et al., 1999). Die funktionelle Bedeutung einiger Faktoren dieser Genfamilien ist

voralem in Tieren, aber auch in Pflanzen untersucht.

Neben (Uberlappenden Funktionen, die beispielsweise die Zell-Zyklus-Kontrolle betreffen,
koénnen Vertreter einer in Tieren und Pflanzen vorkommenden Genfamilie rein Organismus-
spezifische Aufgaben Ubernehmen. Faktoren der bHLH-Familie sind in Tieren an der
koordinierten Genexpression im Skelettmuskel beteiligt (Spicer et al., 1996). In Pflanzen sind
sie hingegen in die Regulation von Pigmentierungsprozessen involviert (Bodeau & Walbot,
1992; Consonni et al., 1993). In enigen Genfamilien spiegeln sich diese funktionellen

Organismus-Spezifitdten in kleinen strukturellen Merkmalen wieder, die eine Unterscheidung in
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Tier- oder Pflanzen-spezifische Vertreter ermdglichen. Homeobox-Faktoren spielen in
tierischen Organismen eine entscheidende Rolle in der Festlegung der Organidentitét ganzer
Korpersegmente (Biggin & Tijan, 1989; Gellon & McGinnis, 1998). In Pflanzen sind
Homeobox-Faktoren im allgemeinen an Organentwicklungen durch Zellspezifizierung und der
Festlegung einer Abfolge verschiedener Zelltypen, aber auch an der Pigmentierung beteiligt
(Kubo et al., 1999; Foster et al., 1999). Innerhalb der Homeobox-Familie finden sich rein
Pflanzen-spezifische Vertreter wie die HD-ZIP- und die PHD-Finger-Faktoren, die z.B.
wahrend des programmierten Zelltods oder in der Pathogenabwehr eine Rolle spielen (Mayda,
et al., 1999; Korfhage et al., 1994).

Ebenso findet sich ein Strukturmerkmal in der Unterscheidung zwischen typisch tierischen und
pflanzlichen MY B-Faktoren. Die Familie der MY B-Transkriptionsfaktoren ist sehr divers in
der Anzahl ihrer DNA-Binde-Motive. Der klassische MYB-Faktor beinhaltet dre
Wiederholungen (R1, R2, R3). In Vertebraten bilden die MY B-Faktoren eine eher kleine
Genfamilie und nehmen an der Kontrolle der Zellproliferation sowie an der Entwicklung teil.
MY B-Faktoren mit nur einer Wiederholung (R3) spielen eine Rolle in der Kontrolle des Zdll-
Zyklus. Neben nur einer ausserst geringen Anzahl solcher MY B-Faktoren in Pflanzen (Jin &
Martin, 1999), belauft sich die Zahl der typisch pflanzlichen MYB-Faktoren mit zwel
Wiederholungen (R2, R3) auf Gber 100 in Arabidopsis thaliana (Kranz et al., 1998). Als
multifunktionale Genfamilie kontrollieren sie verschiedene Pflanzen-spezifische Prozesse wie
die Regulation von Sekundérstoffwechselwegen, Zellformen, Pathogenabwehr sowie
circadiane Prozesse oder Reaktionen auf Wachstums- und Stressfaktoren (Martin & Paz-Arez,
1997; Wang & Tobin, 1998; Meissner et al., 1999). Die Veranderung des Expressionsmusters
eines MY B-Faktors kann beispielsweise einen grossen Effekt auf die Anthocyanbiosynthese
bewirken und die Pflanze rétlich gefarbt erscheinen lassen (Dixon & Steele, 1999). In
Interaktionen mit anderen Transkriptionsfaktoren wie einem zweiten MY B-Faktor und einem
Vertreter der Homeobox-Familie ist ein MY B-Faktor fur die Abfolge von verschiedenen
Zdltypen in der Wurzelepidermis verantwortlich (Lee & Schiefelbein, 1999).

Ahnlich der Familie der MYB-Faktoren unterscheiden sich auch pflanzliche und tierische
Vertreter der MADS-Box-Familie, die als Homo- oder Heterodimere an die sogenannte CarG-
Box mit der Konsensussequenz CC(A/T)sGG binden (Huang et al., 1996). In tierischen
Organismen spielen MADS-Box-Faktoren wéhrend der Embryogenese eine Rolle in der
Muskel- und Nerven-Entwicklung (Naya et al., 1999). In Pflanzen hingegen arbeiten sie in
einem anderen Kontext. MADS-Box-Faktoren sind nicht nur bel der Transition von vegetativer
zu reproduktiver Phase und der Entwicklung von Sporocyten wichtig (Michaels & Amasino,

1999; Yang et al., 1999). In der Hauptsache sind sie in die Blitenentwicklung involviert
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(Davies et al., 1999). Als Bliten-homeotische Gene sind ihre Produkte an den
BlUtenorganidentitétsfunktionen beteiligt, die fur die Ausbildung von Karpellen, Stamina,
Petalen und Sepalen verantwortlich snd (Weigel & Meyerowitz, 1994). Entscheidend
beeinflusst wird die Expression diesser Gene durch die Produkte der Blitenmeristem-
|dentitétsgene (Parcy et al., 1998).

Zu den grossen Multigenfamilien in Pflanzen zahlen insbesondere die bZIP-Familie ebenso wie
die Familie der Zink-Finger-Proteine. Vertreter der bZIP-Familie binden an cis-Elementen mit
der Kernsequenz ACGT wie die A-, C- und G-Boxen (Ramachandran et al., 1994). Nicht nur
anhand unterschiedlicher Binde-Affinitéten zu den verschiedenen Boxen, sondern auch in ihrem
Expressionsmuster konnen bZIP-Faktoren differenziert werden. Einige Gene der bZIP-Familie
werden Licht-abhangig reguliert, andere hingegen werden durch Phytohormone wie
Abscisinsdure, Auxin oder Salicylsdure beeinflusst. Darlberhinaus vermitteln sie auch Hormon-
induzierte Genexpressionen (Hobo et al., 1999). Hauptsachlich finden bZlP-Faktoren ihre
Bedeutung in der Pflanze as Regulatoren der Expresson von Genen, die am

Photosyntheseapparat beteiligt sind.

Die Familie der Zink-Finger-Proteine kann in Abhangigkeit von den an dem Zink-Finger-Motiv
beteiligten Cystein- und Histidin-Resten in finf Klassen aufgeteilt werden (Liu et al., 1999).
Neben dem klassischen Zink-Finger-Motiv C,-H, existieren noch weitere Cystein/Histidin-
Strukturen. Dazu zéhlen das C;s-H- sowie das C,-C,-Motiv des sogenannten GATA-Fingers,
das Cs;-H-C,-Motiv, welches unter dem Begriff Ring-Finger bekannt ist, und das C,-H-Cs-
Motiv, das as LIM-Finger bezeichnet wird. Allen gemein ist die Fahigkeit Zink zu
komplexieren, wodurch eine Struktur entsteht, die zum einen Kontakte zu DNA, zum anderen
aber auch Protein-Protein-Interaktionen erméglicht (Takatsuji, 1998). Vertreter aler funf
Klassen sind in pflanzlichen wie in tierischen Organismen zu finden. Allerdings gibt es trotz
gleicher Motive wie dem klassischen C,-H, Zink-Finger grundlegende Unterschiede in der Art
der DNA-Bindung (Takatsuji, 1999). Die Heterogenitét der Familie der Zink-Finger-Faktoren
spiegelt sich in ihren viel schichtigen Funktionen bei der pflanzlichen Entwicklung wieder. Zink-
Finger-Faktoren sind beispielsweise an der Entwicklung vegetativer und reproduktiver Organe
betelligt. Sie spielen auch eine Rolle as negative Regulatoren wie in der Reaktion auf
Gibberellin-Signale oder beim Zelltod (Fridborg et al., 1999; Dietrich et al., 1997).

Zu den Zink-Finger-Transkriptionsfaktoren in Pflanzen zéhlen unter anderem die Vertreter der
YABBY -Familie. Sie weisen neben einem C,-C; Zink-Finger-Motiv zusétzlich auch eine Helix-
Loop-Helix-Doméane mit Homologien zu den ersten zwel Helices der HMG-Box auf
(‘YABBY’'-Domane), welche normaerweise eine L-formigen Domane mit drel a-Helices
bildet (Sawa et al., 1999). Neue Studien zeigen, dass zwei Vertreter der YABBY -Familie die
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abaxiale Zellidentitdt in lateralen Organen spezifizieren, und ein weiterer Vertreter fur die
normale Entwicklung von Karpellen und Nektarien notwendig ist (Golz & Hudson, 1999;
Sessions & Y anofsky, 1999; Bowman, 2000).

Pflanzliche Zink-Finger-Transkriptionsfaktoren lassen sich aber nicht nur diesen funf Klassen
zuordnen. Die Zink-Finger-Motive einer Reihe pflanzlicher Transkriptionsfaktoren weisen
Abwandlungen in ihrem Cystein-Histidin-Muster auf. Solche Pflanzen-spezifischen Zink-
Finger-Motive sind charakteristisch fur Vertreter der Dof-Familie oder der WRKY -Familie,
von der spdter die Rede sein wird (Takatsuji, 1998). Die Dof-Familie ist durch das
Vorhandensein eines einzelnen Fingers, der dem der GATA-Klasse, aber mit verdnderten
Absténden zwischen den Cysteinen dhnlich ist, gekennzeichnet, auf den dann eine Region
basischer Aminosiurereste folgt. Vertreter der Dof-Familie zeigen eine durch Auxin und
Salicylsdure beeinflusste Expression bzw. vermitteln z.B. eine Licht-regulierte und Gewebe-
spezifische Expression ihrer Zielgene (Kang & Singh, 2000; Y anagisawa & Sheen, 1998).
Neben funktionellen Motiven pflanzlicher Transkriptionsfaktoren, die in tierischen Organismen
gleichermassen konserviert sind, liegen viele dieser Motive in stark abgewandelter Form, die
sch aber immer noch &hnlich sind, vor. Einige Genfamilien Pflanzen-spezifischer
Transkriptionsfaktoren weisen alerdings funktionelle Doméanen auf, die keine Homologien zu
Doméanen aus tierischen Faktoren besitzen. Dazu zdhlen die Familien der GT- und der
AP2/EREBP-Transkriptionsfaktoren. GT-Faktoren besitzen a's DNA-Binde-Region eine oder
zwei Trihelices aus basischen, sauren und Prolin/Glutamin-reichen Motiven. Sie binden an cis-
Elemente mit der Konsensussequenz G-(G)-(T/A)-A-A-(T/A)-(T/A). Diese GT-Elemente
kommen in der Regel in Tandem-Wiederholungen in Promotoren Uberwiegend Licht-
regulierter Pflanzengene vor. Somit liegt es nahe, dass GT-Faktoren in die Kontrolle Licht-
regulierter Genexpression involviert sind (Dehesh et al., 1995; Zhou, 1999).

Die AP2/EREBP-Multigenfamilie ist durch die sogenannte AP2-Doméane gekennzeichnet. Sie
ist eine Region bestehend aus 68 Aminosduren mit einer konservierten Doméne, die
maoglicherweise eine amphiphatische a—Helix bildet (Liu et al., 1999). Faktoren mit einem
DNA-Binde-Motiv wie der AP2-Doméne sind bisher ausschliesdich aus Pflanzen bekannt
(Riechmann & Meyerowitz, 1998). Die Anzahl der DNA-Binde-Motive dient der Gliederung
der AP2/EREBP-Familie. Vertreter mit einer einzelenen AP2-Doméne werden in der EREBP-
Subfamilie zusammengefasst, Faktoren mit zwei Doméanen zéhlen zur AP2-Subfamilie. Diese
strukturelle Aufteilung findet sich aber auch in den unterschiedlichen funktionellen Aufgaben
der Faktoren in der Pflanze wieder. AP2-Faktoren nehmen Schltsselfunktionen in der
Kontrolle von Entwicklungsprozessen wie der Blutenentwicklung ein (Kunst et al., 1989;
Bomblies et al., 1999). Dagegen sind EREBP-Vertreter in die Reaktion auf biotische und
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abiotische Stressfaktoren wie Pathogenbefall, Kédte und Trockenheit involviert (Zhou et al.,
1997; Stockinger et al., 1997, Gilmour et al., 1998; Menke et al., 1999).

Zusdtzlich zu der grossen Anzahl von Transkripionsfaktoren, die sich in mehreren
Multigenfamilien zusammenfassen lassen, existieren auch eine Reihe von Faktoren, die eher
kleine Familien bilden. Dazu gehdren unter anderem die ARF- und die GRAS-Familie. ARF-
Faktoren binden an Auxin-responsive cis-Elemente mit der Kernsequenz TGTCTC und sind
somit in die Kontrolle Auxin-regulierter Genexpression involviert (Ulmasov et al., 1997;
Ulmasov et al., 1995). Vertreter der GRAS-Familie nehmen an der Regulation des Gibberellin-
Signalweges oder an der Wurzelentwicklung teil (Silverstone et al., 1998; Thornton et al.,
1999).

Das Vorkommen einer solch grossen Anzahl an pflanzlichen Transkriptionsfaktoren, die
einersats zu anderen Organismen dhnliche und andererseits Pflanzen-spezifische funktionelle
Doméanen besitzen, scheint auf eine Notwendigkeit fir die Entstehung der pflanzlichen
Lebensform und dessen Weiterentwicklung hinzudeuten (Doebley & Lukens, 1998). Die
konservierten Doméanen von Transkriptionsfaktoren sind zwar zumeist strukturell
charakterisiert, hingegen ist die Funktion vieler dieser Proteine noch immer unbekannt. Zum
Einen interessiert die Frage nach den priméren Zielgenen dieser Faktoren, zum anderen ist es
wichtig, die Mechanismen der Regulation ihrer Expression zu verstehen. Die Expression ihrer
Gene ist wiederum sowohl transkriptionell (Wagner et al., 1999) a's auch post-transkriptionell
(Comelli et al., 1999) reguliert. Die Aktivitét ihrer Proteine kann post-trandational z.B. durch
Phosphorylierung (Reindl et al., 1997; Wellmer et al., 1999) modifiziert, aber auch durch
Interaktion mit anderen Faktoren beeinflusst werden (Schwechheimer & Bevan, 1998). Gerade
Uber Interaktionen der Faktoren z.B. mit sich selbst, mit Partnern innerhalb einer Familie oder
mit Partnern verschiedener Familien bildet sich ein dusserst verzweigtes Netzwerk zur
Kontrolle biologischer Prozesse (Scheres, 1998; Parcy et al., 1998, Barton & Scheres, 2000).
Wird dann noch eine zeitliche Abhangigkeit berlicksichtigt, so ergibt sich ein regulatorisches
System ungeheurer Komplexitét (Hempel et al., 2000). Daher kdnnen Anderungen in dem
Expressionsmuster der Aktivitét oder der Spezifitét solcher regulatorischen Proteine grosse
Effekte in der Pflanze hervorrufen. Die Kontrolle der Genexpression sowie der Funktion von
Transkriptionsfaktoren ist somit ein wesentlicher Prozess, der zu der auf¥erst komplexen
Regulation von Zielgenen im weitesten Sinne beitragt. Nur so ist gesichert, dass in einer
bestimmten Umweltsituation fir die Pflanze keine ziellosen Reaktionen der Pflanze entstehen.
Pflanzen haben einen spezifischen Transkriptions-Regulationsapparat mit einem hohen
Vernetzungsgrad entwickelt, der ihnen durch eine enorme Anpassungsfahigkeit das Leben und

Uberleben in ihrer Umwelt sichert.
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2. WRKY-FAKTOREN

Einige Multigenfamilien von Transkriptionsfaktoren kommen ausschliesslich im
Pflanzenreich vor. Hierzu zéhlt die Familie der WRKY -Proteine. Sie wurden zundchst als
Sequenz-spezifisch DNA-bindende Proteine aus einer Reihe verschiedener Pflanzen wie
Susskartoffel (SPF1), Gurke (SE71), Flug-Hafer (ABF1, 2), Petersilie (WRKY1, 2, 3, 4, 5),
Tabak (WRKY1, 2, 3, 4, 5, WIZZ) und Arabidopsis (ZAP1, TTG2) isoliert (Ishiguro &
Nakamura, 1994; Kim et al., 1997; Rushton et al., 1995; Rushton et al., 1996; Cormack et al.,
eingereicht; Wang et al., 1998; Yang et al., 1999; Chen & Chen, 2000; Hara et al., 2000; de
Pater et al., 1996; Johnson & Smyth, 1998). Kennzeichnend war dabei ihre Fahigkeit an ein
bestimmtes cis-Element zu binden, welches als W-Box beschrieben ist. Die W-Box besteht aus
dem Sequenzkernmotif TGAC, liegt aber in zwe verschiedenen Formen vor (Rushton &
Somssich, 1998). In der einen ist das Sequenzkernmotif in das Hexamer TTGACC/T
eingebettet, in der anderen ist es as Tetramer in einem Palindrom TGAC-GTCA (Eulgem et
al., 1999) oder auch in einem Tandem TGAC-TGAC (Yang et al., 1999) angeordnet.
Funktionell sind W-Boxen bisher as Elizitor-responsive Elemente charakterisiert, die eine

schnelle und transiente Genexpression vermitteln (Rushton et al., 1996; Eulgem et al., 1999).

Ein weiteres Kennzeichen der WRKY-Proteine liegt in ihrer Primérstruktur, welches ds
Klassifizierungsmerkmal fur die WRKY -Familie verwendet wird. Aufféllig in der Struktur der
WRKY -Proteineist ein hoch konserviertes Motiv, bestehend aus rund 60 Aminosduren mit der
Konsensus-Sequenz D-WRKY GQK-PR-YY-C-C-K-V-R-Y-H-H/C (Eulgem et al., 2000).
Diese Doméne beinhatet neben dem namensgebenden Motiv ‘WRKY’ auch eine hoch
konservierte Abfolge aus zwei Cysteinen und zwei Histidinen (Abb.2, s. S. 15). Neben dem
Vorhandensein dieser Doméne in allen WRKY -Proteinen ist ihnen ihre Fahigkeit an W-Boxen
zu binden gemein. Die WRKY-Doméne Ubernimmt demnach die Funktion einer Sequenz-
gpezifisch DNA-bindenden Doméne, die mit hoher Affinitét an W-Boxen bindet. Das C,-H,
Motiv stellt in Anlehnung an bisher beschriebene C,-H, Motive aus Zink-Finger-Proteinen
wahrscheinlich eine neuartige Zink-Finger-ahnliche Struktur dar (Liu et al., 1999; Takatsuiji,
1998). Gestiitzt wird diese Annahme dadurch, dass die DNA-Bindung von der Gegenwart von
Metallionen abhangig ist. Die Zugabe von chelatierenden Agenzien wie EDTA oder 1,10-0-
Phenanthrolin unterbindet eine in vitro DNA-Bindung (Rushton et al., 1995; de Pater et al.,
1996; Hara et al., 2000). Eine mégliche Bedeutung der absolut konservierten Peptidsequenz
‘WRKYGQK’ ist noch vdllig unklar. Vielleicht ist sie ds Akzeptor in einer Signalkaskade
involviert und mit fir die opimale Ausbildung der DNA-Bindung verantwortlich. Hierfur gibt
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es allerdings keinen Hinweis. Tatsachlich ist eine isolierte WRKY Doméne féhig, Sequenz-
spezifisch an W-Boxen zu binden (Eulgem et al., 1999). Jedoch besteht weiterhin die Frage, ob
das WRKY GQK Peptid daran beteiligt ist.

Ausserhab der WRKY-Doméne sind bei den meisten WRKY-Proteinen nahezu keine
Sequenz-Homologien zu finden. Eine Ausnahme bilden dabei Merkmae, die
Transkriptionsfaktoren  im  algemeinen  kennzeichnen  wie  Kernlokalisierungs-,
Transkriptionsregulierungs-,  Protein-Protein-Interaktions- und  Phosphorylierungsmotive
(Eulgem et al., 2000). Damit Ubereinstimmend ist fur enige WRKY-Faktoren eine
Lokaliserung im Zellkern (Eulgem et al., 1999; Hara et al., 2000) bzw. eine transaktivierende
Fahigkeit gezeigt (de Pater et al., 1996; Eulgem et al., 1999; Cormack et al., eingereicht).
Hingegen ist noch nicht eindeutig bestétigt, dass WRKY-Faktoren as Monomere,
Homodimere oder Heterodimere DNA binden. Allerdings kann das Vorhandensein einer
Protein-Protein-Interaktionsdoméne wie ein Leucinzipper fur eine effiziente DNA-Bindung
durchaus von Bedeutung sein, indem WRKY -Faktoren as Teile von Proteinkomplexen
fungieren (Yang et al., 1999; Cormack et al., eingereicht). Fur eine mogliche Phoshporylierung
von WRKY -Faktoren gibt es ebenfalls Hinweise (Fukuda, 1997; Yang et al., 1999). Weitere
Homologien ausserhalb der WRKY -Doméne sind nur kurze Sequenzmotive wie z.B. die hoch
konservierte HARF-Doméne (Eulgem et al., 2000).

Anhand der WRKY -Doméne als Klassifizierungsmerkmal kénnen die WRKY -Proteine in drei
verschiedene Gruppen aufgeteilt werden (Abb.1). Gruppe | beinhaltet Vertreter von WRKY -
Proteinen mit zwei WRKY -Doménen. Fir ihre DNA-Bindung ist allerdings die C-terminale
WRKY-Doméane alleine ausreichend (Ishiguro & Nakamura, 1994; de Pater et al., 1996;
Eulgem et al., 1999). Die Funktion der N-terminalen WRKY -Domaéne ist dagegen unklar. Als
schwache DNA-bindende Doméne oder aber auch as mdogliche Protein-Protein-
Interaktionsdomane konnte sie einer Erhthung der Affinitét oder der Spezifitdt bel der DNA-
Bindung dienen. WRKY -Proteine mit einer einzelnen WRKY -Doméne werden in der Gruppe
Il zusammengefasst. Die WRKY-Domane dieser Vertreter ist der C-terminalen WRKY -
Domaéne der Proteine aus Gruppe | @hnlicher als der N-terminalen Domane. Zusétzlich zu
dieser Verwandtschaft ist sie ebenfalls als DNA-bindende Doméne charakterisiert (Cormack et
al., eingereicht). WRKY -Vertreter der Gruppe |11 unterscheiden sich von denen der Gruppe 11
nur in ihrem Zink-Finger-Muster. In ihrer einzelnen WRKY-Doméne ist anstelle des C,-H»-
Musters ein C,-H-C Muster getreten. Zusétzlich ist der Abstand zwischen den ersten zwel
Cysteinen um zwel Aminosduren vergrossert. Bisher sind alle WRKY -Faktoren mit einem
Leucinzipper den Gruppen Il und Il zuzuordnen (Eulgem et al., 2000). Eine detaillierte
Gliederung der WRKY -Faktoren ist anhand der Sequenzhomologien in ihrer DNA-bindenden
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WRKY Domaéne erkennbar. Diese wird durch das zusdtzliche Vorhandensein konservierter
Kurzmotive wie z.B. der HARF-Doméane sowie ein bestimmtes Arrangement dieser Motive
gestutzt (Eulgem et al., 2000).

Gruppe 1
S — | —
IbSPF1 | || [l | |
.
NIWRKY1 | | ] |
vwrkv: [ T W T NN ]
CsSE71 | 1 Bl | |
Gruppe 11
PcWRKY3 I || T |
AfABF?
PcWRKY4 T 1 |
NWIZZ [T |
Gruppe 111
PcCWRKYS T N |
NIWRKY4 | TN |
NtWRKY5 | H N

Abb1.: Ubersichtsdarstellung aller publizierten WRKY -Faktoren (nach Eulgem et al., 2000). Charakteristische
Domanen und Regionen der WRKY -Proteine aus Petersilie (Pc), Slsskartoffel (1b), Arabidopsis (At), Tabak
(Nt), Gurke (Cs) und Flug-Hafer (Af) sind wie folgend gekennzeichnet: WRKY -Doméne (schwarz), HARF-
Domane (grau), mogliche basische NL S (blau), Leucinzipper (orange), Serin/Threonin-reich (gelb), Glutamin-

reich (violett), Prolin-reich (griin) und saure Regionen (rot).

Als ein weiteres Untergliederungsmerkmal kann die Genstruktur herangezogen werden. So ist
die kodierende Region der DNA-bindenden WRKY-Doméne in fast allen Fédlen von einem
Intron nach dem Kodon fir Argenin vor dem C,H, Motiv unterbrochen. In zwei
Untergruppen der Gruppe Il ist das Intron allerdings 16 Kodons weiter C-termina gelegen
(Eulgem et al., 2000). Einzige Ausnahmen dieses strukturellen Merkmales von insgesamt 66
WRKY-Genen aus Arabidopsis thaliana und auch den publizierten WRKY-Genen aus anderen
Organismen sind TTG2/AtWRKY44 und AtWRKY53, bel denen an dieser Position die
kodierende Sequenz nicht durch ein Intron unterbrochen ist. All diese Gliederungsmerkmale
konnen fur eine Analyse einer Multigenfamilie von grosser Bedeutung sein, vor allem im

Hinblick auf mogliche Gberlappende Expressionsmuster und Kontrolle von Zielgenen.

Obwohl eine grosse Zahl an Sequenzen von WRKY-Genen in den Datenbanken vorhanden ist,

ist nur wenig Uber die Funktion ihrer Proteine in der Pflanze bekannt. Einige Hinweise dazu
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finden sich dennoch in den Expressionsmustern bestimmter WRKY-Gene. Neben verschiedenen
Gewebe-spezifischen Expressionen z.B. in Wurzeln, griinen Geweben und BlUten (Ishiguro &
Nakamura, 1994; de Pater et al., 1996) oder auch ganz speziéll in Trichomen und Teilen der
Samenschale (Johnson & Smyth, 1998), zeigen sich auch Entwicklungs-abhangige
Expressionsmuster. Die Transkriptmenge von SE71 steigt wdhrend der Entwicklung und
Reifung von Kotelydonen bis hin zu ihrer Seneszenz an (Kim et al., 1997). Dartberhinaus ist
die Expresson von WRKY-Genen durch Hormone wie Salicylséure induziert (Yang et al.,
1999). Aber auch andere Stimuli beeinflussen die Expression von WRKY-Genen. Dazu zdhlen
verschiedene Pathogene wie Viren, Bakterien und Oomyceten (Wang et al., 1998; Dellagi et
al., 1999; Eulgem et al., 1999), aber auch pilzliche Elizitoren, Verwundung und lokale
mechanische Stimulation (Rushton et al., 1996; Cormack et al., eingereicht; Hara et al., 2000;
Gus-Meyer et al., 1998). Die Art des Expressionsmusters nach einem Stimulus zeigt dabel
haufig das Bild einer sehr schnellen und transienten Reaktion, die wahrscheinlich von einer de
novo Synthese anderer Faktoren unabhéngig ist (Rushton et al., 1996; Hara et al., 2000;

Cormack et al., eingereicht).

Zusdzlich zu diesen Expressonsdaten ist eine grosse Zahl an WRKY-Sequenzen aus
‘expressed sequenced tags (ESTs) in Datenbanken vorhanden. Diese stammen sowohl aus
vegetativen Geweben wie Wurzeln und Bléttern, aus reproduktiven Geweben wie Bliten und
speziell Ovulen und Samen as auch aus seneszenten Geweben wie Abscissionszonen. Hinzu
kommen noch Behandlungen von Geweben mit Pathogenen oder Salz- und Trockenstress
(Eulgem et al., 2000). Zusammengefasst betrachtet, sind dies alles Andeutungen auf eine
Funktion von WRKY -Faktoren in verschiedensten Gewebe- und Zelltypen als Reaktion auf
eine bestimmte Stresssituation sowie wahrend der Entwicklung. Die Vermutung, dass WRKY -
Faktoren auch an der pflanzlichen Entwicklung betelligt sind, wird durch den mutanten
Phanotyp des Verlustallels ttg2/AtWRKY44 gestéarkt (Johnson & Smyth, 1998). Die Faktoren
der WRKY -Multigenfamilie, die als rein Pflanzen-spezifische Vertreter der Familie der Zink-
Finger-Transkriptionsfaktoren gelten, konnen demnach als Regulatoren in vielen biologischen
Prozessen im Laufe eines pflanzlichen Lebenszyklus fungieren. Ihre und auch die funktionelle
Anayse und eingehende Charakteriserung anderer Multigenfamilien  pflanzlicher
Transkriptionsfaktoren ist daher von beachtlicher Bedeutung fur das Verstehen des

pflanzlichen Organismus und seiner besonderen Lebensweise.

3. ZIELE
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Das Arbeiten mit neuen Genfamilien wie der WRKY-Familie ist eine grosse
Herausforderung. Zum Einen sind viele Fragestellungen, wie z.B. nach der biologischen
Funktion der einzelnen WRKY -Faktoren, einer Gruppe von WRKY -Faktoren oder sogar der
gesamten Bedeutung der WRKY-Familie noch unbeantwortet, zum anderen stellt die
Komplexitdt einer Multigenfamilie einen hohen Anspruch an das experimentelle System.
Weltweit ist Arabidopsis thaliana as Modedlorganismus einer hoheren Pflanze fir
molekularbiologische und genetische Studien etabliert. Gerade im Hinblick auf ‘functiona
genomics ist Arabidopsis thaliana durch einfache Methoden der Transformation (Clough &
Brent, 1998) sowie durch das Vorhandensein von grossen Insertions-Mutanten-Kollektionen
(Wisman et al., 1998; Speulman et al., 1999; Tissier et al., 1999; Parinov et al., 1999) die
Modellpflanze per se. Neben Insertionspopulationen existieren in Arabidopsis thaliana aber
auch ‘enhancer trap’-Kollektionen (Sundaresan et al., 1995). Hinzu kommt, dass durch das
internationale Genom-Sequenzierungsprojekt eine grosse Anzahl von Informationen als
genomische Sequenzen oder auch as ESTs vorhanden sind (http://www.arabidopsis.org/). So
sind zum gegenwdrtigen Zeitpunkt rund 60% der genomischen Sequenz von Arabidopsis
thaliana in 6ffentlichen Datenbanken zuganglich (Somerville & Somerville, 1999). Trotz dieser
Masse von Sequenzen ist die Funktion von nur etwa 50% der Gene annghernd bekannt (Bevan
et al., 1998). In den Datenbanken lassen sich derzeitig mindestens 66 Sequenzen fir WRKY-
Genen finden (Abb.2 und Tab.4, s. S. 151).

Mittels ‘functiona genomics soll eine Aufkléarung der Funktion einer grossen Zahl
unbekannter Gene erfolgen. Zusammen mit der Tatsache, dass Arabidopsis thaliana ein kleines
Genom von rund 120 Mb mit einer hohen Gendichte von etwa 28000 Genen hat (Meyerowitz,
1999), ist es der idede Organismus fur die Analyse einer pflanzlichen Familie von
Transkriptionsfaktoren wie der WRKY -Faktoren. Dabel werden detaillierte Analysen von
Expressionsmustern, Null- und Uberexpressionsmutanten auf die Spur der Funktion eines
unbekannten Proteins fuhren und mogliche Rollen in den verschiedensten biologischen

Prozessen einer Pflanze aufwei sen.

Derzeitig (Anfang 2000) wird die Grosse der WRKY -Superfamilie in Arabidopsis thaliana auf
etwa 100 WRKY Faktoren geschétzt. Zu Beginn der Arbeit (Anfang 1997) waren davon nur
18 Vertreter bekannt. Noch weniger war Uber Funktionen von WRKY -Faktoren und ihrer
Zielgene bekannt. Zu den Funktionen zdhlt moglicherweise eine Beteiligung an der Kontrolle
Pflanzen-spezifischer Prozesse wie Pathogenabwehr (Rushton et al., 1996). Allerdings
beziehen sich die bisher vorliegenden Informationen nicht auf Vertreter der WRKY-

Multigenfamilie aus Arabidopsis thaliana. Doch gerade diese ‘Modelpflanze’ fir
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molekulargenetische Analysen ist der idedle Organismus zur ldentifizierung von ‘Gen'-
Funktionen mittels reverser Genetik. Anhand einiger Kurz-Charakterisierungen der zur
Verfugung stehenden WRKY -Proteine sollten deshalb sowohl interssante als auch geeignete
Kandidaten fur eine intensive funktionelle Analyse bestimmt werden. Da zu Beginn der Arbeit
keine WRKY Null-Mutanten bekannt waren, sollte vor alem die Identifizierung solcher
Mutanten erfolgen. Bei der daran anschliessenden funktionellen Charakterisierung sollte im
Mittelpunkt des Interesses die Frage nach der Bedeutung der WRKY-Faktoren ds
Regulatorproteine stehen, d.h. in welche Signalkaskaden sie involviert und welche Gene durch
diese Faktoren in ihrer Expression beeinflusst sind. Die Aufkldrung ihrer biologischen Relevanz
als Transkriptionsfaktoren sollte dabel unter anderem durch die Identifikation von moglichen

Zielgenen als Fernziel vor Augen stehen.

A

Gruppe |
WRKY1 IREKVMEDGYNWRKYGOKLVKGNEFVRSYY HPN KKQLERSAG.
WRKY2 AGGAPAEDGYNWRKYGOKLVKGSEYPRSYYK&TNPN&OVKKKVERSRE .
WRKY3 NADKPADDGYNWRKYGOKQVKGSDFPRSYYK&THP. VKKKVERSLD.
WRKY4 NVDKPADDGYNWRKYGOKQVKGSEFPRSYYK&TNP VKKKVERSLD.

WRKY19 NVDKQVNDGYNWQKYGQKKVKGSKFPLSYYK;
WRKY20 TPSILADDGYNWRKYGOKHVKGSEFPRSYYK®THPN®EVKKLFERSHD .
WRKY25 MVSRNSNDGYGWRKYGQKQVKKSENPRSYFKE
WRKY26 SSNKTSDDGYNWRKYGQKQVKGSENPRSYFK;
WRKY32 VPRTPARDGYNWRKYGOKQVKSPKGSRSYY
WRKY33 REQRKGEDGYNWRKYGOKQVKGSENPRSYYK&TFPNePTKKKVERSLE .
WRKY34 ACCAPADDGYNWRKYGOKLVKGSEYPRSYYKeTHPN¢EAKKKVERSRE .
WRKY 44 TGDRSSVDGYNWRKYGOKQVKGSECPRSYYK HPK;PVKKKVERSVE.
WRKY58 NVDKPADDGYNWRKYGOKPIKGCEYPRSYYKMTHVN&PVKKKVERSSD.

B s. folgende Seite

Abb2.: Sequenzvergleich von WRKY-Doménen der derzeitig bekannten Vertretern der AtWRKY-
Multigenfamilie (schwarz). A N-terminale WRKY -Doménen der Gruppe |-Faktoren. B C-terminale (DNA-
bindenden) WRKY-Doménen der Gruppe |-Faktoren zusammen mit den einzelnen WRKY-Doménen der
Gruppe I1- und I11-Faktoren. Die jeweiligen Gruppen und Subgruppen sind gekennzeichnet. Hoch konservierte
Aminosdurereste inklusive dem ‘WRKY GQK’-Peptid sind rot sowie die putativen Zink-Liganden des C,H,-
bzw. C,HC-Musters blau hervorgehoben. Das Sequenz-‘alignment’ wurde mit dem PILEUP Programm
(‘default’ Parameter) des GCG Pakets Version 10.0 erstellt.
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B

Gruppe |
WRKY1
WRKY2
WRKY3
WRKY4
WRKY20
WRKY25
WRKY26
WRKY32
WRKY33
WRKY34
WRKY44
WRKY45
WRKY58
WRKY10

Gruppe Il
a) WRKY18
WRKY40
WRKY60
b) wrkyé
WRKY9
WRKY31
WRKY36
WRKY42
WRKY47
WRKY61
C) WRKY8
WRKY12
WRKY13
WRKY23
WRKY24
WRKY28
WRKY43
WRKY48
WRKY49
WRKY50
WRKY51
WRKY56
WRKY57
WRKY59
WRKY68
d) WRKY7
WRKY11
WRKY15
WRKY17
WRKY21
WRKY39
€) WRKYl4
WRKY16
WRKY22
WRKY27
WRKY29
WRKY35
WRKY65
WRKY69

Gruppe Il
WRKY30
WRKY38
WRKY41
WRKY46
WRKY52
WRKY53
WRKY54
WRKY55
WRKY62
WRKY63
WRKY64
WRKY66
WRKY67

TLFDIVNDGYRWRKYGQKSVKGSPYPRSYY
SDVDILDDGYRWRKYGQKVVKGNPNPRSYY
SEVDLLDDGYRWRKYGQKVVKGNPYPRSYY
SEVDLLDDGYRWRKYGQKVVKGNPYPRSYY
SEVDILDDGYRWRKYGQKVVRGNPNPRSYY
SDIDVLIDGFRWRKYGQKVVKGNTNPRSYY
SDIDILDDGYRWRKYGQKVVKGNPNPRSYY
GDVGICGDGYRWRKYGQKMVKGNPHPRNYY
SDIDILDDGYRWRKYGQKVVKGNPNPRSYY
SDIDILDDGYRWRKYGQKVVKGNPNPRSYY
VESDSLEDGFRWRKYGQKVVGGNAYPRSYY
SQVDILDDGYRWRKYGOKAVKNNPFPRSYY
SEVDLLDDGYRWRKYGQKVVKGNPHPRSYY.
SDEDNPNDGYRWRKYGOKVVKGNPNPRSYF

DTSLTVKDGFQWRKYGOKVTRDNPSPRAYFR

KDGYQWRKYGOKVTRDNPSPRAYF
VSSLTVKDGYQWRKYGOKITRDNPSPRAYFR
SEAPMISDGCQWRKYGOKMAKGNPCPRAYYR
CETATMNDGCQWRKYGOKTAKGNPCPRAYYR
SEAAMISDGCQWRKYGOKMAKGNPCPRAYYR
CEDPSINDGCQWRKYGOKTAKTNPLPRAYYR
SEAPMLSDGCQWRKYGOKMAKGNPCPRAYYR
HKQHEVNDGCQWRKYGOKMAKGNPCPRAYYR

NDGCQWRKYGOKIAKGNPCPRAYYR
TEVDHLEDGYRWRKYGOKAVKNSPYPRSYYR
SDVDVLDDGYKWRKYGOKVVKNSLHPRSYYR
SEVDVLDDGYRWRKYGOKVVKNTQHPRSYYR

SPD. .. VKKKIERDTNNPDYILTTYEG'HEHP
[*TTTW. . .[*DVKKRVERSFSDPSSVITTYEGQ: T):{P

GEVYPPSDSWAWRKYGOKPIKGSPYPRGYYR

GVDRTLDDGFSWRKYGOKDILGAKFPRGYY YRKS O ATKQVORSDENQMLLEISYRGI!:IS(SQOA
SPDPIYYDGYLWRKYGOKSIKKSNHQRSYY YNKDH: ARKHEQKIKDNPPVYRTTYFGIHHC\TE
GLEGPHDDIFSWRKYGOKDILGAKFPRSYY FRNTO ATKQVORSDGDPTIFEVTYRG HHCs
QENGSIDDGHCWRKYGOKEIHGSKNPRAYY HRFTO: AVKQVOKSDTDPSLFEVKYLGN): (T«
IPAIDEGDLWIWRKYGOKDILGSRFPRGYY YKFTH! ATKQVQRSETDSNMLAITYLSEHNHP
GLEGPQDDVFSWRKYGOKDILGAKFPRSYY HRSTO: ATKQVORSDGDATVFEVTYRG HHCxQA
VEAKSSEDRYAWRKYGOKEILNTTFPRSYF HKPTO! ATKQVQKQDQDSEMFQITYIGYHHC AN
NTDLPPDDNHTWRKYGOKEILGSRFPRAYY HOKLY AKKQVORLNDDPFTFRVTYRGS):(T &Y N
SRTMCPNDGFTWRKYGOKTIKASAHKRCYY YAKDO: ATKRVQKIKDNPPVYRTTYLG'HHC
SPNPRLDDGFTWRKYGOKTIKTSLYQRCYY YAKDO: ATKRVOMIQDSPPVYRTTYLGOQ: T KA
SPTPRPDDGFTWRKYGOKTIKTSPYQRCYY YAKDO: ARKRVOMIQDNPPVYRTTYLGK!: VeKA
SPTPAHIDGFIWRKYGOKTIKTSPHQRWYY YAKDO: ATKRVOKIQDNPPVYRNTYVGQ: (A
SSTPIYHDGFLWRKYGOKQIKESEYQRSYY YTKDO: AKKQVOKIQHNPPLYSTTYFGQ;:I[OLH
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[ MATERIAL

1. CHEMIKALIEN, ENZYME UND RADIOISOTOPE

Alle im analytischen Reinheitsgrad verwendeten Laborchemikalien wurden in der Regel
von den Firmen Biorad (Minchen), Merck (Darmstadt), Pharmacia (Freiburg), Serva
(Heidelberg) und Sigma (Deisenhofen) bezogen. Organische Losungsmittel stammten von
Merck. Substanzen fir die Herstellung von Kulturmedien wurden von den Firmen Difco Lab
(Detroit, USA), GibcoBRL (Paesey, GB) und Sigma geliefert. Samtliche Enzyme wie
Restriktionsendonukleasen, T4-DNA-Ligase, akalische Phosphatase, DNA-Polymerasen,
DNase, RNase, Mazerase, Lysozym und Zellulase sowie DNA-, RNA- und Protein-
GroRenmarker wurden von den Firmen Amersham (Buckinghamshire, UK), Roche/Boehringer
(Mannheim), GibcoBRL, New England Biolabs (New England, USA), Serva und Stratagene
verwendet. Hersteller des benutzten Radioisotops (a-**P)-dCTP (3000 Ci/mmol) war
Amersham. Das fur die Reiningung radioaktivmarkierter Sonden verwendete Saulenmaterial
G-50 wurde von Pharmacia bezogen. Die Rontgenfilme lieferte die Firma Kodak (Rochester,
USA).

2. BAKTERIEN UND PLASMIDE

Tab.1: Ubersicht tber die benutzten Bakterienstiamme und Vektoren inklusive zugehdrender Merkmale und

Referenzen.
E. coli-Stamm wesentliche Merkmale Referenz
DH5a F, endAl, hsdR17, supE44, thi-1, recAl, gyrA96, Hanahan, 1983

reAl

SG13009 [pREP4] nalS, strS, rifS, lac, ara, gal”, mtl, F, recA*, uwr®  FirmaQiagen

SURE eld(mer), D(mcrCB-hsd-SMR-mrr)171, endAl, Firma Stratagene
SUpE44, thi-1, gyrA96, relAl, recB, rec), shbcC,
umuC::Tn5(kan’), uwrC, {FproAB, lacl9,
ZD(M15Tn10, tet")}

Saccharomyces wesentliche Merkmale Referenz
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cerevisiae-Stamm

EGY48

A. tumefaciens-

Stamm

MATa, ura3, his3, trpl, LexAgyxe-LEU2

Estojek et al., 1995

wesentliche Merkmale Referenz
GVv3101 mit pMP0-virulenz Plasmid, C59C1, rif' van Labereke et al., 1974
Plasmid wesentliche Merkmale Referenz

pBluescriptSK (+/-)

flori, colElori, lacZ, amp’

Alting-Mees et al., 1992

pBT8-Luc colElori, amp', 35S-Promotor, luc-ORF ( DXbal, Sprenger, 1997
DEcoRI, DClal), nosPA, MCA
pCR2.1-TOPO flori, lacZa, T7-Promotor, pUCori, kan', amp Firma Invitrogen
PEG202 LexA-202), HIS3, amp' Gyuriset al., 1993
pGPTV left border, pAnos, uidA-ORF, MCS, Pnos, nptll, Koncz & Schell, 1986
PAg7, right boeder, RK 2ori, kan'
pGJ619 2 x 35S-Promotor, TL, 2 x GFP-ORF, 35SpA, Reichel et al., 1996
amp’
pJG4-5 acidic activator B42, TRP1, amp', HA epitopetag  Gyuriset al., 1993
pQE30 T5-Promotor, 2xLacOp, RBSII, MCS, His, To, FirmaQiagen
amp’
pREP4 kan', lacl® Farabaugh, 1978
pSK-GFP 2 x 35S-Promotor, TL, GFP-ORF, 35S-pA, amp' Reichel et al., 1996
pTA7002 left border, 6xGAL4UAS, 35S-Promotor, pearbcss Aoyama& Chua, 1997
3A-Terminator, nos-Terminator, hpt, nos
Promotor, pea rbcs-E9-Terminator, ratGR, VP16,
GAL4, 35S-Promotor, right border, kan'
pUC-GUS uidA-ORF, nos polyA, amp’ van de Locht et al., 1990

3. DESOXYOLIGONUKLEOTIDE

Alle verwendeten Desoxyoligonukleotide wurden entweder von der Firma MWG
(Ebersbach) oder von der Firma GibcoBRL bezogen. Die Sequenzen der Primer sind jewelsin

5 ® 3’ -Orientierung angegeben.

AtWRK Y2-spezifische Oligonukleotide:
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A2| TGA TGA TAT TGG AGC ATC ATT CAG C

A2 | TCA CGI ATG GCT CTT GIT GAT CCA C

A2| V TCT GCA TCA TTG CTT CAC TCA TCC

VWK2a CTG GIG GIG CCC CTG CAG AGG ATG

WK2b CAT TAG AGA ATG TTG AAG AAG CAT CAA CC

AtWRKY3-spezifische Oligonukleotide:

V\K3a
VK3b

CCT CAA CGG TTA ACT TCA ATC ATC AAC
CTG TAA TAT CAG AGA TTC TGI CCA GAG AAA CC

AtWRK Y4-spezifische Oligonukleotide:

VK4a
VK4b

GCA GTA AGT CAA GCT ACG ACA ACA GAG C
CAA ACC GCC AGG TCG ATT ATC TGG

AtWRKY7-spezifische Oligonukleotide:

VK7a GAT GAG ATG ACT GIT GAG CTG ATG ATG AG
VK7b GAC GGI' GCT CCG TTT GCG AGC ATC

A7l GIC ACC ACC AGT CTC AGC GAC MDA C

A7L L ATT TTG CTA CTT ACT GCT GGA ACT C
A7V TGT CAT GAT TCA TCG TCG TCG TCT C

AtWRKY11-spezifische Oligonukleotide:

VWKlla CTG AGT GCT CAT GCT CGA GAC ATC TC
VWK11b GAC TGC TCC GAG ATC ACT GAC TTC AC

AtWRKY20-spezifische Oligonukleotide:

A4l ACC TTT ACT GAG CAG AAG TCC AGT G
A4l | CTC AAC CTG GIC GCC GAA ACT CTIG G
A1l Db AAG CTC CCG GAT GGG TTT CAC TAA G
A4V TGG GTA AGA TGA ATT GIT CAA GGA C
R4l CAC CAT CGI' CAG ATG CTG AGA TAG

R4l | CCA GAG TTT CGG CGA CCA GGT TGA G

AtWRKY6-spezifische Oligonukleotide:

Promotor-spezifische Oligonukleotide:

VK6 p TTA AGG ATC CAG ACC ATC CTC TGI CCA TAT ATA G

VWK6p1 AAT TAA CGCT TTC ACG TGG AAC GCG CCG CAG

VK6p2 AAT TAA CGCT TAT ATT AAT CTG ATT CAT AAT CTT A

VK6p3 AAT TAA GCT TGC TTT GAA AGG ATT GCC CAA TTG TTT G

VK6p4 AAT TAA CGCT TTG AAT TTC CAT GAA AAT GAA ACG G&C TTA G
VK6p5 AAT TAA GCT TAA GIC TCC GGA AAA TAA AAT CAA AGT TCA TTA AC

Gen-gspezifische Oligonukleotide:
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A6I

A6l |
A6l I |
A6l V
R61 |
V\K6- Eco
VK6- f or
VKG- r ev
VK6- Sac
VK6- Spe
VK6- Xba
VK6- Xho

AGG
TGA
ATC

CAC

TTC
TCT
GAA
GAA
TCG
GAA

TAA TAG AAG CTG CTG AGA ACGC C

GIC CAA CAA AAT TCA GAA GGT G

CCG TCG TGA CTA GAC ATT GAC

GGA TTG GAA CCA TTA GGA GGT G

CIT CTG AAT TTT GIT GGA CTC A

CCG AAT TCA TGG ACA GAG GAT GGTI CTG Gr
GIC AAC CTG TTA CCC AAT ACGC

CTG TTT CCT ATA ACC CAG TTG G

CCG AGC TCG TTT CCT ATA ACC CAG TTG G
CCA CTA GIG TTT CCT ATA ACC CAG TTG G
TCA ATT CTA GAC ATC GCC AAA GG

CCC TCG ACGC CTIT CGI' TAA TCT CGIT GAT CTC

cDNA-spezifische Oligonukleotide:

LZ6- Eco
LZ6- Xho
WSEXC- Bam
WSEXC- Kpn
WBEXN- Bam
WSEXN- Kpn
WsdNco
WSNLSI
WSNLSI |
WSNLSI |
WSNLSI V
WSNLSV
WBNL S

GAA
GAA
GAA

GAA
GAA

CAT
TCT

sonstige Oligonukleotide:

35Sf or
En205
En50

En7706
En8130
GUSr ev
pGAL

pTAf or
pTAr ev
PTVR

GAC
AGA
GCC
GCT
GAG
GCG
GIT
ATG
TCC
GAC

CCG AAT TCG AGT CAA TGA TCG ATG ATG GAG AAT CIT C
CCC TCG AGC TGC ATT AGI GAA ACA AGA TGC ATC TG
CCG GAT CCA TGI CTA GIC ACG ACG GGA TG

CCG GIA CCG CCG TCG TGG TGG TTC GITA CCA T

CCG GAT CCA TGG ACA GAG GAT GGT CTG Gr

CCG GIA CCC CTC ATC GIA GCT TCA GCG GIT T

GCC GCC AGC CCC GG AGC TAT G&C TTC TAC CAC CAC G
CCC CAT GGA CAG AGG ATG GIC TGG TC

CCC CAT GEC CTC ACC TAC TGC TCT CGI AGG G

CCC CAT GGA TTG ATT TTT GIT GIT TCC TTC GCC GIC G
CCC CAT GEC ACG CCC AAG TCT CIT CCC GIT ACT ACG C
CCC CAT GEC GCT TAT CAT CGG AGC TTC CGA TCG G&C AC

TTG ATC AAA CCG CTG AAG CTA CGA TGG CGG CAG CCC GIG
CCG TTC GIG CCC GAT CGG AAG

GCA CAA TCC CAC TAT CC

AGC ACG ACG GCT GTA GAA TAG GA
GAC ACT TCT TAA TCG AAG

CCA ATG ACC CAC CAA CAG AAT G
CGI' CGG TCC CCA CAC TTC TAT AC
ATC CAG ACT GAA TGC CCA CAG GCC
GIG TGG AAT TGT GAG CGG

CAT GAC GIT ATT TAT GAG ATG G
TCT CCA AAT GAA ATG AAC TTC
TGG CTT TCT ACG TGI TTC CGC
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uni GTA AAA CGA CGG CCA GT

4. PFLANZENMATERIAL

4.1 Entwicklungsstadien, Organe und Behandlungen

Fir ale Analysen wurden Arabidopsis thaliana Pflanzen des Okotyps Col-0
verwendet. In der Regel erfolgte die Anzucht in Erde zunéchst in Phytokammern unter
Kurztag (KT) Bedingungen (8 h Licht, 16 h Dunkelheit, 20 °C) und dann anschliessend im
Gewéchshaus unter Langtag (LT) Bedingungen. Die Samen wurden bel 4 °C gelagert und so
zur verbesserten Keimung ener Vernadlisation ausgesetzt. Gesunde Organe (Blétter,
SprofRachsen, Bliten und Schoten) wurden dann entsprechend geerntet, in flissigen Stickstoff
eingefroren und bei —80 °C gelagert. Wurzeln wurden von etwa drei Wochen aten Pflanzen,
die auf Sand angezogen wurden, gewonnen. Blaiter wurden zu drel verschiedenen
Entwicklungsstadien entnommen. Dabei stammten junge Blétter von etwa drel Wochen aten
im KT gezogenen Pflanzen, voll entwickelte Blé&tter von kurz vor der Blite stehenden Pflanzen
und seneszente Blétter von voll blihenden Pflanzen. In Kreuzungen eingesetzte Bliten waren
bei der ‘Empfanger’-Pflanze noch jung und ungedffnet. Bel der ‘ Spender’-Pflanze waren sie
dagegen weit gedffnet und in der Regel schon befruchtet. Fir diverse Behandlungen mit
Hormonen wurden entweder etwa zwei Wochen ate Keimlinge, die unter sterilen Bedingungen
auf Platten (0,5 x MS-Medium, 1 % Saccharose, 0,6 % Agar, 500 ul/l Gamborg's Vitamine)
angezogen wurden, oder voll entwickelte Blétter verwendet. Verwundungen und Infektionen
mit Pseudomonas syringae wurden an voll entwickelten Blé&ttern durchgefihrt. Infektionen mit

Peronospora parasitica fanden mit etwa zwei Wochen alten Keimlingen statt.

4.2 Zdlkulturen

Die Kultivierung der Arabidopsis-Suspensionszellkultur (Okotyp Col-0, Linie AT7)
erfolgte im Dauerdunkel unter Verwendung von modifiziertem B5- und MS-Medium (Trezzini
et al., 1993; Kombrink & Hahlbrock, 1986). Die Zellen wurden funf Tage nach der
Subkultivierung entweder fur transiente Transfektionen oder Behandlungen mit Elizitoren

verwendet.
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4.3 Flussigkulturen

Die Kultivierung von Arabidopsis-Flissigkulturen fand unter LT-Bedingungen (16 h
Licht, 20 °C) datt. Fur die Gewinnung von Wurzelmaterial wurden etwa 40 Oberfl&chen-
sterile Samen vier bis finf Wochen in 40 ml flussgem Medium (1 x MS-Medium, 3 %
Saccharose, 0,1 g/l Myo-Inosital, 0,5 g/l MES, pH 5,7) gegeben. Behandlungen mit Elizitor
wurden mit drei Wochen aten Keimlingen aus etwa 80 Oberflachen-sterilen Samen
durchgefihrt.
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11 METHODEN

1. ALLGEMEINE MOLEKULARBIOLOGISCHE M ETHODEN

Alle in Laborhandbiichern wie Sambrook et al., 1989 beschriebenen und algemein
Ublichen molekul arbiol ogischen Methoden sind nicht ndher dargestellt.

PCR-Ansadtze wurden in eéinem Gesamt-Volumen von 50 pl mit 10 pmol spezifischen Primern,
100 ng genomischer DNA oder 1 ng Plasmid-DNA als Matrize, 0,2 mM eines dNTP-Mixes, 1
U Tag- oder 2,5 U Tfu bzw. Pfu-DNA-Polymerase und entsprechendem 1 x PCR-Puffer
hergestellt. Die anschliessende Reaktion fand mittels der PCR-Maschinen PTC-225 Peltier
Therma Cycler der Firma Biozym (Hess. Oldendorf) oder GeneAmp PCR Systems 9700 der
Firma Perkin Elmer Applied Biosystems (Weiterstadt) statt. Dazu wurden Temperatur-
Programme wie 94 °C, 2 min + [94 °C, 30 s+ 55-65 °C, 1 min + 72 °C, 1,5 min] x 25-35 + 72
°C, 5 min gewahit.

Eine ungerichtete Klonierung von PCR-Fragmenten erfolgte unter Verwendung des TOPO-
TA-Cloning-Kits der Firma Invitrogen (Groningen, NL). Die Angaben des Herstellers wurden

mit Ausnahme der zur Transformation eingesetzten Menge, die auf 5ul erhoht wurde, befolgt.

Die Restriktionsendonuklease-Spaltungen von PCR-Fragmenten und Plasmid-DNA wurden in
der Regel in 20-50 pl Gesamt-Volumen durchgefiihrt. Bei Spaltungen von genomischer DNA
wurden Gesamt-Volumen von 200 pl eingesetzt. Die Enzyme wurden entsprechend der
Angaben der Hersteller zusammen mit den zugehdrigen Puffern verwendet. Eine evtl. folgende
Dephosphorylierung erfolgte in einem Gesamt-Volumen von 50 pl und 1 U alkalischer
Phosphatase 1 h bei 37 °C.

Fur die Isolierung und Aufreinigung von DNA-Fragmenten fanden das Qiaquick-Gel-

Extraction- und das Qiaquick-PCR-Purification-Kit der Firma Qiagen Anwendung.

Ligationen wurden in 10 pl Gesamt-Volumen nach der beschriebenen Methode (Sambrook et
al., 1989) mit T4-DNA-Ligase und dem zugehorigen Puffer angesetzt. Die Inkubationen
wurden entweder 1 h bel RT, Uber Nacht bel 16 °C oder Uber zwei Tage bei 4 °C
durchgefihrt.

Die Transformationen mit Plasmid-DNA oder Ligationsprodukten, von denen 5-10 pl des
Ligationsansatzes eingesetzt wurden, erfolgten nach der Hitzeschock-Methode (Hanahan et
al., 1983). Die dazu benctigten kompetenten E. coli-Bakterien wurden nach der

Rubidiumchlorid-Methode gewonnen.
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Die erhatenen Kolonien diverser Klonierungen wurden in der Regel zundchst anhand von
PCR-Reaktionen gepriift, bel denen entsprechende Gen- und Vektor-spezifische Primer

zusammen mit ein paar Zellen der Kolonien eingesetzt wurden.

Zur schnellen Isolierung von Plasmid-DNA wurde das Wizard-Plasmid-Mini-Kit der Firma
Promega (Mannheim) verwendet. Zu quantitativen Plasmid-Pr8parationen wurde das Plasmid-

Maxi-Kit der Firma Qiagen genutzt.

Alle Sequenzierungen wurden durch die zentrade Einrichtung ADIS des MPI fir
Zuchtungsforschung durchgeftihrt. Die Sequenzierreaktionen erfolgten mit dem Ready
Reaction DyeDeoxyTerminator AmpliTagFS Kit der Firma Perkin ElImer Applied Biosystems
(Weiterstadt). Die elektrophoretische Auftrennung fand mit dem ABI PRISM™-System 377
und 3700 der Firma Perkin Elmer Applied Biosystems statt. Zur Speicherung und Auswertung
der Sequenzdaten wurde das GCG-Programm-Paket Version 10.0 der University of Wisconsin
genutzt. Sequenzrecherchen wurden in Datenbanken mit Hilfe der Programme BLASTN,
BLASTx und tBLASTx durchgefiihrt (Altschul et al., 1997).

1.1 Southern-Analysen

Fur die Isolation von genomischer DNA wurden etwa 100 mg Material aus voll
entwickelten Bléttern eingesetzt. Die Extraktion fand dann unter Verwendung des Nucleon-
PhytoPure, plant and fungal DNA-Extraction-Kits der Firma Amersham statt. Dabei wurde
den Angaben des Herstellers zusammen mit dem optionalen Schritts des RNase-Verdaus
gefolgt. In den Restriktions-Spaltungen fir anschliessende Southern-Analysen wurden in der
Regel 0,5-1 pg genomische DNA verwendet, wobei eine zweimalige Enzymgabe von je 20-40
U im Abstand von einem halben Tag erfolgte.

Fir DNA-Blot-Analysen wurden die DNA-Fragmente in 0,8 % igen Agarose-Gelen
elektrophoretisch aufgetrennt. Danach wurde das Gel 30 min in 0,4 M NaOH denaturiert. Der
nachfolgende Gravitationsblot der DNA-Fragmente auf eine Hybond-N" Nylon-Membran der
Firma Amersham fand ebenfalls mittels 0,4 M NaOH Uber Nacht statt. Zur Neutralisierung der
Membran wurden zwel Inkubationen von je 5 min in 5 x SSPE-Puffer (3,6 M NaCl, 20 mM
EDTA, 200 mM NaH,PO,, pH 7,4) durchgefuhrt. Direkt im Anschluss wurden die Membranen
fur Hybridisierungen eingesetzt. Diese erfolgte bei 65 °C in verschliessbaren Rohren in einem
Roll-Inkubator. Zunéchst wurden die Membranen einer Prahybridisierung von mindestens 2 h
in 6 x SSC, 3 % SDS, 0,2 mg/m PVP, 0,2 mg/ml Ficoll, 100 pg/ml hitzedenaturierte
Heringssperma-DNA unterzogen. Nach dem Austausch gegen 3 x SSC, 1 % SDS, 0,2 mg/ml
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PVP, 0,2 mg/ml Ficoll, 100 pg/ml hitzedenaturierte Heringssperma-DNA wurde eine
hitzedenaturierte Sonde (mindestens 8 Mio cpm) hinzugegeben und Uber Nacht hybridisiert.
Die Membranen wurden dann zwei- bis dreimal je fur 30-60 min in 0,2 x SSC, 0,5 % SDS bel
65 °C gewaschen, anschliessend in Folie eingeschweisst und fur die Autoradiographie bei —80

°C exponiert.

Die radioaktive Markierung von DNA-Sonden, zu denen sowohl DNA-Inserts aus diversen
Klonen as auch PCR-Fragmente genutzt wurden, erfolgte unter Verwendung des Ready-To-
Go-Kits der Firma Pharmacia zusammen mit a-[**P]-dCTP. Die Reinigung von DNA-Sonden
fand Uber einen Gdfiltrationsschritt mit Sephadex G50 statt. Als Sonden wurden DNA-
Fragmente entsprechender EST-Klone (EST2, 3, 4, 6, 7, 11) und PCR-Fragmente
(AtWRKY20, En-1 rechter bzw. linker Arm) eingesetzt.

Zur Rehybridisierung der Membranen wurde die gebundene Sonde durch Waschen fir 30-60
min bei 90 °Cin 0,1 % SDS entfernt.

1.2 Kartierungen

Die Bestimmung der chromosomalen L okalisation wurde anhand von Hybridisierungen
mit einer CIC-Y AC-Bibliothek (Creusot et al., 1995) durchgeftihrt. Dazu wurden Membranen,
die einen Abdruck der gesamten Hefe-Kolonien tragen, verwendet. Fur Hybridisierungen
wurden diese Membranen zunéchst 10 min bei RT in 4 x SSC mit der Kolonie-Seite nach oben
geschwenkt. Anschliessend fand die Préhybridiserung  unter  Benutzung enes
Schwenkwasserbads 2 h bei 65 °C in 5 x Denhardts-Puffer (1 mg/ml Ficoll, 1 mg/ml PVP, 1
mg/ml BSA), 0,5 % SDS, 4 x SSC, 200 pg/ml hitzedenaturierte Heringssperma-DNA statt.
Nach Zugabe einer hitzedenaturierten Sonde dauerte die Hybridisierung bei 65 °C Uber Nacht.
Die Membranen wurden dann 30 min bel 65 °C in 4 x SSC, 0,5 % SDS und erneut 30 min bei
65 °Cin 2 x SSC, 0,5 % SDS gewaschen. Im folgenden wurden sie bei RT getrocknet, in Folie
eingewickelt und zur Autoradiographie bel —80 °C exponiert. Die Herstellung und Reinigung
der Sonden wurde wie oben beschrieben durchgefihrt. Als Sonden wurden DNA-Fragmente
entsprechender EST-Klone (EST2, 3, 4, 7, 11) und PCR-Fragmente (AtWRKY20) eingesetzt.

Nach einer Zuordnung der Signale wurden die jeweiligen as posgitiv identifizierten Hefe-
Kolonien einer weiteren Absicherung unterzogen. Dazu wurden DNA-Extraktionen jeder
Hefe-Kolonie nach der schnellen Phenol/Chloroform-1solierungesmethode der Firma Clontech

(Heidelberg) durchgefuhrt. Diese wurden dann entsprechend der untersuchten Gene
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(AIWRKYZ2, 3, 4, 7, 11, 20) mit Gen-spezifischen Primern (A2I1/A2111, WK3a/WK3b,
WK4a/WK4b, A7I1/ATIH, WK11a/WK11b, A4l1/A4l111) in einer PCR geprift.

1.35-RACE

Zur Bestimmung der vollsténdigen Lange der kodierenden Regionen und der 5'-nicht-
trandatierten Bereiche zusammen mit einer Bestimmung der Transkriptionsiniationsstelle
wurde fur einige Gene (AtWRKYS6, 7, 20) ein 5-RACE durchgefiihrt. Dies erfolgte unter
Verwendung des 3' /5 -RACE-Kits der Firma Boehringer. Als Ausgangsmaterial wurden pro
5 -RACE-Resaktion 2 pg Gesamt-RNA aus seneszenten Bléttern eingesetzt. Unter Benutzung
des jeweiligen ersten Gen-spezifischen Primers (A6I11, A7111, R4l) wurden schon in der ersten
PCR-Reaktion spezifische Produkte gewonnen. Diese wurden dann nicht in ener zweiten
PCR-Reaktion eingesetzt, sondern direkt kloniert. Je vier unabhangige Klone wurden dann

einer Sequenzanalyse unterzogen.

1.4 Expressions-Analysen

Die Isolierung von Gesamt-RNA im Mini-Mal3stab erfolgte ausgehend von etwa 100
mg Pflanzenmaterial unter Verwendung des PUREscript RNA-Isolation-Kits der Firma Gentra
Systems (Minneapolis, USA) oder des RNeasy Plant RNA-Mini-Kits der Firma Qiagen. In der
Regel wurde die Qualitdt der RNA durch eine nachfolgende Phenol/Chloroform-Extraktion mit
anschliessender Fallung erhoht. Etwa 2 g Pflanzenmaterial wurde fir die Isolierung von
Gesamt-RNA im Maxi-Malistab mit Hilfe des RNA/DNA-Maxi-Kits der Firma Qiagen

verwendet.

Als Ausgangsmaterial dienten einerseits diverse pflanzliche Gewebe und andererseits Blétter
bzw. Keimlinge, die verschiedenen Behandlungen ausgesetzt waren. Dazu z&hlten Infiltrationen
unter anderem mit 50 uM Ldsungen von 2,4D, ABA, Brassinolid, CuSO,, Ethephon, GAs;,
Kinetin, MeJA, NaCl und NaSA in KPO,-Puffer (in Anlehnung an McClure & Guilfoyle, 1987)
sowie Verwundungen fur 0, 0,5, 1, 2, 4, 6 h (Ehlting et al., 1999) und Hand-Inokulationen fir
0, 2, 4, 6, 10, 24, 48 h mit 10° cfu/ml Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 avrRPM1
und Infektionen fur O, 0,5, 1, 2, 3, 4 Tage mit 50 Konidien/ul Peronospora parasitica pv.
Noksl (Ehlting et al., 1999). Dartiber hinaus wurden fir O, 1, 2, 4, 6, 8 h mit 50 pg/ml Pmg-
Elizitor behandelte Zellkulturen verwendet (Ayers et al., 1976).
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Fir RNA-Blot-Analysen wurden entweder 10 oder 20 pg Gesamt-RNA eingesetzt. Nach 10
min bei 65 °C denaturieren der RNA-Proben wurden sie elektrophoretisch in 1,2 % igen, 1,88
% Formadehyd-haltigen Agarosegelen in 1 x MOPS-Puffer aufgetrennt. In  einem
Gravitationsblot folgte dann mittels 20 x SSC der Transfer der RNA auf eine Biodyne-B
Nylon-Membran der Firma PALL-Filtron (Dreieich) Gber Nacht. Anschliessend wurde die
Membran fur 2 h bei 80 °C gebacken. Die Hybridisierungen erfolgten in Rohren in einem
Rollinkubator entweder bel 65 °C in 1 M NaCl, 1 % SDS, 10 % Dextransulfat, 100 pg/ml
hitzedenaturierte Heringssperma-DNA oder bel 42 °C in UITRAhyb-Puffer der Firma Ambion
(Austin, USA). Nach mindestens 2 h bzw. 30 min Préhybridiserung wurde die
hitzedenaturierte Sonde (mindestens 8 Mio cpm) hinzugegeben und Uber Nacht hybridisiert.
Die Membranen wurden danach entweder 30-60 min bei 65 °C in 0,2 x SSC, 0,5 % SDS oder
2x5minbe 42°Cin2x SSC, 0,1 % SDS und dann 2 x 15 min bei 42 °Cin 0,1 x SSC, 0,1 %
SDS gewaschen. Die Membranen wurden anschliessend in Folie eingeschwelisst und fur die
Autoradiographie bel =80 °C exponiert. Die Herstellung und Reinigung der Sonden wurde wie
oben beschrieben durchgeftihrt. Als Sonden wurden DNA-Fragmente entsprechender EST-
Klone (EST2, 3, 4, 6, 7, 11) und PCR-Fragmente (AtWRKY20) eingesetzt. Weiter wurden
DNA-Fragmente der Klone ELI3 (Trezzini et al., 1993), SAG12 und 13 (Lohmann et al.,
1994) PR1, PR5 (Uknes et al., 1992) und THI2.1 (Vignutelli et al., 1998) sowie des EST-
Klons M22F19139, welcher die kodierende Sequenz der grossen Untereinheit von RUBISCO
trégt, und ein aus dem RFDD isolierten Klon 16WT196 verwendet.

Zur Rehybridisierung der Membranen wurde die gebundene Sonde durch Waschen fur 15-30
min bei 85 °Cin 0,1 % SDS entfernt.

Im Falle nicht-detektierbarer Transkriptmengen (AtWRKY20) wurde eine semi-quantitative
RT-PCR-Analyse durchgefiihrt. Dazu wurde das Titan One Tube RT-PCR System der Firma
Boehringer zusammen mit Gen-spezifischen Primern (A41/A41V) verwendet. Zunéchst wurde
der lineare Bereich der PCR-Reaktion anhand einer Konzentrationsreihe von 10 ng, 100 ng,
500 ng, 1 pg, 2 pg Gesamt-RNA aus voll entwickelten Bléttern eingeengt. Im Anschluss
wurde die Expression in den Organen Wurzel, junges Blatt, voll entwickeltes Blatt, seneszentes
Blatt, Sprof3, Blute und Schote durch Einsatz von je 100 ng Gesamt-RNA pro RT-PCR-
Reaktion eingesetzt. Je 20 pl wurden in einem 0,8 % igen Agarosegel elektrophoretsich
aufgetrennt, welches dann mit dem Fuoreszenzfarbstoff SybrGreen | der Firma Biozym
inkubiert wurde. Die quantitative Anayse der Signadintensitdten der RT-PCR-Produkte
erfolgte mit Hilfe des Phospho-Imagers STORM 860 der Firma Molecular Dynamics
(Sunnyval, USA). Nach einer Anregung bei 450 nm wurden die Signalintensitdten der DNA-
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Banden bei 520 nm gemessen. Die Quantifizierung fand Uber das Programm ImageQuant der

Firma Molecular Dynamics statt.

2. ANALYSE VON DIMERISIERUNGEN

Zur Charakteriserung des Leucinzippers wurden seine Interaktionen im Hefe-Zwel-
Hybrid-System der LexA-Variante (Gyuris et al., 1993; Estojak et al., 1995) studiert. In PCR-
Resktionen mit AWRKY6-cDNA zusammen mit den Primern LZ6-Eco und LZ6-Xho wurde
die Leucinzipper-Region amplifiziert. Da beide Primer Schnittstellen fir EcoRI bzw. Xhol as
5-Verlangerung beinhalten, wurde das PCR-Produkt nach einem Restriktionsverdau mit
EcoRI und Xhol in die ebenso gespaltenen bindren Vektoren pEG202 und pJG4-5 als ‘bait’
bzw. as ‘prey’ ligiert. Nach Transformation in DH5a wurden die Klonierungen durch

Sequenzanalysen Uberprift.

Beide Klone wurden zusammen und in diversen Kombinationen mit den jewelligen leeren
Vektoren pEG202 und pJG4-5 sowie mit den Klonen GDI und ROP (Bischoff et al., 2000) in
den Hefe-Stamm EGY 48 transformiert. Als positive Kontrolle wurde die Transformation eines
die GAL4 DNA-Binde-Doméane tragenden Klons zusammen mit dem Vektor pJG4-5
durchgefuihrt. Dabei wurde nach dem Protokoll der kleinen-LiAc-Transformation der Firma
Clontech verfahren. Die transformierten Zellen wurden dann auf SD™eTPH-eGucUa_pygiten
gegeben und 3 Tage bel 30 °C inkubiert. Danach wurde je eine Kolonie der einzelnen
Transformationen in H,O resuspendiert und jeweils auf eine SDHisTPHeanclictla pigite  gine
gptisTetarGlera pgite und eine SDHISTPLarGARAURA bgite  ausgestrichen. Das Hefe-

Wachstum wurde nach 2-3 Tagen Inkubation bel 30 °C beobachtet.

Fur die Herstellung eines ‘ prey’ -Konstruktes, das die komplette AWRKY6-cDNA enthalt und
fir eine Protein-Protein-Interaktionsanalyse mit SNI1 genutzt werden soll (X. Dong, persl.
Mittellung), wurde zun&chst ein durch einen Restriktionsverdau des ExXWK 6-Konstruktes mit
EcoRI und Sall isoliertes DNA-Fragment in den ebenso gespaltenen Vektor pJG4-5 ligiert.
Durch eine PCR-Reaktion mit AAWRKY6-cDNA und den Primern WK6-Eco und W6EXN-K pn
und einem anschliessenden Restriktionsverdau mit EcoRI wurde das N-terminale Fragment der
AtWRKY6-cDNA in das schon bestehende Konstrukt, das ebenfalls mit EcoRI gespalten
wurde, eingesetzt. Die Transformation erfolgte in DH5a. Die richtige Orientierung wurde
anhand von PCR-Reaktionen der erhaltenen Kolonien mit dem Primerpaar A6I/A6I11 ermittelt.

Anschliessend wurde das Konstrukt tber Sequenzierungen geprdift.
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3. ANALYSE SUBZELLULARER LOKALISATIONEN

Fur die Analyse der subzelluldren Lokalisation von AtWRKY6 wurden C-terminae
trandationale Fusionen an GFP hergestellt. Dazu wurde einerseits die komplette kodierende
Region durch PCR-Reaktionen mit AtWRKY6-cDNA und den Primern W6ENLSI und
WG6NLSIII durchgefihrt. Hierflr muf3te eine interne Ncol Schnittstelle in der AtWRKY6 cDNA
entfernt werden, was durch die sogenannte Mega-Primer-Methode (Ke & Madison, 1997)
erreicht wurde. Das durch eine PCR-Reaktion mit den Primern W6dNco und W6NLSIII
gewonnene Fragment wurde al's Mega-Primer in einer erneuten PCR-Reaktion mit dem Primer
WG6NLSI eingesetzt. Die Primer WG6NLSI und W6NLSII enthalten beide in ener 5'-
Verlangerung eine Ncol Schnittstelle. Nach einem Restriktionsverdau des so erhaltenen PCR-
Produktes mit Ncol wurde es sowohl in den ebenso gespaltenen Vektor pSK-GFP als auch in
den Vektor pGJ619 ligiert und dann jeweils in DH5a transformiert. Zur Uberprifung der
Orientierung des cDNA-Fragmentes wurden die erhatenen Kolonien in PCR-Reaktionen mit
dem Primer 35Sfor und dem Primer WENLSII eingesetzt. Im Anschluss erfolgte durch eine
Sequenzierung die Uberpriifung der Klonierung.

Andog zu dieser Verfahrensweise wurden vier C-terminale Verkirzungen von AtWRKY 6
trandational an GFP fusioniert. Dazu wurden einerseits die Primer W6GNLSII, WENLSIV und
WG6NLSV (t1-, t2-, t3-Konstrukt) und andererseits die interne Ncol Schnittstelle in der
AtWRKY6 cDNA (t4-Konstrukt) genutzt. Darliber hinaus wurde durch die Mega-Primer-
Methode mit dem Primer WENLS,: im Kontext des t4-Konstruktes ein gezielter Austausch
zweier basischer Aminosauren und durch fehlerhaftes Arbeiten der Tag-Polymerase ein
zufdliger Austausch eines einzelnen Lysins im Kontext des t3-Konstruktes eingebracht. Diese
Konstrukte wurden ale in den Vektor pGJ619 kloniert. Nur das t1-Konstrukt wurde auch in
den Vektor pSK-GFP ligiert.

Alle AtWRKY 6::GFP-Fusions-Konstrukte wurden zusammen mit den leeren Vektoren pSK-
GFP und pGJ619 as Kontrolle transient in Protoplasten der Arabidopsis-Zelkultur
eingebracht. Zur Protoplastierung wurden 40 ml Zellen in 25 ml 240 mM CaCl, gewaschen
und Uber Nacht bei 26 °C in 40 ml 570 U Zdllulase, 120 U Mazerase, 240 mM CaCl, unter
leichtem Schiitteln bei 20 rpm inkubiert. Im Anschluss wurde das Schiitteln fir 30 min auf 40
rpm erhoht. Nach einem Waschen des Zellen/Protoplasten-Gemisches in 25 ml 240 mM CaCl,
folgte eine Resuspendierung in 14 ml 1 x B5-Medium, 0,4 M Saccharose, 0,1 mg/ml
Dichlorphenoxyessigsdure, pH 5,7, was dann durch eine Zentrifugation zur Trennung von
Zellen und Protoplasten fihrt. Die abgenommen Protoplasten wurden erneut in 1 x B5-

Medium, 0,4 M Saccharose, 0,1 mg/ml Dichlorphenoxyessigsaure, pH 5,7 aufgenommen und
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durch Zentrifugation von Zellen gereinigt. Fur die Transfektion wurden je 200 ul Protoplasten
mit 20 pg Plasmid-DNA und 200 pl 25 % PEG 6000, 100 mM Ca(NOs),, 450 mM Mannitol
vermischt. Nach einer Inkubation von 15 min bei RT wurden die Protoplasten mit 5 ml 275
mM Ca(NQO;), gewaschen, anschliessend in 7 ml 1 x B5-Medium, 0,4 M Saccharose, 0,1
mg/ml Dichlorphenoxyessigsdure, pH 5,7 aufgenommen und tber Nacht im Dunkeln bei 26 °C
inkubiert. Die subzelluldren Lokalisationen der einzelnen Konstrukte wurden unter einer
doppelten Bestrahlung von Blaulicht und Durchlicht am Axiophot Mikroskop (Anregungsfilter
450-490 nm, Sperrfilter 510 nm, Langpassfilter 520 nm) der Firma Zeiss (Oberkochen) anhand

der GFP-Fluoreszenz verfolgt.

4. GEWINNUNG UND ANALYSE VON ANTIKORPERN

4.1 Heter ologe Expression und Reinigung

Fur die heterologe Expression in E. coli wurden unter Verwendung der Primer-
Kombinationen WG6EXN-Bam/W6EXN-Kpn, W6EXC-Ban/W6EXC-Kpn und WG6EXN-
Bam/W6EXC-Kpn die entsprechenden PCR-Produkte zu ExN, EXC und EXWK6 gewonnen.
Dadie Primer jewells eine BamHI bzw. eine Kpnl Schnittstelle als 5'-Verlangerung enthalten,
wurden die PCR-Produkte nach einem Restriktionsverdau mit BamHI und Kpnl in den ebenso
gespaltenen Vektor pQE30 ligiert und so mit einem N-terminalen 6 x His-tag versehen. Die
Transformation wurde in SURE-Zellen vorgenommen. Zur Uberpriifung der Klonierungen

wurden Sequenzanalysen durchgefiihrt.

Zur Expression dieser rekombinanten Proteine wurden die Konstrukte in den E. coli-Stamm
SG13009 (pREP4) transformiert. Pro Konstrukt wurden je 500 ml LB*®™ A™ mit 20 ml der
Ubernachtkulturen angeimpft und bis einer ODggo Von 0,5 bei 37 °C unter Schiitteln inkubiert.
Als Kontrolle wurden eine identische Behandlung nur mit dem leeren Vektor pQE30
transformierte SG13009-Zellen durchgeftihrt. Durch Zugabe von je 1 ml 1 M IPTG wurde die
massive Expression der Proteine erreicht. Nach weiteren 4 h Inkubation wurden die Zellen
geerntet. Die Reinigung der rekombinanten Proteine erfolgte unter denaturierenden

Bedingungen durch eine Gber den 6 x Histag vermittelte Bindung an Ni-NTA-Agarose. Zur
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Lyse wurden in 100 ml aliquotierte Zellpelletsin je 10 ml 8 M Harnstoff, 0,1 M NaH,PO,, 0,01
M Tris-HCI, pH 8,0 resuspendiert, 1 h bei RT und tiber Nacht bel 4 °C inkubiert.

Die anschliessende Reinigung wurde mit Hilfe des B-PER 6 x His Spin Purification Kits der
Firma Pierce (Rockford, USA) vorgenommen. Dabel wurde in der Prozedur nach den Angaben
des Herstellers verfahren. Allerdings wurden denaturierende Puffer verwendet. So wurde die
eingesetzte Menge Ni-NTA-Agarose zunéchst in 8 M Harnstoff, 0,1 M NaH,PO,, 0,01 M
TrissHCI, pH 8,0 &quilibriert. Insgesamt wurden vier Wasch-Schritte mit je 500 pul 8 M
Harnstoff, 0,1 M NaH,PO,, 0,01 M TrissHCI, pH 6,3 durchgefiihrt, die von vier Elutions-
Schritten mit je 500 pl 8 M Harnstoff, 0,1 M NaH,PO,, 0,01 M Tris-HCI, pH 4,5 gefolgt
wurden. Jeweils 18 pl der einzelnen aufgefangenen Fraktionen wurden in einem 15 % igen
SDS-Gel elektrophoretisch aufgtrennt und Coomassie gefarbt. Eine genauere Angabe des
Molekulargewichts von ExN, ExC und EXWK6 wurde durch eine Auftrennung von je 18 pl
des ersten Eluats in einem Gradientengel der Firma Novex (San Diego, USA) erreicht. Die
Protein-Gehalte in den einzelnen Eluaten wurden nach der BCA-Methode der Firma Sigma
ermittelt. Da die Eluate aber noch Verunreinigungen aufwiesen, wurden pro rekombinantes
Protein insgesamt 1,5 mg Protein in praparativen 15 % igen SDS-Gelen elektrophoretisch
aufgetrennt. Zur Farbung dieser Gele wurde das GelCode E-Zinc Reversible Sain Kit der
Firma Pierce verwendet. Nach dem Ausschneiden der entsprechenden Bande wurde diese

wieder entférbt.

Alle auf diese Weise gereinigten rekombinanten Proteine wurden zur Immunisierung je zweier
Kaninchen genutzt. Diese wurde am Babraham Ingtitute (Cambridge, UK) durchgefihrt. Dazu
wurden die Proteine aus den Gel-Stiickchen elektro-eluiert. Jedes Kaninchen wurde zunéchst
mit 200 pug Protein immunisiert, die dreimal von je 100 pg Protein ‘boosts gefolgt wurden.
Aus alen Kaninchen wurde das Préimmunserum zusammen mit allen vier Blutungen erhalten.
Dabel entspricht antiEXNI N68, antiExNIl N69, antiExCl M172, antiExCIl M173,
antiEXWK6I N66 und antiExXWK 611 N67.

4.2 Charakterisierung der Antikorper

Die Western-Analysen erfolgten in der Regel in einem semi-trockenen Blot-Verfahren
mit einem drei-Puffer-System bestehend aus einem ersten Anoden-Puffer (300 mM Tris-HCI,
20% MeOH, pH 10,4), einem zweiten Anoden-Puffer (25 mM Tris-HCl, 20 % MeOH, pH
10,4) und einem Kathoden-Puffer (25 mM Tris-HCI, 40 mM e-Amino-n-Capronsaure). Der
Transfer durch 1 h bei 100 mA fand entweder auf Nitrozellulose- oder PV DF-Membranen der
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Firmen Sartorius (Gottingen) bzw. Boehringer statt. Die Membranen wurden dann in der Regel
Uber Nacht bei 4 °C in 40 ml Block-Puffer | (5 % Magermilch, 50 mM Tris-HCl, 150 mM
NaCl, 0,05 % Tween-20, pH 7,5) unter Schitteln geblockt. Nach einem Austausch gegen 20
ml frischen Block-Puffer | wurden die Seren in einer 1:1000 Verdinnung hinzugegeben und
mindestens 1 h bel RT unter Schitteln inkubiert. Im Anschluss an 4-6 Wasch-Schritte von je 5-
15 min in 20 ml Wasch-Puffer (50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 0,05 % Tween-20, pH 7,5)
folgte die Zugabe des zweiten Antikorpers, der gegen Kaninchen-Antikorper gerichtet und mit
einer Peroxidase gekoppelt ist, in einer 1:2000 Verdinnung zu 20 ml Block-Puffer Il (2%
Magermilch, 50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 0,05 % Tween-20, pH 7,5) zusammen mit einer
Inkubation unter Schiitteln von mindestens 30 min bei RT. Die erneute Durchfihrung von 4-6
Wasch-Schritten von je 5-15 min in 20 ml Wasch-Puffer wurde von 2 weiteren Kurz-
Inkubationen in H,O abgeschlossen. Zur Entwicklung des Western-Blots wurde einerseits das
ECL-Kit der Firma Amersham und andererseits das Lumi-Light™° Western Blotting Substrate
der Firma Boehringer verwendet. Direkt anschliessend wurden die Membranen zur

Autoradiographie 3 s-60 min exponiert.

Zunéchst wurden ale Préimmunseren hinsichtlich vorhandener Hintergrund-Kreuzreaktionen
getestet. Dazu wurden 0,5, 1, 5, 10, 20 pg der rekombinanten gereinigten Proteine direkt auf
Nitrozellulose-Membranen aufgetragen sowie 5, 10, 20 und 50 pg Gesamt-Zellextrakt der
Arabidopsis-Zdlkultur in einem 12 % igen SDS-Gel elektrophoretsich aufgtrennt und auf
Nitrozellulose-Membranen transferiert. Anschliessend erfolgte eine Inkubation mit den

einzelnen Préimmunseren in einer 1:1000 Verdinnung.

Weiter wurde jeweils die dritte Blutung der Kaninchen bezuglich ihrer Fahigkeit, AtWRKY 6
Protein zu detektieren, geprift. Das jewells zu den Antiseren korrespondierende heterolog
exprimierte und gereinigte Protein wurde in 0,5, 1, 5, 10, 20 ug direkt auf Nitrozellulose-
Membranen aufgetragen. Darliber hinaus wurden Roh-Extrakte aus 1 ml Zellpellets zu den
Zeitpunkten 0 und 4 h Induktion der entsprechenden rekombinanten Proteine sowie ebenfalls
5, 10, 20 und 50 pg Gesamt-Zellextrakt der Arabidopsis-Zellkultur in 12 % igen SDS-Gelen
elektrophoretisch aufgetrennt und auf Nitrozellulose-Membranen transferiert. Im Falle der
Antiseren gegen AtWRKY 6 Teilproteine wurde auch das vollstdndige heterolog exprimierte
und gereinigte Protein EXWK6 einbezogen. Die jeweiligen Antiseren wurden in einer 1:1000

Verdlnnung eingesetzt.

Die Antiseren gegen ExN und EXWKG6 wurden eingehender in Western-Analysen mit
Kernextrakten charakterisiert. Die Kernextrakte wurden aus unbehandelter und 8 h mit 1 pM
Flagellin 22 (Gémez-Gdmez et al., 1999) behandelter Arabidopsis-Zellkultur gewonnen. Dabei
wurden etwa 1,5 ml gemérsertes tiefgefrorenes Material in 800 pul 20 mM TrissHCI, 5 mM
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MgCl,, 5 mM KCI, 50 mM Saccharose, 70 % Glycerin, 1 mM NaMolybdat, 0,1 % b-
Mercaptoethanol, 1 pg/ml Leupeptin, 200 uM PMSF, pH 7,0 auf Eis resuspendiert, mittels
Zentrifugation durch 72 und 20 uM Nylon-Netze filtriert und anschliessend pelletiert. Nach
Abnehmen des cytosolischen Uberstandes erfolgte eine Resuspendierung in 100 pl 200 mM
HEPES, 5 mM MgCl,, 0,5 M NaCl, 1 mM Na-Molybdat, 0,1 % b-Mercaptoethanol, 1 pg/ml
Leupeptin, 200 uM PMSF, pH 7,8 und eine Inkubation unter leichtem Schiitteln fir 30 min bei
4 °C. Darauf fand eine weitere Zentrifugation mit Abnehmen des Kernprotein-hatigen
Uberstandes statt. Je 10 g der cytosolischen Extrakte sowie der Kernextrakte wurden in 12 %
igen SDS-Gelen elektrophoretische aufgetrennt und auf PVDF-Membranen transferiert. Die

jeweiligen Antiseren wurden in einer 1:1000 Verdinnung getestet.

Anaog dazu wurden Kernextrakte aus seneszenten Bléttern von Wildtyppflanzen, den EN-
und DEL-Mutanten und aus voll entwickelten Bléttern von Wildtyppflanzen und der
35S::WRKY6.9 Linie in einer Western-Analyse mit dem Antiserum ExNI untersucht. Ebenso
wurde as Ausgangsmaterial Wurzelgewebe, das aus sterilen Flissigkulturen gewonnen wurde,
eingesetzt. Daneben wurden auch Extrakte aus Keimlingen von Wildtyppflanzen, den EN- und
DEL-Mutanten, die in Flissigkulturen 8 h mit 1 uM Flagellin 22 behandelt wurden, sowie
unbehandelten Keimlingen von Wildtyppflanzen und der 35S::WRKY6.9 Linie verwendet.

5. IDENTIFIKATION UND ANALYSE VON NULL-MUTANTEN

Fur die Identifikation von AtWRKY Null-Mutanten wurde die AMAZE-Population
(Wismann et al., 1998) des MPI fur Zuchtungsforschung durchsucht. Das ‘screening’ basiert
auf einer Kombination aus PCR-Reaktionen mit anschliessender Hybridisierung und wurde an
7600 Linien in der 5. Generation der Population durchgefihrt. Dazu wurde zundchst die
Spezifitét der benutzten Primer A21/A21I/WK2b/A21V, WK3a/WK3b, A6I/A6II/AGIIT/ABIV
und WK7a/A7II/ATIN/ATIV in PCR-Reaktionen mit den En-1-spezifischen Primern En205
und En8130 zusammen mit sogenannter ‘multi-copy’ DNA, die aus Arabidopsis-Pflanzen mit
multiplen En-1 Insertionen stammt, und nachfolgender Southern-Analyse mit den jeweiligen
AIWRKY Sonden gepruft. Im Anschluss wurden PCR-Resktionen in 10 pl Ansdtzen mit
Primer-Kombinationen aus jeweils einem AtWRKY-spezifischen Primer  A211/WK?2b,
WK3a/WK3b, A6II/AGIT, A711/ATIH und einem der beiden En-1-spezifischen Primern En205
und En8130 mit allen 44 *3-tray-pools sowie einer internen positiven Kontrolle jewells beider
AtWRKY-spezifischer Primer mit genomischer DNA von Wildtyppflanzen durchgefuhrt. Alle
PCR-Amplifikate wurden in einem 1,5 % igen Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt und
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einer Southern-Analyse mit entsprechenden AtWRKY Sonden unterzogen. Zuvor as positiv
identifizierte * 3-tray-pools wurden dann weiter in ‘ 1-tray-pools’, Reihen und Spalten aufgeteilt
und in einer erneuten PCR-Reaktion mit der gleichen Primer-Kombination gefolgt von einer
Hybridiserung eingesetzt. Wurde in alen Dimensionen jeweils ein Signal der identischen
Grof3e identifiziert, konnte dies einer Pflanze der AMAZE-Population zugeordnet werden.
Nachfolgende genomische Southern-Analysen, PCR-Anaysen mit jeweils zwel AtWRKY-
spezifischen Primern bzw. in Kombination mit den En-1-spezifischen Primern und
Sequenzierungen der PCR-Fragmente dienten einer genauen Charakteriserung der En-1

Insertion.

5.1 Analyse molekularer Phéanotypen

Fur die Charakterisierung eines molekularen Phanotyps wurden Expressions-Analysen
in seneszenten Bléttern durchgefiihrt. Zur genaueren Einengung wurden drei Blatt-
Entwicklungsstadien definiert. Dies wurde unter anderem anhand von Chlorophyll-Gehalten
vorgenommen. Die Bestimmung der Chlorophyll-Gehalte fand ausgehend von Blattmaterial,
dasin fllssigen Stickstoff gefroren und zerkleinert wurde, statt. Nach Zugabe von 96 % EtOH
mit etwas MgCQO;, Inkubation von 5 min be 100 °C, Zentrifugation, Abnehmen des
Uberstandes und Lagerung auf Eis im Dunkeln wurde die Extinktion bei 470 nm, 648,6 nm,
664,2 nm und 720 nm gemessen. Dabel handelt es sich bel der Extinktion bei 720 nm um den
sogenannten Tribungswert, der nachtréglich von alen Werten abgezogen wurde. Die
Chrorophyll-Gehalte wurden Uber die Einzel-Werte C, + C, = 5,24 X Esps2 + 22,24 X Epgs
berechnet, auf das eingesetzte Blattgewicht bezogen und in % ausgedriickt.

5.2 RFDD

Zur Charakteriserung der molekularen Unterschiede zwischen Wildytppflanzen und
den AtWRKY6 Null-Mutanten erfolgte ein ‘differential display’. Dazu wurde eine mit einer
RFLP-Analyse kombinierten Methode angewendet (Bachem et al., 1996). Fir die
Durchfiihrung des RFDD wurde das DisplayPROFILE-Kit der Firma DisplaySystems Biotech
(Kopenhagen, DK) genutzt. In der Regel wurde dabei den Angaben des Herstellers gefolgt.
Als Ausgangsmaterial wurden 1-2 pg Gesamt-RNA aus seneszenten Bléttern von
Wildtyppflanzen und den EN-und DEL-Mutanten eingesetzt. Fir eine Erhdhung der RNA-
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Qualitét wurde zundchst ein DNase | Verdau in 100 pl Gesamt-Volumen fir 20 min bei 37 °C

mit anschliessender Phenol/Chloroform-Reinigung und Fallung durchgefihrt.

Nach der Erst-Strang cDNA-Synthese mittels eines Oligo-dT Primers und Reverser
Transkritase wurde die Zweit-Strang cDNA-Synthese Uber DNA-Polymerase | erreicht. In
diesem Schritt wurde ein RNase H Verdau eingeschlossen, dessen eingesetzte Menge entgegen
des Hersteller-Protokols auf 2 U erhéht wurde. Die so erhaltene cDNA wurde insgesamt
zweima Phenol/Chloroform und einma Chloroform gereinigt und Gber Nacht bei —20 °C
gefdlt. Die Halfte der resuspendierten cDNA wurde dann in einem 0,8 % igen Agarosegel
hinsichtlich ihrer Qualtitédt geprift. Nur wenn ein deutlicher Schmier zwischen 100-2000 bp
vorhanden war, wurde die cDNA einem Restriktionsverdau mit Taql ausgesetzt. Mittels T4-
DNA-Ligase erfolgte dann der Schritt zur Ligation zweier unterschiedlicher Adaptoren. Das so
erhaltene ‘template’ wurde dann zunéachst in PCR-Resktionen mit Kontroll-Primern getestet.
Dabei wurde die Anzahl der Zyklen auf 40 erhoht. Die gesamte PCR-Reaktion wurde in einem
1,5 % igen Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Im Falle eines Schmiers zwischen 50-
1000 bp wurde das ‘template’ in PCR-Reaktionen mit 64 verschiedenen Primer-Kombinationen
eingesetzt. Dabei wurde die totale Anzahl der Zyklen auf 45 erhoht.

Fur die PCR-Resktionen wurde ein mit dem blau-Fluoreszenz-markierter FAM-Primer
verwendet, der an den mit einem Einzel-Strang-Uberhang versehenen Adaptor bindet. Dieser
wurde mit 64 verschiedenen Gegenprimern kombiniert, die an dem anderen Adaptor binden
und alle einen unterschiedlichen Uberhang von drei Basen in den Bereich der cDNA aufweisen.
In solchen PCR-Reaktionen wurden Sub-Populationen aller Transkripte amplifiziert. Durch 64
verschiedener Amplifikationen wurde theoretisch eine Amplifikation jedes Transkripts und
damit eine statistische Abdeckung der Transkript-Population einer eukaryontischen Zelle
erreicht. Die gesamte Prozedur wurde fur jeden Ansatz doppelt ausgefihrt.

Die Analyse der PCR-Produkte wurde unter Verwendung des Kapillar-Sequenzier-Automaten
ABI 310 der Firma Perkin ElImer Applied Biosystems durchgefiihrt. Je 1 pl der PCR-Reaktion
wurde unter Zugabe von 0,5 pl eines gelb-Fluoreszenz-markierten Langenstandards GS-Tamra
500 sowie von 0,5 pl eines rot-Fluoreszenz-markierten Langenstandards GS-Rox 1000 der
Firma Perkin EImer Applied Biosystems mit 11 pl Formamid versetzt und fur 2 min bel 90 °C
denaturiert. Fur die elektrophoretische Auftrennung wurden grin-markierte 30 cm lange
Kapillaren zusammen mit dem Trennmaterial POP4 und dem korrespondierenden EDTA-
haltigen Puffer der Firma Perkin Elmer Applied Biosystems verwendet. Pro Kapillare wurden
in der Regel 150-200 Analyse-L&ufe durchgefiihrt. Der Probenauftrag erfolgte fir 5 s bel 15
kV. Die Trennung fand Uber 30 min bei 15 kV statt. Fur die Analyse der Rohdaten und damit

fur die Identfizierung differentiell exprimierter Peaks wurde das GeneScan Programm der
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Firma Perkin Elmer Applied Biosystems zusammen mit einer aus den entsprechenden

Langenstandards ermittelten Matrix an dem ABI 310 angewendet.

Zur Klonierung zuvor identifizierter Peaks wurde ein PCR-basierendes Verfahren Uber eine
Vereinzelung des Peaks entwickelt. Dazu wurde der in der jeweiligen PCR-Reaktion benutzte
Gegenprimer um je eine Base in alen Kombiantionen A, C, G, T an 3'-Position verlangert.
Eine solche Verlangerung vergrosserte den Uberhang in die cDNA und bewirkte in erneut
durchgefuhrten PCR-Reaktionen mit dem Ursprungs-‘template’ eine Spezifizierung. Dies
aleine oder aber eine weitere PCR-Reaktion mit einer zweiten Verlangerung um eine Base in
allen vier Kombinationen bewirkte eine ausreichende Vereinzelung der Peaks. Nach einer
Wiederholung der zur Vereinzelung fihrenden PCR-Reaktion mit einem nicht-Fluoreszenz-
markierten Primer wurden die PCR-Produkte in einem 15 % igen Agarosegel
elektrophoretisch aufgetrennt und die entsprechenden Banden isoliert. Diese Produkte wurden
mit Hilfe des TOPO TA Cloning Kits der Firma Invitrogen kloniert. Die Sequenzanalyse

erfolgte anhand von je 10 einzelnen Kolonien.

Neben Gesamt-RNA aus seneszenten Bléttern als Ausgangsmaterial wurde auch mRNA aus
Wurzelgewebe, das aus Flissigkulturen von Wildtyppflanzen und den EN- und DEL-Mutanten
entstammt, fir das RFDD eingesetzt. Zunachst wurde total RNA aus den Wurzeln isoliert.
Unter Verwendung des mRNA Kits Oligo[dT] s der Firma BIO 101 (Vista, USA) bzw. des
Quick Prep Micro mRNA Purification Kits der Firma Pharmacia erfolgte dann eine Praparation
von poly-A mRNA ausgehend von jeweils 100 pg total RNA. Pro ‘template’ Praparation
wurden 200 bzw. 500 ng mRNA verwendet. Dabel und in der nachfolgenden Analyse wurde

wie oben beschrieben verfahren.

6. HERSTELLUNG UND ANALYSE TRANSGENER PFLANZEN

Verschiedene Konstrukte, die in Arabidopsis-Pflanzen eingebracht wurden, sind in den
bindren Vektor pGPTV kloniert worden. Dieser wurde dann in A. tumefaciens transformiert.
Dazu wurde die Methode der Elektro-Transformation angewendet, bei der 50 ul Elektro-
kompetente Zellen mit etwa 1 pg Plasmid-DNA in einer vorgekihlten Kivette versetzt und
dann einem Stromfluss von 2,5 kV, 25 uF, 400 W ausgesetzt wurden. Nach direkter Zugabe
von 1 ml YEB-Medium erfolgte ein Vor-Wachstum der Zellen fir 2 h bel 28 °C. Die Zellen
wurden schlieRlich auf YEB*™ R *™_pigtten ausplattiert und fir etwa 2 Tage bei 28 °C
inkubiert. Einzelkolonien wurden dann beziglich ihrer Transformation in PCR-Reaktionen mit

entsprechenden Gen- und V ektor-spezifischen Primern getestet.
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Zur Herstellung Elektro-kompetenter Zellen wurden 100 ml YEB-Medium mit 5 ml ener
stationdren Ubernachtkultur des Stamms A. tumefaciens GV 3101 (pMP90) (Koncz & Schell,
1986) inokuliert und zu einer ODsso von 0,5 unter Schiitteln bei 28 °C inkubiert. Die Zellen
wurden pelletiert und in 50 ml 1 mM HEPES, pH 7,5 resuspendiert. Nach einer weiteren
Pelletierung der Zellen wurde eine Resuspendierung in 50 ml 1 mM HEPES, 10 % Glycerin,
pH 7,5 durchgefihrt. Einer erneuten Pelletierung folgt eine Aufnahme der Zellen in 800 pl 1
mM HEPES, 10 % Glycerin, pH 7,5, eine Aliquotierung in je 50 pl, Schock-frieren in fliissigen
Stickstoff und eine Lagerung bei —80 °C.

Die stabile Transformation wurde entweder durch 20 min Vakuuminfiltrationen (Bechtholt et
al., 1993) oder durch kurzes ‘dippen’ (Clough & Brent, 1998) der Blitenstdnde von
Arabidopsis-Pflanzen in Agrobakterien-Suspensionen erreicht. Die dafir benutzten Pflanzen
wurden zunéchst 4-5 Wochen unter KT-Bedingungen in Phytokammern und anschliessend
unter LT-Bedingungen im Gewéchshaus angezogen. Nach Entfernen der priméren
Infloreszenzen wurden die dann nach etwa 14 Tagen vermehrt gebildeten sekundéren
Infloreszenzen in jungen bis mittleren Entwicklungsstadien fur die Transformationen
eingesetzt.

Zur Agrobakterien-vermittelten Transformationen wurden 500 ml Y EB*® R C"_Medium mit
einer Agrobakterien-Kolonie beimpft und fir 2 Tage bel 28 °C unter Schitteln inkubiert. Fr
Vakuuminfiltrationen wurden die Zellen pelletiert und in 300 ml 1 x MS-Medium, 5 %
Saccharose, 10 pg/l Benzylaminopurin, pH 5,8 resuspendiert. Die Pflanzen wurden dann Uber
Kopf mit ihren Blitenstanden in die Agrobakterien-Suspension getaucht und durch Anlegen
eines 20 min Vakuums in einem Exikkator infiltriert. Fir das ‘dippen’ wurden die Zellen
ebenfalls pelletiert, dann aber in 5 % Saccharose mit einer ODggo VOn 0,8 resusupendiert. Die
Blltensténde wurden sofort nach Zugabe von 500 pl/l Silwet L-77 der Firma OS Specialities
(Danbury, USA) zu der Agrobakterien-Suspension etwa 5 s darin eingetaucht. Die

transformierten Pflanzen wurden nachfolgend bis zur Samenreife im Gewéchshaus kultiviert.

Zur Selektion transgener Pflanzen wurden die Samen der infiltrierten Pflanzen durch
Behandlung von je 2 min zundchst mit 70 % EtOH und dann 100 % EtOH Oberflachen-
sterilisiert und anschlief3end auf Selektionsplatten mit 0,5 MS-Medium, 1 x Vitamin-Mix 1 %
Saccharose, 0,5 % Agar, 50 mg/l Kanamycin, 250 mg/I Claforan, pH 5,7 ausgebracht. Die
Keimung der Samen erfolgte in der Regel unter LT-Bedingungen in einer Phytokammer. Nach
10-14 Tagen konnten Antibiotika-resistente und damit transgene Arabidopsis-Pflanzen anhand
ihrer Entwicklung von Primarbl&ttern, normalem Wurzelwachstum und normaler griiner Farbe
identifiziert werden. Diese Pflanzen wurden dann in Erde gesetzt und im Gewéachshaus bis zur
Samenreife gebracht.
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6.1 Promotor-Reporter-Analysen

Der Promotorbereich von AtWRKY6 wurde mittels PCR aus genomischer DNA
amplifiziert. Dazu wurden der Primer WK6p1 und den Uber das Startkodon reichende Primer
WK6p verwendet. Fur die Herstellung der verschiedenen Promotor-Deletions-Konstrukte
wurden jewells die Primer WK6p2, -p3, -p4 und -p5 in Kombination mit dem Primer WK6p
genutzt. Der Primer WK6p weist an seinem 5-Ende eine Verlangerung, die eéine BamHI-
Schnittstelle enthdlt, auf. Die Ubrigen Primer enthalten in ihrer jeweiligen 5’ -Verlangerung eine
Hindll1-Schnittstelle. Die PCR-Reaktionen wurden dann entweder mit Tfu- oder mit Pfu-
Polymerase durchgefiihrt. Nach einem Restriktionsverdau der PCR-Produkte mit BamHI und
Hindlll wurden sie in den ebenso gespaltenen Vektor pUC-GUS ligiert und so trandational zu
GUS fusioniert, worauf die Transformation in den E. coli-Stamm DH5a folgte. Durch einen
Restriktionsverdau der so erhaltenen Klone mit Hindlll und Sacl wurden dann die jeweiligen
Promotor-Fragmente inklusive GUS in den ebenso gespaltenen Vektor pGPTV kloniert und in
DH5a transformiert. Zur Uberpriffung der Klonierung wurden die Konstrukte sequenziert.
Nach einer Transformation der Konstrukte in Agrobakterien erfolgte die Herstellung und
Identifizierung transgener Pflanzen. Darlber hinaus wurden Negativ- und Positiv-Kontroll-
Pflanzen regeneriert. Als Negativ-Kontrolle wurden Pflanzen mit dem Vektor pGPTV, der nur
die TATA-Box des CaMV 35S-Promotors vor dem GUS-L eserahmen trégt, transformiert. Fr
das Konstrukt der Postiv-Kontrolle wurde der CaMV 35S-Promotor durch einen
Restriktionsverdau mit Clal und Xhol aus dem Vektor pBT8 isoliert und in den ebenso
gespaltenen Vektor pGPTV vor den GUS-Leserahmen kloniert, was dann zur Transformation

von Arabidopsis-Pflanzen verwendet wurde.

Die transgenen Linien wurden dann hinsichtlich einer durch AtWRKY6 Promotor-vermittelte
GUS-Expression untersucht. Dazu wurden verschiedene Entwicklungsstadien und Organe,
aber auch Behandlungen mit Hormonen und Infiltrationen Pathogenen verwendet. Fur die
Hormonbehandlungen wurden 2 Wochen ate unter sterilen Bedingungen im LT gezogene
Keimlinge 24 hin 0,5 x MS-Medium mit 0,1 mM L&sungen von Ethephon, MeJA oder NaSA
inkubiert. FUr die Hand-Inokulationen mit Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 ohne
und mit ar RPM1 wurden voll entwickelte Blétter im KT gezogener Pflanzen verwendet.
Diese wurden dann jeweils mit 10° cfu/ml Bakterien-Suspension bzw. MgCl, ads Kontrolle
infiltriert. Zur Herstellung der entsprechenden Bakterien-Suspensionen wurden 50 ml King's-
BR" K Medium (20 % Glycerol, 40 % Proteose, 0,1 % K,HPO,, 0,1 % MgSO,) mit P.
syringae DC3000 avr RPM1 bzw. 50 ml King's-B®'-Medium mit P. syringae DC3000 beimpft
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und 1-2 Tage bei 30 °C unter Schiitteln inkubiert. Nach Pelletieren der Zellen wurden sie
einma in 10 mM MgCl, gewaschen und anschliessend in 10 mM MgCl, in einer ODgy VOn 0,2

resupendiert. In der Regel folgte dann das ernten der Blétter 6 h nach der Infiltration.

Zur GUS-Farbung wurden die Pflanzenteile durch ein Vakuum von 20 min in einem Exikkator
mit 100 mM NaPO,, 2 mM KszFe(CN)s, 0,1 % Triton-X-100, 0,5 mg/ml X-Gluc, pH 7
infiltriert. Im Anschluss fand in der Regel eine Inkubation bei 37 °C Uber Nacht statt, die von
einer intensiven Entfarbung des Gewebes durch 70 % EtOH gefolgt wurde. Eine genaue
Anayse der diversen GUS-Expressionen wurde sowohl am Axiophot Mikroskop als auch am

Binokluar (jeweilsim Durchlicht) der Firma Zeiss durchgefihrt.

6.2 Ektopische Uberexpression

Der kodierende Bereich von AtWRKY6 inklusive flankierender nicht-trandatierter
Bereiche wurden mittels RT-PCR amplifiziert. Dazu wurden das Titan One Tube RT-PCR
System der Firma Boehringer zusammen mit den Primern WK6-Sac und WK6-Xho und als
Ausgangsmaterial 0,5 ug Gesamt-RNA aus seneszenten Bléttern verwendet. Beide Primer
enthalten eine Sacl bzw. eine Xhol Schnittstelle as 5-Verlangerung. Nach enem
Restriktionsverdau der RT-PCR-Produkte mit Sacl und Xhol wurden sie in den ebenso
gespaltenen Vektor pBT8 ligiert und so hinter den CaMV 35S-Promotor kloniert. Die
Transformation fand in den E. coli-Stamm DH5a statt. Durch einen Restriktionsverdau des
erhatenen Klons mit Clal und Sacl wurde dann das AtWRKY6 cDNA-Fragment zusammen mit
dem 35S-Promotor isoliert und in den ebenso gespaltenen Vektor pGPTV ligiert. Die
Transformation erfolgte zunichst in DH5a. Zur Uberpriffung der Klonierung wurde das
Konstrukt sequenziert. Nach einer Transformation in Agrobakterien wurden diese dann fur die
Herstellung transgener Arabidopsis-Pflanzen sowohl im Wildtyp- as auch im EN- und DEL
Null-Mutanten-Hintergrung verwendet. Darlber hinaus wurden auch transgene Arabidopsis-
Pflanzen hergestellt, die eine durch Dexamethason induzierte Expression von AtWRKY6 zu
lassen. Dazu wurde eine PCR-Reaktion mit AtWRKY6 cDNA und den Primern WK 6-Spe und
WK6-Xho durchgefuhrt. Beide enthaten eine Spel bzw. eine Xhol Schnittstelle as 5'-
Verlangerung. Das mit Spel und Xhol verdaute PCR-Produkt wurde in den entsprechend
behandelten VVektor pTA7002 ligiert, zunéchst in DH5a, dann in Agrobakterien transformiert
und schliesdich in Arabidopsis-Pflanzen eingebracht. Die Selektion der transgenen Pflanzen

erfolgte hier Uber eine Hygromycin-Resistenz.
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Die phanotypische Charakterisierung der AtWRKY6 Uberexpressiondinien schliesst auch
Behandlungen mit Pathogenen ein. Fir Hand-Inokulationen mit P. syringae pv. tomato
DC3000 ohne und mit awr RPM1 wurden einerseits Konzentrationen von 10° cfu/ml und
andererseits 10" bzw. 10° cfu/ml eingesetzt (Whalen et al., 1991). Neben voll entwickelten
Bléttern von Wildtyppflanzen wurden die von den chrakterisierten Linien 35S::WRKY6.3, 5
und 9 mit den verschiedenen Bakterien-Suspensionen und MgCl, infiltriert und hinsichtlich
Krankheits- bzw. Resistenz-Merkmalen 2-6 Tage beobachtet. Fir Inokulationen von 2 Wochen
aten Keimlingen von Wildtyppflanzen und der Linie 35S:WRKY6.9 mit P. parasitica pv.
Emoy wurden 50 Konidien/ul eingesetzt und entsprechend 6-8 Tage beobachtet.



Ergebnisse 38

IV ERGEBNISSE

Mittels molekularbiologischer und genetischer Methoden wird hier der Frage nach
maoglichen ‘WRKY -Funktionen’ in Arabidopsis thaliana nachgegangen. Dabel steht das
Interesse an WRKY 6 und seiner Aufgabe fir den pflanzlichen Lebendauf im Mittelpunkt. In
der Zukunft wird eine gross angelegte Charakterisierung der WRKY -Multigenfamilie ein
weites Feld eréffnen und neue Einblicke in die Regulation diverser biologischer Prozesse einer

Pflanze gewahren.

1. ATWRKY-FAKTOREN

In Arabidopsis thaliana sind bisher (Anfang 2000) 66 - statt der anfangs 18 -
verschiedene Vertreter der WRKY-Multigenfamilie von Transkriptionsfaktoren bekannt.
Davon lagen als Startmaterial sowohl EST- as auch genomische Klone von AtWRKYZ2,
AIWRKY3, AIWRKY4, AtWRKY6, AtWRKY7 und AtWRKY1l vor (I.E. Somssich & P.
Kochner, perd. Mitteilung). Die Sequenzierung des genomischen Klons, der mit dem EST-
Klon AtWRKY4 gefunden wurde, ergab keine Ubereinstimmung zwischen den beiden Klonen.
Da es sich aber bel dem gefundenen Klon eindeutig um einen Vertreter der WRKY -Familie
handelte, wurde ihm die Bezeichnung AtWRKY20 zugeteilt. Spater konnte die genomische
Sequenz auch fur AtWRKY4 durch identische Sequenzen von einem BAC-Klon aus dem
Arabidopsis Genom-Sequenzierungsprojekt zu dem EST-Klon fur AtWRKY4  bestimmt
werden. Ebenso war auch fir AtWRKY3 und 6 die Isolierung eines genomischen Klons nicht
erfolgreich. Allerdings lag fir AtWRKY6 schon zu Beginn der Arbeit in den Datenbanken des
Arabidopsis-Genom-Sequenzierungsprojektes die Sequenz eines BAC-Klons, der identische
Sequenzen zu dem entsprechenden EST-Klon fir AtWRKY6 aufwies, vor. Spéter fanden sich
dann in den Datenbanken auch BAC-Klone mit genomischen Sequenzen fur AtWRKY3. Die
unvollsténdige genomische Sequenz fir AtWRKY11 konnte ebenfalls im Laufe der Arbeit durch
Sequenzen aus enem entsprecheneden BAC-Klon des Arabidopsis Genom-
Sequenzierungsprojektes  komplettiert  werden. Anhand dieser gesammelten
Sequenzinformationen lassen sich fur jedes der sieben AtWRKY Gene die jeweilige Gengrosse

und Genstruktur sowie die kodierende Region ableiten (Tab.2).
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Tab.2: : Zusammenfassung der Klone fur AtWRKY2, 3, 4, 6, 7, 11 und 20. Die Bezeichnungen der EST- und
BAC-Klone entsprechen den ‘GenBank accession numbers (Eulgem et al., 2000). EST Klone, die fir
Hybridisierungen eingesetzt wurden, sind fett unterlegt. Der Bereich der jeweiligen kodierenden Regionen
wurde zumeist auf der Grundlage der genomischen Sequenz mit zusétzlicher Einbeziehung der Sequenzen der
entsprechenden EST-Klone sowie der 5'-RACE-Klone von AWRKYS, 7 und 20 ermittelt. Als Gen soll hier der
Sequenz-Bereich zwischen Start- und Stoppkodon unter Einbezug der 5'-RACE-Daten fir einige AWRKY-

Gene verstanden werden.

AtWRKY  Genomische BAC-Klone Gen [kb] EST-Klone Protein
Klone [AS]
2 W2 (6kb) MXK23 1,88 T44598 AA395490 536
N37131
3 - T4M8.23 2,21 T45479 Al1099874 513
T29F22-Ende Al1993164
F1G15-Ende

T16K23-Ende

4 - F7A19.5 2,43 T22085 WA43265 487
AA585810

6 - F19K23.22 2,27 u75592 AAB50675 553
H77127 AA394951

AAB50826 A1992388

7 W7H F23B24 152  N37775 T20578 353
(4,2kb) T22A6.70 R30038 A1992658
WT7E (2,6kb)
11 W11Eg F3L17.120 1,39  R64846 T88086 352
(2,5kb) R30283 A1998936
WI1Ek T22071 T42669
(2kb) 729806 729805
20 W4’ (5kb) T15N24.90 341 - 557

Dartiberhinaus wurden die Transkriptionsstartstellen fur AIWRKY6 und 7 mittels 5-RACE
bestimmt. Der Antell 5 -nicht-trandatierter mRNA bertragt bei AtWRKY6 und bel AtWRKY7
jeweils 127 bp (Daten nicht gezeigt). Ein entsprechendes Experiment fir AtWRKY20 konnte

fur die Ermittlung der kodierenden Sequenz genutzt werden (Daten nicht gezeigt).

Mit diesen insgesamt sieben verschiedenen Klonen von WRKY-Faktoren wurden dann
vorlaufige Analysen durchgefihrt, um enen geeigneten Kandidaten fir detailliertere

Charakteriserungen zu identifizieren. Unter ihnen befinden sich Mitglieder der Gruppe I-
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(AtCWRKY2, 3, 4, 20) sowie der Gruppe II-WRKY -Faktoren (AtWRKY6, 7, 11). Zu den
Gruppe 11-WRKY -Faktoren z&hlen mit AtWRKY6 ein Vertreter der Subgruppe b, die sich
unter anderem durch ein Leucinzipper-Motiv abgrenzen, und mit AtWRKY7 und 11 Vertreter
der Subgruppe lld, die das fir sie charakteristische HARF-Motiv besitzen (Eulgem et al.,
2000). Mit AtWRKY6 gehort zu dieser kleinen Gruppe von WRKY-Genen auch ein Vertreter,
bei dem in der Genstruktur die hoch konservierte Position des Introns in der kodierenden
Region der funktionellen WRKY-Doméane etwas abweicht (Eulgem et al., 2000). Die
strukturellen Merkmale zusammen mit charakteristischen Doméanen in der kodierenden
Sequenz der sieben WRKY -Faktoren sind in einer Ubersicht zusammengefasst (Abb.3).

Gruppe I
AIWRKY! | - - |

AIWRKY? | | H 1N ]
awrkys [ —— W H HE]

anvrkvs ] ]

AWRKY20[_} ( — W H H-—
Gruppe IIb

awrkvs [ —HIH  HEHL |
Gruppe I1d

AWRKY7 | Hi—M]

anvrkyii T +—HE

Abb.3 : Schematische Darstellung von AWRKY2, 3, 4, 6, 7, 11 und 20. Sie verteilen sich auf die Gruppen |
und 11 mit Subgruppierungen in I1b und I1d. Die Intronpositionen mit relativen Grossen sind durch Linien, die
Exons entsprechend durch Boxen gekennzeichnet. Charakteristische Doménen und Regionen in der
kodierenden Sequenz sind wie folgt ausgewiesen: WRKY-Doméne (schwarz), HARF-Doméne (grau) und

Leucinzipper (orange).

1.1 Einzel-K opie-Gene

Da es nun bel genetischen Anaysen von Nutzen ist, mit Einzel-Kopie-Genen zu
arbeiten, wurden genomische Southern-Analysen durchgefihrt. Bei allen getesteten WRKY-
Genen konnten Uberwiegend Einzel-Banden detektiert werden (Abb.4). Zusétzlich auftretende
Banden konnten in allen Féllen durch interne Restriktionsschnittstellen in der jeweiligen
genomischen Sequenz erklart werden. Sehr schwach aufleuchtende Banden kénnen entweder
durch einen teilweise unvollstandigen Restriktionsverdau der genomischen DNA oder durch

evtl. Kreuzhybridisierungen mit anderen WRKY-Genen entstanden sein. Mdgliche Féle von
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Kreuzhybridiserungen sind bel Genfamilien nicht auszuschliessen. Allerdings sollten
Kreuzhybridisierungen unter den gewahlten experimentellen Bedingungen minimiert sein und
aufgrund nur sehr geringer Sequenzhomologien der WRKY-Gene untereinander, mit Ausnahme
der WRKY -Domane, eher selten auftreten. Folglich liegen WRKY2, 3, 4, 6, 7, 11 und 20 im
Genom von Arabidopsis thaliana a's Einzel-Kopie-Gene vor. Damit eignen sich zunéchst ale

sieben Faktoren als mogliche Kandidaten fir eine Suche nach Null-Mutanten.

—8.1 kb

3,5kb

1,6 kb

WRKY?2

Abb.4: Genomische Southern-Analysen. Es wurde jeweils 1 ng genomische DNA aus Arabidopsis thaliana
Col-0 pro Spur geladen. In der jeweils ersten Spur ist ein Restriktionsverdau mit ECORV, in der mittleren mit
BamHI und in der letzten mit Hindlll aufgetragen. Als Sonden wurden die entsprechenden EST-Klone und fir
WRKY20 ein PCR-Produkt verwendet. Das Vorhandensein von mehr als einem deutlichen Signal pro Spur
kann in allen Fallen durch interne Schnittstellen der entsprechenden Restriktionsenzyme innerhalb der Gene

erklart werden.

1.2 Verteilung im Genom

Genfamilien kénnen im Genom auf ale Chromosomen verteilt oder in sogenannten
‘clustern’ vorkommen (Takatsuji, 1998). Welche Form bel der AtWRKY -Multigenfamilie
vorliegt, wurde mit Hilfe von Kartierungs-Experimenten mit einigen WRKY-Genen zusammen
mit Informationen aus dem Arabidopsis-Genom-Sequenzierungsprojekt untersucht. In den
Kartierungs-Experimenten wurden die chromosomalen Lokalisationen von WRKY2, 3, 4, 7, 11
und 20 Uber Hybridisierungen zu einer CIC YAC-Bibliothek (Abb.5), die das gesamte Genom
von Arabidopsis thaliana representieren soll, festgestellt (Creusot et al., 1995). Fur WRKY6
lag eine genaue Lokalisation auf Chromsom | Uber Informationen zu dem BAC-Klon F19K 23

aus den Datenbanken des Arabidopsis Genom-Sequenzierungsprojektes schon vor.
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Abb.5: Beispiel einer Hybridisierung zu YAC-Filtern. Die deutlich Uber dem Hintergrund aufleuchteneden

Signale kdnnen anhand eines genauen Rasters definierten Y AC-Klonen zugeordnet werden. Das Raster besteht

aus kleinen Quadraten mit je vier Spots, die Quadrate sind dann in Reihen und Spalten angeordnet. Nach der

Identifizierung der YAC-Klone erfolgte Uber eine dazu gehdrende Datei der YAC-Bibliothek die Zuordnung

entsprechender chromosomaler Marker, die eine genau kartierte Position im Genom darstellen (Creusot et al.,

1995). Fur die Hybridisierungen wurden die gleichen Sonden wie bei den genomischen Southern-Analysen

verwendet.

Die aus den Hybridisierungen identifizierten YAC-Klone fir die korrespondierenden WRKY-

Gene wurden anschlief3end mittels PCR Uberprift (Daten nicht gezeigt). Die Lokalisation

dieser YAC-Klone konnte Uber eine Datei, in der die chromosomalen Positionen aufgelistet
sind, ermittelt werden (Tab.3).
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Tab.3: Chromosomale Lokalisationen von AIWRKY2, 3, 4, 7, 11 und 20. Die Position von AtWRKY®6 ist den
Datenbanken entnommen (http://www.arabidpsis.org/cgi-bin/maps/SEQmap).

AtWRKY YAC-Klone Chromosom L okalisation/Marker
2 CIceC7 \Y% m233
CIC5C7 (n.a)
3 CIC9oD8 I m246
4 CIC3G6 I vel29, m219
6 [ mi304
7 CIC1G9 v ve030, abil, mi422
CIC1E5
CICOA7
CIC9C5
11 CIC11C6 v Vell9, g8300
20 CIC12B3 v abil, m600

(n.a. = nicht geankert)

Die aus den Kartierungs-Experimenten abgeleiteten chromosomalen Lokalisationen der
WRKY-Gene lieffen sich dann im Verlauf dieser Arbeit durch neue Informationen aus dem
Arabidopsis-Genom-Sequenzierungsprojekt  bestdtigen. Alle Daten zusammengenommen
ergeben dann insgesamt das Bild einer Genfamilie, die im Genom Uber ale Chromosomen
verteilt ist (Abb.6). Es snd zwar ein paar ‘hot-spot’-Regionen zu erkennen, aber die
AtWRKY -Multigenfamilie bildet keine grossen ‘cluster’ im Genom. Die geringe Anzahl der auf
Chromsom |1l lokalisierten WRKY-Faktoren ist durch bisher nicht zugangliche

Sequenzinformationen in den Datenbanken bedingt.

Die Kenntnis der chromosomalen Lokalisation der sieben WRKY -Faktoren zusammen mit
Informationen Uber die chromosomale Saturierung von Transposon-Insertionen der fur das
Suchen nach WRKY-Null-Mutanten zur Verfligung stehenden Arabidiopsis Insertions
Population stellte einen weiteren Faktor zur Auswahl eines Kandidaten fur eine funktionelle
Charakterisierung eines WRKY -Faktors dar.
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Abb.6: Ubersicht zur Verteilung von WRKY-Genen im Genom von Arabidopsis thaliana. Die Ergebnisse der
Kartierungs-Experimente  und  Informationen  aus  Datenbanken  (http://www.arabidpsis.org/cgi-

bin/maps/SEQmap) sind hier schematisch zusammengefasst.

1.3 Expressionsmuster

Neben eher ‘praktischen’ Voraussetzungen wie das Vorliegen von Einzel-K opie-Genen
(Abb.3) zusammen mit deren chromosomalen Lokalisationen (Abb.6) ist es fir das Suchen von
WRKY-Null-Mutanten in einer geeigneten Insertionspopulation ebenfalls  wichtig,
Informationen Uber das Expressonsverhaten der WRKY-Gene zu erhalten. Das
Expressionsmuster eines WRKY-Gens kann es a's besonders interessanten Kandidaten fiir eine
nachfolgende funktionelle Analyse erscheinen lassen. Auch im Hinblick auf anschlief3ende
phénotypische Charakterisierungen von isolierten Null-Mutanten ist das Expressionsmuster des

entsprechenden Gens von Bedeutung.

Zunéchst wurde das Expressionsmuster der sieben WRKY-Gene in verschiedenen Organen und
Geweben, auch in unterschiedlichen Entwicklungsstadien, von Arabidopsis thaliana
untersucht. Dabei wurden die Transkriptgrof3en der korrespondierenden Gene ermittelt, die mit

der Lange der kodierenden Regionen tbereinstimmen (Abb.7).

Die getesteten WRKY-Gene waren grundsdizlich in nahezu dlen Geweben, aber in
unterschiedlicher Starke exprimiert. Einerseits wies jedes WRKY-Gen ein individuelles
Expressionsmuster auf, andererseits waren aber auch einige Gemeinsamkeiten zu erkennen
(Abb.7). So zeigte sich, dass bel allen das Signal mit der geringsten Stérke in Schoten
vorkommt. Weiterhin waren alle in seneszenten Bléttern und Bliten exprimiert. Wahrend dies
aber bei dem aul¥erst gering exprimierten WRKY2 die einzigen erkennbaren Signale sind,
zéhlten sie bel WRKY6 zu den starksten Signalen Uberhaupt. In Wurzeln wurde bei WRKY6 wie
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auch bel WRKY4, 7 und 11 ebenfalls ein sehr starkes Signal deutlich. Herausragend waren aber
voralem die hohen Transkriptmengen, die in seneszenten Blattern detektiert wurden. Das

Expressionsmuster von WRKY6 erschien daher von besonderem I nteresse.

‘
. \’&
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< z\'&‘b {‘b&‘
& & é‘& &
Q
&“’e\ Qgﬁ \q‘& e?(vz N & e'&Q
R A R
¥
WRKY?2 e 2.6 kb
s o B

WRKY3 — 2.3 kb
WRKY4 —2.4 kb
WRKY6 — 1.8 kb
WRKY7 — 1,5 kb

WRKYI11

Abb.7: Expression von WRKY-Genen in verschiedenen Pflanzenteilen von Arabidopsis thaliana Col-0. Pro
Spur waren je 10 ng Gesamt-RNA, die aus den angegebenen Geweben isoliert wurden, geladen. Bei den
Hybridisierungen wurden die korrespondierenden EST-Klone als Sonden eingesetzt. Als Ladungskontrolle
diente die Ethidiumbromid-Férbung des Gels.

Das Expressionsniveau von WRKY20 war so gering, dass es mittels Northern-Blots nicht zu
analysieren war. Diese Tatsache wurde noch darin bestérkt, dass bis Ende der Arbeit kein

entsprechender EST-Klon in den Datenbanken vorhanden war. Aber in semi-quantitativen RT-
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PCR-Experimenten war ersichtlich, dass WRKY20 seneszenten Bléttern und in Sprossen
deutlich erkennbar sowie in Wurzeln, Bliten und Schoten stérker exprimiert war (Daten nicht
gezeigt).

Zusétzlich zu dieser Gewebe-bezogenen Expressionsanayse wurde das Expressionsverhalten
der sieben WRKY-Gene nach Behandlungen mit verschiedenen Stimulantien untersucht. Dazu
wurden Pflanzenhormone wie Auxin, Cytokinin, Gibberellin, Salicylsdure, Jasmonsaure,
Ethylen, Brassinosteroid und auch Salze wie NaCl und CuSO, in Versuchssystemen mit
abgeschnittenen Blétern und Kemlingen verwendet. Es konnten alerdings keine
Veradnderungen in der Expression der einzelnen Gene im Vergleich zur Kontrolle festgestellt
werden (Daten nicht gezeigt). Dagegen wurde eine Erhdhung der Transkriptmengen von
WRKY6, 7 und 11 zwischen den Behandlungen inklusive der Kontrolle und den vdllig
unbehandelten Ansdtzen sichtbar, was auf eine Responsivitét nach Verwundung hindeutete.
Moglicherweise waren dadurch evtl. vorhandene Effekte der unterschiedlichen Behandlungen

Uberlagert.

Fruhere Expressiondaten deuteten auf eine Induzierbarkeit der WRKY3, 7 und 11 Gene durch
Elizitor hin (1.E. Somssich & P.J. Rushton, perd. Mitteilung). Dies lief3 sich in wiederholten
Experimenten mit Pmg-Elizitor-behandelter Arabidopsis-Zellkultur (Hahlbrock et al., 1981)
jedoch nicht bestétigen (Daten nicht gezeigt), was sich durch mdgliche Verdnderungen der
Zdlkultur Uber einen langeren Zeitraum erkléren lieRe. In Ubereingtimmung mit einer
maoglichen Elizitor-Induzierbarkeit hingegen steht, dass die Transkriptmenge von WRKY7 nach
Infiltration von Bléttern mit dem bakteriellen Pathogen Pseudomonas syringae sowie von
WRKY11l nach Infektion von Kemlingen mit dem Oomyceten-Pathogen Peronospora
parasitica erhoht war (Daten nicht gezeigt).

Insgesamt lief}en die Informationen Uber das Expressionsverhaten der sieben WRKY-Gene
besonders WRKY6, aber auch WRKY3, 7 und 11 als interessante Kandidaten fur weitere

funktionelle Charakterisierungen per Null-Mutanten erscheinen.

1.4 Null-Mutanten

Einer funktionellen Analyse von WRKY -Faktoren sollten hier Charakterisierungen
maoglicher mutanter Phanotypen von Null-Pflanzen as Grundlage dienen. Zusétzlich stellten
Null-Mutanten von Transkriptionsfaktoren wie den WRKY -Faktoren ein Werkzeug fur die
|dentifikation putativer Zielgene dar.
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Als Insertions-Population fur ein Suchen nach WRKY Null-Mutanten stand die sogenannte
AMAZE-Population (Cardon et al., 1993; Wisman et al., 1998) zur Verfliigung. Diese
Population basiert auf Insertionen des autonomen En-1 Transposons aus Mais in das Genom
von Arabidopsis thaliana Col-0. Sie bietet eine Moglichkeit zum Studium von Genfunktionen
Uber reverse Genetik, aber auch zur Isolierung der betroffenen Gene von Mutanten
(Yephremov et al., 1999). Da es sich bei dem En-1 Element um ein Transposon mit hoher
autonomer Aktivitét handelt, ist eine Saturierung des Genoms schon bel einer relativ geringen

Grosse der Population zu erreichen. Die En-1 Insertionen sind Uber alle Chromosome verteilt.

Allerdings war in dem Stadium der Population, in der sie sich zu Beginn der Arbeit befand, nur
eine sehr ungeniigende Saturierung des Chromosoms |1V vorhanden. Die Mehrheit der En-1
Insertionen wurde auf Chromosom | und V lokaisiert (E. Wisman, perd. Mitteilung). Die
Generation 5, die hier genutzt wurde, bestand aus 7600 Linien mit etwa 50000 Insertionen des
En-1 Transposons. Eine individuelle Linie wies dabel eine durchschnittliche Kopienzahl des
En-1 Elementes von sechs bis zehn auf. Es traten aber auch Linien mit anndhernd 20
Insertionen auf (E. Wisman, perd. Mitteilung). Die doch relativ hohe Kopienzahl pro Linie
bedingte einige Rickkreuzungen in Arabidopsis thaliana Col-0 Wildtyp, um eine Eliminierung

unerwiinschter sogenannter Hintergrund-Insertionen zu erreichen.

Die Insertionen des En-1 Elementes sind nicht stabil, da es sich hier um ein autonom
agierendes Insertionssytem im Gegensatz zu z.B. Zwei-Komponenten-Systemen handelt
(Speulmann et al., 1999; Tissier et al., 1999), bel denen die Transposase-Aktivitdt von den
transponierbaren Elementen abgekoppelt wurde. Allerdings hinterlasst das En-1 Transposon
bei der Excision in der Regel ‘footprints’, die dann zu stabilen Null-Mutanten fihren kénnen.
Bei Excisionen ohne ‘footprint’, die etwa in einem von 1000 Fdlen auftreten (E. Wisman,
perd. Mitteilung), kbnnen dann durch daraus resultierende Revertanten mdgliche Funktionen

des zuvor betroffenen Gens bestétigt werden.

Aufgrund seines Expressionsmusters (Abb.7) sowie seiner Lokalisation auf Chromosom |
(Abb.6) war WRKY®6 nicht nur ein in mehrfacher Hinsicht interessanter, sondern vor allem auch
ein ausserst Erfolg versprechender Kandidat fir das Suchen einer Null-Mutante in der
AMAZE-Population. Als ein ebenfalls vielversprechender Kandidat wurde WRKY2 angesehen,
da es mit seiner Lokalisation auf Chromsom V (Abb.6), dhnlich wie WRKY6, auf einem der
beiden Chromosomen mit den meisten En-1 Insertionen liegt. Weiterhin wurden noch WRKY3
und 7 wegen ihres Expressionsmusters ausgewahlt, obwohl sich WRKY7 auf dem mit der
geringsten Zahl an En-1 Insertionen versehenen Chromosom IV befindet (Abb.6). Die auf PCR
und Southern-Hybridisierungen basierenden ‘screenings der in mehreren DNA-‘pools

zusammengefassten Population verlief nach beiden Runden fir WRKY2 und 3 negativ und fur



Ergebnisse 48

WRKY6 (Abb.8) und 7 (Daten nicht gezeigt) zunéchst positiv. Auf diesem Wege konnten fiir
WRKY®6 die Linie 6AAKg; und fir WRKY7 die Linie 6AX 146 identifiziert werden.

& 2
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: . -
WRKY6 - — 0,6 kb

Abb.8: Ergebnis der zweiten ‘screening’-Runde der AMAZE-Population fur AtWRKY6. Der in der ersten
Runde als podtitiv identifizierte ‘4-Tray-Pool’ (111-114) wurde in die jeweiligen * 1-Tray-Pools’ (111, 112, 113
und 114), Reihen (B, F und G) und Spalten (1, 2 und 4) aufgeteilt und erneut einer PCR mit je einem Enl- und
AtWRKY6-spezifischen Primern  sowie anschlieffender  Hybridisierung mit  dem mit  AtWRKY6
korrespondierenden EST-Klon unterzogen. Als Negativ-Kontrolle wurde eine PCR in der gleichen Primer-
Kombination mit genomischer DNA aus Arabidopsis thaliana Col-O durchgefuhrt. Eine PCR mit zwei
AtWRKY6 spezifischen Primern diente als Positiv-Kontrolle. Uber die drei Dimensionen erfolgte dann die

Identifizierung der potentiellen Null-Linie.

Die Tochtergenerationen der jeweiligen potentiellen Null-Linien fur WRKY6 und 7 wurden
dann hinsichtlich einer En-1 Insertion in den jeweiligen Genen anhand genomischer Southern-
Analysen untersucht. Sie zeigten allerdings bei den potentiellen Null-Pflanzen fir WRKY7 keine
durch die Integration des En-1 Elemtentes verursachte Verschiebung der Wildtyp-Bande. Eine
Excision des Transposons und damit verbundene mégliche ‘footprints lagen auch nicht vor,
wie eine Sequenzierung von genomischen PCR-Produkten mit den fir das ‘screening’
benutzten Primern ergab. Eine Prifung von Pflanzen der urspringlich fur das ‘screening’
verwendeten Generation sowie ein erneutes Suchen von WRKY7 Null-Mutanten in der
AMAZE-Population zu einem spéteren Zeitpunkt stellten sich jeweils as negativ heraus (Daten
nicht gezeigt).

Im Gegensatz dazu gelang die Isolierung einer WRKY6 Null-Linie (Abb.24, s. S.74). Im
weiteren wurden daher detallierte Untersuchungen zu WRKY6 vorgenommen, um

Informationen Uber mdgliche Funktionen dieses Faktors in Erfahrung zu bringen.
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2. FUNKTIONELLE DOMANEN VON ATWRKY 6

In Ubereingtimmung mit einer Funktion als Transkriptionsfaktor besitzen WRKY -
Faktoren eine DNA-bindende Region, welche die WRKY-Doméne mit ihrer Zink-Finger-
ahnlichen Struktur darstellt, und Tanskriptionsregulationsdomanen, die Transaktivierungen
bewirken kénnen (Eulgem et al, 1999). Hinzu zéhlen aber auch basiche Regionen, die
potentielle Kernlokaisierungs-Signale (NLS) beinhalten, und Dimerisierungsdoméanen wie
Leuzinzipper-Motive (Eulgem et al., 2000). Tatsachlich zeigen einige WRKY -Faktoren eine
Lokaliserung im Zelkern (Eulgem et al., 1999; Hara et al., 2000). Ebenso findet eine
effiziente DNA-Bindung von Leuzinzipper-WRKY -Faktoren beim Fehlen von Protein-Protein-

Interaktionen nicht mehr statt (Cormack et al., eingereicht).

WRKY 6 hat mit 553 Aminosduren ein berechnetes Molekulargewicht von 64 kDa und zéhlt zu
den Gruppe Il-Faktoren mit einer einzelnen WRKY -Doméne (Abb.9). Die WRKY -Doméne
umfasst das hochkonservierte Peptid ‘“WRKYGQK’ noch unbekannter Funktion und 13
Aminosauren darauffolgend das Zink-Finger-Motiv  C-ns-C-nps-H-m-H s DNA-Binde-
Region. Diese ist durch veranderte Abstdnde und Art der Aminosdurereste zwischen den
mutmaldichen Zink-Liganden eine Variation des klassischen C,H, Zink-Fingers (Liu et al.,
1999). WRKY6 féllt aufgrund der Sequenz der WRKY-Domane in die Subgruppe Ilb, die
WRKY -Faktoren mit Leucinzipper-Motiven, dem Motiv 2 (EEPEXKRRKXE) und dem Motiv
A ds N-terminde Extension der WRKY Doméne (“/REPRVAV%/T*/,SEVD'/\L) sowie
korrespondierenden WRKY-Genen mit einer anderen Position des konservierten Introns in der
kodierenden Region der WRKY -Doméane umfasst (Eulgem et al., 2000).
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1 MDRGWSGLTLDSSSLDLLNPNRISHKNHRRFSNPLAMSRIDEEDDQKTRI

51 STNGSEFRFPVSLSGIRDREDEDFSSGVAGDNDREVPGEVDFFSDKKSRV

101 |CREDDEGERVKKEEQDDRTDVNTGLNLRTTGNTKSDESMIDDGES SEMED

151 KRAKNELVKLODELKKMTMDNQKLRELLTQVSNSYTSLOMHLVSLMOQOQQ

tl
201 QONNKVIEAAEKPEETIVPRQFI DLGPTRAVGEAEtVSNS SSEDRTRSGG

t2
251 SSAAERRSNGKRLGRtESPETESNKIQKVNSTTPTTFDQTAEATMMBE

t3
301 SVRARS EAPMIStGCQWRKYGQKMAKGNPCPRAYYRCTMATGCPVRKQVQ
t4
351 RCAEDRS ILITTYEGNHNHPLPPAA\*.MASTTTAAANMLLSGSMS SHDGM
401 MNPTNLLARAVLPCSTSMATISASAPFPTVTLDLTHSPPPPNGSNPSSSA
451 ATNNNHNSLMORPOOOOOOMTNLPPGMLPHVIGQALYNQSKFSGLQFSGG
501 SPSTAAFSQSHAVADTITALTADPNFTAALAAVISSMINGTNHHDGEGNN

551 KNQ

Abb.9: Aminosduresequenz von AtWRKY®6. Funktionelle Doménen sind wie folgt durch Boxen
hervorgehoben: WRKY -Doméne (schwarz), NLS-Konsensus-Mativ (griin), potentielle NLS-Mative (blau),
Leucinzipper-Motiv (orange) und potentielle Transkriptionsregulations-Doménen (rot). Durch Unterstreichen
sind das Motiv 2 (- - -) und das Motiv A (—) hervorgehoben (Eulgem et al., 2000). Die fir die Einengung der
funktionellen NLS-Region verwendeten Protein-Bereiche sind mit t1, t2, t3 und t4 gekennzeichnet.

2.1 Kernimportsignale

Typische NLS-Sequenzen lassen sich in drel verschiedene Klassen einteilen (Hicks et
al., 1995). Zunéchst werden sogenannte ‘monopartite’ von ‘bipartite’ Motiven unterschieden.
Als ‘bipartite’ NLS werden zwei kurze basische Doménen, die durch mehrere Aminoséuren
getrennt sind, bezeichnet. Die ‘monopartite’ NLS liegen in zwei verschiedenen Formen vor:
entweder as kurzes ‘cluster’ mindestens vier basischer Aminosiuren oder as eine
Kombination aus hydrophoben Aminosduren mit mindestens zwei basischen Aminosduren.
Allerdings gibt es auch funktionelle NLS-Motive, die keiner der drel Klassen zugeordnet
werden koénnen (Grebenok et al., 1997). Verschiedene NLS-Sequenzen sind unter anderem

auch aus pflanzlichen Transkriptionsfaktoren identifiziert worden.



Ergebnisse 51

Eine subzelluldre Lokaisierung im Zellkern ist schon fur zwei WRKY -Faktoren gezeigt
worden (Eulgem et al., 1999; Hara et al., 2000), allerdings nicht fur einen Vertreter der
WRKY -Multigenfamilie aus Arabidopsis thaliana. Fir WRKY6 war ebenfalls eine solche
Lokalisation anzunehmen. Einer der beiden Kern-lokalisierten Faktoren zéhlt wie WRKY 6 zu
den WRKY-Faktoren der Gruppe Il mit Leucinzipper-Motiv (Hara et al., 2000). In der
Primérstruktur von WRKY 6 waren basische Regionen potentieller NL S-Funktion zu erkennen,
was ales fur eine subzelluldre Lokalisation im Zellkern sprach. Aber ob es sich wieim Falle der
beiden Kern-lokalisierten WRKY-Faktoren ebenfalls um enen Signaweg-unabhangigen

Kernimport handelte, war im Voraus nicht abzuschétzen.

In Experimenten mit WRKY 6-GFP-Fusionsproteinen wurde die subzellul&re Lokalisation von
WRKY 6 in Arabidopsis Protoplasten beobachtet. GFP selbst weist keine NLS-Motive auf und
ist daher im gesamten Cytoplasma zu finden. Aufgrund seines geringen Molekulargewichts von
26 kDa kann es aber auch frel Uber die Kernporenkomplexe in den Zellkern diffundieren. Daher
ist die Anayse einer subzelluldren Lokalisation im Zellkern mittels GFP-Fusionen eine
geeignete Technik (Grebenok et al., 1997).

Im Gegensatz zur Kontrolle, bel der die GFP-Fluoreszenz im gesamten Cytoplasma und im
Zéellkern vorhanden war, zeigte sie sich bel den WRKYY 6-GFP-Fusionen ausschliesslich auf den
Zellkern begrenzt (Abb.10A). Die Kernlokalisation von WRKY 6 war hier konstitutiv und unter
den gegebenen Bedingungen nicht an einen bestimmten Signalweg gekoppelt.

Unter mehreren basischen Motiven mit potentiellen NLS-Funktionen sind bei WRKY6 zwel
Regionen besonders aufféllig. Die der Aminosdure 97 folgende Sequenz KK-ms-KK stimmt
mit dem Konsensus der ‘bipartite’ NLS-Motive Uberein (PSORT). Direkt vor dem
Leucinzipper-Motiv - befindet sich mit dem Motiv 2 ene bassche Region mit
Sequenzhomologien zu anderen Vertretern der Subgruppe I1b, aber an einer anderen Position
auch zu den Gruppe I-Faktoren (Eulgem et al., 2000). Diese Region ist moglicherweise fir den
Kernimport von WRKY -Faktoren verantwortlich (Eulgem et al., 1999). Ob diese Regionen
oder aber andere fur die Kernlokalisierung von WRKY 6 verantwortlich sind, wurde durch
GFP-Fusionsproteinen mit verschiedenen verkirzten Formen des WRKY6 Proteins (t1-4)
untersucht (Abb.10B und Abb.9, s. S.54).
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B 35S::2GFP WRKY6::2GFP
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Abb.10: Anayse der transienten Expression der verschiedenen AtWRKY 6-GFP-Fusionsproteine in
Arabidopsis Protoplasten unter UV-Licht-Bestrahlung 18h nach der Transfektion. Die Expression aller
Proteine wurde durch einen doppelten CaMV35S-Promotor vermittelt. A Subzellulére Lokalisation von
AtWRKY 6. Die AtAWRKY 6-GFP-K onstrukte (rechts) beinhalten jeweils das komplette AtWRKY 6 Protein C-
terminal fusioniert an ein doppeltes GFP-Protein. Als Kontrolle (links) wurde das isolierte doppel-GFP-Protein
verwendet B Einengung des funktionellen NLS-Motivs von AIWRKY 6. Dargestellt sind die verschiedenen C-
terminalen Deletionskonstrukte t1, t2, t3 und t4 von AtWRKY®6 C-terminal fusioniert an Doppel-GFP mit
Kennzeichnungen potentieller ‘monopartite’ und ‘bipartite’ NLS-Motive (blau), Leucinzipper-Motiv (orange)
und WRKY -Doméne (schwarz). C Analyse der Expression der einzelnen C-terminalen AtWRKY 6 Deletions-
GFP-Fusionsproteine und D der mutierten AIWRKY 6 Deletions-GFP-Fusionsproteine.

Da in Einfach-GFP-Fusionen des t1-Proteins aufgrund seines geringen Molekulargewichts eine
durch Diffusion ermdglichte teilweise Kernlokalisation festzustellen war (Daten nicht gezeigt),
wurde dies im folgenden Uber eine Vergrosserung der Proteine mit Doppel-GFP-Fusionen
unterbunden. Entgegen der Annahme war bei dem t1-GFP-Fusionsprotein, welches beide
zuvor hervorgehobenen basische Regionen potentieller NLS-Funktion umfasst, eine
Lokalisation im gesamten Cytoplasma zu beobachten (Abb.10C). Demnach befindet sich

innerhalb dieses 237 Aminosauren grossen N-terminalen Bereichs von WRKY6 kein
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funktionelles NLS, das einen aktiven Kernimport vermittelt. Deletionen von 177 Aminosaurem
des C-terminaden Bereichs sowie weiteren 64 Aminosduren, die die WRKY-Doméne
beinhaten, zeigten anhand der t4- und t3-GFP-Fusionsproteine eine eindeutige
Kernlokalisation (Abb.10C). Obwohl die WRKY -Doméne reich an basischen Aminosauren ist,
ist das NLS nicht mit der DNA-Binde-Doméane Uberlappend. Eine weitere Deletion von 47
Aminosauren, die auch das Motiv A als eine N-terminale Extension der WRKY -Doméne tragt
(Abb.9, s. S54), verursachte dann bel dem t2-GFP-Fusionsprotein eindeutig einen Effekt
entgegen der Kernlokaisation von WRKY6. Hier war kein Kernimport, sondern eine
komplette Verteilung des Proteins im Cytoplasma vorhanden. Die fehlenden 30 Aminosauren
zwischen dem t1- und dem t2-Protein sind daher fir eine Kernlokalisation aleine nicht von
Bedeutung (Abb.10B und C).

Hingegen ist innerhalb der zusdtzlichen Aminosduresequenz zwischen dem t2- und dem t3-
Protein die Information fur die Vermittlung eines aktiven Kernimports enthalten. In diesem Teil
findet sich eine Region aus zehn Aminosauren, die insgesamt funf Lysin- und Argeninreste as
basische Aminosduren beinhaltet. Austausche von zwei basischen Aminosduren zu jeweils
Alanin (R296A und K297A) im Kontext des t4-GFP-Fusionsproteins fuhrte zu keiner
Anderung der drikten Kernlokalisation, wie an der Verteilung des tdgoosa k2o7a-GFP-
Fusionsproteins zu erkennen war (Abb.10D). Dagegen beeinflusste der Austausch eines
einzelnen Lysins in den N-termina vor dieser basischen Region liegenden 30 Aminosduren
(K278E) im Kontext des t3-GFP-Fusionsproteins die auschliessliche Kernlokalisation. Neben
einer Lokalisation im Zellkern ist bei dem t3«27se-GFP-Fusionsprotein auch noch eine geringe

cytoplasmatische L okalisation sichtbar.

Da dieser Bereich, isoliert betrachtet, nicht as basische Region zu bezeichenen ist, kann die
Veranderung des strikten Kernimports auch aus einer durch diesen Aminosaureaustausch
hervorgerufene Konformationsénderung des Proteins begrindet sein. In einer gemeinsamen
Betrachtung mit Aminosiuresequenzen des C-terminalen Bereichs des t2-Proteins kristallisiert
sich aber doch eine lberlappende basische Region aus 18 Aminosauren zwischen dem t2- und
dem t3-Protein mit insgesamt funf Argenin- und Lysinresten heraus. Moglicherweise dient dem
WRKY6 Protein diese Region als funktionelles NLS (KRLGREESPETESNKIQK), welches
fur einen aktiven Import in den Zellkern verantwortlich ist. Dieser Bereich ist aber weder mit
dem NLS-Motiv (KKSRCREDDEGFRVKK), welches dem ‘bipartite’ Konsensus perfekt
entspricht, noch mit dem Motiv 2 (SEMEDKRAKNE), das a's basische Region mit potentieller
NLS-Funktion fur WRKY -Faktoren der Subgruppe I1b vorhergesagt wurde (Eulgem et al.,
2000), identisch.
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2.2 Dimerisierungsdomane

Neben Vorhersagen Uber funktionelle Doméanen in der Primérstruktur von WRKY 6,
welche natirlich die DNA-Binde-Doméne mit ihrer Zink-Finger-dhnlichen Struktur und
dariiber hinaus potentielle NLS-Motive betreffen, konnte auch eine Protein-Protein-
I nteraktionsdomane identifiziert werden. In dem N-terminalen Bereich zwischen Aminoséure
135 und Aminosdure 205 (Abb.9, s. S.54) wurde die Ausbhildung eines sogenannten *coiled-
coil’-Motivs (Cohen & Parry, 1994) mit einer hohen Wahrscheinlichkeit errechnet
(CIOLSCAN, GCG Paket). Auch die as Leucinzipper bekannte Struktur bildet einen
paralellen, zwei-strangigen a-helicalen ‘coiled-coil’ (Landschulz et al., 1988; Alber, 1992).
TatsAchlich findet sich innerhalb des ‘ coiled-coil’ -Motivs von WRKY 6 ein fur Leucinzipper
charakteristisches Aminosduremuster. ‘Coiled-coils bestehen aus einem ‘7-pattern’, in
welchem die Positionen 1 und 7 von hydrophoben Aminosduren eingenommen werden. Im
Fale des Leucinzippers ist die Position 7 mit einem Leucin besetzt, welches nach dre
Aminosauren von einem weiteren hydrophoben Aminosaurerest gefolgt ist (Alber, 1992). Die
Dimerisierungen, die Uber Leucinzipper vermittelt werden, werden durch hydrophobe

I nteraktionen zwischen den ‘ coiled-coils stabilisiert.

Durch das Vorhandensein einer so offensichtlichen Protein-Protein-Interaktionsdoméane in der
Primérstruktur von WRKY 6, war anzunehmen, dass WRKY6 nicht als Monomer, sondern
eher as Dimer agiert. Bisher gab es alerdings keine genauen Daten zu einer Homo- oder
Heterodimerisierung von WRKY -Faktoren. Im Hinblick eines moglichen mutanten Phanotyps
transgener Pflanzen, die WRKY6 ektopisch Uberexprimieren, wére zumindest eine Teil-
Funktion von WRKY 6 as Homodimer Voraussetzung. In einem kleinen Experiment wurde

dieser Frage nachgegangen.

Fur die Detektion von Protein-Protein-Interaktionen wurde das Hefe-Zwei-Hybrid-System
verwendet (Fields & Song, 1989). Aus verschiedenen solcher genetischer Systeme wurde das
sogenannte LexA-System ausgewahlt, das eine auf Transkription basierende Selektion von
Protein-Protein-Interaktionen ermdglicht (Gyuris et al., 1993; Estojak et al., 1995). Mdgliche
Protein-Protein-Interaktionen kdnnen dann tber das Wachstum der transformierten Hefen auf
bestimmten selektiven Medien verfolgt werden. Das Studium von Protein-Protein-
Interaktionen im Hefe-Zwe-Hybrid-System it  bei  Transkriptionsfaktoren  nicht
unproblematisch. In  ihrer  Eigenschaft Genexpression zu  stimulieren,  konnen
Transkriptionsfaktoren as 'bait' ein Hefe-Wachstum auch ohne Protein-Protein-Interaktion mit
einem geeigneten Partner bewirken. Eine solche transaktivierende Fahigkeit konnte schon fir
zwel WRKY -Faktoren gezeigt werden (de Pater et al., 1996; Eulgem et al., 1999). Diesist ein
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storender Effekt bel der Analyse von Protein-Protein-Interaktionen mit Transkriptionsfaktoren.
Daher wurde die Untersuchung ener mutmaldichen Dimeriserung von WRKY6 auf
Interaktionen des isolierten Leucinzippers (E137 bis Q197) eingeschrankt, der auf beiden

Seiten unmittelbar von potentiellen transaktivierenden Doméanen flankiert ist (Abb.9, s. S.54).

+Gluc +Leu -Gluc -Leu +Gal +Raf -Leu

Abb.11: Interaktionen des isolierten Leucinzippers von AtWRKY®6. Als positive Kontrolle diente die
Interaktion der GAL4-Aktivierungs-Region mit dem ‘prey’-Vektor (4), die unter allen Bedingungen Hefe-
Wachstum zulésst. Als negative Kontrollen wurden die Interaktionen des ‘bait’-V ektors mit dem L eucinzipper-
Fusionsprotein als ‘prey’ (2) sowie des Leucinzipper-Fusionsprotein als ‘bait’ mit dem ‘prey’-Vektor (3)
verwendet, die in Abwesenheit von Leucin kein Hefe-Wachstum ermdglichen. Die Interaktionen des
L eucinzipper-Fusionsproteins as ‘bait’ wurde in Kombinationen mit sich selbst (1) und mit anderen Proteinen
(5=GDI; 6=ROP) as ‘prey’ getestet, die typische Interaktionsdomanen besitzten (Bischoff et al., 2000). Das
Wachstum von Hefezellen, die L eucinzipper-Fusionsproteine exprimieren, wurde unter Kontroll- (links), unter
nicht-induzierenden (mitte) und unter induzierenden (rechts) Bedingungen des LEU2 Reportergens, welches

ein Leucin-unabhangiges Wachstum vermittelt, verfolgt.

Die bet WRKY6 zuvor as Leucinzipper identifizierte Region von etwa 50 Aminoséuren war
schon aleine zur Transaktivierung des Systems féhig (Abb.11, s. 3 rechts). Deshalb ist eine
Aussage Uber mutmal3iche Interaktionen nur sehr eingeschrankt moglich. Die Transaktivierung
fiel aber doch eher schwach aus (Abb.11, s. 5 rechts). Daher sind aufgrund des Hefewachstums
in den getesteten Interaktionen Dimerisierungen in Form von Homo- und Heterodimeren zu
vermuten (Abb.11, s. 1 und 6 rechts).



Ergebnisse 56

3. EXPRESSIONSSTUDIEN zU ATWRKY6

Fur eine intensive Charakterisierung potentieller mutanter Phanotypen von Null- und
ektopisch Uberexprimierenden Pflanzen war es notwendig, das genaue Expressionsmuster des
entprechenden Gens zu kennen. Das Expressionsmuster selbst lieferte aber auch schon
Hinweise Uber funktionelle Prozesse, in denen ein Gen involviert ist. Aus den vorangegangenen
Northern-Analysen war tber WRKY6 bekannt, dass es in den Geweben Wurzel und Blite hoch
exprimiert war (Abb.7, s. S.49). Die grosste Transkriptmenge von WRKY6 war wahrend der
Blattentwicklung in seneszenten Bléttern festzustellen. In sich entwickelnden bis voll
entfalteten grinen Bléttern, Spross- und Schoten-Geweben waren nur geringe Signale
detektierbar. Neben diesen Gewebe- und Entwicklungs-spezifischen Expressionssignalen
akkumulierte  WRKY6 mMRNA auch nach Verwundung von Bléttern, was in ener
Verwundungskinetik mit abeschnittenen Bléttern bestétigt wurde (Abb.12).

Verwundung

'0 05 12 4  6h

WRKY6 T & & et

Abb.12: Expressionsmuster von AtWRKY6 in einer Verwundungskinetik. Abgeschnittene Blétter von

Arabidopsis thaliana Col-0 wurden mehrfach eingeschnitten und Uber einen Zeitraum von insgesamt 6 h in
MS-Medium bei RT inkubiert (Ehlting et al., 1999). Pro Spur wurden je 10 ng Gesamt-RNA geladen. Als
Sonde wurde der korrespondierende EST-Klon fir WRKY6 verwendet.

3.1 Promoter-Reporter-Studien

Promotor-Reporter-Studien  erforderten  zunéchst einige Kenntnisse Uber die
Promotorregion des entsprechenden Gens. In 5’ -RACE Experimenten konnte die mutmal3iche
Transkriptionsstartstelle von WRKY6 ermittelt werden (Daten nicht gezeigt). Anhand der
Informationen aus dem BAC-Klon F19K 23 waren Sequenzen der Promotorregion von WRKY6
bekannt (Tab.2, s. S.43). Ein etwa 1,3 kb grofes Fragment, das 1,2 kb Promotorsequenz
inklusive 127 bp 5'-nicht-trandatierter mRNA sowie 20 bp kodierende Sequenz beinhaltet,
wurde trandlational an das Reportergen GUS fusioniert (Abb.13).
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Abb.13: AMWRKY6 Promotor::GUS-Fusionskonstrukt.

TCACGTGGAACGCGCCGCAGTAAACGGAGCGGTGGATCAAACTTTTCGTC
CGTTTGATCAAACAGAAGAGAACTAGTCAATGCTCTTTCTTCATATCACA
ATTTAATAGTCTCAAGACGATTACGCCACATAACCATTTTCTCGTGATTT
CGACATCAAAATTTAATAAAAGGAACTGATTGATTGGTCATCATGTTACA
AGTGTCAAATGAGCTAATCCGTTTTACAGTGGCATAGTTTACGATCAATT
TACAAATTTITGGTTTTATAACATACTTGTAGTTAAAACTATTTATAAGC
TATTTATAGTGAGTTAGCTTATAAAACCCTATTCTTTTATC TAAAATTAT
GTTIILGACTCGTTTCATGATAAAATTTTATCCTTTTCATCGGAATAAAAA
ACTTTATTATTT%EETGGCAAAATAATTGGTGTAAAAATTATGTATATGT
TAATAACAAAANATATTAATCTGATTCATAATCTTAAAAAAGAAAAATTT
CTTGAAATAAACTTTAGACATTGTAAATAAAAAAACATTATTTTTATATA
ATGGGATGTTTATATGTAATTTTTTATAAAAAAATAAAAGTTGTTTACTA
GTAATCCGATTGGCTTTAACTATCGTCGCCAAAAGAATAATGTAGAACTG
ACTTTGAGGTAAAACTAAAAGAAATTTGTAAGATAATAGTCACATTAAAT
GCTAAAATTAATACATACTGATATATCGTATAAAATTTATGAAAACTACA
CCTTAAPPTGAATCATACACTGTAATAAAAAAAACAAATTATAgé;AAAC
CCTAAAAACTAATCATAAATCCCAAACGGTGTACTCTCTATTJ&ETTTGA
AAGGATTGCCCAATTGTTTGTTAAAAATTTCTAATAATAGTACAATGTTT
TGTTTCATTTTTCCTTTTLGTCAACCTGTTACCCAATAGCAAATGAAGTT

6p4
TTTATGTGTGTGTGTGTGTGTGAATTTCCATGAAAATGAAACGGGCTTAG

AATCCCGGTGTATTATGGGTCGGGTCGIAA%%?GGCAAﬂﬁAQﬁCAGGATC
TGACGTAAAACTCCCAAGAATTTTTTTAANAAGTCTCCGGAAAATAAAAT
CAAAGTTCATTAACTTAAAAAGAAAAAACAAAATCGGTCCACGTCCCAAA
CCCTTTTIAIAGGAGAGTCTTATGTTCTGGCAGAAGAQEEEEQAQACTCT
TTCTTAATCTCTCTCTCTTTCAACCAAACCCCTAAACAAAAAAAAAATAC
ATTTTCTGATCTCTCTAAAAATCTTTCTCCTTCGTTAATCTCGTGATCTC

TTTCTTTTTCTATAT ALGCACAGAGGATCCTCTCC TN el i N

In der AtWRKY6 Promotorsequenz sind der

Trandationsstart (ATG), die mutmaf3liche Transkriptionsstartstelle (+1), die sich aus dem langsten 5’ -RACE-

Klon ergibt, und daraus folgend mutmaldiche Bereiche der Transkriptionsiniation und der TATA-Box durch

Unterstreichen hervorgehoben. Zusitzlich sind Sequenzbereiche mit Ahnlichkeiten zu bekannten cis-

Elementen aus Promotoren anderer Gene (http://www.dna.affrc.go.jp/htdocs/PLACE; Keller & Baumgartner,
1991; Zabaleta et al., 1998; Rushton & Somssich, 1998) in einer Farbkodierung wie folgt gekennzeichnet:
Amy-Box (violett), Antheren/Pollen-spezifisches Element (purpur), asl-Elemente (blau), G-Box (rot), GT1-

Motiv (gelb), I-Box (orange), Myb-Motiv (griin), Seneszenz-spezifisches Element (hellgriin), SPBF-Bindestelle

(rosa), W-Box (dunkelblau), Wurzel-spezifische Region (hellblau). Diein den Promotor-Del etionen verwendten

Konstrukte sind mit 6p2, 6p3, 6p4 und 6p5 vermerkt.
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Solche Promotor-vermittelten Expressionen von Reportergenen wie GUS sind hoch
empfindliche Systeme, die ene genaue zetliche und rdumliche Auflésung von
Expressionsmustern zulassen (Jefferson et al., 1987). Allerdings sind einige artifizielle
Expressionen des Promotor-GUS-Systems beobachtet worden (Mascarenhas & Hamilton,
1992). Neben der Herstellung von Positiv- und Negativ-Kontrollpflanzen wurde daher in den
nachfolgenden Charakterisierungen besonders auf eine Ubereinstimmung mit den Daten der

Northern-Analysen geachtet.

Mit dem WRKY6 Promoter::GUS-Fusionskonstrukt (Abb.13), das in einen entsprechenden T-
DNA-Vektor (Becker et al., 1992) kloniert war, wurden transgene Arabidopsis thaliana Col-0
Pflanzen Uber A. tumefaciens-vermittelte Transformation gewonnen (Bechthold et al., 1993).
Nach einer Selektion Uber die Kanamycin-Resistenz, die der Vektor ebenfalls tragt, wurden
zehn unabhidngige Transformanden isoliert. Uber genomische Southern-Analysen konnte
gezeigt werden, dass es sich um unabhéngige Integrationen der T-DNA handelt (Abb.14).
Daneben wiesen die meisten Linien multiple, von drel bis maximal acht, Integrationen auf.

Allerdings konnte auch eine Linie (6) mit einer Einzel-Integration identifiziert werden.

6p::GUS
N 2 34 5 6 7 8 9 100WT
- - " — 12 kb
¢ e
:q-. - .', - 7.1 kb
- - 4.1 kb
GUS
- - -
o ‘ i. o 5ikb
-
- -
B
. - -—
NPTII - - —2.5 kb

Abb.14: Genomische Southern-Analysen der Primértransformanden 1 bis 10 mit dem AtWRKY6
Promotor::GUS-Fusionskonstrukt. Fir die Restriktionsverdaus mit Hindlll, welches im Polylinker des T-DNA
Plasmids schneidet und damit den Bereich des Reportergens GUS von dem Kanamycinresistenzgen NPTII teilt,
wurden jeweils 0,5 bis 1 g genomische DNA eingesetzt. Zum Kontrollvergleich wurde genomische DNA aus

Wildtyppflanzen verwendet. Als Sonden wurden cDNA-Fragmente fir A GUS sowie B NPTII eingesetzt.
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Die WRKY6 Promotor-Aktivitdt wurde durch Infiltrationen der transgenen Pflanzen mit dem
entsprechenden Substrat fir den GUS-Reporter verfolgt. Als positive und negative Kontrollen
wurden zusétzlich transgene Pflanzen hergestellt, die den Reporter zum einen durch den 35S
Promoter ektopisch und konstitutiv exprimieren und zum anderen durch keinen Promotor, bis
auf eine isolierte TATA-Box, treiben. Anhand von Infiltrationen der Positiv-Kontrollpflanzen
wurde die Zuganglichkeit des GUS-Substrates in den verscheidenen Geweben beurteilt. Die
Negativ-Kontollpflanzen nutzten der Anayse der Hintergrund-Expression, die durch den

Reporter alleine verursacht wurde.

Keimlinge

TATA-Box::GUS 35S::GUS

Abb.15: Expression des GUS-Reporters in Kontrollpflanzen. Die Negativ-Kontrollpflanzen beinhalten einen
bis auf eine einzelne TATA-Box durch keinen Promotor getriebenen GUS-Reporter. Die Positiv-
Kontrollpflanzen tragen einen durch den CaMV35S-Promoter getriebenen GUS-Reporter. Die Keimlinge
wurden 2 Wochen auf selektivem MS-Medium im Kurztag (KT), danach bis zu adulten Pflanzen in Erde unter
Gewéchshausbedingungen angezogen. Die Keimlinge sowie verschiedene Gewebe der adulten Pflanzen wurden

dann einer GUS-Farbung unterzogen.
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Bel den Positiv-Kontrollpflanzen wurde anhand der starken Blaufarbung in alen Geweben, mit
der Einschréankung von Hypokotyl- und Sprofigeweben, eine konstitutive ektopische
Expression des GUS-Reportergens zusammen mit einer guten Zuganglichkeit des GUS-
Substrates  festgestellt. Eine schwache Hintergrund-Expression in den  Negativ-
Kontrollpflanzen wurde nur in den Mittelrippen der Blétter sichtbar. Eine starkere Expression

zeigte sich hier ausschliefdich in den Hydathoden der Keimlinge (Abb.15).

Die WRKY6 Promotor-Reporter-Studien wurden zundchst an alen zehn Linien in der Fi-
Generation durchgefuihrt. Mit Ausnahme einer einzelnen Linie, welche eher eine konstitutive
GUS-Expression zeigte, ergab sich bei alen anderen Linien ein einheitliches Bild beziiglich des
Expressonsmusters. Bei nachfolgenden Analysen in der F,-Generation wurden dann nur
transgene Pflanzen der Linien 3, 5, und 7 in Betracht gezogen, da sie ale als representative
Vertreter zur Analyse des WRKY6 Expressionsverhaltens betrachtet werden konnten. Die
WRKY6 vermittelte Reportergenexpression bestétigte die Ergebnisse aus den Northern-
Anaysen (Abb.7, s. S.49) und entwarf ein sehr viel detaillierteres Muster.

Abb.16: AtWRKY6 Promoter-vermittelte GUS-Expression in Keimlingen. Die 6p::GUS Keimlinge wurden A
nach 2 Tagen, B 4 Tagen und C 2 Wochen (D AusschnittsvergrofRerung von C) Wachstum auf MS-Medium im
Langtag (LT) einer GUS-Farbung unterzogen.
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In Keimlingen war eine dusserst starke GUS-Expression im gesamten Bereich der Wurzel
vorhanden (Abb.16). Schon in jungen, 2-Tage aten Keimlingen war eine hohe GUS
Expression in der Wurzel sichtbar. Sie betraf offensichtlich alle Zelltypen der Wurzel inklusive
der Wurzelhaare. Auch in dteren Keimlingen blieb dieses Bild erhalten. Hier zeigte sich aber
noch, dass in grinen vegetativen Geweben wie dem Hypokotyl, den Kotyledonen und den
Primérbléttern keine GUS-Akkumulation zu detektieren war. Hervorzuheben war dabel die
scharfe und deutliche Grenze zwischen starker Expression in der Wurzel und keiner im
Hypokotyl. Dies war auch Uber die weitere Entwicklung bis hin zu Schoten-tragenden 4-
Wochen alten Pflanzen zu beobachten (Abb.17). Dabel handelte es sich um eine endogen

regulierte Wurzel-spezifische Expression, da Licht und Verwundung as mutmaldiche

Induktionsquellen ausgeschl ossen werden konnten (Daten nicht gezeigt).

/ A / :‘K\; ’! A B i\\
2 \ |

Abb.17: AtWRKY6 Promoter-vermittelte GUS-Expression in adulten Pflanzen. Die 6p::GUS Pflanzen wurden
nach 4 Wochen Wachstum auf MS-Medium im LT einer GUS-Férbung unterzogen. Anschlief3end wurde ein
Ansatz A mit Wurzeln wie gewohnlich Uber Nacht bei 37°C inkubiert und B ein anderer sofort nach der
Infiltration entférbt. C Bei der wie in A behandelten Rosette adulter Pflanzen sind die GUS-Expressionen in

seneszenten Bléttern durch Pfeile gekennzeichnet.

Bel den Wurzeln voll entwickelter Pflanzen zeigte sich eine deutliche GUS-Expression tber
ale Entwicklungszonen verteilt (Abb.17A). Auch in den Sekundérwurzeln war eine hohe
GUS-Expression zu beobachten. Allerdings war das Bild hier beziiglich der Wurzelspitzen
nicht ganz einheitlich. In einigen Fallen war eine GUS-Expression nicht vorhanden. Durch eine

Substrat-Infiltration ohne anschlief3ende Inkubation wurde die starke Promoter-Aktivitét in
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Wurzeln deutlich, denn selbst unter diesen Bedingungen war eine GUS-Expression schon
erkennbar (Abb.17B). Sie liegt dabei im Bereich der Wurzelhaarzone.

In den vegetativen grinen Geweben der adulten Pflanzen war keine Promotor-Aktivitét
bemerkbar. In einigen Fallen wurde aber eine an der Schnittstelle starke und lokal begrenzte
GUS-Farbung beobachtet (Daten nicht gezeigt). Dies deutete auf eine Responsivitét des
Promotors bei Verwundung des Blattes, was schon aus den Northern-Anaysen bekannt war
(Abb.12). An den Rosettenbléttern fiel weiterhin eine verstérkte GUS-Expression in den
dlteren Bléttern auf. Der Promotor von WRKY6 war demnach in seneszenten Bléttern aktiv
(Abb.17C). Die WRKY6 Expression folgte dabei sowohl dem Seneszenzverlauf von der
Blattspitze bis zum Blattgrund, as auch der sequentiellen Seneszenz der Rosettenblétter
(Bleecker & Patterson, 1997).

Abb.18: AtWRKY6 Promotor-vermittelte GUS-Expression bei Dunkelheit. Die 6p::GUS Keimlinge wurden 3
Wochen A im LT und B im Dunkeln in Flissigkultur gehalten und dann einer GUS-Férbung unterzogen.

Da die WRKY6 Expression in aten Bléttern ebenfals bei unter sterilen Bedingungen
angezogenen Pflanzen gefunden wurde, war ene mdgliche Pathogen-Induktion
auszuklammern und damit auf eine Seneszenz-spezifische Expression zu schliessen. Darlber
hinaus war sie auch bel einer Dunkel-induzierten Seneszenz (Becker & Apel, 1993; Oh et al.,
1996) vorhanden (Abb.18B). Bei den in Dunkelheit gehaltenen Keimlingen war weiterhin eine
starke Farbung der Wurzeln vorhanden, d.h. die Expresson war hier nicht durch Licht
beeinflusst. DarUberhinaus war auch eine GUS-Expresson im Hauptleitgewebe des
Hypokotyls zu sehen (Daten nicht gezeigt). Eine hohe WRKY6 Promotor-Aktivitét trat aber

noch in anderen seneszenten Geweben wie den reproduktiven Organen auf.
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Abb.19: AtWRKY6 Promotor-vermittelte GUS-Expression in reproduktiven Organen. Die Anzucht der
6p::GUS Pflanzen erfolgte hier in Erde unter Gewéchshausbedingungen. A Komplette Blitensténde wurden
einer GUS-Farbung unterzogen, B junge Bliite, C &tere Blite, D Pollen und E Ubergang zwischen Stiel und
Schote, der in A mit einem Pfeil gekennzeichnet ist.

In den Bliten war in jungeren Stadien eine GUS-Expresson im Stigma zu beobachten
(Abb.19B). In &lteren Entwicklungsstadien war sie dagegen in den Antheren vorhanden
(Abb.19C). Die Expression in den Antheren war wahrscheinlich durch eine entsprechende
GUS-Akkumulation in den Pollen bedingt (Abb.19D). Da eine solche Expression unter
anderem as artifizielle Expresson des Promotor-GUS-Reportersystems beschrieben ist
(Mascerenhas & Hamilton, 1992), konnte eine WRKY6 Expression in Pollen nicht vorbehaltlos
als Ergebnis festgehalten werden. Daflr sprach, dass in den Northern-Analysen eine starke
Expression von WRKY®6 in Bliten detektiert wurde (Abb.7, s. S.49), bel denen alerdings keine
Trennung von jinger und dlter entwickelten Bllten vorgenommen wurde. Hinzu kam noch,

dass in den Negativ-Kontroll pflanzen keine Expression in Pollen beobachtet wurde (Abb.15).

Zusétzlich zu dem Expressionsmuster direkt die reproduktiven Organe betreffend war eine
GUS-Expression an den jeweiligen Enden der Schoten zu bemerken. Besonders auffélig war
die Expression im Bereich des Ubergangs zwischen Stiel und Schote (Abb.19A und E). Die
GUS-Expresson war dabei in den kollabierten Nektarien in der Abscisionszone der
Blitenorgane lokalisiert (Fordham-Skelton et al., 1997). Aufgrund dieser réumlich sehr
begrenzten Expression konnte in den Northern-Analysen keine WRKY6 Transkript-
Akkumulation festgestellt werden (Abb.7, s. S.49).

Die transgenen Pflanzen mit der WRKY6 Promotor::GUS-Fusion wurden nicht nur hinsichtlich

ihrer Gewebe- und Entwicklungs-spezifischen, sondern auch auf eine induzierbare Expression
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untersucht. Viele Seneszenz-assoziierte Gene sind ebenfalls in Prozessen der pflanzlichen
Pathogenabwehr involviert (Walter et al., 1996; Hanfrey et al., 1996; Lers et al., 1998;
Quirino et al., 1999). Da WRKY-Faktoren schon als mogliche Signallbertréger in der
pflanzlichen Pathogenabwehr beschrieben sind (Rushton et al., 1996; Yang et al., 1999,
Eulgem et al., 1999; Cormack et al., eingereicht), wurde die WRKY6 Promotor-Aktivitét nach
Behandlungen mit einem bakteriellen Pathogen sowohl in der kompatiblen as auch in der

inkompatiblen Interaktion anhand der GUS-Expression verfolgt.

i | : B 4
P. syringae P. syringae
avr RPM1

Kont}olle

Abb.20: AtWRKY6 Promotor-vermittelte GUS-Expression nach Infiltrationen mit Pseudomonas syringae. Voll
entwickelte griine Blétter im KT gezogener 6p::GUS Pflanzen wurden mit MgCl, (Kontrolle), mit P. syringae
pv. tomato DC3000 ohne avrRPM1 (kompatible Interaktion) und mit avrRPM1 (inkompatible Interaktion)

einer OD=0,2 inokuliert und nach 6 h einer GUS-Féarbung unterzogen.

Bel Inokulationen mit dem Pathogen Pseudomonas syringae war im Falle der inkompatiblen
Interaktion eine starke, aber lokal auf die Infiltrationsstelle begrenzte GUS-Expression zu
beobachten (Abb.20). In einer Kinetik war dieses Signal frilhestens nach vier Stunden sichtbar.
In der kompatiblen Interaktion zeigte sich die GUS-Expression als weniger stark und sehr viel
diffuser. Auch war das Signal friihestens nach sechs Stunden deutlich. Bel der Kontrolle war zu
keinem untersuchten Zeitpunkt von 15 min bis 6 h eine GUS-Expression erkennbar. Damit
Ubereinstimmend wurde ebenfalls eine erhéhte Promotor-Aktivitét nach Behandlungen mit dem
aus Pseudomonas syringae isolierten Elizitor Flagellin (Felix et al., 1999; Gémez-Gomez et
al., 1999) beobachtet (Daten nicht gezeigt). Bel Infektionen mit dem Oomyceten Peronospora
parasitica war dagegen keine deutliche GUS-Expression zu sehen (Daten nicht gezeigt).

Aufgrund dieser durch ein bakterielles Pathogen bzw. Elizitor induzierten GUS-Expression

wurde die WRKY6 Promoter-Aktivitat nach Inkubation mit verschiedenen Pflanzenhormonen,
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die bel Pathogenabwehrprozessen eine Rolle spielen (Dong, 1998), getestet. Sowohl bel
Keimlingen (Abb.21) as auch bei abgeschnittenen Bléttern (Daten nicht gezeigt) wurde in
grinen vegetativen Geweben eine gesteigerte WRKY6 Expression durch Sdicylsdure,
Jasmonsaure und Ethylen festgestellt.

Kontrolle +SA
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Abb.21: AtWRKY6 Promoter-vermittelte GUS-Expression durch Induktion mit SA, JA und Ethylen. Die
6p::GUS Keimlinge wurden 2 Wochen auf MS-Medium im LT angezogen und dann ohne (Kontrolle) und mit
0,1 mM Losungen der Pflanzenhormone SA (NaSA), JA (MeJA) und Ethylen (Ethephon) (alle in Ethanol
vorgel6st) in 0,5 x MS-Medium inkubiert. Nach 24 him LT wurden sie einer GUS-Féarbung unterzogen.

Das komplexe Expressionsbild von WRKY6 zeigt Gewebe-, Entwicklungs- und Stress-
spezifische Komponenten. Dieses sind erste Hinweise auf die pflanzlichen Prozesse, in die
WRKY 6 involviert ist. Als solche kénnen Wurzel- und Blitenentwicklung, Blattseneszenz und
Abwehrreaktionen bel Verwundung und Pathogenbefall betrachtet werden. Es scheint, als ob
WRKY 6 an multifunktionellen Aufgaben im Lebendauf einer Pflanze beteiligt ist.

3.2 Promotor-Deletionen

Der Promotor des WRKY6 Gens vermittelt nicht nur unterschiedlichste Gewebe-
spezifische und Entwicklungs-abhéngige sondern auch Stress-abhéngige Expressionen. Ob aber
diese Multifunktionalitét des WRKY6 Promotors von einer gemeinsamen, einigen wenigen oder
mehreren cis-regulatorischen Regionen bedingt ist, wurde anhand von Promotor-Deletionen,
fusioniet an das GUS-Reportergen, untersucht (Abb.22). Innerhalb der WRKY6
Promotorsequenz lassen sich Identitdten und Homologien zu bekannten cis-Elementen, die in
Promotoren anderer Gene charakterisiert wurden, erkennen (Abb.13, s. S.61). Dazu zéhlen
unter anderem Sequenzen sogenannter G-, W-, |- und Amy-Boxen, Myb- und GT1-

Kernsequenzen sowie asl-Elemente, Antheren/Pollen-, Wurzel- und Seneszenz-spezifische
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Motive. Besonders aufféllig ist ein sogenannter ‘hot spot’ mehrerer mutmal3icher funktioneller

cis-Elemente, der sich zwischen -108 bp und -345 bp befindet.
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Abb.22: Ubersicht der AtWRKY6 Promoter::GUS-Deletionen. Schematische Dartsellung der relativen
Promotorléngen inklusive einer Kennzeichnung von Regionen mit Sequenzéhnlichkeiten zu bekannten cis-
Elementen aus anderen Promotoren (http://www.dna.affrc.go.jp/htdocsPLACE; Keller & Baumgartner, 1991;
Zabaleta et al., 1998; Rushton & Somssich, 1998) wie Amy-Box (violett), Antheren/Pollen-spezifisches
Element (purpur), asl-Elemente (blau), G-Box (rot), GT1-Mative (gelb), I1-Box (orange), Myb-Motive (griin),
Seneszenz-spezifisches Element (hellgriin), SPBF-Bindestelle (rosa), W-Box (dunkelblau), Wurzel-spezifische
Region (hellblau).

Die GUS-Fusionen der jeweiligen WRKY6 Promotor-Deletionen wurden in einen geeigneten T-
DNA-Vektor (Becker et al., 1992) eingebracht. Uber A. tumefaciens-vermittelte
Transformation (Clough & Brent, 1998) wurden nach einer Kanamycin-Selektion pro
Promotor-Deletion neun unabhangige Arabidopsis thaliana Col-0 Transformanden isoliert.
Noch liegen keine Southern-Analysen vor, dennoch wurde ein erster Uberblick in die
Expressionsmuster vorgenommen. Dazu wurden je drei Linien aler Promotor-Deletion::GUS
Pflanzen besonders hinsichtlich mutmaldicher Expressionen in Wurzeln, Bliten, seneszenten

Bléttern und in voll entwickelten grinen Bléattern bei Pathogenbefall charakterisiert.



Ergebnisse 67

A

Bliitenstinde f / f@/

o

B

P. syringae
avrRPM1

P. syringae

6p3::GUS

Abb.23: AtWRKY6 Promotor-Aktivitéten der verschiedenen Deletionskonstrukte. Analysiert wurden jeweils
Pflanzen der F;-Generationen von 6p2::GUS und 6p3::GUS sowie die Primértransformanden von 6p4::GUS
und 6p5::GUS. Die Keimlinge wurden 2 Wochen auf Selektionsmedium und danach in Erde zundchst unter
KT-, dann LT-Bedingungen angezogen. Dargestellt sind Entwicklungss und Stress-bezogene
Expressionsmuster: A Keimlinge, Blitenstdnde und seneszente Blétter nach erfolgter GUS-Féarbereaktion sowie
B voll entwickelte grine Blétter, die mit MgCl, as Kontrolle und mit P. syringae pv. tomato DC3000
(OD=0,2) ohne awRPM1 und mit awRPM1 entsprechend kompatibler und inkompatibler Interaktion

inokuliert und dann nach 6 h geférbt wurden.

Die ersten vorléaufigen Ergebnisse zeigten, dass einzelne Expressionsmuster durch cis-Elemente
in verschiedenen Promotorbereichen vermittelt werden. Die kirzeste Deletions-Version
6p5::GUS wies unter alen getesteten Geweben und Bedingungen, mit Ausnahme der
Hydathoden, keine GUS-Expression auf (Abb.23), was mit den Negativ-Kontrollpflanzen
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vergleichbar ist (Abb.15, s. S63). Be dlen anderen Versionen waren unterschiedliche
Expressionsmuster zu beobachten. |hnen gemeinsam war eine starke Expression in der Wurzel
(Abb.23A). Selbst bei der nur 110 bp langeren Version 6p4::GUS war sie ebenso wie in
seneszenten Blétern deutlich zu beobachten. Allerdings war bel dieser Promotor-Deletion,
obwohl sie einen grossen Bereich der zuvor as sogenannte ‘hot spot’-Region von
Sequenzéhnlichkeiten zu bekannten cis-Elementen umfasst, keine Responsivitét im unteren
Bereich der Schoten oder nach Pathogenbefall festzustellen. Dies traf dagegen auf die 130 bp
langere Version 6p3::GUS zu, die nun die gesamte ‘hot spot’-Region beinhaltet. Gleiches galt
auch fur die Version 6p2::GUS. Jedoch zeigte keine der Promotor-Deletionen inklusive der
langsten Version 6p2::GUS eine Expression in Bliten. Beziglich der Pathogenresponsivitét
der langeren 6p2::GUS und 6p3::GUS Versionen sind die Resultate nur unter Vorbehalt
festzuhalten, da sie zwei bzw. einen Sequenzunterschied im 5 -nicht-trandatierten Bereich
aufweisen. Im Gegensatz zur Voll-Langen-Version 6p::GUS (Abb.20, s. S.68) wurde bel
6p2::GUS und 6p3::GUS eine schwache Stimulation der Promotor-Aktivitét schon bei den
Kontrollbehandlungen beobachtet (Abb.23D). Dies kénnte sich aber durchaus in dem Fehlen

mOoglicher negativer cis-Elemente in diesen Deletionen begriinden.

Nachdem sich die meisten Aspekte der WRKY6 Promotor-Aktivitdt nur in bestimmten
Promotor-Deletionen wiederfinden lief3en, konnten einige Promotor-Regionen bezuglich ihrer
Responsivitét eingeengt werden. So war der fur die Expression in Wurzeln und seneszenten
Bléttern verantwortliche Bereich zwischen -108 bp und -218 bp, der fir den unteren Bereich
der Schoten und fur die Pathogenresponsivitét zwischen -218 bp und -345 bp und der fur die
Expression in Bliten zwischen -726 bp und -1188 bp lokalisiert. Allerdings kdnnte nicht nur
eine Abhangigkeit von dem aleinigen Vorhandensein einer bestimmten Sequenz vorliegen.
Durch das Fehlen einer einzelnen Sequenz konnte auch ein Zusammenspiel aus mehreren
Sequenzbereichen betroffen sein. Aufgrund der Anordnung der potentiellen cis-Elemente in der
‘hot spot’-Region zwischen —-108 bp und -345 bp ist dies hinschtlich der
Pathogenresponsivitét zu vermuten. Insgesamt war bisher festzuhalten, dass sich die
Multifunktionalitdt des WRKY6 Promotors nicht auf eine bestimmte Region begrenzte, sondern
auf mehrere Promotor-Bereiche aufteilte. Die WRKY6 Expression unterlag demnach je nach
Gewebe und Stresssituation einer strengen transkriptionellen Kontrolle, die voraussichtlich
Uber Interaktionen unterschiedlicher Transkriptionsfaktoren mit den verschiedenen

Promotorbereichen erfolgte.



Ergebnisse 69

4. ATWRKY6 NULL-M UTANTEN

Die Analyse von Null-Mutanten ist ein wesentliches Element bel der funktionellen
Charakterisierung von Genprodukten, gerade auch bei Transkriptionsfaktoren. Da durch das
Fehlen eines Transkriptionsfaktors ein wichtiges Kontrollelement in der Regulation der
Genexpression nicht vorhanden ist, kann es zu Misexpressionen von Genen fihren. Dies kann
sowohl primére als auch sekunddre Zielgene betreffen. Darliber kann eine Stérung einiger
pflanzliche Prozesse stattfinden, die dann in entsprecheneden mutanten Phanotypen resultieren
(Sawa et al., 1999). Da die meisten Transkriptionsfaktoren Vertreter von Genfamilien sind,
missen zum Tell Uberlappende Aufgabenbereiche in der transkriptionellen Regulation in
Betracht gezogen werden, die dann zu weniger starken mutanten Phanotypen fihren (Sessions
& Yanofsky, 1999). Diese Tatsache wird auch auf Vertreter der WRKY -Multigenfamilie aus
Arabidopsis thaliana zutreffen, obwohl sie ausserhalb der hoch konservierten WRKY -Doméne

nur schwache Homologien untereinander aufweisen (Eulgem et al., 2000).

Aus der En-1 Insertionspopulation AMAZE (Wisman et al., 1998) gelang mit der
Identifizierung der Linie 6AAKg; die Isolierung einer weiteren WRKY Null-Mutante (Abb.8, s.
S.52). Diese WRKY6 Null-Mutante stand dann im Mittelpunkt intensiver Studien, die einen
Einblick in die Funktion von WRKY6 gewdhren sollten. Dazu diente einerseits die
Charakterisierung eines mutmaldlichen mutanten Phanotyps. Andererseits war die Null-Mutante

das Ausgangsobjekt fur die Identifizierung moglicher Zielgene von WRKY 6.

Zunéchst wurde die Tochtergeneration der Linie 6AAKs; hinsichtlich der Transposon-Insertion
in das WRKY6-Gen untersucht. Aus den Sequenzen von PCR-Fragmenten, die mit den Primer-
Kombinationen der zweiten * screening’ -Runde erhalten wurden, konnte die exakte Position der
En-1 Insertion ermittelt werden. Das En-1 Element ist im vierten Exon des WRKY6-Gens
inseriert (Abb.25, s. S.76). Ob es sich dabei nun um heterozygote oder homozygote Pflanzen
handelte, wurde in Southern-Anaysen zusammen mit der gesamten Anzahl an En-1 Insertionen
im Genom festgestellt.
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Abb.24: A Genomische Southern-Analysen der En-1 Insertion in das AWRKY6-Gen und B Bestimmung der
Anzahl von En-1 Integrationen pro Pflanze. Je 0,5-1 pg genomische DNA der 6AAKs—Tochtergeneration (1-
29) sowie zum Vergleich Arabidopsis thaliana Col-0 Wildtyp wurden in Restriktionsverdaus mit Xhol, welches
weder im Transposon En-1 noch im AtWRKY6 Gen schneidet, eingesetzt. Als Sonden wurden der zu WRKY6
korrespondierende EST-Klon und ein PCR-Fragment des rechten En-1 Arms verwendet. Die im weiteren
verwendeten Linien 7 und 15 sind gekennzeichnet. C ‘Footprints im AtWRKY6-Gen der 6AAKg-
Tochtergeneration. Grolenvergleich von PCR-Fragmenten zweier Pflanzen der 6AAKg-Tochtergeneration
(Linie 15 = 56 bp Deletion und Linie 3 = 66 bp Insertion) mit Arabidopsis thaliana Col-0, die die
urspringliche En-1 Insertionsstelle Uberspannen. Fir die PCR wurden die Primer A6l und A6l11 verwendet.
Die Auftrennung der PCR-Produkte erfolgte tiber ein 2 % iges Agarosegel. D Genomische Southern-Anaysen
der Muttergenerationen 3, 4 und 5 der 6AAKg;-Linie. Pro Muttergeneration (5AAKs7, 4AAKg; und 3AAKe;)
zusammen mit Arabidopsis thaliana Col-0 wurden 0,5-1 ug genomische DNA jeweils zweier Pflanzen mit dem

Resrtiktionsenzym Xhol verdaut. Als Sonde wurde der entsprechende EST-Klon zu WRKY6 eingesetzt.

Im Vergleich zu der 15 kb Bande des WRKY6-Gens in Wildtyppflanzen war bel einigen
Pflanzen der 6AAKg;-Tochtergeneration ein grosseres Fragment zu erkennen (Abb.24A).
Diese Verschiebung entsprach einer GrofRe von 8 kb, die durch die Insertion des En-1
Elementes in das WRKY6-Gen verursacht wurde. Insgesamt war dieses die Haupt-Bande bel

neun Pflanzen, die damit as homozygot fir die En-1 Insertion betrachtet wurden. Bei acht
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Pflanzen war ausschliesslich die Wildtyp-Bande vorhanden, die daher homozygot fir das
WRKY6-Gen waren. Heterozygot fur die En-1 Insertion waren elf Pflanzen, da bel ihnen eine
Doppel-Bande zu finden war. Diese Zahlen spiegelten jedoch nicht die Verhdltnisse einer
segregierenden Population von 1:2:1 wieder.

Dadas En-1 Element ein autonomes Transposon ist (Cardon et al., 1993), lag die Vermutung
nahe, dass es sich bel den Wildtyp-Banden um nachtrégliche Excisionsereignisse des
Transposons handelte. Dies wurde in allen Fallen anhand der Sequenzen von PCR-Fragmenten,
die den Bereich der En-1 Insertion (iberspannen, bestétigt. In allen waren Anderungen in der
WRKY6 Sequenz an der urspriinglichen Insertionsstelle des En-1 Elementes zu finden (Daten
nicht gezeigt). Bei der Excison hatte das En-1 Transposon verschiedene ‘footprints
hinterlassen, die von Deletionen und Insertionen einzelner Basen bis ganzer Regionen von rund
60 bp reichten (Abb.24C). Daraus folgte, dass zumindest schon eine friihere Generation der
6AAKe7-Linie homozygot fur die En-1 Insertion im WRKY6-Gen war. Zusammen mit weiteren
Muttergenerationen der 6AAKe-Linie konnte dies in Southern-Analysen bestétigt werden
(Abb.24D). Die Muttergenerationen 5AAKs; und 4AAKe; waren jeweils schon homozygot,
erst die Muttergeneration 3AAKeg; erwies sich as heterozygot fur die En-1 Insertion im
WRKY6-Gen.

Die Excisons-Aktivitdt des En-1 Elementes war auch bel homozygoten Pflanzen mit
dominierenden En-1 Insertions-Banden in das WRKY6-Gen anhand zusétzlich auftretender
schwacher Wildtyp-Banden zu sehen (Abb.24A). Diese Wildtyp-Banden waren aber nicht
vererbbar und riihrten aus sogenannten somatischen Sektoren her, die einzelne Zellen bis ganze
Teile von Geweben und Organen einnehmen. Neben der En-1 Insertion im WRKY6-Gen
besalien die Pflanzen der 6AAK ;- Tochtergeneration noch durchschnittlich zehn weitere En-1
Insertionen im Genom (Abb.24B). Zur Verringerung dieser Zahl unerwinschter Insertionen,
die be ener ausfihrlichen Charakteriserung moglicherweise storen konnten, wurden
sogenannte Ruckkreuzungen zu Arabidopsis thaliana Col-0 durchgefiihrt. Dazu wurden aus
der 6AAKs-Tochtergeneration die Pflanzen 7 mit etwa zehn und 15 mit etwa acht En-1
Insertionen im Genom verwendet. Bei 7 war die En-1 Insertion im WRKY6-Gen homozygot,

dagegen lag bei 15 ein ‘footprint’ vor.
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4.1 EN und DEL

Ausgehend von der 6AAKsz-Linie wurden alle folgenden intensiven Analysen mit den
WRKY6 Null-Linien 7 und 15 durchgefuhrt (Abb.24, s. S.74). Bel der Linie 7 handelte es sich
um eine homozygote Insertion des En-1 Elementes in das vierte Exon des WRKY6 Gens.
Durch Sequenzierungen von PCR-Fragmenten, die aus Kombinationen von En-1- und
WRKY6-Gen-spezifischen Primern gewonnen wurden, konnten sowohl die Orientierung des
En-1 Elementes als auch die exakte Insertionsstelle festgestellt werden (Daten nicht gezeigt).
Das En-1 Element ist in Bezug zum WRKY6-Gen 5'-3' orientiert und zwischen den Kodons fur
die Aminosduren 263 und 264 inseriert (Abb.25).

Dadas En-1 Element ein autonomes Transposon ist, handelte es sich bel dieser Linie um eine
instabile WRKY6 Null-Linie, die daher im weiteren al's EN-Linie bezeichnet wird. Im Gegensatz
dazu war die Linie 15 eine stabile WRKY6 Null-Linie. Sequenzierungen von PCR-Fragmenten,
die mit zwel der En-1 Insertionsstelle flankierenden WRKY6-Gen-spezifischen Primern
gewonnen wurden, ergaben, dass das Transposon nach seiner Excision einen ‘footprint’
hinterlassen hat (Abb.24C, s. S.74). An der urspringlichen En-1 Insertionsstelle lag eine
Deletion von exakt 56 bp vor, die zu eéinem Verlust von 19 Kodons und einer Verschiebung
des Leserahmens fuhrten (Abb.25). Letzteres hatte dann nach drei Kodons ein Stopp-Kodon
zur Folge und verhinderte somit eine vollsténdige Trandation der WRKY6 mRNA. Diese
stabile WRKY6 Null-Linie wird im folgenden mit DEL bezeichnet.

En-1
EAEDVSNSSSEDRTRSGGSSAAERRSNGKR EGREESPETE

EAEDVSNSSSE JAWA*
Deletion von 56 bp

DRTRSGGSSAAERRSNGKR

En-1 Insertion

Abb.25: Schema der AWRKY®6 Null-Linien EN und DEL. Das WRKY6-Gen ist in seiner Exon-Intron-Struktur
zusammen mit einer Ausweisung der WRKY -Doméne (schwarz) und des Leucinzippers (orange) unter Angabe
der Insertionsstelle des En-1 Transpons in EN sowie der Deletion in DEL dargestellt. Intronbereiche sind durch
Striche gekennzeichnet.

Eine nun folgende eingehende Charakterisierung der WRKY6 Null-Linien EN und DEL betraf

die Bestimmung von méglichen WRKY6 Transkripten. In Northern-Analysen mit seneszenten
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Blattgeweben, bel denen in Wildtyppflanzen hohe Transkriptmengen vorliegen (Abb.7, s.
S.49), wurde eine mogliche Akkumulation WRKY6 mRNA in den Linien EN und DEL

untersucht.
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Abb.26: A AtWRKY6 Expression in seneszenten Bléttern der Linien EN und DEL. Pro Spur wurden je 10 ug
Gesamt-RNA aus seneszenten Bléttern von Pflanzen der Linien EN und DEL, die im Gewéchshaus angezogen
wurden, zusammen mit je 10 pg Gesamt-RNA aus jungen, voll entwickelten griinen und senszenten Bléttern
von Arabidopsis thaliana Col-0 Wildtyppflanzen aufgetragen. Als Sonde wurde der zu WRKY6
korrespondierende EST-Klon verwendet. Zur Ladungskontrolle wurde die Ethidiumbromid-Farbung des Gels
genutzt. B Grélkenbestimmung von RT-PCR-Fragmenten der DEL-Linie im Vergleich zu Arabidopsis thaliana
Coal-O. Fir die RT-PCR-Reaktionen wurden Gesamt-RNA Préparationen aus jeweils seneszenten Bléttern der
DEL- und der Wildtyppflanzen in einer Primerkombination von A6l und A6l verwendet. Die Fragmente

wurden zusammen mit der 1 kb-Leiter Uber ein 2 % iges Agarosegel aufgetrennt.

Durch die Insertion des etwa 8 kb grossen En-1 Transposons war bei der EN-Linie
offensichtlich keine vollstandige Transkription des WRKY6-Gens moglich. Bei der EN-Linie
war keine WRKY6 mRNA Akkumulation festzustellen (Abb.26A), und selbst nach zehn-tagiger
Exposition war immer noch kein WRKY6 Transkript zu detektieren. Dies kann zusétzlich als
Beweis gesehen werden, dass es unter den angewendeten Hybridis erungsbedingungen nicht zu
sogenannten Kreuzreaktionen kam und mdgliche zu WRKY6 Sequenz-ahnliche Transkripte

faschlicher Weise aufleuchten.

Dagegen zeigte sich, dass die Transkription sowie Akkumulation bel der DEL-Linie nicht
durch die Verschiebung des Leserahmens beeinflusst war. Es war eine deutliche WRKY6
MRNA Akkumulation zu erkennen, die die entsprechende Grofe des Wildtyp-Transkripts
aufwies (Abb.26A). Daraus ergab sich die Notwendigkeit einer Prifung, ob es sich bei dem

‘footprint’ nun um ein homozygotes oder aber um ein somatisches Ereignis handelte. Anhand
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von RT-PCR-Fragmenten, die mit der Deletion flankierenden WRKY6-Gen-spezifischen
Primern gewonnen wurden, wurde dieser Frage nachgegangen. Eine Groéf3enbestimmung der
RT-PCR-Fragmente zeigte ein eindeutig kleineres Fragment von etwa 50 bp bei DEL -Pflanzen
im Vergleich zu der Bande bei Wildtyppflanzen (Abb.26B). Direkte Sequenzierungen lieferten
einheitliche Resultate und ergaben, dass die RT-PCR-Fragmente aus den DEL-Pflanzen den
zuvor beschriebenen ‘footprint’ der 56 bp Deletion tragen (Daten nicht gezeigt). Diese
Sequenzergebnisse lief3en den Schluss zu, dass bel der DEL-Linie keinesfalls ein somatisches

Ereignis, sondern tatséchlich ein homozygoter ‘footprint’ vorlag.

Eine weitere Charakterisierung gerade dieser Linie war hinsichtlich einer moglichen Trandation
des WRKY6 DEL-Transkripts von grosser Bedeutung, da es sich hier um eine stabile Null-
Mutante handelte. Die Deletion verursachte eine Verschiebung des Leserahmens, der dann
nach drei Aminosduren in einem Stoppkodon endet (Abb.25, s. S.76). Dies hat zur Folge, dass
bei der Trandation eine verkirzte Version des WRKY 6-Proteins entsteht. Dieses N-terminale
Tellprotein von WRKY 6 tragt zwar noch einige funktionelle Doménen wie den Leucinzipper
und potentielle Transkriptionsregul ationsdomanen. 1Thm fehlt aber sowohl die WRKY -Doméne
als DNA-Binde-Doméne as auch die Region der NLS-Funktion. Dennoch konnte dieses
Protein Uber mdgliche Dimerisierungen mit anderen Faktoren auf verschiedenste pflanzliche
Prozesse einwirken. Ob es aber tatsichlich zu einer Akkumulation dieses Proteins kommt,

sollte in Western-Analysen geprift werden.

Fur eine Generierung von WRKY 6-spezifischen Antikdrpern wurden drel verschiedene
Versonen des WRKY6-Proteins zu Immunisierungen verwendet. Einerseits wurden das
Wildtyp-WRKY 6-Protein und andererseits eine N-terminale aus 296 Aminosduren (M1 bis
R296, 34 kDa) und eine C-terminale aus 153 Aminosauren (M394 bis G546, 16 kDa), jeweils
ohne WRKY-Doméne, bestehende Kurz-Verson (Abb.27A) as rekombinante His
Fusionsproteine heterolog in E. coli exprimiert und anschliessend gereinigt (Abb.27B). Die
Kurz-Versionen wurden zusétzlich gewahlt, um eine mdgliche Kreuzreaktivitat der spateren
Antikorper bezuglich der WRKY -Doméne zu unterbinden und somit eine erhdhte Spezifitét zu

bewirken.



Ergebnisse 75

A
ox Hf - EXWRKY6 |
6X H| ExN |
6X H| ExC |
,\Q}
N N
B e s o
kba M & & & &
250
148—
-
60—
42
30— “
17— 2 o~
6_
4—
c D Nuklei
© Cytosol Nuklei I q 469|
& e 11 | P P
S S 2 o NN
N ICLUN el &K K&
& a & £ & g S L S koa
ChT
ot | = WRKY6 ==p v 66
—46 6
»
|30 0
. 21
. - 14
antiExNI antiExNI antiExNI

Abb.27: Heterologe Expression dreier Versionen des AtWRKY6 Proteins. A Schematische Darstellung der
Expressionsproteine EXWRKY 6, EXN und ExXC mit N-terminalen 6xHis-Fusionen. Gekennzeichnet sind der
Leucinzipper (orange) und die WRKY -Doméne (schwarz). B Die Fusionsproteine wurden zusammen mit einer
Vektorkontrolle (pQE30) heterolog in E. coli exprimimiert. Je 18 pl der jeweiligen Eluate 1 nach der
Reinigung Uber Ni-Agarose unter denaturierenden Bedingungen wurden in einem SDS-Gradientengel
aufgetrennt und Coomassie-geférbt. C Western-Analysen mit dem Antiserum gegen ExN. Der Antikorper
antiExN1 (Kaninchen N68) wurde sowohl mit 0,5 pg gereinigtem AtWRKY 6 His-Fusionsprotein (rechts) als
auch mit 10 pg cytosolischen Extrakten und Kernextrakten unbehandelter (Kontrolle) und 8 h mit Flagellin
behandelter (+FIg22) Arabidopsis-Zellkultur (links) getestet. D Analyse der WRKY 6-Proteingehalte in den
AtWRKY6 Null-Mutanten EN und DEL mit dem Antikorper antiEXN1. Je 10 pg Kernextrakte aus Keimlingen,
die 2 Wochen in Hussigkultur gezogen wurden, wurden aufgetragen. Die Keimlinge der EN- und DEL-
Mutanten zusammen mit Arabidopsis thaliana Col-0 Wildtyp wurden 8 h mit dem Elizitor Flagellin inkubiert
(+Flg22). Als Vergleich wurden Kernextrakte aus Keimlingen unbehandelten Wildtyps und der F-Generation
der 35S::WRKYE6 Linie 9 verwendet.

Die Hohe der Hauptbanden der gereinigten Eluate korrelierten jeweils mit den errechneten
Grossen der Fusionsproteine (Abb.27B). Trotz Reinigung enthielten die Eluate auch noch

andere Proteine. Da in der Kontrolle keine Proteine aufgereinigt wurden, handelte es sich
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wahrscheinlich um mit den Fusionsproteinen interagierenden bakterielle Proteine. Zur
Immunisierung wurden daher die nachtraglich aus den jeweils ausgeschnittenten Hauptbanden
eluierten Proteine verwendet. Pro Fusionsprotein wurden je zwel verschiedene Antiseren
gewonnen. Alle Antiseren der jeweils dritten Blutung wurden hinsichtlich ihrer Fahigkeit zu
Erkennung des WRKY 6-Proteins getestet.

In Western-Anaysen mit Gesamt-Zellextrakten der Arabidopsis-Ze lkultur zeigte sich bei alen
Pr&Immunseren keine wesentliche Detektion pflanzlicher Proteine (Daten nicht gezeigt).
Dartberhinaus waren alle Antiseren in der Lage, rekombinantes WRKY 6 His-Fusionsprotein
sowohl in bakteriellen Rohextrakten as auch in gereinigter Form zu erkennen (Daten nicht
gezeigt). In Gesamt-Zellextrakten der Arabidopsis-Zellkultur konnte jedoch keine Hauptbande
mit einer zu WRKY 6 entsprechenden Grosse detektiert werden. Da WRKY 6 aber ein Kern-
lokalisiertes Protein ist (Abb.10, s. S.56), wurden im weiteren cytosolische Extrakte und
Kernextrakte getrennt voneinander betrachtet. Diese Extrakte wurden aus unbehandelter und
mit dem bakteriellen Elizitor Flagellin behandelter Arabidopsis-Zelkultur gewonnen. Diese
sollten nun einen hohen Gehat an WRKY 6-Protein tragen, da die WRKY6 Expression durch
die Wurzel-ahnliche Charakteristik der Zellkultur und besonders durch den Elizitor stimuliert
wurde. In diesen Western-Anaysen stellte sich heraus, dass eines der Antiseren gegen die N-

terminale Kurz-Version ExN fur eine WRKY 6 Detektion geeignet war.

Der Antikorper antiExNI detektierte in den Kernextrakten der Arabidopsis-Zellkultur eine
eindeutige Hauptbande, deren HOhe von knapp unter 66 kDa dem errechneten
Molekulargewicht fir WRKY 6 von 64 kDa entspricht (Abb.27C). Ein Vergleich mit der Bande
des rekombinanten Proteins zeigte zwar, dass diese deutlich Uber 66 kDa lag, sich aber durch
die His-Fusion erklarte. In den cytosolischen Extrakten war kein Hauptsignal dieser Grésse zu
erkennen. Bei den Kernextrakten aus der mit Eilizitor behandelten Arabidopsis-Zellkultur war
im Vergleich mit der unbehandelten Zellkultur neben einer stérkeren Hauptbande auch eine neu
auftretende minimal gréssere Bande vorhanden. Dies konnte als Hinweis auf eine post-
trandationde Modifikation z.B. Phosphorylierung gelten. Ein entsprechendes Muster,
alerdings in schlechterer Qualitét, wurde auch unter Verwendung der Antikorper antiExNII,
antiEXWK6I und antiEXWKG6II beobachtet. Mit den Antikérpern antiExCl und antiExCII
konnte dagegen keine deutliche mit dem Molekulargewicht von WRKY 6 korrelierende Bande
detektiert werden (Daten nicht gezeigt).

Die EN- und DEL-Mutanten wurden nun in Western-Analysen mit dem Antikorper antiExNI
hinsichtlich ihres WRKY 6-Proteingehalts untersucht. Als Kontrolle dienten unbehandelte und
mit Elizitor behandelte Keimlinge von Arabidopsis thaliana. Bel Kernextrakten der elizitierten

Keimlinge wurde eine Bande von etwa 66 kDa deutlich, die bei unbehandelten Keimlingen
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fehlte (Abb.27D). Diese Bande war auch bei den Kernextrakten der mit Elizitor behandelten
Keimlingen der EN- und DEL-Mutanten abwesend. Allerdings war sie bei den WRKY6
ektopisch Uberexprimierenden Keimlingen der Linie 35S:WRKY6.9 auch ohne Elizitor-
Behandlung zu erkennen. Trotz des zuvor as geeignet getesteten Antikorpers antiExNI war
die Qualitdt der Western-Anayse gering. Immerhin ist dennoch die Schlussfolgerung zuléssig,
dass in beiden WRKY6 Null-Mutanten EN und DEL selbst unter stimulierenden Bedingungen
fur die WRKY6 Expression keine Akkumulation des WRKY 6-Proteins erfolgte. Allerdings ist
fur die DEL-Mutante keine Aussage beziiglich der evtl. vorhandenen verkirzten Form des
WRKY 6-Proteins moglich.

Insgesamt konnten die Linien EN und DEL as sogenannte echte WRKY6 Null-Mutanten
betrachtet werden. Bel der EN-Mutante war weder ein WRKY6-Transkript noch WRKY 6-
Protein zu detektieren. Trotzdem konnte dies in einigen begrenzten Regionen von somatischen
Sektoren der Fall sain, da es sich hier um einen instabilen ‘knock-out’ handelte. Die stabile
WRKY6 Null-Linie DEL zeigte zwar eine Transkript-, aber keine WRKY6-

Proteinakkumul ation.
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Abb.28: Genomische Southern-Analysen zur Bestimmung der En-1 Anzahl in den AtWRKY6 Null-Mutanten
EN und DEL nach erfolgten Rickkreuzungen. Pro Spur waren je 0,5 bis 1 pug genomische DNA von
Arabidopsis thaliana Col-0 Wildtyppflanzen sowie der EN- und DEL-Mutanten nach Restriktionsverdaus mit
EcoRV (links), Sacl (mitte) und Xhol (rechts) aufgetragen. Als Sonde wurde ein PCR-Fragment des linken En-

1 Arms verwendet.

Im Laufe der Arbeit wurden beide Linien zu Rickkreuzungen mit Arabidopsis thaliana Col-0
Wildtyppflanzen verwendet. Dies diente vor allem einer Verringerung der Kopienzahl des En-1
Elementes. Damit sollte eine eindeutigere Korrelation eines mutanten Phéanotyps zu dem
WRKY6 ‘knock-out’ ermoglicht sein. Beide Linien wurden insgesamt zweima mit
Wildtyppflanzen gekreuzt und dann wieder geselbstet. Der jeweilige mutante WRKY6 Lokus
wurde anhand von Southern-Analysen und PCR-Fragmenten verfolgt (Daten nicht gezeigt).
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Die Zahl der En-1 Elemente in den EN- und DEL-Mutanten konnte so auf drei bzw. vier

verringert werden (Abb.28).

In ausfuhrlichen phénotypischen Charakterisierungen der EN- und DEL-Mutante war kein
offensichtlicher Effekt in Wachstums- und Entwicklungsprozessen sichtbar. Ein besonderer
Augenmerk lag dabei auf Gewebe wie reproduktive Organe und Wurzeln sowie
Entwicklungsstadien wie Blattalterung, da dies Orte einer hohen WRKY6 Expression sind
(Abb.7, s. S.49). Es zeigte sich weder dort noch in Stresssituationen nach Pathogenbefall ein
mutanter Phanotyp. Als einiziger mutmaldicher mutanter Phanotyp fiel eine schwache
Veranderung in der Wurzelentwicklung auf. Dieser nicht sehr eindeutige mutante Phénotyp
bezog sich auf Unregelmassigkeiten in der Wurzelhaarentwicklung (Daten nicht gezeigt). Daes
sich aber um einen dusserst schwer greifbaren und subtilen mutanten Phanotyp handelte, bedarf
diese Beobachtung weitere Bestdtigungen. Im weiteren wird dazu Uberwiegend die stabile
DEL-Mutante herangezogen werden. Fur folgende vergleichende Anaysen stehen vier
unabhéngige Linien sogenannter Komplementationspflanzen zur Verfugung. Dies sind
transgene Pflanzen mit dem DEL Null-Hintergrund, die WRKY6 ektopisch Uberexprimieren.
Erste Resultate dieser Pflanzen zeigten, dass wenigstens zwei der vier 35S::WRKY6 DEL-
Linien dem Habitus der 35S::WRKY®6 Linien entsprachen (Abb.35, s. S.97).

Da bisher kein eindeutiger mutanter Phanotyp der WRKY6 Null-Mutanten aufgedeckt wurde,
konnten auf diesem Wege keine genaue Erkenntnisse zur Funktion von WRKY 6 gewonnen

werden.

4.2 RFDD zur Isolierung von Zielgenen

Trotz Abwesenheit eines offensichtlichen mutanten Phanotyps bei EN und DEL
konnten dennoch verénderte Genexpressionen vorliegen. Dies konnte einerseits zur
Charakterisierung eines molekularen Phanotyps verwendet werden, andererseits aber auch der
Identifikation mutmaldicher Zielgene von WRKY 6 dienen. Als Zielgene sollten zunéchst ale
Gene zusammengefasst werden, deren Expression in den EN- und DEL-Mutanten im
Vergleich zu Wildtyppflanzen verandert war. Dabei erfolgte keine Klassifizierung in primére,

sekundére oder nur entfernt beeinflusste Zielgene.

Zur Analyse von kompletten Expressionsprofilen stehen gerade in Arabidopsis thaliana neben
dem herkémmlichen Gel-basierenden *differential display’ auch neuere DNA Nylon-Filter oder
‘microarray’ Techniken zur Verfligung (Liang & Pardee, 1992; Ruan et al., 1998). Jede davon

weist diverse Vor- und Nachteile auf (Baldwin et al., 1999). Da sich die neueren Techniken
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wahrend der Arbeit noch in der Entwicklungsphase befanden, wurde hier auf das *‘differentia
display’ zurtickgegriffen. Das ‘differentia display’ ist als anwendbare Methode zur
Identifizierung und Klonierung differentiell exprimierter Gene beschrieben (Seehaus &
Tenhaken, 1998; Appdl et al., 1999). Ein entscheidender Vorteil des *differentia display’ liegt
darin, dass es weder von EST-Datenbanken noch von vorhandenen cDNA-Banken abhéngig
ist. Bekannte Probleme des ‘differentia display’ sind aber Sensitivitét, Reproduzierbarkeit der
Ergebnisse,erhatene Sequenzinformationen zu hdufig nicht-kodierenden Bereichen von Genen
sowie eine hohe Zahl an sogenannten Falsch-Positiven. Eine grosse Verbesserung dieser
Technik resultiert aus einer Kombination mit Restriktions-Fragment-L &ngen-Polymorphismen
(RFLP) von cDNA-Fragmenten (Bachem et al., 1996). Daher wurde fir die Detektion von
Unterschieden in der Genexpression zwischen der EN- und DEL-Mutante und Wildtyppflanzen
die Methode des Restriktions-Fragment-* differential display’ (RFDD) eingesetzt.

Zur  Veeinfachung  wurde  mit einem RFDD-Komplett-Paket gearbeitet
(DisplaySystemsBiotech). Als Ausgangsmateria fur das RFDD wurde Gesamt-RNA aus
seneszenten Bléattern gewahlt, da Anderungen in der Genexpression dort zu erwarten sind, wo
eine hohe Expression von WRKY®6 vorliegt (Abb.7, s. S.49). Zunéchst wurden fur das RFDD
verschiedene ‘template’ Praparationen durchgefihrt. Dazu wurde aus der Gesamt-RNA cDNA
hergestellt, die dann mit dem Restriktionsenzym Tagl in kleine Fragmente geteilt wurde. Nach
einer Ligation mit zwei unterschiedlichen Adaptoren erfolgten die PCR-Reaktionen mit einem
markierten Primer, der sich nur an einen der beiden Adaptoren anlagern kann, und einem
zweiten Primer, der neben seiner Analgerung zu Sequenzen des zweiten Adaptors auch einen
aus drei Basen bestehenden Uberhang in die Sequenzen der cDNA-Fragmente besitzt. Auf
diesesm Wege wurden mehrere Subpopulationen der gesamten Transkriptpopulation
amplifiziert. Aufgrund der Art der Adaptoren wurden nahezu ausschliesslich RFDD-Fragmente
amplifiziert, die beide Adaptoren tragen. Als Detektionssystem wurde eine Fluoreszenz-
markierte Variante (FAM) zusammen mit einem Sequenzierautomaten (ABI 310) verwendet,
wobei die Auftrennung Uber ein Niedrig-Polymer in Kapillaren erfolgte. Die Daten-Analyse

wurde mit einem RFLP-basierenden Progarmm durchgeftihrt.

Insgesamt wurden pro EN- und DEL-Mutante und Arabidopsis thaliana je zwei unabhangige
RFDD-Reaktionen mit je 64 verschiedenen Primern, die statistisch alle potentiellen Transkripte
einer eukaryontischen Zelle erfassen sollen, vorgenommen und analysiert. Zur Prifung des
Auftrennungs- und Detektionssystems wurden die Laufe der Doppel-Proben und mehrere
Laufe der gleichen Reaktion mit unterschiedlichen Kapillaren verglichen. Da jeweils gleiche

Profile vorhanden waren, wurde das System als stabil und reproduzierbar angesehen (Daten
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nicht gezeigt). Darauf basierend wurden alle RFDD-Reaktionen zusammen mit internen

Langenstandards in diesem System analysiert.
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Abb.29: Beispiel eines RFDD-Profils der EN- und DEL-M utanten zusammen mit Arabidopsis thaliana Col-0.
Die RFDD-Reaktionen wurden mit je 1 pg Gesamt-RNA aus seneszenten Bléttern der EN- und DEL-Mutanten
und Arabidopsis thaliana Col-0 Wildtyp durchgefihrt. Fir die Analyse wurden jeweils 1 ul der insgesamt 20 pl
RFDD-Reaktionen eingesetzt. Zusammen mit den Léngenstandards GS-Tamra 500 und GS-Rox 1000 wurden
die RFDD-Reaktionen in dem Sequenzierautomaten ABI 310 Uber eine 30 cm Kapillare mit dem Niedrig-
Polymer POP4 aufgetrennt. Die Detektionszeit betrug insgesamt 30 min. Die Rohdaten wurden mit Hilfe des
GeneScan-Programms in einem Langen-abhangigen Profil verrechnet. Dargestellt sind Ausschnitte der Profile
der Wildtyppflanzen (blau), der EN-Mutante (rot), der DEL-Mutante (griin) sowie einer Uberlagerung der
Profile (oben), die aus der RFDD-Reaktion mit dem Primer 54 stammen. Unterschiedlich auftretende Peaks
sind mit Pfeilen gekennzeichnet. Die x-Achse stellt die Lange der RFDD-Fragmente [bp] dar. Die y-Achse

beinhaltet die Fluoreszenzeinheiten der Peaks.

In den erhaltenen Profilen zeigten sich neben einer guten Uberlagerung gleicher Peaks auch
unterschiedlich auftretende Peaks zwischen EN- und DEL-Mutanten und Wildtyppflanzen
(Abb.29). Einige Peaks waren beispielsweise nur bei Wildtyppflanzen und nicht bei den
WRKY6 Null-Mutanten vorhanden. Bei beiden Mutanten waren aber auch Peaks aufgetreten,
die den Wildtyppflanzen fehlten. Dabel verhielten sich die die EN- und DEL-Mutanten zum
Tell gleich, aber auch verschieden. So waren auch Peaks erkennbar, die nur bel einer der
beiden Mutanten vorkamen. Darlber hinaus waren auch graduelle Unterschiede in der
Peakhohe zu sehen. Die Auswahl der Pesks fir nachfolgende Klonierungen und
Sequenzierungen erforderte die Festlegung sogenannter Signifikanz-Grenzen. Darunter fielen

nur Peaks ab ener Grosse von 90 bp, da die Fragmente nicht Uberwiegend
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Sequenzinformationen der Adaptoren tragen sollten, und mit einer Uber 1000 liegenden
Fluoreszenzintensidt. Fur die Klonierung interessanter Peaks wurde einer PCR-basierende

Strategie entwickelt.

Dazu wurde der in der zuvor erfolgten RFDD-Reaktion verwendete Primer, der den aus drel
Basen bestehenden Uberhang in die cDNA tragt, am 3'-Ende um eine Base in dlen vier
Maoglichkeiten A, C, G und T verlangert. Mit diesen vier Primern wurde dann erneut eine
RFDD-Reaktion mit anschliessender Produktanalyse durchgefihrt. Der Primer, in dessen
RFDD-Resktion der gewlinschte Peak auftrat, wurde in einer zweiten Runde wieder um eine
Base in alen vier Mdoglichkeiten verléngert. Die Analyse der damit erfolgten spezifischeren
RFDD-Reaktionen zeigte bei einer eine deutliche Anreicherung und Vereinzelung des
gewilnschten Peaks (Abb.30A). Nach einer Wiederholung dieser spezifischen RFDD-Reaktion
mit einem nicht-markierten Primer fand die Auftrennung Uber ein Agarosegel statt (Abb.30B).
Das der Peak-Grol3e korrespondierende Fragment wurde eluiert und kloniert.

Pro Peak-Fragment wurden dann die Sequenzen zehn unabhéngiger Klone ermittelt. Dabel
konnte festgestellt werden, dass die Fragment-Grolienbestimmung aus der RFDD-Analyse
ausserst exakt und in alen Fallen um +/- eine Base genau war (Daten nicht gezeigt). Auf diese
Weise wurden Klone insgesamt 15 verschiedener Peaks unterschiedlicher Grolie (zweite Ziffer
[bp]) erhalten: SWT170, 5WT235, 13WT130, 16WT196, 25WT205, 26WT235, 28WT 240,
35WT210, 39WT130, 42WT240, 48WT235, 51WT165, 52WT100, 54WT295 und 54EN160.
Sie entstammten RFDD-Reaktionen verschiedener Primer (erste Ziffer) mit RFDD-‘templates
wildtypischem (WT) oder EN-Ursprungs. In Sequenzvergleichen stellte sich heraus, dass ale
aus den Peak-Fragmenten erhaltenen Sequenzen hohe Homologien bis Identitdten zu

pflanzlicher, plastidérer oder bakterieller ribosomaler RNA aufwiesen.
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Abb.30: RFDD-Reaktionen mit erhthter Spezifitét zur Vereinzelung differentieller Pagks. A RFDD-Analyse
der Reaktionen mit den jeweils um eine Base in alen vier Mdglichkeiten verléangerten Primern. In der
Uberlagerung der RFDD-Reaktionen mit dem Primer 16 (oben) wurde ein differentiell exprimiertes Fragment
in Wildtyppflanzen (blau) gegeniiber den EN- (rot) und DEL-Mutanten (griin) bei 196 bp deutlich (mit einem
Pfeil gekennzeichnet). Nach einer ersten 3'-Verlangerung des Primers 16 konnte dieser Peak in der RFDD-
Reaktion mit der Kombination der Base A gefunden werden (mitte). Eine deutliche Vereinzelung dieses Peaks
zeigte sich nach der zweiten 3'-Verlangerung des Primers 16 in der RFDD-Reaktion mit der Kombination der
Base C (unten). B Agarosegel-Auftrennung des 16WT 196-Peaks nach wiederholter RFDD-Reaktion mit nicht-
markiertem Gegenprimer. Ausschliesslich nicht Fluoreszenz-markierte RFDD-Fragmente konnten nach einer
Elution aus dem Gel kloniert werden. Als Marker wurde die 1 kb-Leiter verwendet. C Northern-Analyse des
16WT196-RFDD-Fragments. Pro Spur waren je 10 ug Gesamt-RNA aus seneszenten Bléttern der EN- und
DEL-Mutanten sowie aus jungen, voll entwickelten grinen und senszenten Bléttern von Wildtyppflanzen
aufgetragen. Als Sonde fur die Hybridisierung wurde das klonierte 16WT196-Fragment verwendet. Die
Ethidiumbromidférbung des Gels diente als Ladungskontrolle.
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Die Northern-Analyse eines auf diese Weise isolierten Klons (16WT196) verlief im Hinblick
auf eine mogliche differentielle Expression in seneszenten Bléttern zwischen der EN- und
DEL-Mutanten und Wildtyppflanzen negativ (Abb.30C). Bei den erhaltenen Sequenzen fir
ribosomale RNA handelte es sich offensichtlich weniger um potentielle Zielgene von WRKY 6.
Dies konnte einerseits an dem benutzten Ausgangsmateria liegen. Da die Pflanzen unter
Gewdéchshausbedingungen gezogenen wurden, waren sSe moglicherweise an  der
Blattoberfldche von verschiedenen Mikroorganismen besiedelt oder sogar befallen. Zusétzlich
enthalten seneszente Gewebe einen hohen Gehat an RNasen. Damit ist der Antell an
definierten RNA-Spaltprodukten gegeniber vollstandigen RNA-Molekilen erhoht, was sich
dann auch in PCR-Amplifikationen wieder spiegelt. Wahrscheinlich spielt die Qualitdt des
RFDD-‘templates eine entscheidende Rolle bei der erfolgreichen Durchfiihrung eines RFDD.

Diese kann insbesondere durch das Entfernen der ribosomalen RNA erreicht werden.

In darauffolgenden RFDD-Experimenten wurde daher unter sterilen Bedingungen gezogenes
Wurzelmaterial eingesetzt. Erst nach einer Isolierung der mRNA wurde die ‘template -
Praparation fur das RFDD durchgefihrt. Trotz allem waren die Sequenzen der aus diesem
RFDD klonierten Pesk-Fragemente 17DEL325 und 22DEL200 nahezu identisch zu

pflanzlicher ribosomaler RNA.

Obwohl das RFDD eine Methode mit hohem Potential zur Isolierung differentiell exprimierter
Gene ist (Bruce et al., 2000), fuhrte es hier nicht zu einer erfolgreichen Identifikation
maoglicher Zielgene von WRKY6 und ebenso nicht zu einer Charakteriserung eines

mutmal3ichen molekularen Phanotyps der EN- und DEL-Mutanten.

Im positiven Falle eines RFDD und damit der Isolierung differentiell exprimierter Gene in den
WRKY6 Null-Mutanten im Vergleich zu Wildtyppflanzen wére dennoch immer offen, ob diese
differentiell exprimierten Gene tatsachlich as potentielle Zielgene von WRKY 6 bezeichnet
werden konnten. Dies sollte durch Wiederholung des RFDD einerseits mit den EN- und DEL-
Mutanten, die nach Kreuzungen gegen Wildtyppflanzen eine verringerte Anzahl des En-1
Transposons enthaten (Abb.28, s. S.81), und andererseits mit verschiedenen Linien
sogenannter Komplementationspflanzen bestétigt werden. Fur eine Komplementation eines
mutmaldichen Phanotyps der EN- und DEL -Mutanten wurden transgene Linien hergestellt, die
eine ektopische und konstitutive WRKY6 Expression im jeweiligen WRKY6 Null-Mutanten
Hintergrund aufweisen. Dartiber hinaus wurden ebenfalls transgene Linien im WRKY6 Null-
Mutanten Hintergrund gewonnen, die eine induzierbare WRKY6 Expresson zulassen. Zu
diesem Zweck wurde das Glucocorticoid-vermittelte transkriptionelle Induktions-System
verwendet (Aoyama & Chua, 1997; McNellis et al., 1998). Eine Expressionsanays zuvor

identifizierter potentieller Zielgene von WRKY6 sollte unter einer zeitlich kontrollierten
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WRKY6 Expression in diesen Linien vorgenommen werden. Anhand einer Kinetik sollte dann
eine Klassfizierung in eher primére oder sekundére Zielgene erfolgen. Weitere RFDD-
Anaysen solcher Kinetiken konnten zur ldentifizierung von unmittelbaren Zielgenen von
WRKY6 fuhren (Sablowski & Meyerowitz, 1998). Im Laufe der Arbeit wurde dann davon
abgesehen, da das Glucocorticoid-induzierbare System aleine die pflanzliche Genexpression
besonders die von Pathogen-Abwehrgenen, die Kandidaten fur Zielgene von WRKY6 sind,
beeinflusst (Kang et al., 1999).

4.3 Expressionsmuster potentieller Zielgene

Parallel zur Identifikation moglicher Zielgene mittels RFDD stand eine mehr
zielgerichtete Charakterisierung eines mutmaldichen molekularen Phanotyps zusammen mit
einer definierteren Expressionsanalyse potentieller Zielgene von WRKY6 in den EN- und DEL -
Mutanten. Als potentielle Zielgene sollten hier solche verstanden werden, deren Transkripte
ebenso wie WRKY6 mRNA in Wurzeln, wdhrend der Blattseneszenz und der pflanzlichen
Pathogenabwehr in hoher Menge akkumulieren. Kandidaten waren daflr sogenannte
Seneszenz-assoziierte Gene wie SAG12 und 13 (Lohmann et al., 1994; Noh & Amasino, 1999)
sowie Pathogen-induzierte Gene wie ELI3 (Trezzini et al., 1993) PR1, PR5 (Ukness et al.,
1992) und THI2.1 (Vignutelli et al., 1998). Ihre Expression wurde in Northern-Analysen mit
seneszenten Bléttern der EN- und DEL-Mutanten im Vergleich mit Blattmateria von

Arabidopsis thaliana in verschiedenen Altersstadien untersucht.

Anhand einer nur schwachen Expression von RUBISCO konnte bestétigt werden, dass es sich
bei dem gewdhiten spdten Entwicklungsstadium der Blétter sowohl der EN- und DEL-
Mutanten als auch der Wildtyppflanzen um eindeutige Seneszenz handelt (Abb.31). In jungen

und voll entwickelten griinen Bléttern war hier dagegen eine deutliche Expression sichtbar.
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Abb.31: Expression potentieller Zielgene von AtWRKY 6 in den EN- und DEL-Mutanten. Pro Spur waren je 10
Hg Gesamt-RNA aus seneszenten Bléttern der EN- und DEL-Mutanten sowie aus jungen Bléttern, voll
entwickelten griinen Blé&ttern und seneszenten Bléttern von Arabidopsis thaliana Col-0 Wildtyp aufgetragen.
Fir die Hybridisierungen wurden die entsprechenden cDNA-Fragmenten fir SAG12 und 13, ELI3, PR1, PR5
und THI2.1 verwendet. Zu Gunsten der Vollstandigkeit und Vergleichbarkeit ist die schon zuvor erfolgte
Expressionsanalyse von WRKY6 mit eingefligt (Abb.26A, s. S.77). Zur Kontrolle der verschiedenen
Blattalterungsstadien wurde eine Hybridisierung mit dem EST-Klon M22F19139 durchgefuhrt, welcher die
kodierende Sequenz der grossen Untereinheit von RUBISCO trégt. Als Ladungskontrolle diente die
Ethidiumbromid-Férbung des Gels.
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In einem Vergleich der Expression zwischen seneszenten Bléttern der Wildtyppflanzen, der
EN- und DEL-Mutanten zeigte sich bel SAG13, ELI3, PR5 und THI2.1 kein nennenswerter
Unterschied, d.h. die Expression dieser Gene war nicht durch den WRKY6 ‘knock-out’
beeinflusst. Bei SAG12 und PR1 lag jedoch ein anderer Sachverhalt vor. In ihrem
Expressionsmuster traten eindeutige Unterschiede auf. Wahrend in Wildtyppflanzen nur ein
Hauch einer Transkriptmenge detektierbar war, waren in beiden WRKY6 Null-Mutanten
deutliche Transkriptmengen zu erkennen. Allerdings war die PR1-Akkumulation in der DEL-
Mutante gegeniber der der EN-Mutante sichtlich erhoht. Dieses unterschiedliche
Expressionsverhalten potentieller Zielgene in den WRKY6 Null-Mutanten konnte ebenso bei
einem weiteren Kandidaten beobachtet werden. SAG12 war in seneszenten Bléttern von
Wildtyppflanzen sehr stark, in der DEL-Mutante deutlich schwécher und in der EN-Mutante

gar nicht exprimiert.

Ob die veranderten Expressionen von SAG12 und PRL1 tatsichlich durch den WRKY6 ‘ knock-
out’ verursacht wurden und damit as potentielle Zielgene von WRKY 6 angesehen werden
konnten, bedurfte eingehender Uberpriifungen. Die hier verwendeten EN- und DEL-Mutanten
wiesen neben dem WRKY®6 ‘ knock-out” wahrscheinlich auch noch andere auf, da sie acht bzw.
zehn weitere En-1 Insertionen und eine unbekannte Zahl an ‘footprints trugen. Die folgenden
Uberpriifungen wurden daher mit den nach den Riickkreuzungen erhaltenen EN- und DEL-

Mutanten durchgefihrt.

Hinzu kam auch noch, dass wirkliche Unterschiede in Genexpressionen eine Vergleichbarkeit
der Entwicklungsstadien der verschiedenen Pflanzen voraussetzten. Es ist bekannt, dass die
Blattentwicklung ein stetig fortlaufender Prozess ist. Gleiches gilt auch fur die Blattseneszenz
(Buchanan-Wollaston, 1997; Gan & Amasino, 1997; Nam, 1997). Verschiedene Stadien der
Seneszenz konnen z.B. anhand ihres Chlorophyll-, Protein- und RNA-Gehaltes unterschieden
werden. Als frihe Seneszenzstadien werden solche mit Uber 80% Chlorophyll-Gehalt
bezeichnet. Mittlere Stadien weisen etwa 50% des Chlorophyll-Gehalts auf. Zu sehr spéten
Stadien zahlen die mit etwa 20% des Chlorophyll-Gehalts. Das Expressionsmuster sogenannter
Seneszenz-induzierter Gene kann wéhrend dieser Stadien ganz verschieden sein. Ihr
Expressionsverlauf kann schon zu Beginn der Seneszenz ein bestimmtes Niveau erreicht haben,
das in allen Stadien gleich bleibt, er kann kontinuierlich oder aber nur in einem bestimmten
Stadium  kurzzeitig ansteigen. Mit diesem Hintergrund konnen theoretisch ale
Expressionsmuster der getesteten Gene erklart werden, auch die der potentiellen Zielgene
SAG12 und PR1 zusammen mit den Unterschieden zwischen den Expressionen in den EN- und

DEL-Mutanten. Daher wurde eine Charakterisierung verschiedener Seneszenzstadien anhand
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von visuellen Symptomen und Chlorophyllgehalten vorgenommen. Insgesamt wurden drei
Stadien definiert.

Stadium 1 Stadium 2 Stadium 3
100% 78% 56%

1.

D EN DEL WT EN DEL WT EN DEL WT

— 1,3 kb

SAGI2

Abb.32: Definition drei verschiedener Blattalterungsstadien. Die drei Stadien wurden A nach der Ermittlung
der Chrorophyll-Gehalte und B anhand visueller Symptome als keine, frihe und mittlere Seneszenz
voneinander abgegrenzt. C Blétter der 6p::GUS Pflanzen wurden zu allen drei Stadien einer GUS-Férbung
unterzogen. Die Analyse der AWRKY6 Promotoraktivitét diente der Korrelation der WRKY6 Expression zu den
drei Stadien. D Drei Blattalterungsstadien und dazu korrespondierende Expressionsmuster potentieller
Zielgene. Pro Spur waren je 10 pg Gesamt-RNA der entsprechenden Stadien 1, 2 und 3 aus Bléttern der EN-
und DEL-Mutanten sowie Arabidopsis thaliana Col-0 Wildtyp geladen. Fir die Hybridisierungen wurden
cDNA-Fragmente der Gene SAG12 und PR1 verwendet. Als Ladungskontrolle diente die Ehtidiumbromid-
Farbung des Gels.
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Das Stadium 1 entsprach voll entwickelten grinen Bléttern. Das Stadium 2 war dagegen ein
frihes Seneszenzstadium, das Stadium 3 ein mittleres. Im Zusammenhang damit wurde die
Aktivitdt des WRKY6 Promotors in den 6p::GUS Pflanzen untersucht. Hier zeigte sich die
hochste Aktivitdt im Stadium 2 in einem von der Blattspitze beginnenden Gradienten
(Abb.32C). Im Stadium 3 war zwar noch eine deutliche Aktivité vorhanden, allerdings
schwéacher und auf die noch grinen Telle des Blattes begrenzt. In schon voll seneszenten
gelben Teilen des Blattes war keine WRKY6 Promotor-Aktivitdt mehr zu erkennen. Exakt diese
drel Stadien wurden fur erweiterte Analysen der SAG12 und PR1 Expressionen in den EN- und

DEL-Mutanten im Vergleich mit Arabidopsis thaliana Wildtyp verwendet.

Prinzipiell konnten zu den vorher ermittelten Expressonsmuster von SAG12 und PR1
vergleichbare Resultate gefunden werden. Im Stadium 1 konnte bel beiden Genen kein
Transkript detektiert werden (Abb.32D). In den seneszenten Stadien 2 und 3 waren deutliche
Transkriptmengen sichtbar. Das zuvor gefundene Expressionsmuster fir SAG12 spiegelte sich
im Stadium 3 wieder, das Expressonsmuster fir PR1 dagegen im Stadium 2. In beiden
WRKY6 Null-Mutanten war zu einem frihen Stadium der Seneszenz eine deutliche PR1
Expression vorhanden, nicht aber in Wildtyppflanzen. Dies war eine Bestétigung der friheren
Ergebnisse. Allerdings konnte der Unterschied in der PR1 Expression zwischen den EN- und
DEL-Mutanten nicht wieder beobachtet werden. Zu einem spéteren Zeitpunkt, im Stadium 3,
zeigten sie aber ein unterschiedliches PR1 Expressionsverhaten. Wéahrend bei der DEL-
Mutante immer noch eine starke PR1 Expression vorlag, fehlte sie bei der EN-Mutante wie
auch in Wildtyppflanzen. Fir SAG12 ergab sich ebenfalls eine zumindest teilweise Bestétigung
des friheren Expressionsmusters. Im Stadium 3, als ein Stadium hoher Expression von SAG12
bei der DEL-Mutante und Wildtyppflanzen, war kein Transkript bei der EN-Mutante zu
detektieren. Allerdings verhielt sich hier die Menge der Akkumulation von SAG12 mRNA
zwischen DEL-Mutante und Wildtyppflanzen anders. Sie war unter diesen Bedingungen in der
DEL-Mutante wesentlich hoher. Zusétzlich war bel der EN-Mutante eine schwache SAG12

Expression in dem friihen Seneszenzstadium 2 zu erkennen.

Diese Ergebnisse sind natlrlich kein lickenloser Bewels, dass SAG12 und PR1 potentielle
Zielgene von WRKY 6 sind. Die Expressonsmuster konnten zum Teil von immer noch nicht
identischen Blattalterungsstadien abhéngen. Hinzu kommt, dass beide WRKY6 Null-Mutanten
keinen wildtypischen genetischen Hintergrund hatten, sondern noch weitere drei bzw. vier En-
1 Elemente zusammen mit einer unbekannten Zahl mdglicher ‘footprints trugen. Die
beobachteten Unterschiede zwischen den EN- und DEL-Mutanten kénnen durch verschiedene
Faktoren verursacht sein. Sie kénnen von moglichen Unterschieden in den genetischen

Hintergrinden der Mutanten abhéngen, sie kbnnen durch somatische Sektoren der instabilen
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EN-Mutante bedingt sein, oder aber sie kdnnen durch ein moglicherweise vorhandenes
verkirztes WRKY 6-Protein in der DEL-Mutante verursacht werden. Trotzdem begriinden
diese Ergebnisse eine gewisse Glaubwurdigkeit, so dass von einem molekularen Phanotyp der
EN- und DEL-Mutanten gesprochen werden kann. Schliesslich sind die Expressionsmuster der
SAGI12 und PR1 Gene in dem WRKY6 Null-Hintergrund verandert. Dieses kann dann weiter

mit Hilfe der Komplementationspflanzen getestet werden.

5. EKTOPISCHE EXPRESSION VON ATWRKY6

Obwohl viele Sequenzen zu WRKY -Faktoren in den Datenbanken vorhanden sind,
existierte im Rahmen dieser Arbeit nur eine bekannte WRKY Null-Mutante (Johnson & Smyth,
1998). Dariiberhinaus waren noch gar keine Daten zu einer ektopischen Uberexpression von
WRKY-Faktoren bekannt. Interessante Informationen Uber die Funktion enes
Transkriptionsfaktors kénnen aber nicht nur aus Null-Mutanten-, sondern gerade auch durch
eine Anayse von ektopisch Uberexprimierenden Pflanzen gewonnen werden (Parcy et al.,
1998). Dabei tritt hier das Problem der Redundanz nicht so deutlich in den Vordergrund. Bei
Null-Mutanten eines enzelnen Vertreters ener Genfamilie sind zumindest teilweise
funktionelle Uberlappungen zu erwarten, die dann in nur dusserst schwache und subtile
mutante Phénotypen resultieren kénnen. Dies kann auch bei einer ektopischen konstitutiven
Expression der Fal sein, z.B. wenn der Faktor einer strikten post-transkriptionellen oder —
trandationalen Kontrolle unterliegt. Ebenfals kann es durch ein Fehlen moglicher
Interaktionspartner des Faktors zu keinem Effekt in der Pflanze kommen. Da aber eine
Homodimerisierung von WRKY 6 potentiell mdglich ist, ist ein mutanter Phanotyp nach dessen
ektopischer Uberexpression durchaus in Entwicklungsstadien und Geweben zu erwarten, in
denen WRKY®6 sonst nur schwach exprimiert ist (Abb.7, s. S.49).

Zur weiteren funktionellen Charakterisierung von WRKY 6 wurden daher transgene Pflanzen
regeneriert, die WRKY6 ektopisch und konstitutiv exprimieren. Dazu wurde die komplette
WRKY6 cDNA mit 37 bp N-terminalen und 64 bp C-terminden Verlangerungen der
kodierenden Sequenz hinter den 35S-Promotor und dann gemeinsam in einen geeigneten T-
DNA Vektor kloniert. Mittels A. tumefaciens-vermittelter Transformation wurde dieser dann
in Arabidopsis thaliana Col-0 eingebracht (Bechthold et al., 1993). Nach Selektion tber
Kanamycin, zu dem das entsprechende Resistenzgen NPTII in der T-DNA (Becker et al.,
1992) enthalten ist, wurden zehn unabhangige Linien isoliert. Anschlief?end wurden sie

hinsichtlich der Integrationsereignisse untersucht.
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Abb.33: Genomische Southern-Analysen der 35S:AtWRKY6 Primértransformanden. Fir  die
Restriktionsverdaus mit Hindlll, welches im Polylinker des T-DNA Plasmids und der AtWRKY6-cDNA
schneidet und so das Resistenzgen NPTIl von dem CaMV35S::AtWRKY6 Konstrukt trennt, wurden jeweils
zwischen 0,5 bis 1 ng genomische DNA eingesetzt. Als Sonde wurde ein cDNA-Fragment von NPTII

verwendet.

Die isolierten Linien wiesen unabhangige Integrationen in unterschiedlicher Zahl auf. Neben
einigen Linien mit einfachen (5, 9), zweifachen (3, 4) und dreifachen (7, 8) enthielten manche
auch multiple Integrationen (1, 2, 6, 10) (Abb.33). Die F;-Generation dieser Linien (Linie 10
ging verloren) wurde anschliessend in Bezug auf die ektopische Uberexpression von WRKY6
charakterisiert. Dazu wurde in Northern-Analysen die Transkriptmenge von WRKY6 in voll
entwickelten griinen Bl&ttern bestimmt, da zu diesem Entwicklungsstadium die Expression des
endogenen WRKY6 Gens sehr schwach ist (Abb.7, s. S.49).

Im Vergleich mit der WRKY6 Transkriptmenge der as Wildtyp dienenden Kontrollpflanzen
einer 6p::GUS Linie, bei denen kein Signa zu erkennen war, war diese bei alen 35S::WRKY6
Linien zumindest leicht erhoht. Die Linien 3, 5 und 9 fielen hier aber besonders auf, dasie eine
deutlich hohere Expression zeigten (Abb.34). Diese war bel der Linie 9 am stérksten. Dabel

Ubertraf sie sogar noch das Expressionsniveau, das in seneszenten Bléattern detektiert wurde.
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Abb.34: Expressionsanalyse der 35S:AtWRKY6 Linien. Die Pflanzen der F;-Generation (1-9) wurden

zusammen mit as Wildtyp dienenden Kontrollpflanzen einer 6p::GUS Linie 2 Wochen auf Selektionsmedium
und dann 3 Wochen in Erde unter LT-Bedingungen angezogen. Pro Spur wurden je 10 pg Gesamt-RNA
geladen, die aus voll entwickelten grinen Bléttern isoliert wurde. Zum Vergleich wurden noch je 10 pg
Gesamt-RNA aus jungen, voll entwickelten und seneszenten Bléttern von Arabidopsis thaliana Col-0
Wildtyppflanzen aufgetragen. Als Sonde wurde ein cDNA-Fragment von AtWRKY6 verwendet. Als
Ladungskontrolle diente die Ethidiumbromid-Férbung des Gels.

Zu den deutlich bis stark exprimierenden Linien zéhlten solche, die einfache oder zweifache
Integrationen vorliegen hatten. Dieses bei den mehrfach Integrationen auftretende Phdnomen
einer ausserst geringen Expression des Transgens ist as sogenannter ‘gene silencing’ Effekt
bekannt (Hobbs et al., 1993; Stam et al., 1997, Baulcombe, 1999; Jones et al., 1999). Ein
eindeutiger Zusammenhang zwischen Kopiezahl und dem Expressionsniveau des Transgens ist
jedoch nicht gezeigt. In diesem Fall wurde allerdings ersichtlich, dass die Linien 5 und 9 als
Linien mit einfach Integrationen entsprechend sehr starke Expressionsniveaus von WRKY6
erreichten. FUr die nun folgende phénotypische Chrarakterisierung wurden daher nur die Linien

3 als schwacher, 5 as mittlerer und besonders 9 als starker “ Expressor’ berticksichtigt.

Eine hohe Transkriptmenge fuhrt nicht zwingend zu einer Erh6hung der Proteinkonzentration.
Diesist aber die Voraussetzung fir veranderte biologische Effekte in der Pflanze und somit fr
das Auftreten eines mutanten Phanotyps. Deshalb wurde zusétzlich der Gehalt des WRKY 6-
Proteinsin Keimlingen der Linie 9 untersucht. In Western-Analysen war eine schwache Bande,
die zu dem Molekulargewicht von WRKY 6 korrespondiert, bei unbehandelten Keimlingen der
35S::WRKY6.9-Linie zu erkennen (Abb.27D, s. S.79). Eine entsprechende Bande war bei
unbehandelten Wildtyp-Keimlingen nicht sichtbar, trat aber nach einer Behandlung mit dem
bakteriellen Elizitor Flagellin auf, der die WRKY6 Promotoraktivitdt stimuliert. Insgesamt
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gelang die Herstellung mindestens einer transgenen Linie, die in Entwicklungsphasen einer
ausserst schwachen Expression des endogenen WRKY6-Gens sowohl ein hohes Niveau an
WRKY6-mRNA als auch an WRKY 6-Protein hat.

5.1 35S:: AtWRKY6 Phanotyp

Aufgrund einer mutmafdichen Funktion von WRKY 6 tber Homodimerisierungen kann
durchaus bei einer ektopischen Uberexpression ein deutlicher Eingriff in den pflanzlichen
Lebendauf stattfinden. WRKY6 kann aber auch in Heterodimerisierungen involviert sein.
Daher sind durch eine entsprechend fehlende Konzentration potentieller Interaktionspartner
voraussichtlich nur einige Prozesse von Verénderungen betroffen. Nachdem das endogene
WRKY6-Gen nicht in allen Organen, Geweben und auch nicht wahrend der gesamten
pflanzlichen Entwicklung exprimiert wird (Abb.7, s. S49), waren mdgliche mutante
Phanotypen der 35S::WRKY6 Linien an eben diesen Orten und Stadien zu erwarten. Daher
wurden gerade diese pflanzlichen Bereiche fir eine phénotypische Charakterisierung

herangezogen.

Tendenziell wurde bei dlen Linien, die WRKY6 deutlich Uberexprimieren, ein identischer
mutanter Phanotyp beobachtet. Am auffélligsten war zundchst der Habitus der Rosetten bel
den 35S:WRKY6 Linien. Im Vergleich zu Wildtyppflanzen waren sie in ihrer Gesamtheit
kleiner (Abb.35A). Auch die einzelnen Blétter waren in ihrer Expansion reduziert und hatten
langere Petiolen. Aber es war nicht nur bestimmtes Pflanzenorgan betroffen, sondern ebenso
teilweise der Entwicklungsprozess. Die 35S::WRKY6 Linien blihten schon zu einem Zeitpunkt,
in dem sich die Wildtyppflanzen noch im Rosettenstadium befinden. Dies galt sowohl fir
Pflanzen unter Langtag-, als auch unter Kurztag-Bedingungen (Abb.35B und C). Dabel ist aber
die Zahl der Rosettenblétter zu Beginn des Blihens bei den 35S::WRKY6 Linien und
Wildtyppflanzen gleich (9-11), deren Verringerung en typisches Charakteristikum von
sogenannten Frihbldhern ist. Deshab scheint es sich nicht um eine Vorverlegung des
Bllhzeitpunktes, sondern eher um eine gesamte Beschleunigung der Transition von vegetativer

zu reproduktiver Phase zu handeln.

Hinzu kam noch ein Effekt, der die Sprossachse betraf. Sie wies im Gegensatz zu einer meist
geraden doch eine mehr mit Krimmungen versehene Wuchsform auf. Als extremster Phanotyp
wurde dabel die Bildung kleiner Luftrosetten sowie die Stauchung des HauptblGtenstandes
zusammen mit einem Verlust der apikaen Dominanz beobachtet, da Seitenaste der

Sekundarbl titen Uber die Hauptachse hinauswuchsen (Daten nicht gezeigt).
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Abb.35: Entwicklungsbezogene Merkmale des mutanten Phanotyps der 35S::AtWRKY6 Linien 3, 5und 9. A
Pflanzen der F;-Generation wurden zusammen mit als Wildtyp dienenden Kontrollpflanzen einer 6p::GUS
Linie 2 Wochen auf Selektionsmedium und dann 3 Wochen in Erde unter KT-Bedingungen angezogen. B
Pflanzen der F,-Generation und Arabidopsis thaliana Col-0 waren etwa 6 Wochen in Erde im LT oder C im
KT gewachsen. Die Bilder der Pflanzen einer Reihe wurden jeweils mit dem gleichen Abstand aufgenommen.

Evtl. farbliche Differenzen zwischen den Pflanzen in A, B und C sind durch Belichtungsunterschiede bedingt.

Ob diese mutanten Phanotypen direkte oder eher indirekte Effekte der WRKY6 Uberexpression
sind, ist offen. In Ubereinstimmung mit einem eher direkten Effekt steht, dass Organe wie
junge bis voll entwickelte Blatter und Sprossachsen Verdnderungen zeigen, bel denen in
Wildtyppflanzen keine WRKY6 Expression vorkommt. In Orten sonst hoher Expression wie
Wurzeln und Bliten konnte daher auch kein mutanter Phanotyp festgestellt werden (Daten
nicht gezeigt).

Ein Vergleich aler drei 35S:WRKY6 Linien fihrte zu ener welteren interessanten
Beobachtung. Die Stérke des mutanten Phéanotyps war mit der Menge des exprimierten
WRKY6 Transkriptes korrelierbar (Abb.34 und 35). Die Linie 3, die WRKY6 am geringsten
exprimierte, hatte eher einen schwachen bis sogar wildtypischen mutanten Phénotyp. Dagegen
zeigtedie Linie 9 mit der stérksten WRKY6 mRNA-Akkumulation auch den stérksten mutanten

Phanotyp. Dieser nahm bei der Linie 5 entsprechend einer mittleren WRKY6 Expressionsstérke
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auch eine Mittelstellung ein. Gerade dieser konzentrationsabhangige mutante Phéantotyp
deutete auf einen direkten Effekt der ektopischen und konstitutiven WRKY6 Expression hin.

Einige Informationen aus dem Expressionsmuster von WRKY6 sowie aus der Anayse der
WRKY6 Null-Mutanten EN und DEL legen eine Rolle von WRKY6 in Prozessen der
pflanzlichen Pathogenabwehr nahe. Aus diesem Grund wurden die 35S::WRKY6 Linien mit
dem bakteriellen Pathogen Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 ohne avrRPM1 und mit
awrRPM1 infiziet und dann  beziglich  auftretender  Krankheitss  oder
Abwehrreaktionssymptome beobachtet. Die sichtbaren Symptome der mit bakteriellen
Suspensionen inokulierten Bléatter der 35S::WRKY6 Linien deuteten nach einem Vergleich der
Symptome bel Wildtyppflanzen auf eine leicht erhdhte Suszeptibilitdt in der inkompatiblen
Interaktion hin (Daten nicht gezeigt). Bei Wildtyppflanzen war hier eine hypersensitive
Reaktion (HR) as Pathogenabwehrreaktion zu beobachten. Dies war bei den 35S::WRKY6
Linien nicht zu erkennen, sondern eher Krankheitssymptome. Im Gegensatz dazu verhielten
sich die 35S::WRKY6 Linien bei der kompatiblen Interaktion so wie Wildtyppflanzen. Bei der
Kontrollbehandlung mit MgCl, reagierten sie sensibler as der Wildtyp. Der gleiche Trend
dieser Symptome fand sich auch nach Inokulationen der 35S:WRKY6 Linien mit einer
zehnfach hoher konzentrierten Bakteriensuspension (Daten nicht gezeigt). Bei Infektionen mit
dem Oomyceten Peronospora parasitica pv. Emoy erwiesen sich Keimlinge der 35S::WRKY6
Linie 9 ebenfdls mit durchschnittlich 12 Sporangien tendenziell suszeptibler als
Wildtyppflanzen mit durchschnittlich 10 Sporangien pro Keimblatt (Daten nicht gezeigt).

Insgesamt gesehen, bezieht sich der mutante Phanotyp der 35S::WRKY6 Linien auf mehrere
unterschiedliche biologische Prozesse. Einerseits sind die Ausbildungen bestimmter Organe
sowie ganzheitliche pflanzliche Entwicklungen und andereseits auch Reaktionen in bestimmten
Stresssituationen verandert. Die ektopische Uberexpression von WRKY6 ruft demnach multiple

Effekte in der Pflanze hervor.
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V DISKUSSION

Fur das Verstehen der pflanzlichen Lebensweise ist es notwendig, detailliertes Wissen
Uber Funktionen von Transkriptionsfaktoren und damit Uber pflanzliche Regulationsprozesse
zu erwerben. Die biologischen Aufgaben einiger Vertreter pflanzlicher Transkriptionsfaktor-
Familien wurden bereits aufgeklart. Thnen konnten ganz unterschiedliche Rollen wie
Organidentitéts-, Lebendauf- und Stressabwehr-Vermittler zugeordnet werden. WRKY -
Faktoren wurden bisher tUberwiegend als Stressabwehr-Vermittler beschrieben (Eulgem et al.,
2000). Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrte funktionelle Analyse eines Vertreters der
WRKY -Multigenfamilie aus Arabidopsis lieferte neue Einblicke in diverse biologische

Prozesse, in denen WRKY -Faktoren involviert sein kdnnen.

1. ATWRKY6

1.1 Biochemische Char akteristika

WRKY6 z&hlt mit seiner einzelnen WRKY-Doméne zu den WRKY -Faktoren der
Gruppe 1l (Rushton et al., 1996). Innerhalb der WRKY-Domane ist, wie auch be alen
anderen WRKY -Faktoren, ein charakteristisches C,-H, Motiv zu finden, welches vermutlich
einen sogenannten Zink-Finger ausbildet (Rushton et al., 1995; de Pater et al., 1996). Trotz
eines neuartigen C-ny5-C-Npo-p3-H-ni-H Motivs ist WRKY6 in die grosse Klasse der Zink-
Finger-Transkriptionsfaktoren einzuordnen (Takatsuji, 1998). Zink-Finger-Strukturen wurden
als DNA-Binde-Doménen sowie als Dimerisierungsdomanen charakterisiert. Bei den WRKY -
Domaénen wurde eine Funktion bisher nur as DNA-Binde-Doméane nachgeweisen (Eulgem et
al., 1999). Dies galt insgesamt fir zwei der drei Arten von WRKY -Doméanen (Eulgem et al.,
2000). Aufgrund von Sequenzverwandtschaften liegt die Funktion der WRKY -Doméne von
WRKY 6 mit hoher Wahrscheinlichkeit in der DNA-Bindung.

Fur nahezu alle publizierten WRKY -Faktoren inklusve AtWRKY 1/ZAP1 as ein Vertreter der
WRKY -Multigenfamilie in Arabidopsis wurde ene Sequenz-spezifische DNA-Bindung
beobachtet und eine hohe Affinitét zu W-Box-Motiven nachgewiesen (Rushton et al., 1995; de
Pater et al., 1996; Rushton et al., 1996; Wang et al., 1998; Yang et al., 1999; Eulgem et al.,
1999; Cormack et al., eingereicht). Nur bel dem als ‘Grinder der WRKY-Familie zu
bezeichnenden SPF1 wurde ein anderes DNA-Binde-Motiv beschrieben (Ishiguro &

Nakamura, 1994). Die dabei aus den Binde-Studien gewonnenen Daten waren jedoch nicht
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eindeutig schliissig und konnten durch eine unmittelbar vor den untersuchten Sequenzen
liegende W-Box verfadlscht worden sein. Da WRKY -Faktoren allgemein as W-Box-bindende
Proteine bezeichnet werden kénnen, sind daher W-Box-Moative als Ziel sequenzen fir WRKY 6

Zu betrachten.

Aufgrund der Sequenz seiner WRKY -Doméne féllt WRKY6 in die Subgruppe I1b (Eulgem et
al., 2000). Diese Subgruppe wird zusétzlich durch drei charakteristische Motive abgegrenzt.
Neben einem Leucinzipper werden diese WRKY -Vertreter durch eine N-terminale Extension
der WRKY-Doméne und durch ein basisches Motiv gekennzeichnet. Letzteres wird as
mutmaldiches funktionelles NLS diskutiert, das die subzellulére Lokalisation der WRKY -
Faktoren im Kern der Zelle bewirkt. Die Kompartimentierung der eukaryontischen Zelle und
eine damit verbundene spezielle Lokalisation von Proteinen ist a's unbedingte Voraussetzung
fur das koordinierte Ablaufen biologischer Reaktionen anzusehen. Der Zellkern ist das
Kompartment, in dem die transkriptionelle Regulation der Genexpression stattfindet.
Transkriptionsfaktoren zeigen daher eine Kernlokaisierung auf. Diese kann dann entweder
konstitutiv sein, oder durch Kopplung an einen bestimmten Signalweg als regulierter Prozess
auftreten (Smith & Rakhd, 1999). In Ubereinstimmung mit einer Funktion as
Transkriptionsfaktor zeigte WRKY 6 eine Lokalisierung im Zellkern. Wie auch bei PCWRKY 1
und NtWIZZ erschien der Kernimport konstitutiv und unterlag damit nicht einer Regulation in
Abhangigkeit einer bestimmten Signalkaskade (Eulgem et al., 1999; Hara et al., 2000).

Eine solche Kernlokalisierung ist meist, bedingt durch das Molekulargewicht der betreffenden
Proteine, kein Diffusions-, sondern ein aktiver Transportprozess Uber den Kernporenkomplex.
Der Transport Uber den aus Nukleoporinen bestehenden Kernporenkomplex erfolgt mit Hilfe
sogenannter Kern-Transport-Receptoren im Zusammenspiel mit kleinen GTPasen (Nakielny &
Dreyfuss, 1999). Kern-Transport-Rezeptoren sind mit dem Kernporenkomplex und dem
Cytoskelett assoziiert und pendeln zwischen Cytoplasma und Nukleoplasma (Smith et al., 1997).
Sie sind Rezeptoren von NLS und binden NLS-tragende Proteine (Hicks & Raikhel, 1995;
Smith & Rakhel, 1999). Ein dann folgender Import wird Uber NLS-Binde-Stellen im
Kernporenkomplex sowie eéinem GTP Gradienten Uber die Kernhtille vermittelt. In Pflanzen sind
allerdings einige Besonderheiten des Kernimportes zu beobachten. So existiert beispielsweise ein
Importin b-unabhéngiger Weg. Hinzu kommt en enzigartiger Mechanismus, der einen
Kernimport auch bel niedrigen Temperarturen wie 4°C ermdglicht. Zu den NLS-tragenden und
damit Kern-importierten Proteinen zdhlen Zell-Zyklus-Regulatoren und Transkriptionsfaktoren.
NLS sind typischer Weise reich an basischen Aminosauren wie Argenin und Lysin. Sie sind in
der Primérstruktur eines Proteins Positions-unabhdngig und werden daher nach einem erfolgten
Import auch nicht abgespaten (Smith & Raikhel, 1999). Dabel kdnnen sie as Einzel- oder in
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mehreren Kopien unterschiedlicher NLS-Sequenzen innerhalb eines Kern-lokalisierten Protein
vorliegen. Ein aktiver Kernimport eines Proteins kann durch ein einzelnes oder durch das
Zusammenspiel mehrerer NLS-Motive bewirkt sein. Darlberhinaus kénnen NLS auch innerhalb
anderer Doménen liegen (Varagona & Raikhel, 1994). Insgesamt zeichnen sie sich durch eine
hohe Diversitédt aus (Nakielny & Dreyfuss, 1999).

Innerhalb der WRKY6 Sequenz finden sich mehrere basiche Regionen, die als mdgliche
funktionelle NLS entweder einzeln oder zusammen fungieren konnten. Der aktive Kernimport
von WRKY 6 wurde weder durch das fur die Subgruppe I1b charakteristische basische Motiv 2
noch durch ein im N-terminalen Bereich des Proteins gelegenes typisches ‘bipartite’ NLS
vermittelt. Das funktionelle NLS von WRKY 6 konnte auf einen Bereich vor der N-terminalen
Extension der WRKY Domane eingeengt werden. Eine Uberlappung des NLS mit anderen
funktionellen Bereichen von WRKY6 z.B. mit der DNA-bindenden WRKY -Doméne ist wie
bei manchen Transkriptionsfaktoren nicht der Fall (Varagona & Rakhel, 1994). In dem
charakteriserten funktionellen NLS-Bereich liegt vermutlich ein neuartige ‘ bipartite’ Sequenz
vor, das wie viele andere charakterisierte funktionelle NLS nicht den typischen Konsensus-
Sequenzen entspricht (Nakielny & Dreyfuss, 1999). Fur einen Kernimport des WRKY 6

Proteins sind wahrscheinlich keine multiplen NLS notwendig.

Typische Charakteristika von Transkriptionsfaktoren sind neben DNA-Binde-Regionen und
NLS-Motive auch Dimeriserungs-, Transkriptionsregulations- und Phosphorylierungs-
Bereiche. Dimerisierungen zwischen regulatorischen Proteinen haben eine grosse Bedeutung in
der Beeinflussung und Kontrolle der transkriptionellen Genregulation. Durch die Bildung von
Homodimeren, Heterodimeren oder gar Multimeren kann nicht nur die DNA-Binde-Spezifitét,
sondern auch die Affinitét zu bestimmten cis-Elementen in Promotoren sowie der Kernimport
verdndert werden (Liu et al., 1999). Dabei konnen die Dimerisierungsdoménen auch bel
Faktoren innerhalb einer Genfamilie unterschiedlich sein. Diese grosse Vidlsaitigkeit 18sst ein
hohes Mal3 an kontrollierter Genexpression zu. Als Dimerisierungsdoméne besitzt WRKY 6
einen klassischen Leucinzipper mit einer ‘coiled-coil’-Struktur. Bisher ist diese Protein-
Protein-Interaktionsdomane ausschliesslich bei WRKY -Faktoren der Gruppe Il (Subgruppe lla
und 11b) und der Gruppe lll, die jeweils eine einzelne WRKY -Doméne tragen, gefunden
worden (Eulgem et al., 2000). Eine Beteiligung von WRKY -Faktoren an Protein-Komplexen
konnte auch in Abhangigkeit von Leucinzipper-Motiven beobachtet werden (Cormack et al.,
eingereicht). Da der isolierte Leucinzipper von WRKY 6 zur Vermittlung von Dimerisierungen
fahig war, sind fur WRKY6 zusdtzlich zu einer Einzel-Aktivitdét Protein-Protein-
Wechselwirkungen mit sich selbst, mit anderen WRKY-Faktoren oder mit anderen

regul atorischen Proteinen anzunehmen.
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Dartber hinaus zeigte sich auch eine schwache transaktivierende Fdhigkeit des isolierten
Leucinzippers, was durch eine N-terminale Uberlappung einer der mehreren putativen
Transkriptionsregulations-Doméanen mit dem Leucinzipper-Motiv begrindet war. WRKY 6
wird daher vermutlich wie auch andere WRKY-Faktoren eine starke Transaktivierung
bewirken (de Pater et al., 1996; Eulgem et al., 1999). Allerdings kénnen WRKY -Faktoren

aleine nicht immer eine Transaktivierung vermitteln (Hara et al., 2000).

Post-trand ationale Modifikationen in Form von Phosphorylierungen sind al's Beeinflussung von
Transkriptionsfaktor-Aktivitéten beschrieben und auch bei WRKY -Faktoren bekannt (Fukuda
et al., 1997; Yang et al., 1999). Zu einer moglichen Phosphorylierung des WRKY 6 Proteins
gab es nur den schwachen Hinweis einer nach Elizitor-Stimulation auftretenden Doppel-Bande.
Ein solches Protein-Muster konnte aber ebenfalls in entsprechenden Experimenten mit
PcWRKY 1 beobachtet werden (F. Turck & |.E. Somssich, perd. Mitteilung).

1.2 Transkriptionelle Regulation

WRKY6 unterliegt as typischer Transkriptionsfaktor selbst einer transkriptionellen
Regulation. Die Analyse seines Expressionsverhatens entwarf ein Bild hoher Komplexitét, das
sowohl rdumlich und zeitlich bedingte Gewebe-spezifische Entwicklungen a's auch bestimmte
Stresssituationen umfasst. Die Vermittlung der transkriptionellen Kontrolle wird nicht von
einem multifunktionellen cis-Element (Takeda et al., 1999), sondern von multiplen cis-
Elementen, die in verschiedenen Promotorbereichen von WRKY6 lokalisiert sind (Gough et al,
1995), getragen.

Der fUr die Bliten-spezifische Expression verantwortliche Bereich besitzt mit der Sequenz (-
932 bp) TTTTTGGTTTTATA enen Beech hoher Homologie zu enem ds
Antheren/Pollen-spezifisch charakterisierten Element aus dem Promotor des TYKY Gens, das
fur eine 28 kDa Untereinheit des mitochondrialen Komplexes | kodiert (Zabaleta et al., 1998).
Fur die Antheren/Pollen-spezifische Expression von WRKY6 konnte sich dieses cis-Element
verantwortlich zeichnen. Bisher sind jedoch die daran bindenden trans-Faktoren unbekannt.
Inwieweit die Expresson im Stigma ebenfalls durch dieses oder durch ein noch nicht
beschriebenes cis-Element hervorgerufen wurde, kann nicht beurteilt werden. Daneben enthalt
dieser Promotorbereich evtl. auch ein negatives cis-Element, denn nachfolgende Deletionen

zeigten eine erhohte Wund-Responsivitét bel den Kontroll-Infiltrationen.

Auffdligstes Merkmal des Pathogen-responsiven  Promotorbereiches sind  dre

auffeinanderfolgende asl-verwandte Elemente (-269bp) TCGTCAACC in der reversen
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Orientierung sowie (-149bp) ATGACGCAG und (-137bp) CTGACGTAA (Rushton &
Somssich, 1998). Funktionell sind sie mit Responsivitéten zu Auxin, Salicylsaure, Jasmonsdure
und H,O, verbunden (Droog et al., 1995; Guevara-Garcia et al., 1998; Chen & Singh, 1999).
Eine dartiber folgende Aktivierung einiger Pathogen-responsiver Gene legt eine Beteiligung
dieses Elementes an der Pathogenabwehrreaktion nahe. In Ubereinstimmung damit konnten fiir
den kompletten WRKY6 Promotor Salicylsdure- und Jasmonsaure-Responsivitéten festgestellt
werden. Ob dafur alerdings ebenfalls dieser asl-Elemente umspannende Promotorbereich
zusténdig i, bleibt offen. Die gleichfals durch diesen Bereich vermittelte Expression in der
BlUtenorgan-Abscisionszone kénnte an einer potentiellen Auxin-Induktion liegen, da wéahrend
der Abscision eine Erh6hung der Auxin-Konzentration stattfindet. Als trans-Faktoren, die zu
asl-Elementen binden, wurden bZIP-Faktoren identifiziert (Cheong et al., 1998; Rushton &
Somssich, 1998). Interaktionen von bZIP-Faktoren mit asl-verwandten Elementen sind an

Promotoren Pathogen-responsiver Gene wie PR1 beschrieben (Zhang et al., 1999).

Der Wurzel- und Seneszenz-responsive Promotorbereich weist mit (-209bp) ATGAAA-
ATGAAA inreverser Orientierung und als direkte Wiederholung Sequenzhomologien zu einer
Wurzel-responsiven Region aus dem Promotor des GRP1.8 Gens, das fur ein Glycin-reiches
Zellwand-Protein  kodiert, auf (Keller & Baumgartner, 1991). Obwohl sich die
Sequenzhomologien nur auf einen kurzen Bereich beschranken, ist es nicht auszuschliessen,
dass die Wurzel-spezifische WRKY6 Expression dadurch bedingt ist. Daran bindende Faktoren
sind jedoch nicht bekannt. Daneben sind in dieser Region Sequenzen mit einigen Homologien
zu einer als Seneszenz-spezifisch identifizierten Region des SAG12 Promotors vorhanden (Noh
& Amasino, 1999). Eine Funktionalitét des Seneszenz-spezifischen Motivs ist jedoch aufgrund
der nur sehr schwachen Sequenzhomologie fraglich. In diesem Promotorbereich finden sich
aber auch die letzten beiden in Tandem arrangierten asl-Elemente (-150bp) TGACG-n;-
TGACG und ein sich direkt daran angrenzendes Auxin-responsives Element. Die WRKY6
Promotor-Aktivitét in Wurzeln und wéhrend der Blattseneszenz konnte aufgrund der in diesen
Geweben vorliegenden Konzentrationen an Salicylsdure und Auxin durchaus Uber die asl-
Elemente vermittelt werden. Die asl-Elemente beinhalten aber auch die fir W-Boxen typische
Kernsequenz TGAC (Rushton & Somssich, 1998). W-Boxen sind funktionell as Elizitor-
responsive Elemente charakterisiert. Allerdings bendtigen sie fur ihre Aktivitét entweder eine
Hexamer-Sequenz oder aber eine besondere Anordnung als Tandem bzw. als Palindrom, die
auch in WRKY Promotoren selbst vorkommen kann (Rushton et al., 1996; Yang et al., 1999;
Eulgem et al., 1999). Isolierte und multimerisierte W-Box-Elemente vermégen unter anderem
eine Wurzel-spezifische Expression hervorzurufen (P.J. Rushton & |.E. Somssich, persl.

Mitteillung). Sie sind daher vielleicht fir die Wurzel- bzw. Seneszenz-Responsivitét, nicht aber
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fur die Pathogen-Responsivitat des WRKY6 Promotors zustéandig. Die an W-Boxen bindenden
trans-Faktoren sind WRKY-Proteine. Eine Beteilligung von WRKY-Faktoren an der
transkriptionellen Kontrolle von WRKY -Faktoren wurde in Form einer Autoregulation
identifiziert (Eulgem et al., 1999).

Trotz einer ermittelten Ethylen-Responsivitdt des WRKY6 Promotors lassen sich in der
Sequenz keine der klassischen GCC-Boxen erkennen, die als Ethylen-responsive cis-Elemente
funktionell charakterisert sind und in zahlreichen Ethylen-regulierten Genen vorkommen
(Rushton & Somssich, 1998). Soweit untersucht, ist die Ethylen-Induzierbarkeit von WRKY6
vermutlich nicht durch an GCC-Boxen bindende EREBP-Faktoren bedingt.

Bel der Regulation der WRKY6 Expression konnten aber auch bisher nicht charakterisierte
Gewebe- und Entwicklungs-spezifische cis-Elemente eine Rolle spidlen. Sie konnte neben
vielen unbekannten Faktoren Uber Vertreter der bZIP- und evil. der WRKY-Familie
stattfinden. Moéglicherweise sind dabel auch GT1-Faktoren, die einen Einfluss auf die
Induzierbarkeit der PR-Genexpression ausiiben, involviert (Buchel et al., 1999). Insgesamt

sind in der WRKY6 Promotorsequenz neun GT 1-Bindestellen vorhanden.

1.3 Expressionsver halten

Das Expressionsverhalten ist bisher von wenigen WRKY -Faktoren und nur in Teilen
analysiert worden. Dabei waren enige Gemeinsamkeiten mit den aus den WRKY6
Expressionstudien entnommenen Daten zu vermerken. Besonders aufféllig war bel WRKY6 die
starke und konstitutive Organ-spezifische Expression in der Wurzel. Fir WRKY-Gene war eine
Expresson in Wurzeln nicht unbekannt, wie fir SPF1 und den Arabidopsis Vertreter
AWWRKY1/ZAP1 demonstriert wurde (Ishiguro & Nakamura, 1994; de Pater et al., 1996).
Letzterer zeigte auch eine Expression in Bliten. Ob diese aber ebenfalls wie die WRKY6
Expresson entsprechend dem Reifestadium der reproduktiven Organe zunéchst in
Fruchtblé&ttern und dann in Staubbl&ttern vorhanden war, wurde fir AWRKYL/ZAP1 nicht
ndher untersucht. Weitere Bliten-spezifische Expressionen von WRKY-Genen sind anhand der
in den Datenbanken vorhandenen zahlreichen Sequenzen von WRKY -Faktoren, die aus Ovulen
von Tomatenpflanzen isoliet wurden, zu vermuten. Ahnlich dem Alters-abhéngigen
Expressonsmuster in Bliten verhielt sich die WRKY6 Expression in der Blattentwicklung. Sie
war dort erst zu einem fortgeschrittenen Zeitpunkt bemerkbar und konnte in eine frihe bis
mittlere Phase der Blattseneszenz eingeordnet werden (Pontier et al., 1999). Dabei folgte sie

dem typischen Seneszenz-Verlauf enerseits von der Blattspitze zum Blattgrund und
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andererseits sequentiell innerhalb der Rosette (Lohmann et al., 1994; Gan & Amasino, 1997).
Eine Rolle von WRKY -Faktoren in der Seneszenz war mit SE71 aus Gurke nicht unbekannt,
da dieser aus seneszentem Pflanzenmateria isoliert wurde (Kim et al., 1997). Zusétzlich zu der
starken Expression wahrend der Blattseneszenz zeigte sich eine lokal begrenzte Seneszenz-
assoziierte WRKY6 Expression am Ubergang Stiel/Schote, wobei es sich um die kollabierten
Nektarien in der Abscisionszone der Blitenorgane handelte (Fordham-Skelton et al., 1997;
Fernandez et al, 2000).

Das Expressionsmuster von WRKY6 war aber nicht nur beztiglich Entwicklungs- und Gewebe-
Spezifitéten, sondern auch beziglich diverser Induktionsparameter mit Expressionen anderer
WRKY -Faktoren vergleichbar. So konnte eine WRKY6 Expression in griinen vegetativen
Geweben wie z.B. Blétter, die normalerweise keine detektierbare WRKY6-Transkriptmengen
aufwiesen, durch Verwundung induziert werden. Eine Wund-Responsivitat wurde ebenfalls fur
NtWIZZ gefunden, die sowohl in lokalen als auch in systemischen Geweben einen sehr

transienten Verlauf einnahm (Hara et al., 2000).

Neben diesen beschriebenen Expressionsverhaten von WRKY-Genen war die Uberwiegende
Zahl von WRKY -Faktoren jedoch aus pflanzlichen Abwehrreaktionen bekannt (Eulgem et al.,
2000). Dazu zéhlten WRKY -Vertreter in Abwehr-Prozessen nach Virus- (Yang et al., 1999),
Bakterien- (A. Dellagi & P. Birch, perd. Mitteilung) und Phytophthora sojae-Infektionen
(Eulgem et al., 1999). Bai WRKY®6 zeigte sich ebenfalls eine starke Pathogen-Responsivitét. Da
sie sowohl durch virulente as auch avirulente bakterielle Pathogene verursacht wurde, war sie
von einer Resistenzgen-Avirulenzgen-Interaktion unabhéngig. Nach Infektionen in einer
inkompatiblen Interaktion war die WRKY6 Expression durch ene lokale Begrenzung
gekennzeichnet, die mit der ehemaligen Inokulationsstelle Ubereinstimmte. Solche lokale
Expressionen entlang einer Infektionsstelle konnten auch bel PCWRKY1 in einem Nicht-Wirts-
System beobachtet werden (Eulgem et al., 1999). Dartiber hinaus waren die Expressionen aller
bisher isolierten PcWRKY-Faktoren in Behandlungen mit einem Peptid-Elizitor aus
Phytophthora sojae beeinflusst (Rushton et al., 1996; Cormack et al., eingereicht). Analog
dazu war die WRKY6 Expression durch einen Peptid-Elizitor aus Pseudomonas syringae
stimulierbar. Ob die Expression dabei aber, 8hnlich denen der PCWRKY-Gene, das Muster eines
sogenannten frih-responsiven Gens mit einem sehr transienten Verlauf einnahm, bleibt offen.
Die stimulierte WRKY6 Expression in den genannten Prozessen unterlag, soweit analysiert,
einer Betelligung in den Signalwegen von Salicylsaure, Jasmonsdure und Ethylen. Salicylsiure
war schon a's Induktor von WRKY Expressionen beschrieben (Yang et al., 1999), dagegen war

der Einfluss von Jasmonsaure und Ethylen unbekannt.
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Insgesamt wies das recht komplexe Expressionsmuster von WRKY6 nicht nur zahlreiche
Komponenten auf, die ebenfalls bei anderen WRKY-Genen gefunden wurden, sondern spiegelte
auch zahlreiche Expressions-Charakteristika von PR-Genen wieder. Dazu gehorte einerseits
die Induktion der Genexpression sowohl durch avirulente als auch virulente Pathogene sowie
die schnellere Transkriptakkumulation in der inkompatiblen Interaktion im Vergleich zur
kompatiblen (Kombrink & Somssich, 1997). Allerdings konnte im Gegensatz zu vielen
typischen PR-Genen keine WRKY6 Expression in systemischen Geweben beobachtet werden
(Ward et al., 1991; Ukness et al., 1992). Andererseits stehen PR-Genexpressionen haufig in
Zusammenhéangen mit anderen Stresssituationen. So zeigten Pathogen-responsive Proteine wie
Thionine, Chitinasen und b-1,3-Glukanasen ebenfalls eine Wund-Responsivitét (Vignutelli et
al., 1998; Zhu et al., 1993; Blchter et al., 1997; Reymond & Farmer, 1998).

Dartber hinaus sind zahlreiche Seneszenz-assoziierte Proteine typische PR-Proteine wie z.B.
PR1, Chitinasen, b-1,3-Glukanasen und Benzyl-Alkohol-Dehydrogenasen (Buchanan-
Wollaston, 1997; Lers et al., 1998; Quririno et al., 1999). Seneszenz-assoziierte Gene sind
haufig ebenfalls in Bliten exprimiert (Quirino et al., 1999), da die reifen reproduktiven Organe
wie Abscisionszonen zu den seneszenten Geweben gezahlt werden (Bleecker & Patterson,
1997). Reproduktive Organe sind neben Wurzeln auch Orte der Expression von PR-Genen
(Samac & Shah, 1991).

Die Expression vider PR-Gene ist mit den Signawegen von Salicylsdure, Jasmonsaure und
Ethylen assoziiert (Dong, 1998; Reymond & Farmer, 1998). Alle drei Hormone sind an
Pathogenabwehrreaktionen beteiligt und kénnen eine induzierte Expression von PR-Genen
vermitteln (Ukness et al., 1992; Vijayan et al., 1998; Pieterse & van Loon, 1999). Diese
Signalwege sind dariiber hinaus eng mit der Wund-Abwehr verknipft (Maleck & Dietrich,
1999; Nam, 1997). So ist die Expression einiger Wund-responsiver Gene durch Ethylen bzw.
Jasmonsaure stimuliert (O'Dondll et al., 1996; Titarenko et al., 1997). Eine weitere
Verbindung dieser Signalwege besteht zu Seneszenz- und Gewebereifungsprozessen (Bleecker
& Patterson, 1997). Daher ist die Expression vieler Seneszenz-assoziierter Gene durch
Salicylsaure, Jasmonsaure und Ethylen induzierbar (Tucker et al., 1988; Park et al., 1998;
Quirino et al., 1999). Wie viele Pathogen-responsive Gene kann WRKY6 demnach as multiples

responsives Gen betrachtet werden, das in miteinander verwandten Prozessen involviert ist.
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1.4 Biologische Aufgaben

Aufgrund seines Expressionsverhaltens sowie seiner Einbindung in die beschriebenen
Signawege konnte WRKY6 als typisches Pathogen- und Seneszenz-assoziiertes Gen
identifiziert werden. Seneszenz und Pathogenabwehr sind beides mit einem Zelltod
verbundenen Prozesse. Der programmierte Zelltod (PCD) ist Tell vider pflanzlicher
Entwicklungsprozesse und Stressabwehrreaktionen. Zu ersterem z&hlen neben der Entfernung
des Aleurons, der Degenerierung des Suspensors, der Differenzierung von Tracheenelementen
und der Wurzelhaube vor allem Ausreifung der reproduktiven Organe, Abscison und
Seneszenz eines einzelnen Organs bzw. der gesamten Pflanze (Jones & Dangl, 1996; Yen &
Yang, 1998; Lam et al., 1999).

Seneszenz ist ein finales Entwicklungsstadium. Der Seneszenzprozess ist ein aktiver,
geordneter und kontrollierter Mechanismus (Nam, 1997). Die seneszierenden Zellen weisen
zahlreiche Veranderungen ihrer metabolischen Aktivitéten hin zu katabolischen Aktivitdten auf.
Ein Anstieg besonders der hydrolytischen Aktivitdten dient in erster Linie der Remobilisierung
von Nahrstoffen sowie deren Transport in Speichergewebe. Damit einhergehend finden
degenerative Prozesse stett, die einen Abbau von Membranen und damit von Organellen
zusammen mit einem Verlust der photosynthetischen Aktivitdt bewirken. Im Fortlaufen der
Seneszenz ist dann ein Abbau von Proteinen und RNA sowie eine DNA Fragmentierung zu
verzeichnen (Buchanan-Wollaston, 1997; Yen & Yang, 1998; Pérez-Amador et al., 2000).
Neben grosseren Mengen an hydrolytischen Enzymen sind vor allem ein Anstieg an PR-
Proteinen und bestimmten Sekundérstoffen wie z.B. Antioxidantien zu verzeichnen (Buchanan-
Wollaston, 1997). Dartiber wird einerseits eine massive Schadigung des seneszierenden Organs
durch auftretende reaktive Sauerstoff-Spezies (ROS) und damit einhergehend ein Verlust des
kontrollierten Seneszenzprogrammes verhindert. Andererseits wird sowohl eine grossere
Suszeptibilitdt das seneszierenden Organs fir einen moglichen Pathogenbefall verringert, als
auch vor allem eine weitere Ausbreitung des Pathogens in nicht-seneszierende Organe und
damit in die gesamten Pflanze unterbunden. Dabel ist die erh6hte PR-Genexpression wahrend

der Seneszenz von einer Pathogen-Induktion unabhéngig (Quririno et al., 1999).

Der Seneszenzverlauf ist durch zahlreiche externe und interne Faktoren beeinflusst. Externe
Faktoren sind Uberwiegend durch Witterung und Standort bestimmt. Als interne Faktoren
verursachen Jasmonsdure und Ethylen einen fordernden Seneszenz-Effekt. In  der
Blitenseneszenz und der Fruchtreifung Ubernimmt Ethylen einen beschleunigenden Einfluss.
Darliber hinaus sind aber gerade in Seneszenzprozessen noch weitere Hormone wie z.B.

Cytokinin und Auxin involviert, wobei sie einen verzogernden Effekt auf den Seneszenzverlauf
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ausiiben (Gan & Amasino, 1995; Gan & Amasino, 1997; Quirino et al., 1999). In den
Abscisionszonen liegen dagegen erhohte Auxingehalte vor. Neben den sogenannten klassischen
Pflanzenhormonen kann eine Induktion der Seneszenz und damit die Expression einiger
Seneszenz-assoziierter Gene durch veranderte Zuckergehalte erreicht werden (Oh et al., 1996;
Thomas & de Villiers, 1996; Noh & Amasino, 1999; Da et al., 1999). Als ein zentraler
Signalgeber in der Seneszenz ist die Ca’*-Konzentration beschrieben (Huang et al., 1997).

Dabei beschleunigen steigende Cat*-Gehalte den Seneszenzprozess.

Als PCD in Stressabwehrreaktionen ist der lokale Zelltod bei der Pathogenabwehr, wie er
wahrend der hypersensitiven Reaktion (HR) auftritt, zu nennen (Lam et al., 1999). HR ist an
der Infektionsstelle mit einem transienten Anstieg von ROS, einer Expression von PR-Genen,
einer Akkumulation von Sekundérstoffen (Phytoalexine) und einer Verfestigung der Zellwand
verbunden. Dartber hinaus ist HR oft von einer systemisch erworbenen Resistenz (SAR) gegen
ein breites Spektrum von Pathogenen begleitet. Der lokale Zelltod der HR ist eine typische
Abwehrreaktion bel der Nicht-Wirts- und der ‘ Gen-fur-Gen’ -Resistenz, die durch sogenannte

Resistenzgene vermittelt wird.

Als interne Faktoren kontrollieren Salicylsaure, Jasmonsdure und Ethylen die Prozesse der
Abwehrreaktionen und vermitteln eine PR-Genexpression (Dong, 1998; Reymond & Farmer,
1998; Glazebrook, 1999). Die Position der zentralen Signalgeber in der Pathogenabwehr und
vor alem in der HR wird von C&" und ROS eingenommen (Somssich & Hahlbrock, 1998;
Alvarez et al., 1998; Scheel, 1998; Bolwell, 1999; Grant & Mansfield, 1999). Bei der
Pathogenabwehr sind unter anderem erhdhte Ca®*-Einstrome und ein Anstieg von ROS an der
Auslosung von Signalkaskaden beteiligt, die eine induzierte Expresson von PR-Genen
hervorrufen. Dagegen sind Prozesse der HR dhnlich wie bel der Seneszenz durch Cytokinine
unterdriickbar (Pontier et al., 1999). Dartiber hinaus sind Zucker auch as Induktoren der
Expression von PR-Genen beschrieben (Herbers et al., 1996; Sheen et al., 1999). Eng mit der
Pathogenabwehr assoziiert sind auch Wund-Prozesse (Dong et al., 1998), die oft nicht nur
durch einfache mechanische Verletzung bedingt, sondern mit Wurm-, Insekten- oder Pilzbefall

verbunden sind.

Entwicklungs-spezifischer PCD und Stressabwehr-PCD sind durch einige Gemeinsamkeiten
gekennzeichnet. Neben Uberlappenden Genexpressionen und internen Signalkomponenten zeigt
sich makroskopisch in Chlorosis und Austrocknung der betroffenden Gewebe eine
Verwandtschaft (Pontier et al.,, 1999). Dahinter stehen moglicherweise einige
gemeinschaftliche Schritte im Ablauf dieser Prozesse. Transkriptionsfaktoren wie WRKY 6
lassen anhand ihrer gleichzeitig Seneszenz- und Pathogen-Responsivitét regulatorische

Beteiligungen in den Uberlappenden Prozessen des PCD von Seneszenz und Pathogenabwehr
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vermuten. Beide PCD-Prozesse werden unter anderem durch Transkriptionsfaktoren
kontrolliert (Dietrich et al., 1997; Mayda, et al., 1999).

Trotz zahlreicher Gemeinsamkeiten sind beide PCD-Prozesse voneinander verschieden. Im
Gegensatz zur Seneszenz ist der PCD wahrend der HR ein sehr schneller und lokaler Zelltod.
Moglicherweise kann dieser auch einen Seneszenzprozess in den der HR umgebenen Zellen
ausl6sen (Pontier et al., 1999). Dartiber hinaus sind neben von einer HR-unabhangigen ‘ Gen-
fur-Gen'-Resistenz (Yu et al.,, 1998) Mutanten bekannt, die HR-verwandte sogenannte
spontane Lesionen aufweisen, zu denen aber kein verdndertes Seneszenzverhalten beschrieben
ist (Dietrich et al., 1994; Rate et al., 1999; Molina et al., 1999). Auch auf Ebene der
Genexpression sind spezifisch Seneszenz-assoziierte und Pathogen-responsive Gene zu
unterscheiden (Pontier et al., 1999).

Obwohl WRKY®6 in diversen Geweben und unter verschiedenen Bedingungen durchaus starke
Expressionen zeigte, waren dort in den WRKY6 Null-Mutanten keine offensichtlichen
Aberationen besonders bezliglich der beschriebenen PCD-Prozesse zu beobachten. Bel den
EN- und DEL-Mutanten konnte nur ein dusserst subtiler, schwacher morphol ogischer mutanter
Phanotyp beobachtet werden. In Ubereinstimmung mit dem Ort der starksten Wurzel-
spezifischen Expression von WRKYS, der in der Wurzelhaarzone zu lokalisieren war, betraf der
moglicherweise vorhandene mutante Phanotyp die Wurzelhaarentwicklung. Die
Wurzelhaarentwicklung ist sowohl durch Ethylen als auch durch Auxin beeinflusst (Pitts et al.,
1998). Ethylen- und Auxin-responsive Mutanten sind in der Anlage und der Ausbildung ihrer
Wurzelhaare veréndert, was dem mutmaldichen Phanotyp der EN- und DEL-Mutanten ghnlich
ist. Fur Ethylen ist gezeigt, dass es einen stimulierenden Effekt auf die WRKY6 Promotor-
Aktivitét hat. Eine potentielle Auxin-Responsivitét des WRKY6-Promotors kann aufgrund einer
Expression in Abscisionszonen am Ubergang Stiel/Schote sowie mutmaldlicher Auxin-

responsiver asl-Elemente diskutiert werden.

Die Abewesenheit eines eindeutigen makroskopischen mutanten Phanotyps der WRKY6 Null-
Mutanten wurde vermutlich durch eine genetische/funktionelle Redundanz bedingt. Genetische
Redundanz ist auch in Pflanzen ein all gegenwaértiges Phdnomen (Scheres, 1998). Zusammen
mit der repetitiven Natur vieler Entwicklungsprozesse und Stressabwehrreaktionen erfahren
funktionelle Analysen eine erhthte Komplexitét. Dies betrifft besonders die Charakterisierung
von Transkriptionsfaktoren. Da sie meist in grossen Multigenfamilien angelegt sind, deutet dies
schon auf potentielle genetische Redundanzen einzelner Vertreter hin. Das Ausschalten eines
einzelnen Transkriptionsfaktors kann zwar wie bel den Blutenidentitdtsgenen einen
offensichtlichen morphologischen mutanten Phanotyp verursachen, dennoch ist dies nicht

immer die Regdl. In einer statistischen Gegeniiberstellung zusammen mit einer Bewertung der
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Schwere eines ‘knock-out’ Phénotyps von Genen, deren Produkte bel der Signaltransduktion
involviert sind, und Transkriptionsfaktoren wird deutlich, dass Mutanten von
Transkriptionsfaktoren in der Regel weniger starke phénotypische Effekte als Mutanten von
Signaltransduktionskomponenten bewirken (Doebley & Lukens, 1998). In der Mehrzahl snd
bei ersteren keine bis schwach pleiotrope morphol ogische Phénotypen zu beobachten. Dagegen
sind sie bel letzteren mehrheitlich moderat bis stark. Transkriptionsfaktoren sind daher im

Laufe der Evolution vermutlich Objekte fir Modifikationen.

Be WRKY6 handelt es sich um einen Vertreter einer grossen Transkriptionsfaktor-
Multigenfamilie. Genetische/funktionelle Redundanz kann daher durchaus als Ursache fir
keinen offensichtlichen mutanten Phanotyp angesehen werden. Mit WRKY42 existiert
mindestens ein wahrscheinlicher Kandidat, da es in einer phylogenetischen Analyse der
AtWRKY -Multigenfamilie zusammen mit WRKY 6 aufgrund eines 'bootstrep’-Werts von 100
% ein distinktes Paar bildet (Abb.36, s. S.119). WRKY42 besitzt nicht nur zu WRKY6
dhnliche Doménen in der gesamten Aminosauresequenz, wodurch méglicherweise gleiche
Zielgene angesprochen werden konnten. In der Promotorregion von WRKY42 sind darlber
hinaus asl-Elemente in einem dhnlichen Arrangement wie bel WRKY6 vorhanden (Daten nicht
gezeigt). Daraus konnten fur WRKY42 (berlappende Expressonsmuster mit WRKY6

resultieren.

Eine solche genetische/funktionelle Redundanz gilt aber nicht zwingend fur ale WRKY-
Faktoren, wie der morphologische Phanotyp der ttg2/WRKY44 Null-Mutante verdeutlicht
(Johnson & Smyth, 1998). Insgesamt sind noch acht weitere WRKY Null-Mutanten in
Arabidopsis bekannt. Diese liegen in WRKY7 und 11 (B. Lippok & |.E. Somssich, perdl.
Mitteilung), WRKY10 und 48 (Tissier et al., 1999), WRKY47 (Parinov et al., 1999) sowie
WRKY17, WRKY27 und in einem weiteren nicht spezifizierten WRKY-Gen (S. Kushnir, perdl.
Mitteilung). Zwei der letzten drei genannten WRKY Null-Mutanten sollen mutante Phanotypen
zeigen (S. Kushnir, perd. Mitteilung). Allerdings ist die Abwesenheit eines eindeutigen
mutanten Phanotyps der WRKY6 Null-Mutanten keine Ausnahme. So sind auch bei den
WRKY7 und WRKY11 Null-Mutanten keine offensichtlichen Phanotypen zu finden (B. Lippok
& |.E. Somssich). Zu den meisten dieser Null-Mutanten fehlt jedoch eine Beschreibung eines

moglichen mutanten Phanotyps.

Gegeniber dem vagen morphologischen Phanotyp der WRKY6 Null-Mutanten war ein
deutlicher mutanter Phénotyp der 35S::WRKY6 Linien sichtbar. Komplikationen beziglich
mutanter Phanotypen liegen bei ektopischen Uberexpressionen von Transkriptionsfaktoren
nicht in einer genetischen/funktionellen Redundanz, sondern kdnnen durch post-trandationalen

Regulationen bzw. durch fehlende Interaktionspartner bedingt sein, welche einen Effekt auf die
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Aktivitdt eines Transkriptionsfaktors ausiiben. Obwohl WRKY6 wahrscheinlich in
Dimeriserungen mit anderen Faktoren involviert sein konnte, bewirkte seine alenige
konstitutive und ektopische Expression einen mutanten Phanotyp. M 6glicherweise fanden aber
unter diesen Bedingungen Protein-Protein-Interaktionen mit Faktoren statt, die in

Wildtyppflanzen nicht auftraten.

Der mutante Phanotyp der 35S::WRKY6 Linien zeigte sich in Gewebe- und Entwicklungs-
spezifische Stadien, bel denen in Wildtyppflanzen keine WRKY6 Expression vorliegt, und war
dazu noch von der Konzentration des WRKY6-Transkripts abhangig. Insgesamt war die volle
Entwicklung der Blétter gehemmt, was zu verkleinerten Bléttern und Rosetten fihrte.
Inwieweit aber hier von einem typischen ‘ dwarf’-Phanotyp (Fridbog et al., 1999) gesprochen
werden kann, bedarf genauerer morphologischer und statistischer Analysen. Ebenso zeigten
diese Pflanzen eine verkirzte vegetative Phase und damit eine Beschleunigung der Transition
zur reproduktiven Phase. Da dabei die Anzahl der Rosettenbl&tter gegentiber Wildtyppflanzen
nicht verringert war, handelte es sich nicht um einen klassischen ‘early-flowering’ Phanotyp
(Reeves & Coupland, 2000; Hartmann et al.2000). Daneben konnten in einigen Féllen auch
Effekte, die das Sprosswachstum betreffen, beobachtet werden. Ubereinstimmend damit waren

die entsprechenden morphol ogischen Phanotypen der Komplementati onspflanzen.

Ob nun diese morphologischen Effekte tatsachlich WRKY 6-Funktionen oder Neben-Effekte
anderer durch WRKY6 verursachte Prozesse sind, ist nicht einfach zu beurteilen. Als
Seneszenz-assoziiertes und Pathogen-responsives Gen kann eine Funktion von WRKY6 in
daran anlehnenden Prozessen postuliert werden. In Anlehnung daran verursachte die WRKY6
Uberexpression einen Einfluss auf die pflanzliche Pathogenabwehrreaktion. Bei Infektionen der
35S:WRKY6 Pflanzen mit avirulenten Pathogenen konnte eine tendenziell erhohte
Suszeptibilitét beobachtet werden. Mdaglicherweise stellte ein durch die WRKY6
Uberexpression hervorgerufenes standiges Anschalten PCD-assoziierter Signawege den
pflanzlichen Organismus unter eine dauerhafte Stresssituation. Dieser reagierte dann mit einem
verringerten Wachstum sowie einem beschleunigtem Lebenszyklus. Solche Prozesse sind nicht
unbekannt. Im Falle der ssi1 Mutation, die im nprl Hintergrund eine konstitutive Expression
von PR-Genen bewirkte, wurde zusétzlich ein Wachstumsphanotyp hervorrufen (Shah et al.,
1999). Als Neben-Effekt zeigte sich ein verringertes Blattwachstum und damit einhergehend
eine verkleinerte Rosette. Ein entsprechender Wachstumsphanotyp war auch bei der acd6
Mutante sichbar, die in der Kontrolle von PCD-Prozessen inklusive Pathogenabwehr involviert
ist (Rate et al., 1999).
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1.5 Zielgene

Be den WRKY6 Null-Mutanten konnte ein potentieller molekularer Phanotyp
identifiziert werden. Dieser betraf verénderte Genexpressionen wéahrend der Blattseneszenz, bei
der in Wildtyppflanzen eine starke WRKY6 Expression festzustellen war. In den EN- und DEL -
Mutanten waren die Expressionsmuster des Seneszenz-assoziierten Gens SAG12 (Lohmann et
al., 1994), das vermutlich fur eine Cystein-Protease kodiert, und des Pathogen-responsiven
Gens PR1 (Uknes et al., 1992), noch unbekannter Funktion, verandert.

Das Expressionsmuster von SAG12 verlief wahrend der Blattseneszenz transient und hatte sein
Maximum in mittleren bis fortgeschrittenen Stadien der Seneszenz, die in dieser Arbeit dem
Stadium 3 entsprachen (Pontier et al., 1999). In Wildtyppflanzen und in der DEL-Mutante war
hier ene deutliche SAG12  Transkriptakkumulation — sichtbar, wobel  die
Expressionsunterschiede wahrscheinlich durch nicht ganz einheitliche Seneszenzstadien
begriindet waren. Dagegen war in der EN-Mutante keine SAG12 Expression zu detektieren.
Prinzipiell war aber eine SAG12 Expression in der EN-Mutante mdglich, wie sie an der
Transkriptakkumulation im Seneszenzstadium 2 zu erkennen war. Dies konnte einerseits durch
die unterschiedlichen genetischen Hintergrinde zwischen den EN- und DEL-Mutanten
hervorgerufen worden sein. Da die EN-Mutante eine instabile WRKY6 Null-Mutante war,
konnte dies im Falle einer tatsachlichen Beeinflussung des WRKY6 ‘ knock-outs' auf die SAG12
Expression durch sogenannte somatische Sektoren verursacht worden sein. Die ungleiche
SAG12 Expression in den beiden WRKY6 Null-Mutanten &% sich aber auch anhand der Art
der WRKY®6 'knock-outs erkléren. Obwohl in beiden Null-Mutanten kein WRKY 6-Protein zu
detektieren war, beruhte diese Gemeinsamkeit jedoch auf unterschiedlichen Ursachen. In der
EN-Mutante war war eine WRKY6-Transkriptakkumulation durch die En-1 Insertion
verhindert. Dies war dagegen in der DEL-Mutante, moglich. Aber durch den hier vorhandenen
stabilen ‘footprint' entstand ein fehlerhaftes WRKY6-Transkript, so dass die Trandation nur
eines etwa halb so grossen N-terminalen WRKY 6-Proteins zul&ssig war. Obwohl ein solches
verkirztes und moglicherweise instabiles WRKY6-Protein in der DEL-Mutante nicht
nachgewiesen werden konnte, war dessen Akkumulation nicht auszuschliessen. Diesem
verkirzten WRKY 6-Protein wiirde zwar der funktionelle NLS-Bereich und die DNA-bindende
WRKY -Doméne fehlen, besdl3e aber noch den Leucinzipper. Eine Kernlokalisierung wirde
einerseits aufgrund seiner geringen Grosse durch einfache Diffusion und andererseits durch
Dimeriserungen mit anderen Kern-importierten Faktoren mdglich sein. Durch solche

Dimerisierungen konnte die SAG12 Expression in der DEL-Mutante betroffen sein.



Diskussion 109

Bel der veranderten PR1 Expression verhielten sich beide WRKY6 Null-Mutanten gegentiber
Wildtyppflanzen gleich. Im Seneszenzstadium 2, das einem Stadium der beginnenden
Seneszenz entsprach (Pontier et al., 1999), zeigten die EN- und DEL-Mutanten eine deutliche
Transkriptakkumulation von PR1, die dagegen bei Wildtyppflanzen nicht vorkam. Die nur in
der DEL-Mutante vorhandene PR1 Expression wahrend des Seneszenzstadiums 3 konnte sich
wie bel der SAG12 Expression entweder auf nicht ganz einheitliche Seneszenzstadien, auf
somatische Sektoren in der instabilen EN-Mutante oder aber auf Unterschiede im WRKY6

‘knock-out’ zwischen EN- und DEL-M utanten begriinden.

Diese verédnderten Genexpressionen von SAG12 und PR1 beschreiben aber nicht nur den
molekularen Phanotyp der EN- und DEL-Mutanten, sondern weisen dartiber hinaus auf
Kandidaten fir potentielle Zielgene von WRKY 6 hin. Potentielle Zielgene von WRKY6 sind
durch ein mit der WRKY6 Expression Uberlappendes Expressionsmuster gekennzeichnet. Dies

trifft fir Teile der Expressionsmuster von SAG12 und PR1 zu.

SAG12 war nicht nur wéhrend der Blattseneszenz, sondern wie WRKY6 auch in Bliten
exprimiert (Quirino et al., 1999). In Wurzeln war alerdings keine SAG12 Expression
vorhanden. Sie konnte im Gegensatz zur WRKY6 Expression nicht durch Salicylsaure, Ethylen,
Verdunklung, Verwundung und Pathogeninfektion gesteigert werden (Weaver et al., 1998;
Quirino et al., 1999; Noh & Amasino, 1999; Pontier et al., 1999). Eine Repression der SAG12
Expression in seneszenten Bléttern konnte durch Behandlungen mit Zucker, Cytokinin oder
Auxin erreicht werden. Letzteres steht im Einklang mit einer Reduktion der gesamten Auxin-
Konzentration in seneszenten Bléttern, obwohl dabei der Antell der freien Auxin-
Konzentration steigt (Quirino et al., 1999). Bezliglich der Bliten- und Seneszenz-spezifischen
Expression konnte SAG12 als mutmaldiches Zielgen von WRKY 6 betrachtet werden.

Als Pathogen-responsives Gen wies das Expressionsmuster von PR1 vide Gemensamkeiten
mit dem von WRKY6 auf. Die PR1 Expression war nach Infektionen mit avirulenten und
virulenten Pathogenen induziert, die Viren, Bakterien und Oomyceten umfassten. Eine
Entwicklungs-spezifische Expression wahrend Seneszenzprozessen war nicht vorhanden. Die
PR1 Expression konnte durch Salicylsaure, nicht aber durch Jasmonsiure und Verwundung
stimuliert werden (Ward et al., 1991; Uknes et al., 1992; Reymond & Farmer, 1998). Damit
kénnte PR1 beziglich der Pathogen-responsiven Expression durchaus als potentielles Zielgen
von WRKY 6 gelten.

Inwieweit es sich aber bei SAG12 und PR1 um primére oder sekundére Zielgene handelt, ist
offen. Da WRKY -Faktoren dusserst Sequenz-spezifisch an W-Boxen binden und dies somit
ebenfals fir WRKY6 anzunehmen ist, kann das Vorhandensein von W-Boxen in den

entsprechenden Promotoren beider Gene ein Hinwels auf eine direkte Regulation durch
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WRKY6 sain. Innerhalb der Promotorsequenz des SAG12-Gens lassen sich drei W-Boxen
finden. Dabei handelt es sich um ein Palindrom-Moativ in der reversen Orientierung (-1587 bp),
um ein Hexamer-Motiv ebenfalls in der reversen Orientierung (-1454 bp) sowie um en
weiteres Hexamer-Motiv (-1263 bp). Allerdings befindet sich keine dieser W-Boxen in dem
Promotorbereich von —603 bp bis -571 bp, der sowohl die Seneszenz- as auch die Bliten-
spezifische Expression vermittelt (Noh & Amasino, 1999). Daher ist WRKY6 wohl nicht
direkt an der SAG12 Expresson wahrend der Seneszenz und in Bliten betelligt. In der
Promotorregion zwischen —1354 bp und —1181 bp, der das Hexamer-Motiv bei —1263 bp tragt,
ist aber ein sogenannter ‘ enhancer’ -Bereich lokalisiert. Daher konnte die SAG12 Expression in
ihrer Quantitét, nicht aber in ihrer Qualitét direkt durch WRKY 6 beeinflusst sein.

In der Promotorsequenz des PR1-Gens sind ebenfalls W-Boxen vorhanden. Bei —676 bp liegen
ein Hexamer- sowie ein Palindrom-Motiv in einer Uberlagerung vor. Beide sind funktionell als
Salicylsdure-negative cis-Elemente charakterisiert. Das Hexamer-Motiv Ubernahm dabel den
wesentlich stérkeren Einfluss (Lebd et al., 1998). Daneben sind im PR1-Promotor bei —645 bp
und bei 614 bp auch zwei Salicylsaure-positive cis-Elemente vorhanden. Das erste ist ein asl-
Element, zu dem der bZIP-Faktor AHBP-1b bindet (Zhang et al., 1999). Uber Interaktionen
mit NPR1 erfolgt dann vermutlich die Induktion der PR1-Genexpression durch Salicylsdure.
Zusétzlich zu dieser NPR1-abhéngigen Regulation existiert ein davon unabhangiger Weg Uber
SSI1 (Shah et al., 1999). Als negativer Regulator der PR1 Expression fungiert SNI1 (Li et al.,
1999). SNI1 ist wie NPR1 ein Kern-importierter Faktor ohne offensichtliche DNA-Binde-
Doméne. Anadlog zu NPR1 konnte die negative Regulation bezlglich der Salicylsaure-
abhangigen PR1 Expression Uber Interaktionen von SNI1 mit anderen Transkriptionsfaktoren
erfolgen. Als Interaktionspartner sind dafir ebenfalls bZIP-Faktoren vorgeschlagen (Deprés et
al., 2000). Ihre Binde-Region befindet sich jedoch in dem bei -659 bp als sehr schwachem
Salicylsdure-negativen identifizierten Element des PR1-Promotors (Lebel et al., 1998). Da aber
dramatische Effekte auf die Salicylsdure-negative Regulation des PR1-Promotors durch die die
W-Box enthatende Region bel -676 bp vermittelt werden, sind wahrscheinlich WRKY -
Faktoren die Interaktionspartner von SNI1. Als ein Kandidat dafir konnte WRKY6 in
Betracht gezogen werden. Einerseits besitzt WRKY 6 eine Dimerisierungsdomane, andererseits
ist die WRKY6 Expression durch Salicylsdure induzierbar. Dartber hinaus ist WRKY 6 bei der
negativen Regulation der PRI1-Expression beteligt, denn in Abwesenheit einer WRKY6

Expression ist die von PR1 stimuliert.

PR-Gene sind als potentielle Zielgene von WRKY -Faktoren nicht unbekannt, wobel die
beteiligten WRKY -Faktoren im Gegensatz zu WRKY 6 as positive Regulatoren beschrieben
sind (Rushton et al., 1996; Eulgem et al., 1999). In diesem Kontext sind auch andere
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Pathogen-responsive Gene Kandidaten als Zielgene von WRKY 6. Dabei stehen ELI3, THI2.1
und PR5 zunéchst aussen vor, da ihre Expression in den WRKY6 Null-Mutanten gegentber
Wildtyppflanzen unverandert war. Nicht getestet wurden die Expressonsmuster von b-1,3-
Glukanase- und Chitinase-Genen. Letztere bieten sich aber ebenfalls an, da einerseits WRKY -
Faktoren an entsprechenden cis-Elementen eines korrespondierenden Promotors binden (Y ang
et al., 1999). Andererseits ist das Expressionsmuster eines Chitinase-Gens dem von WRKY6
sehr ahnlich, da es in Wurzeln und Antheren exprimiert sowie durch Pathogeninfektion und
Salicylsdure induziert ist (Samac & Shah, 1991). Weitere Zielgen-Kandidaten konnten
Seneszenz-assoziierte Metallothioneine sein, denn ihr Expressionsmuster umfasst neben PCD-
Prozessen in Seneszenz, Verwundung, Pathogenabwehr auch Gewebe-Spezifitéten in Wurzeln
und Blute (Fordham-Skelton et al., 1997; Buit et al., 1998).

Insgesamt zeichnet sich ab, dass WRKY6 Uberwiegend eine Stress-bezogene Funktion
einnimmt, die in der Seneszenz und Pathogenabwehr madglicherweise mit PCD-Prozessen
verbunden ist. Da die WRKY6 Expression dem Seneszenzverlauf folgte und sich dabei auf die
noch griinen Blattzellen beschrankte sowie bei Pathogeninfektionen in der inkompatiblen
Interaktion auf den Bereich der HR begrenzt war, kénnte WRKY6 eine Rolle bel der
Determinierung der Zellen, die an der Grenze zum PCD stehen, spielen (Mayda et al., 1999).
Vielleicht wurde ja gerade dieser Prozess in den 35S::WRKY6 Linien gestért, was dann zu
einer erhdhten Suszeptibilitét fuhrte. WRKY 6 konnte dabei al's negativer Regulator fungieren.
Daneben vermag WRKY6 auch Gewebe-spezifische z.B. bezlglich der Wurzelentwicklung
Funktionen auszufiihren. Die unterschiedlichen Aufgaben von WRKY 6 bendtigen neben einer
ausserst strikten transkriptionellen Kontrolle auch Anderungsmoglichkeiten der Aktivitat und
Spezifitdt im Hinblick auf die unterschiedlichen potentiellen Zielgene. Dazu kénnten einerseits
Dimerisierungen mit verschiedenen Partnern fuhren. Andererseits konnten aber auch
verschiedene post-trandationale Modifikationen in Form von Phosphorylierungen in Betracht
gezogen werden, was aufgrund der unterschiedlichen WRKY 6-Proteinmuster zwischen der
Wurzel-charakteristischen Arabidopsis-Zellkultur ohne und mit Elizitor-Behandlung vermutet

werden konnte.

2. ATWRKY-MULTIGENFAMILIE

Die AtWRKY-Multigenfamilie umfasst schdtzungsweise 100 Vertreter, von denen
bisher 66 in Sequenz bekannt (Tab.4, s. S.151), meistens jedoch in Funktion unbekannt sind.

Wie viele Genfamilien von Transkriptionsfaktoren sind sich die Sequenzen der einzelnen
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Vertreter in ihrer DNA-Binde-Doméne sehr &hnlich, alerdings ausserhalb davon sehr
verschieden (Liu et al., 1999). Dennoch lassen trotz des hoch konservierten ‘WRKY GQK’
Peptids auftretende geringe Unterschiede in der WRKY -Domaéne, die sowohl die komplette
Sequenz, die Genstruktur als auch das Zink-Finger-Motiv einschliessen, Subgruppierungen der
WRKY -Faktoren zu. Analysen zur Aufklérung von Verwandtschaftsverhdtnissen zwischen
Vertretern einer Multigenfamilie kénnen zu funktionellen Charakterisierungen einzelner

Faktoren beitragen.

In einer Phylogenie-Rekonstruktion basierend auf der einzelnen bzw. der C-terminalen
WRKY -Doméne wurden Aufspaltungen der AtWRKY -Multigenfamilie in diverse Subgruppen
deutlich (Abb.36A). Dabei konnten die zuvor identifizierten Gruppierungen tendenziell
bestatigt und weiter abgesichert werden (Eulgem et al., 2000). Dazu gehérten insbesondere die
Subgruppen Ila, 11b, 11d und Ile. Die Zuordnung von AtWRKY 49 in die Subgruppe Ilc wurde
in diesem Fall nicht gefunden. Desweiteren konnte eine Aufspaltung der Gruppe 11 in die zwei
Subgruppen a und b festgehalten werden. Eine hier nicht weitere Untergliederung der Gruppe |
wurde aber nach einer Betrachtung ihrer N-terminalen WRKY-Doménen maoglich. In der
Phylogenie-Rekonstruktion basierend auf den N-termindlen WRKY-Doménen war eine

eindeutige Aufspaltung in zwei Subgruppen vorhanden (Abb.36B).
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Abb.36: Phylogenetische Rekonstruktion der AtWRKY-Multigenfamilie (schwarz) inklusive publizierter
WRKY -Faktoren (grau). A Rekonstruktion basierend auf den einzelnen WRKY -Doménen der Gruppe Il und
I11 sowie den C-terminalen WRKY -Domaéne der Gruppe |. B Rekonstruktion der Gruppe | basierend auf den N-
terminalen WRKY -Doménen. Grundlage fur die Rekonsruktionen waren Sequenz-‘alignments’, die mit dem
Programm PILEUP (‘default’ Parameter) aus dem GCG Paket Version 10.0 erstellt wurden. Die
Rekonstruktionen wurden mit dem PHYLIP Programmpaket Version 3.55c (‘default’ Parameter, PAT1-
Deyhoff Protein-Distanz Matrix) unter Benutzung des NEIGHBOR-JOINING Algorithmus (Saitou & Nai,
1987) durchgefiihrt. Dabei erfolgten je 100 ‘bootstrep’-Replica. Die Darstellung wurde Uber das TREEVIEW
Programm Versoin 4.5.1 (experimentell) gewonnen. Darin wurden signifikante ‘bootstrep’-Werte ab 70%

eingeflgt. Auftretende Subgruppierungen sind farblich unterlegt.

2.1 Biologische Aufgaben

Da WRKY Faktoren bisher ausschliesslich in Pflanzen bekannt sind, Ubernehmen sie
vermutlich regulatorische Funktionen vor allem in rein Pflanzen-spezifischen Prozessen. Dabei
legt die Mehrheit der funktionellen Analysen zu WRKY -Faktoren den Schluss nahe, dass sie
Schltisselpositionen in der pflanzlichen Pathogenabwehr einnehmen (Rushton et al., 1996;
Eulgem et al., 1999; Cormack et al., eingereicht; Wang et al., 1998; Yang et al., 1999). Sie
sind aber auch in anderen Stresssituationen wie mechanischer Stress oder Verwundung

involviert (Gus-Mayer et al., 1998; Hara et al., 2000). Dieses sind wie z.B. auch die
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Degeneration der Aleuronschicht, die Ausreifung reproduktiver Organe, sowie Abscision und
Seneszenz eng mit PCD verkniipfte Prozesse (Jones & Dangl, 1996; Lam et al., 1999), in
denen ebenfalls WRKY -Faktoren involviert sind (Rushton et al., 1995; de Pater et al., 1996;
Kimet al., 1997).

WRKY6 ist als Vertreter der AtWRKY -Multigenfamilie mit seiner PCD-assoziierten Funktion
keine Ausnahme. Eine Reihe von AtWRKY-Genen haben ein zu WRKY6 vergleichbares
Expressionsverhaten. So zeigten mit AtWRKY2, 3, 4, 7 und 11 weitere Vertreter der
AtWRKY -Multigenfamilie eine Seneszenz-stimulierte Expression. Dartber hinaus waren die
Expressionen von AtWRKY3, 7 und 11 vermutlich ebenfalls bei Pathogeninfektionen induziert.
Zusétzlich dazu wiesen AtWRKY4, 7 und 11 auch gesteigerte Expressionen in Wurzeln auf.
Eine Bluten-spezifische Expression war daneben ebenfalls bei AWRKY2 zu beobachten. Bei
AtWRKY20 war dagegen eine eher Schoten-spezifische Expression vorhanden.

In dem Sinne as Stress- und PCD-assoziierte Faktoren sind die mutmal3ichen Zielgene von
WRKY -Faktoren gleichfalls in diesen Prozessen involviert. Darunter fallen aAmy2 sowie PR-
Gene wie PcPR1, NtCHNS50, NtPR1, HvLox1 und SPR10 (Rushton et al., 1995; Rushton et
al., 1996; Lovegrove & Hooley, 2000; Eulgem et al., 1999; Yang et al., 1999; Pappaioannou
et al., 1999; Rouster et al., 1997; Després et al., 1995). Solche primére Zielgene von WRKY -
Faktoren beinhaten in ihren Promotoren W-Boxen, an die WRKY-Faktoren Sequenz-
spezifisch binden (Rushton & Somssich, 1998). Eine statistische Haufung von W-Boxen |&sst
sich in den Promotoren Pathogen-responsiver Gene aus Arabidopsis feststellen (J. Dangl &
R.A. Dietrich, perd. Mittellung). Gene, die analog mit AtPR1 exprimiert werden, weisen
durchschnittlich vier W-Boxen innerhalb den ersten 1 kb Promotorsequenz auf. Dagegen
besitzen Gene, die diesem Expressionsmuster nicht folgen, durchschnittlich nur zwel W-Boxen.
Erstere sind somit Kandidaten fir potentielle Zielgene der AWRKY -Multigenfamilie. Neben
einer Funktion als Transkriptionsfaktoren von PR-Genen fallen WRKY-Gene wie z.B. WRKY19
auf, die typische Charakteristika von Resistenzgenen aufweisen (Ellis & Jones, 1998;
Gassmann et al., 1999; Meyers et al., 1999; Martin, 1999) und eine dementsprechende Rolle

vermuten lassen.

Die Funktion von WRKY -Faktoren aber als eine generelle Beteiligung in Abwehrreaktionen zu
betrachten, ist nicht angemessen. Immerhin existiert mit ttg2 eine AWRKY Null-Mutante, die
durch einen eindeutigen Entwicklungs-spezifischen Phanotyp gekennzeichnet ist (Johnson &
Smyth, 1998). Dieser mutante Phanotyp ist dem der ttgl Null-Mutante analog, die eine
defekten WD40 ‘repeat’ Faktor tragt (Walker et al., 1999). Die Funktion von TTGL1 liegt
sowohl in der Differenzierung der Trichome als auch in der Festlegung des Trichom-Musters

sowie in der Biosynthese von Anthocyanen. Dies wird durch ein Zusammenspiel mit GL1
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erreicht, das dann die Faktoren TRY und CPC kontrolliert (Schnittger et al., 1999; Wada et
al., 1997). Moglicherweise nimmt TTG2/AtWRKY 44 daran Teil oder aber initiiert einen

parallelen Mechanismus.

Dennoch steht momentan Uberwiegend die Stress-assoziierte Rolle der WRKY -Funktionen im
Mittelpunkt. Dies fuhrt zu der Annahme, dass die AtWRKY-Multigenfamilie
schwerpunktmal3ig in pflanzlichen Stressabwehrreaktionen involviert ist, obwohl die meisten
funktionellen Daten WRKY -Faktoren aus anderen Pflanzenarten betreffen. Eine funktionelle
Anayse der kompletten AtWRKY -Multigenfamilie wird diese These néher beleuchten. Die
Identifizierung der biologischen Relevanz einzelner Vertreter sowie der gesamten AtWRKY -
Multigenfamilie bedarf alerdings geeigneter Methoden. Ein erster Schritt wird dabel die
Erstellung von Expressionsprofilen sein. Dies kann Uber traditionelle Northern-Techniken
erfolgen (Kranz et al., 1998). Entsprechendere Methoden wéaren aber die Analyse von
Expressionsprofilen mittels RFDD (Fischer et al., 1995) oder die Anwendung von ‘high
density filter’ bzw. ‘microarray’ Techniken (Baldwin et al., 1999). Diese kdnnen dann Uber
Promotor-Reporter-Studien intensiviert werden. Identifikationen von AtWRKY Null-Mutanten
mittels reverser Genetik sowie Herstellungen von AtWRKY Uberexprimierenden Linien ist ein
weiterer Schritt. Uber die intensive Charakterisierung solcher Pflanzen werden dann Einblicke
in die biologischen Aufgaben von AtWRKY Faktoren gewonnen. Ein wichtiger Punkt bel der
funktionellen Analyse von Transkriptionsfaktoren ist die Identifizierung von Zielgenen. Dies
kann Uber vergleichende Analysen der AtWRKY Expressionsmuster mit ‘gene trap enhancer’
Linien geschehen (Sundaresan et al., 1995) oder der Transkriptpopulationen von Null-
Mutanten bzw. Uberexprimierenden Linien mit Wildtyppflanzen geschehen. Dazu bieten sich
auch induzierbare Expressionssysteme an (Aoyama & Chua, 1997), die eine Differenzierung in
primére und sekundére Zielgene ermoglichen (Sablowski & Meyerowitz, 1998; Bruce et al.,
2000). Ein aternativer Weg zur ldentifizierung primérer Zielgene wéare auch die direkte
Reinigung von Protein-DNA-Komplexen (Gould et al.,1990; Grandori et al., 1996; Orlando et
al., 1997).

Im Vergleich mit anderen Multigenfamilien von Transkriptionsfaktoren werden einige
besondere Merkmale der AtWRKY -Multigenfamilie deutlich. Die AtWRKY -Multigenfamilie
besticht durch die ausserordentlich hohe Konserviertheit eines Heptamer-Peptids, das der
DNA-Binde-Struktur unmittelbar vorangestellt ist. Etwas Analoges taucht auch bei der
Multigenfamilie der AP2/EREBP-Faktoren auf (Riechmann & Meyerowitz, 1998). Die DNA-
Binde-Doménen der AP2/EREBP-Familie sind in zwei konservierte Bereiche aufgeteilt, von
denen der C-terminale fur die Ausbildung einer DNA-Binde-Struktur verantwortlich sein

konnte. Eine solche Funktion ist bei den WRKY -Faktoren durch die Formierung des Zink-
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Fingers ebenfalls im C-terminalen Bereich der DNA-Binde-Doméane abgedeckt. Der N-
terminale Bereich der AP2/EREBP-Doméne konnte bei der direkten Kontaktaufnahme mit der
DNA involviert sein. Moglicherweise gilt dies ebenfalls fur das ‘WRKY GQK’ Peptid.

Zusammen mit der Multigenfamilie der AP2/EREBP-Faktoren ist auch bei den WRKY -
Faktoren eine hohe Konserviertheit der cis-Elemente, an die diese Faktoren binden,
bemerkenswert. WRKY -Faktoren zeigen eine hohe Sequenz-Spezifitdt zu W-Boxen (Rushton
& Somssich, 1998). Dabei ist keine Bindung zu den asl-Elementen, die wie die W-Boxen das
Sequenzkernmotiv TGAC tragen, festzustellen (Hara et al., 2000). Ahnlich binden EREBP-
Faktoren Sequenz-spezifisch an GCC-Boxen (Yamamoto et al., 1999; Menke et al., 1999).
Innerhalb der EREBP-Subfamilie finden sich die CBF-Faktoren (Riechmann & Meryerowitz,
1998), die an DRE-Elemente binden (Stockinger et al., 1997; Gilmour et al., 1998). Beide cis-
Elemente tragen ein CCG-Moativ, das bel ersteren in die Sequenz GCCGCC und bel letzteren
in die Sequenz CCGAC eingebettet ist. Uber Binde-Motive von Faktoren der AP2-Subfamilie
ist bisher nichts bekannt. Die hohe Konserviertheit der W- und GCC-Boxen ist mit einer hohen
Sequenz-spezifischen Bindung durch WRKY- bzw. EREBP-Faktoren verbunden. Die
Vermittlung dieser Prozesse ist auf der anderen Seite durch eine hohe Konserviertheit in den
jeweiligen DNA-Binde-Doménen begleitet. Dafir kdme bei den EREBP-Faktoren der N-
terminale Bereich der DNA-Binde-Doméne in Frage. Bei den WRKY-Faktoren ist die
Sequenz-spezifische Bindung an die hoch konservierten W-Box mdglicherweise durch das
hoch konservierte ‘“WRKY GQK’ Peptid bedingt. Vielleicht ist aso das namensgebende Motiv
der WRKY -Faktoren an einem Sequenz-spezifischen Kontakt zu DNA beteiligt.

Eine &hnlich hohe Konserviertheit findet sich auch bei den Interaktionen von Faktoren der
ARF-Multigenfamilie mit den Auxin-responsiven Elementen TGTCTC (Ulmasov et al., 1999).
Im Gegensatz dazu sind die DNA-Binde-Motive der MY B-Faktoren sehr viel heterogener
(Martin & Paz-Ares, 1997). Entsprechend ist die Art der Konserviertheit der DNA-Binde-
Domane angelegt, die eher auf ein bestimmtes Muster an konservierten Aminosauren gewichtet
ist. Dies spiegelt sich auch in den unterschiedlichen Funktionen der einzelnen MY B-Faktoren
wieder. Die MYB-Multigenfamilie zeichnet sich insgesamt durch ene grosse
Multifunktionalitét aus (Jin & Martin, 1999). Dagegen konnen die Aufgaben der AP2/EREBP-
Multigenfamilie in der Regel zwel verschiedenen Bereichen zugeordnet werden, was sich auch
in einem strukturellen Unterschied wieder findet (Riechmann & Meyerowitz, 1998). Die AP2-
Subfamilie, die Faktoren mit zwei DNA-Binde-Doménen umfasst, ist in der Entwicklung
bestimmter Gewebe involviert. Die EREBP-Subfamilie, in der Faktoren mit einer einzelnen
DNA-Binde-Domane zusammengefasst sind, spielt eine Rolle bei der Stressabwehr. Inwieweit

die WRKY -Multigenfamilie nun eine multifunktionelle Genfamilie ist oder doch nur ganz
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bestimmte Funktionen Ubernimmt, wird die Zukunft aufdecken. Tendenzidll ist ihre Funktion
bisher aber as *Stressabwehr-Genfamilie’ zu bezeichnen. Vielleicht werden dann bestimmte
Funktionen von enzelnen Subgruppen der WRKY-Superfamilie dhnlich wie bel der
AP2/EREBP-Multigenfamilie getragen.

3. AUSBLICK

Die bisher vorliegenden Resultate bedirfen erweiterter und eingehender fortfihrender
Experimente, die zum grossen Teil schon initiiert sind. Dies betifft auf der einen Seite die
transkriptionelle Regulation des WRKY6-Gens und auf der anderen Seite die Funktion des
WRKY 6-Faktors. Insgesamt ist dabei eine Bestétigung bisheriger sowie das Erlangen weiterer
Ergebnisse angestrebt.

Anhand der Promotor-Deletionen konnten mindestens drel Bereiche voneinander getrennt
werden, die verschiedene Expressionen des WRKY6-Gens vermitteln. Da es sich dabei aber um
vorlaufige Ergebnisse handelt, ist eine Wiederholung und Erweiterung dieser Analysen, die
dann auch die Signalkomponenten Salicylsdure, Jasmonsdure und Ethylen einschliesst,
notwendig. Insbesondere sind aber auch Untersuchungen eines moglichen Auxin-Effektes auf
die WRKY6 Promotor-Aktivitdt angestrebt. Weitere detailliertere Promotor-Deletionen
konnten dann zur Aufldsung der ‘hot spot’-Region und damit zur Identifizierung definierter
cis-Elemente dienen. Daneben wird eine Einordnung von WRKY6 in bekannte Signalwege der
Pathogenabwehr erfolgen. Aufschluss wird dartber die Analyse der WRKY6 Promotor-
Aktivitdten von 6p::GUS, 6p3:GUS und 6p5:GUS in verschiedenen genetischen
Hintergrinden geben, die entweder einen Effekt auf Resistenz oder auf einen bestimmten
Hormonsignalweg ausiiben (B. Lippok & |I.E. Somssich, perd. Mitteilung). Daflr wurden die
Resistenz-Mutanten ndrl (Century et al., 1995), cpr5 und cpr6 (Bowling et al., 1994), und
nprl (Delaney et al., 1995) sowie die Ethylen-Mutante ein2 (Alonso et al., 1999), die
Jasmonsdure-Mutante jarl (Staswick et al., 1992) und die Salicylsdure-defizienten nahG-
transgene Pflanzen (Gaffney et al., 1993) ausgewahlt, die eine grof3ziigige Abdeckung der zum
Tell paralelen und zum Tell miteinander vernetzten Signalwege in der Pathogenabwehr
erlauben (Abb.37).
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Abb. 37: Model der verschiedenen parallelen und miteinander verkniipften Signalwege in der pflanzlichen
Pathogenabwehr (in Anlehnung an Dong, 1998). In Rot sind ausgewdhlte Mutanten zur Analyse der
Signalwege, in denen AtWRKY®6 involviert ist, hervorgehoben.

Die WRKY 6 Funktion als moglicher direkter oder indirekter Regulator der Expressionen von
SAG12 und PR1 und damit des molekularen Phanotyps der WRKY6 Null-Mutanten EN und
DEL bedarf einer Bestédigung. Anhand von analogen Expressonsanaysen der
Komplementationspflanzen wird dieses geprift werden. Fir eine Verstdrkung des
morphologischen Phénotyps der WRKY6 Null-Mutanten werden Doppel-‘knock-outs mit
WRKY42 in Betracht durchgefihrt werden.

Dartber hinaus wird PRL1 als potentielles Zielgen von WRKY 6 ndher beleuchtet werden. Dies
findet anhand von Anaysen der PR1 Promotor-Aktivitét in den genetischen Hintergrinden der
EN- und DEL-Mutanten sowie der 35S::WRKY6 Pflanzen statt. Zusatzlich wird dabei der
Effekt des WRKY6 ‘knock-outs auf das Salicylsaure-negative Element des PR1 Promotors
untersucht. Im Mittelpunkt des Interesses stehen daher die PR1 Promotor-Deletionen und —
Mutationen 6D::GUS, -621::GUS, LS4::GUS und LS5::GUS (Lebel et al., 1998). In
Ubereinstimmung damit wird auch eine mogliche Interaktion von WRKY 6 mit SNI, das in der

negativen Regulation der PR1 Genexpresson involviert ist, getestet (X. Dong, persl.
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Mittellung). Da eine Autoregulation von WRKY -Faktoren bekannt ist (Eulgem et al., 1999),
wird ebenfalls die 6p::GUS Expression in den entsprechenden genetischen Hintergriinden
analysiert.

Weiterhin  wird eine ausfuhrlichere Charakteriserung des mutanten Phéanotyps der
35S::WRKY6 Linien sattfinden. Dies wird sowohl einige statistische Auswertungen zur
Absicherung des morphologischen Phéanotyps as auch erneute Untersuchungen des Stress-
Phanotyps nach Pathogeninfektionen inklusive einiger Genexpressionsanalysen umfassen. Die
Suche nach potentiellen Zielgenen von WRKY6 wird dann durch eine vergleichende
Transkriptanalyse von 35S::WRKY6 Linien und Wildtyppflanzen fortgesetzt werden.

Dazu wird trotz bisherigen Mil¥erfolgs wieder auf die RFDD-Technik zurtick gegriffen werden.
Verbesserungen und Optimierungen sind durchaus lohnenswert, da sie in &hnlichen
Experimenten fur das Erstellen von Expressionsprofilen und zur Identifizierung neuer Gene
erfolgreich angewendet wurde (Bruce et al., 2000). Dartiber hinaus wird die RFDD-Technik
durch geringfuigige Veranderungen ein neues Anwendungsgebiet erschliessen. Sie wird auf die
Analyse Familien-spezifischer Expressionsprofile erweitert werden (Fischer et al., 1995). Die
Kombination mit WRKY -Doman-spezifischen Primern wird eine WRKY -Familien-spezifische
Amplifikation ereichen. Nachtragliche Identifikation der Restriktionsfragmente und
Zuordnung zu den korrespondierenden WRKY -Faktoren wird eine nahezu komplette
Expressionsanayse der WRKY -Familie ermdglichen. Solche WRKY -Familien-spezifischen

Expressionsprofile kénnen dann unter den verschiedensten Bedingungen erstellt werden.
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VI ZUSAMMENFASSUNG

WRKY-Proteine  bilden ene  Pflanzen-spezifische ~ Multigenfamilie  von
Transkriptionsfaktoren, deren Zahl in Arabidopsis gegenwaértig bei 66 identifizierten Vertretern
liegt und schatzungsweise etwa 100 Vertreter insgesamt betragen wird. Alle Vertreter sind
strukturell bis auf ihre hoch konservierte WRKY -Doméne sehr voneinander verschieden. Die
WRKY -Doméne besteht als DNA-Binde-Domane in ihrem C-terminalen Teil aus eéinem C-C-
H-(H/C) Zink-Finger und ist in ihrem N-terminalen Teil durch das hoch konservierte und
namensgebende Motiv ‘WRKYGQK’ noch unbekannter Funktion gekennzeichnet. WRKY -
Faktoren binden Sequenz-spezifisch an W-Boxen. Funktionell sind Vertreter der WRKY -
Multigenfamilie bel der Regulation diverser pflanzlicher Prozesse beteiligt. Dieses sind unter
anderem Stress-assoziierte Prozesse in der Pathogenabwehr und Verwundung sowie
Entwicklungs-spezifische Prozesse in der Trichom-Differenzierung und Samenkeimung.
Obwohl zahlreiche Faktoren der AtWRKY -Multigenfamilie identifiziert sind, betreffen die
bisher vorliegenden funktionellen Daten Uberwiegend Vertreter aus anderen Pflanzenarten.
Insbesondere fehlt eine Kenntnis Uber die priméren Zielgene von WRKY -Faktoren. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde diesen Fragen anhand eines Vertreters der AtWRKY -Multigenfamilie
nachgegangen. Dabel konnten neue Informationen Uber Regulation und Funktion von WRKY 6

gewonnen werden.

WRKY®6 ist in seiner genomischen Sequenz von 2,27 kb aus sechs Exons und funf Introns
zusammengesetzt. Es liegt im Genom als Einzel-Kopie-Gen vor und ist auf Chromosom | bel
etwa 84 cM kartiert. Das korrespondierende Protein besteht aus 553 Aminosauren und hat ein
Molekulargewicht von 64 kDa. Als WRKY-Protein der Gruppe Il besitzt es eine einzelne
WRKY -Domane, aufgrund deren Sequenz und Genstruktur eine Zuordnung in die Subgruppe
l1b erfolgte. Im Konsens mit seiner Funktion als Transkriptionsfaktor zeigte WRKY6 eine
konstitutive Lokalisierung im Zellkern. Der fir den Kernimport verantwortliche Bereich
befindet sich N-terminal zur WRKY -Doméne und stellt ein neuartiges *bipartite’ NLS dar. Wie
einige andere WRKY -Faktoren mit einer einzelnen WRKY-Doméne ist bei WRKY6 ein
Leucinzipper-Motiv vorhanden, das zur Vermittlung von Dimerisierungen fahig war. Weiterhin
wurden transaktivierende Eigenschaften von WRKY 6 beobachtet. Dartiber hinaus konnte ein
Hinweis zur Regulation auf post-trandationaler Ebene in Form von Phosphorylierungen

gewonnen werden.

Dennoch liegt das Hauptgewicht bei der Regulation von WRKY 6 auf der transkriptionellen

Ebene. Die Expression von WRKY6 zeichnet sich durch eine recht hohe Komplexitét aus. Ein



Zusammenfassung 122

etwa 1,2 kb grosses Promotor-Fragment war fur die Vermittlung des kompletten
Expressionsmusters ausreichend. In Promotor-Reportergen-Studien wurden Entwicklungs-
spezifische Expressionen in Wurzeln, im Stigma und Antheren/Pollen der Bliten, in
kollabierten Nektarien an der Abscisonszone der Blitenorgane sowie wéhrend der
sequentiellen  Blattseneszenz  deutlich.  Stress-spezifische  Expressionen  waren  nach
Verwundung und Infektionen mit bakteriellen Pathogenen sowohl in der inkompatiblen as
auch in der kompatiblen Interaktion zu beobachten. In den beiden ersten Prozessen war die
Expresson auf die betroffenen Stellen begrenzt. In Ubereinstimmung mit diesem
Expressionsmuster war die WRKY6 Promotor-Aktivitét durch einen bakteriellen Elizitor sowie
durch die Signalkomponenten Sdlicylsdure, Jasmonsaure und Ethylen induzierbar. Insgesamt

war die WRKY6 Expression Uberwiegend mit Zelltod-Prozessen assoziiert.

Die Multifunktionalitdt des WRKY6 Promotors ist durch mehrere cis-Elemente bedingt, die in
verschiedenen Bereichen des Promotors lokalisiert sind. Von besonderem Interesse sind dabel
ein as Antheren/Pollen-spezifisch identifiziertes Element und eine als Wurzel-spezifisch
charakterisierte Region. Beide liegen in den Promotor-Bereichen, die fir die Vermittlung der
entsprechenden Expressionen ausreichend sind. Daneben sind drei asl-Elemente einer ‘hot
spot’ Region des WRKY6 Promotors in den Blickpunkt gertickt, die bei den Stress-spezifischen
Expressionen beteiligt sein konnten.

Fur WRKY6 konnten zwei unterschiedliche Null-Mutanten isoliert werden. In beiden Null-
Mutanten war kein WRKY 6-Protein zu detektieren, was bel einer der Mutanten durch die
fehlende Akkumulation des WRKY6 Transkripts begrindet war. Dagegen war in der zweiten
Mutante eine WRKY6 Transkriptakkumulation festzustellen. Dabei handelte es sich jedoch um
ein fehlerhaftes Transkript, das durch eine Verschiebung des L eserahmens theoretisch nur eine
Trandation eines N-terminalen WRKY 6-Proteins der halben Grosse zul&sst. Die WRKY6 Null-
Mutanten zeigten nur beziglich der Wurzelmorphologie einen vagen mutanten Phanotyp.
Daneben konnte aber ein mutmaldicher molekularer Phanotyp fur beide Mutanten identifiziert
werden. Dieser betraf die Seneszenz-abhéngige Expression zweier Gene, SAG12 und PR1. Da
sichin einem als ‘ Sdlicylsaure-negativ’ identifizierten Element des PR1 Promotors eine W-Box
befindet, nimmt WRKY 6 mdglicherweise an einer negativen Regulation der PR1 Expression
teil. Damit kame PR1 auch als priméres Zielgen von WRKY 6 in Frage.

Gegeniber einem nur mutmaldichen molekularen Phanotyp der WRKY6 Null-Mutanten zeigten
WRKY6 Uberexpressoren einen von der WRKY6 Expression Konzentrations-abhangigen
morphologischen mutanten Phanotyp. Dieser zeichnete sich vor allem durch kleinere Bléatter
und damit auch reduzierte Rosetten aus. Obwohl diese Linien im Vergleich zu Wildtyppflanzen

die Transition von der vegetativen zur reproduktiven Phase zu einem friheren Zeitpunkt
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erreichten, sind sie nicht als ‘early flowering’ Mutanten zu bezeichnen. Es hat eher den
Anschein, dass dies Neben-Effekte einer stdndigen Stresssituation der Pflanzen sind. Analog
dazu war bei WRKY6 Uberexpressoren im Falle einer Infektion mit avirulenten Pathogenen

eine erh6hte Tendenz hin zur Suszeptibilitét festzustellen.

Abschliessend lasst sich formulieren, dass WRKY6 sehr  wahrscheinlich sowohl in
Entwicklungs-spezifischen as auch in Stressabwehr-Prozessen der Pflanze involviert, dabei
aber Uberwiegend an Zelltod-assoziierten Prozessen beteiligt ist. Damit gliedert sich WRKY 6
als Vertreter der AtWRKY -Multigenfamilie in die Reihe der aus anderen Pflanzen bekannten
WRKY-Faktoren ein, die regulatorische Funktionen in diversen pflanzlichen
Stressabwehrreaktionen austiben.
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VIII ANHANG

1. ATWRKY6 GENOMISCHE SEQUENZ

1

51

101

151

201

251

301

351

401

451

501

551

601

651

701

751

801

851

901

951

1001

1051

1101

1151

1201

1251

1301

1351

1401

1451

1501

TCACGTGGAA

CGTTTGATCA

ATTTAATAGT

CGACATCAAA

AGTGTCAAAT

TACAAATTTT

TATTTATAGT

GTTTTGACTC

ACTTTATTAT

TAATAACAAA

CTTGAAATAA

ATGGGATGTT

GTAATCCGAT

ACTTTGAGGT

GCTAAAATTA

CCTTAACCTG

CCTAAAAACT

AAGGATTGCC

TGTTTCATTT

TTTATGTGTG

AATCCCGGTG

TGACGTAAAA

CAAAGTTCAT

CCCTTTTTAT

TTCTTAATCT

ATTTTCTGAT

TTTCTTTTTC

ATCTTCTCTT

GACGTTTCTC

CAGAAGACGA

TCTCTCAGGT

CGCGCCGCAG
AACAGAAGAG
CTCAAGACGA
ATTTAATAAA
GAGCTAATCC
TGGTTTTATA
GAGTTAGCTT
GTTTCATGAT
TTATTTGGCA
AAATATTAAT
ACTTTAGACA
TATATGTAAT
TGGCTTTAAC
AAAACTAAAA
ATACATACTG
AATCATACAC
AATCATAAAT
CAATTGTTTG
TTCCTTTTCG
TGTGTGTGTG
TATTATGGGT
CTCCCAAGAA
TAACTTAAAA
AGGAGAGTCT
CTCTCTCTTT
CTCTCTAAAA
TATATE:EFA
GATCTTTTAA
AAATCCTTTG
GAATATCAAC

ATTCGTGATC

TAAACGGAGC

AACTAGTCAA

TTACGCCACA

AGGAACTGAT

GTTTTACAGT

ACATACTTGT

ATAAAACCCT

AAAATTTTAT

AAATAATTGG

CTGATTCATA

TTGTAAATAA

TTTTTATAAA

TATCGTCGCC

GAAATTTGTA

ATATATCGTA

TGTAATAAAA

CCCAAACGGT

TTAAAAATTT

TCAACCTGTT

TGAATTTCCA

CGGGTCGTAA

TTTTTTTAAA

AGAAAAAACA

TATGTTCTGG

CAACCAAACC

ATCTTTCTCC

CAGAGGATGG

ACCCTAATCG

GCGATGTCTA

CAACGGTAGT

GTGAAGATGA

GGTGGATCAA

TGCTCTTTCT

TAACCATTTT

TGATTGGTCA

GGCATAGTTT

AGTTAAAACT

ATTCTTTTAT

CCTTTTCATC

TGTAAAAATT

ATCTTAAAAA

AAAAACATTA

AAAATAAAAG

AAAAGAATAA

AGATAATAGT

TAAAATTTAT

AAAACAAATT

GTACTCTCTA

CTAATAATAG

ACCCAATAGC

TGAAAATGAA

CCGGGCAATG

AAGTCTCCGG

AAATCGGTCC

CAGAAGACTT

CCTAAACAAA

TTCGTTAATC

TCTGGTCTCA

TATTTCTCAT

GAATTGACGA

GAATTTAGGT

AGATTTTTCA

ACTTTTCGTC

TCATATCACA

CTCGTGATTT

TCATGTTACA

ACGATCAATT

ATTTATAAGC

CTAAAATTAT

GGAATAAAAA

ATGTATATGT

AGAAAAATTT

TTTTTATATA

TTGTTTACTA

TGTAGAACTG

CACATTAAAT

GAAAACTACA

ATATATAAAC

TTAGCTTTGA

TACAATGTTT

AAATGAAGTT

ACGGGCTTAG

ACGCAGGATC

AAAATAAAAT

ACGTCCCAAA

CACAGACTCT

AAAAAAATAC

TCGTGATCTC

CTCTTGATTC

AAGAATCACC

AGAAGATGAT

TTCCGGTGAG

TCTGGCGTTG
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1551

1601

1651

1701

1751

1801

1851

1901

1951

2001

2051

2101

2151

2201

2251

2301

2351

2401

2451

2501

2551

2601

2651

2701

2751

2801

2851

2901

2951

3001

CTGGAGATAA

AAGAAATCTA

GGAAGAACAA

AAATCATATG

GTGTCATAAT

TGTTTCATTT

AAATGATTTC

TCGAACAACT

AATCTTCCGA

TGATTTTACA

TTAATATTTC

GAGTTGAAGA

ACAAGTTAGC

TGCAGCAACA

CAACCACAAG

GTGAACCTAT

GATAGTACCA

AGGCCGAGGA

GGTTCTTCTG

AGAAAGCCCC

CCCCGACGAC

GTCTCCGTTC

ATACTAATAC

TTAATTATCT

TGACCGTGAA

GGGTTTGTCG

GATGATCGAA

AAATACAATT

TTGGTTTACA

TTTTTTTTTT

TAAATTTGAA

GGTAATACAA

AATGGAAGAT

TTAGTAATAT

GATTTTTTTT

AAATGACAAT

AACAGTTACA

GCAACAACAG

TAAATGGAAT

ATGATTAGGT

AGGCAATTTA

TGTGTCAAAT

CAGCCGAGAG

GAAACTGAGT

ATTTGATCAA

GTGCCCGATC

TTATAAGACT

TTGTACTTTA

GTTCCCGGCG

TGAAGACGAC

CGGACGTAAA

TTCTTACTAA

TTTGAAATAT

GATAAAGGTA

TTTTAATTTG

AGAGTGATGA

AAGCGTGCGA

TTAATAGATG

TGTTTATCAC

GGATAATCAA

CTTCACTTCA

AACAATAAGG

TTACCCTACA

AATAGAAGCT

TTGATTTAGG

TCTTCATCCG

GCGTAGTAAC

CCAACAAAAT

ACCGCTGAAG

GGAAGCTCCG

ATATAAAAAA

TGTTTCTATA

AAGTGGATTT

GAAGGATTTC

TGTAAGTACG

TGGTTTGTAT

CAAATAAAAA

TCATATTTTG

TTATAGACCG

GTCAATGATC

AAAATGAGGT

AATAATTTGA

AGTTGGTGAA

AAGCTTAGAG

GATGCATCTT

TAAATAATTA

TGAATAGGCA

GCTGAGAAGC

CCCTACGAGA

AAGATAGAAC

GGGAAGAGAC

TCAGAAGGTG

CTACGATGAG

ATGGTAAGTT

TAAACTATGT

CTTCTCCGAC

GTGTGAAGAA

ACTTTTCGAT

TAGTGTGGAC

TACCAAATTT

TTTTCTTACA

GTTTGAATCT

GATGATGGAG

AAGTTTAGTT

ACCGGTTTGA

ATTACAAGAT

AATTGCTTAC

GTTTCACTAA

TTAGATTGAT

ATTAATTTTG

CTGAGGAGAC

GCAGTAGGTG

TCGTTCGGGG

TTGGGCGTGA

AATTCTACTA

GAAAGCCCGT

GATTTATTAG

GCTTTAGAGA

GATAAGCGAT

GGATGTCAAT

GGAGAAAATA

TGGCCAGAAG

ATGGCCAAAG

GGAATCCTTG

TCCGCGGGCA

TATTACCGCT

GCACGATGGC

CACGGGCTGT

CCCGTTCGCA

ATTTAAAAGA

AGAGATTTCA

GAAATGATAT

TTTAACCATT

ATGTATATAT

GGACTAAAAG

GTTTGCGTGA

ATTCTTGTTG

TTGGCTAATA

CGTTCGGTCC

TTATAGETTC

AACGTTGCGC

GGAAGACAGA

TCAATTCTGA

ITTACAACCTA

CGAGGGAAAC

CATAACCATF

CGTTGCCGCC

AGCCGCGGTA
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3051

3101

3151

3201

3251

3301

3351

3401

3451

3501

3551

3601

3651

3701

3751

3801

3851

3901

3951

GCCATGGCTT

AATGTCTAGT

CTGTTCTTCC

TTTCCAACCG

TTCCAATCCT

TGCAGCGGCC

ATGCTACCTC

GGGGCTGCAG

CACACGCGGT

ACGGCGGCTC

CCACGACGGC

TTTTTTGGGT

GTTTATTTCA

AATATACAAA

TAGTTACGTA

TTCTTTTGAG

CTAATAGTTT

GTGTCCTACA

ATATATTTAA

CTACCACCAC

CACGACGGGA

TTGCTCCACA

TCACATTAGA

TCCTCTTCCG

GCAACAACAA

ATGTAATAGG

TTCTCTGGTG

GGCTGATACA

TTGCAGCCGT

GAAGGAAACA

ATCTACATTT

TTGATTCACA

AGCAAACTAT

ACTTAATTAG

TGGTATATTA

GGCCGTACCT

TAATGACACT

CAATTGCAAC

GGCGGCGGCT

TGATGAACCC

AGCATGGCAA

CCTCACCCAC

CGGCTACCAA

CAACAGCAAA

CCAGGCATTG

GCTCTCCCTC

ATAACGGCAC

TATTTCTTCT

ACAAAAATCA

TTTTTCCAAC

TTTGTTCTGT

ACTCAAGTTC

CATTGCCTTT

AATACTTCAC

TCAATAAGAT

TAATTATTGA

AACATGTTGC
TACAAATTTA
CAATCTCAGC
TCACCTCCGC
CAACAACCAC
TGACGAACTT
TATAACCAAT
GACGGCAGCG
TCACAGCTGA
ATGATCAATG
}EHHbAAAAT
TGGGTTATAG
TTCGTACCAA
ATATTCGTAA
AAAGCTTTAA
ATGTGAGCGC
AATGAGATAT

ACTTTTAATA

TATCCGGGTC

CTAGCTAGGG

CTCCGCGCCG

CTCCTAATGG

AACTCACTGA

ACCTCCGGGA

CCAAGTTCTC

TTTTCTCAGT

CCCGAATTTC

GTACGAACCA

ATTACATTTT

GAAACAGAGA

AATCCCAGTA

ACACTATAAA

TATTTGATAT

CGATACAAAC

CATCAAATAA

ACCTTTTTAT

Abb.38: Genomische Sequenz von AtWRKY®6. Der Bereich der kodierenden Regionen (grau) inklusive WRKY -

Domaéne (rot) sowie Start- und Stopp-Kodon (schwarz) sind gekennzeichnet.
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2. ATWRKY REFERENZEN

Tab.4: Auflistung aller bisher identifizierter Faktoren der AAWRKY -Multigenfamilie (Eulgem et al., 2000).

AMWRKY GrUFQe Chr.2 ESTP GENbP BAC.ORF¢ JAIWRKY GrUFEe Chr.2 ESTP GENP BAC.ORF¢
1 2 92976 1 007211 1013.1 22 4 04811 007269 002N01.6
Al995838 AC006955 F2818 23 Il 2 F14417 AC002337 T08113.10
2 | 5 T44598 AB026656 MXK23 F14438
AA395490 24 | 5 AB005233 MBK23
N37131 25 | 2 T42934 AC002338 T9D9.6
3 2 T45479 AC006284 T4M8.23 AC004165 T27E13.1
Al099874 B77849 T29F22-end AL093076 T10P21-end
Al993164 AL080571 F1G15-end 26 | 5 AA585811 B09174 T30A11-end
AL096246 T16K23-end T22092 ABO010697 MO0J9.24
4 1 T22085 AC007576 F7A19.5 Al995443
W43265 27 5 ABO009055 MXC20.3
AA585810 28 1l 4 AV440897 AL021713 T9A21.10
5 5 H77044 AB011485 MXH1.P3 29 1l 4 AL035394 F9D19.20
H77050 30 1] 5 AB010696 MLES8.2
H77051 31 1l 4 AL022140 F1N20.170
Al995170 32 | 4 AL022198 F6118.160
AAB05512 33 | 2 AC004683 T19C21.4
6 1l 1 U75592 AC000375 F19K23.22 2 AC005499 T6A23.33
AAB50675 34 | 4 AL022223 M3E9.130
H77127 35 I 2 AC004238 F1913.6
AA394951 36 1l 1 AC010675 T17F3.16
AAB50826 AC010852 T12P18
Al992388 37 B23309 F28C5-end
7 I 4 N37775 AC005861 F23B24 38 ? 5 AB012244 MQJ16.9
T20578 AL078637 T22A6.70 39 1l 3 AC011437 F7018.30
R30038 40 1l 1 AV441124 AC011713 F23A5
Al992658 41 L] 4 AF080120 F2P3.16
8 Il 5 AB010698 MPL12.9 AL049876 T22B4.50
9 Al998645 AQO011596 F24A12TRC-end| 42 1l 4 AF076243 T26N6.6
B98122 F24A12TRB-end| 43 2 AC005397 T3F17.22
10 Il 1 AC002328 F20N2 44 | 2 AC005896 F3G5.5
11 1l 4 R64846 AL080283 F3L17.120 45 1/3? ATU63815 AT.1.24-4
T88086 AC010797 IGF-F28J7
R30283 AC011664 F5A18
Al998936 AC0O11624 T18B3
T22071 46 1] 2 AC006526 F11C10.9
T42669 47 1l 4 AV442457 AF104919 T15B16.12
729806 48 5 AB023033 K6M13
729805 49 5 AB017070 MNL12
12 2 AC003672 F16B22 50 5 AC005965 T19G15
13 F14100 51 5 AB019236 MXK3
Il 4 AL078620 F23K16.40 52 1? 5 AB020744 K9E15
14 1 D88748 AC007060  T518.10 53 i 4 AL078468 T32A16
T20672 AL035394 F9D16.280
15 1l 2 225667 AC002391 T20D16.5 54 I 2 AC007660 T7D17.7
T04430 55 n 2 AC007660 T7D17.8
T43675 56 1 AC007764 F22C12
T21472 57 AL080748 FiL14-end
H36048 58 ! 3 AC008261 T4P13
Al993841 59 1l 2 AC007019 F7D8.22
16 1l 5 AA042185 AB010693 K21C13.P1 60 Il 2 AC006585 F27C12.8
AA395309 B27842  T19B7-end 61 I 1 AC011809 F6A14
17 2 AA712348 AC006954 F25P17.13 62 1 1 AC013288 T1217
R90490 63 1] 1 AC013288 T1217
AA067545 64 i 1 AC013288 T1217
Al100579 65 I 1 AC021043 F28N24
18 I 4 u74179 ALO31004 F28M20.10 66 I 1 AC018848 F516
AL049607 F11C18 67 i 5 AL162351 T20L15.170
19 4 AL049638 F16J13.90 68 1l 3 AL162507 T12C14.40
AL091613 T8E18-end
20 | 4 AL078465 T15N24.90 69 1l 3 AL353032 T20N10.60
21 1l 2 AA586133 u93215 T06B20.6
T20410 AQ010529 F24C8-end
Al992739

aChromosom DGenBank Accession Nummern  CORF=offener Leserahmen  ? keine eindeutige Gruppierung oder unbekannte Lokalisation
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