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Einleitung

1 Einleitung

Das Wachstum von Pflanzen wird in entscheidender Weise durch die Aktivititen
meristematischer Zellengruppen an den Spross- und Wurzelspitzen, den Apikalmeristemen,
gesteuert. Im Embryo wird die primidre Wachstumsachse der Pflanze angelegt, an deren
basalem Ende das Wurzelapikalmeristem und an deren apikalem Ende das
Sprossapikalmeristem etabliert werden. Aus dem Wurzelapikalmeristem geht das gesamte
Wurzelsystem der Pflanze hervor, wihrend durch das Sprossapikalmeristem (SAM) alle
oberirdischen Teile gebildet werden. In Samenpflanzen werden wéhrend der postembryonalen
Entwicklung durch die Anlage neuer Meristeme in den Achseln von Blittern, den sogenannten
Achselmeristemen, neue Wachstumsachsen initiiert. Aus diesen Achselmeristemen
(Lateralmeristemen, LM) gehen zundchst Seitentriebknospen hervor, die je nach Pflanzenart zu
einem unterschiedlichen Zeitpunkt und Grad zu Seitentrieben auswachsen. Der Austrieb der
Achselknospen wird in vielen Pflanzenarten zunéchst durch einen inhibitorischen Effekt des
primidren Sprossapikalmeristems unterdriickt. Dieses Phdnomen, das man als Apikaldominanz
bezeichnet, wird durch Pflanzenhormone gesteuert, wobei Auxin einen reprimierenden und
Cytokinin einen fordernden Einflul auf den Austrieb der Seitentriebknospen hat (Horvath et
al., 2003). Neue Arbeiten zeigen, dass ein weiteres bisher noch nicht eindeutig identifizierte
Molekiil eine zentrale Rolle bei der Unterdriickung der Verzweigung spielt (z.B.: Sorefan et al.
2003, Foo et al. 2005). Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass die Architektur von
Pflanzen wesentlich bestimmt wird durch das Muster der Anlage von lateralen Meristemen

sowie durch die Wachstumseigenschaften der daraus entstehenden Achselknospen.

Das Sprosswachstum hoherer Pflanzen erfolgt in Modulen, wobei jedes Modul (Phytomer) aus
einem Blatt, einer Achselknospe (Nodium) und einem dazugehorigen Stingelabschnitt
(Internodium) besteht (Sussex, 1989). Das gesamte Sprosssystem besteht aus solchen
Phytomeren. Je nach Entwicklunsphase der Pflanze konnen die lateralen Meristeme, die in
jedem Phytomer enthalten sind, jedoch unterschiedliche Identitdten annehmen. So produzieren
die Achselmeristeme in der vegetativen Phase von Arabidopsis thaliana Seitentriebe, wahrend
sie sich in der reproduktiven Phase zunichst zu Infloreszenztrieben und schlieBlich zu Bliiten

entwickeln. Die Zahl der angelegten Phytomere sowie die unterschiedlichen Aktivitdten und
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Identitdten der Achselmeristeme sind die Hauptvoraussetzungen fiir die Komplexitdt der

Sprossarchitektur, die man in den Bauplinen vieler Pflanzenarten wiederfindet.

Da der gesamte oberirdische Pflanzenkorper auf die Aktvitdt des Sprossapikalmeristem
zuriickgeht, bediirfen die Initiation und Organisation sowie die Aktivitdt und
Aufrechterhaltung des SAM einer genauen Regulation. Mit Hilfe von Mutanten, die einen
Defekt in der Initiation des Sprossapikalmeristems zeigen, wurden Gene isoliert, die wichtig
fiir die Entstehung dieser Meristeme sind. Das SHOOT MERISTEMLESS (STM)-Protein, das
zur Klassel der KNOX (Knotted1 like homeobox containing)-Proteine gehort, ist entscheidend
fiir die Initiation des SAM und fiir die Aufrechterhaltung des meristematischen Charakters der
Zellen (Barton und Poethig, 1993; Clark et al., 1996). Fiir die beiden Gene KNAT1 und KNAT2
(Knotted like from Arabidopsis thaliana), die ebenfalls zu dieser Klasse gehoren und im SAM
exprimiert werden (Lincoln et al., 1994), wurden &hnliche Funktionen wie fiir STM
nachgewiesen (Byrne et al, 2002). Pflanzen mit schwécheren stm-Allelen konnen noch Sprosse
bilden, die vermutlich auf die Aktivitit von KNAT1 und KNAT?2 zuriickzufiihren sind. Das
STM-Homolog aus Mais ist das Knotted1-Gen (Vollbrecht et al., 1991). Die Bildung von
ektopischen Meristemen auf Bléttern wurde zuerst in der gain-of-function Mutante knottedl
(knl) beobachtet (Freeling und Hake, 1985). Wenn Knl aus Mais in Tabakpflanzen
iiberexprimiert wird, fiihrt dies ebenfalls zur Bildung von ektopischen Meristemen auf der
Blattoberseite (Sinha et al., 1993). Dies gilt auch fiir die Uberexpression von KNAT1 in
Arabidopsis (Chuck et al., 1996), was dafiir spricht, dass Knl und KNAT1 hinreichend fiir die
Initiation von Meristemen sind. Die Sprossachsen von Pflanzen, die homozygot fiir schwache
stm-Allele sind, terminieren friither als die von Wildtyppflanzen, woraus sich eine Funktion
von STM fiir die Aufrechterhaltung des SAM ableiten 146t (Clark et al., 1996). In Arabidopsis,
wo das primdre SAM {iber die gesamte Lebensspanne der Pflanze aktiv ist, wird STM im
Meristem und den interprimordialen Bereichen exprimiert (Long und Barton, 2000; Grbic et al,
2000). Eine Wirkung, durch die STM den meristematischen Zustand von Zellen erhilt, besteht
in der Inhibition der Expression von Genen, die an der Differenzierung von lateralen Organen
beteiligt sind, wie zum Beispiel ASYMMETRIC LEAVES1 (AS1) (Byrne et al, 2000).
Andererseits wird STM selbst in Blattprimordien reprimiert, was die exakte Regulation der

Genexpression im SAM widerspiegelt. Ein weiterer Mechanismus, wie STM die
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Differenzierung von Zellen unterbindet, besteht vermutlich in der Herabsetzung der
Gibberellinsdure (GA)-Spiegel in den SAM-Zellen, da GA die Differenzierung von Zellen
fordert (Hay et al.,, 2002). Arbeiten von Sakamoto et al. (2001) zeigten, dass das
Homeodoménenprotein NTH15 in Tabak die Aktivitit des GA-Biosynthesegens GA 20-
Oxidase reprimiert, was eine Voraussetzung fiir die Aufrechterhaltung des meristematischen

Zustands der Zellen im SAM darstellt.

Neben STM wurde auch fiir die beiden Gene CUP-SHAPED-COTYLEDON 1 (CUC1) und
CUP-SHAPED-COTYLEDON 2, (CUC2) die zu den NAC-Doméine-Genen gehoren, eine
entscheidende Funktion bei der Etablierung des Sprossapikalmeristems wéhrend der
Embryogenese nachgewiesen. cucl cuc2-Doppelmutanten bilden kein SAM und stellen im
Keimlingsstadium das Wachstum ein, wobei die beiden Keimbldtter meist zu einer
becherformigen Struktur fusioniert sind, die diesen Genen ihre Namen gegeben hat (Aida et al.,
1997). Die Funktionen von CUC1 und CUC2, die im Embryo an der Stelle des entstehenden
SAMs exprimiert werden (Aida et al., 1999; Takada et al., 2001), sind demnach essentiell fiir
die Etablierung eines Sprossapikalmeristems. Uberexpression von CUC1 resultiert in der
Bildung von zusétzlichen Seitentrieben auf der adaxialen Seite von Keimbléttern (Takada et
al., 2001). Daten von Aida (1999) und Takada (2001) liefern Hinweise darauf, dass die beiden
CUC-Gene STM regulieren. In cucl cuc2-Pflanzen findet man kein STM-Transkript, wihrend
CUC1 und CUCZ2 im stm-Hintergrund normal exprimiert werden. Des weiteren wird STM in
Pflanzen, die CUC1 {iberexprimieren, ebenfalls ektopisch exprimiert, wéihrend im Stm-
Hintergrund die Bildung von zusitzlichen Trieben durch die CUC1-Uberexpression
unterdriickt wird. Neuere Arbeiten zeigen, dass die Gene CUC1 und CUC2 selbst durch eine
microRNA reguliert werden (Laufs et al., 2004).

Die Bildung von Organanlagen aus dem Meristem erfolgt, indem sich Stammzellen des
Meristems teilen und Tochterzellen abgliedern, die dann zu Organgriinderzellen werden
(Steeves und Sussex, 1989). Damit das SAM iiber einen langen Zeitraum hinweg seine
Funktion aufrecht erhalten kann, muss ein Gleichgewicht zwischen der Stammzellpopulation
und den Zellen, die vom Meristem zur Differenzierung abgegliedert werden, bestehen. Das

SAM kann aufgrund von unterschiedlichen Zellteilungsaktivititen in drei Zonen unterteilt
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werden, eine zentrale Zone in der Mitte des SAM, die periphere Zone an den Flanken des SAM
und die Rippenzone unterhalb der zentralen Zone. Fiir die Homeostasie zwischen den in die
periphere Zone und die Rippenzone abgegliederten Zellen einerseits und den Stammzellen
andererseits, sind die Aktivititen der CLAVATA-Gene und des WUSCHEL (WUS)-Gens, die
antagonistisch zueinander die Gro3e der Stammzellpopulation regulieren, von entscheidender
Bedeutung. WUS gehért zu den Homdodoménen-Transkriptionsfaktoren und wird im Zentrum
des Meristems in wenigen Zellen exprimiert (Laux et al., 1996). wus-Mutanten zeichnen sich
durch ein fehlerhaft arbeitendes SAM aus. Diese Pflanzen stellen das Wachstum jedoch nicht
géinzlich ein, da sie Adventivmeristeme bilden, aus denen Triebe hervorgehen, die wiederum
nach Bildung einiger Blattprimordien terminieren. AnschlieBend werden erneut
Adventivmeristeme und Triebe gebildet, die wiederum friihzeitig das Wachstum einstellen.
Auf diese Weise entsteht ein ,,wuscheliges™ Erscheinungsbild der Pflanzen. Die Ursache fiir
den vorzeitigen Wachstumsstop liegt in einer verkleinerten Stammzellpopulation im SAM,
wodurch sich das Meristem aufbraucht (Laux et al., 1996). Im Gegensatz zur wus-Mutante
besitzen CLAVATA (CLV)-Mutanten ein vergroflertes Meristem, was auf eine vergroferte
Stammzellpopulation zuriickzufiihren ist (Brand et al., 2000). Bei clv-Pflanzen duBert sich die
verdnderte Meristemgrof3e zum Beispiel in einer erhdhten Zahl von Bliitenorganen. CLV1 und
CLV2 kodieren fiir eine LRR-Rezeptorkinase (Clark et al., 1993) bzw. ein Rezeptorprotein
(Jeong et al., 1999), die zusammen einen membranstindigen Rezeptor bilden. CLV3 kodiert fiir
einen Liganden, der an den CLV1/2-Rezeptor binden kann und vermutlich von den
Stammzellen des Meristems sekretiert wird (Fletcher et al., 1999; Rojo et al., 2002). Die drei
CLV-Gene werden in der zentralen Zone des Meristems oberhalb der WUS-Doméne exprimiert
(Fletcher et al., 1999; Brand et al., 2000). Die Funktion der drei CLV-Proteine besteht darin,
die WUS-Expression zu reprimieren. Auf diese Weise bilden die WUS- und CLV-Faktoren
einen negativen Riickkopplungsmechanismus. Wahrend WUS die Bildung von Stammzellen
fordert, reprimieren die Stammzellen iiber die CLV-Kaskade die Expression von WUS. Auf
diese Weise wird die Stammzellpopulation in der zentralen Zone des Meristems erhalten und

auf eine bestimmte Anzahl von Zellen eingeschrénkt.

Uber die Entstehung von sekundiren Meristemen, die im Gegensatz zum SAM in der

postembryonalen Phase etabliert werden, ist noch wenig bekannt. Diese Arbeit fokussiert sich



Einleitung

auf die Mechanismen, die die Initiation von Achselmeristemen kontrollieren. Uber die
Herkunft der Zellen, aus denen die lateralen Meristeme entstehen, gibt es zwei Hypothesen.
Zum einen konnten Lateralmeristeme in den Blattachseln de novo aus teilweise oder
vollstindig differenzierten Zellen entstehen (Snow und Snow, 1942; Napoli et al., 1999). Die
Alternative dazu ist, dass sie aus Zellgruppen hervorgehen, die vom SAM bei der Anlage eines
Blattprimordiums abgegliedert werden, und die ihre meristematische Identitdt beibehalten
(,,detached meristem®; Steeves und Sussex, 1989). In verschiedenen Pflanzenarten, wie zum
Beispiel Tomate oder Kartoffel, entwickeln sich Achselknospen in geringem physischen
Abstand zum SAM (Steeves und Sussex, 1989). In Arabidopsis bilden sich Achselknospen nur
wéhrend der reproduktiven Phase in rdumlicher Ndhe zum SAM (Hempel und Feldmann,
1994). In diesen Féllen ist es leicht vorstellbar, dass vom Hauptmeristem abgegliederte Zellen
unmittelbar die Anlage von Lateralmeristemen einleiten. Im Gegensatz dazu werden in
Arabidopsis wihrend der vegetativen Entwicklung Achselknospen erst in groflerem Abstand
vom SAM beobachtet (Hempel und Feldmann, 1994). Bei Versuchen, die Frage nach der
Herkunft der Achselmeristemgriinderzellen zu kldren, wurde die STM-Expression in den
interprimordialen Bereichen, aus denen auch die Achselmeristeme entstehen, als molekularer
Marker fiir den meristematischen Zustand der Zellen eingesetzt (Long und Barton, 2000; Grbic
und Bleecker, 2000). Diese Arbeiten zeigten, dass STM im Bereich der Achselzellen von der
Abgliederung durch das SAM bis zur Bildung einer Achselknospe kontinuierlich exprimiert
wird. Unmittelbar bevor ein Achselmeristem morphologisch erkennbar wird, fokussiert sich
die STM-Expression auf das Zentrum der Blattachsel. Obwohl sich mit diesen Untersuchungen
nicht eindeutig feststellen lie3, ob die Achselmeristemgriinderzellen eine Phase durchlaufen, in
der die STM-Expression fehlt, unterstiitzen diese Ergebnisse eher das ,,detached meristem*-
Konzept. Greb et al. (2003) nutzten die Transkriptakkumulation des LATERAL SUPPRESSOR
(LAS)-Gens als molekularen Marker, um das Schicksal der Zellen, aus denen Achselmeristeme
entstehen, zu verfolgen. LAS, ein Mitglied der GRAS-Genfamilie, wird entlang der gesamten
Basis aller Blattprimordien exprimiert, von der Anlage eines Blattprimordiums bis zur
Organisation des Lateralmeristems. Die LAS-Expression in den Blattachseln geht zuriick, wenn
sich die STM-Expression unmittelbar vor der Organisation eines Achselmeristems fokussiert.
In las-Mutanten, in denen wihrend der vegetativen Entwicklungsphase die Bildung von

lateralen Meristemen ausbleibt, ist auch die fokussierte STM-Expression nicht nachweisbar.
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LAS-Aktivitdt stellt also eine Voraussetzung fiir die Etablierung der fokussierten STM-
Expression (Greb et al., 2003) und somit fiir die Anlage von bestimmten Achselmeristemen
dar. Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass in der las-Mutante Achselknospen gebildet
werden, deren Entwicklung in unmittelbarer Nihe zum SAM abliuft (reproduktive Phase),
aber die Bildung von anderen Achselknospen ausbleibt, die normalerweise in einem grof3eren
Abstand zum SAM entstehen (vegetative Phase). Dieser Befund fiihrte zu der Hypothese, dass
Achselmeristeme aus Zellen entstehen, die vom SAM abgegliedert wurden, und dass diese
Zellen, wenn sie nicht sofort zur Meristembildung {ibergehen, durch die LAS-Aktivitit vor

Differenzierung geschiitzt werden (Greb et al., 2003).

las ist ein Beispiel fir Mutanten, die einen spezifischen Defekt in der Anlage von
Achselmeristemen aufweisen. Das Lateral Suppressor-Gen wurde zuerst aus Tomate (LS)
isoliert (Schumacher et al., 1999). Wie erwédhnt gehort das Protein zur Familie der GRAS-
Proteine, die vermutlich als Transkriptionsfaktoren fungieren (Pysh et al., 1999). Die Is-
Mutante der Tomate ist ebenfalls durch eine Reduktion der Seitentriebbildung wihrend der
vegetativen Phase charakterisiert. Dariiber hinaus zeigen diese Pflanzen in der reproduktiven
Entwicklungsphase Defekte in der Anlage von Petalen (Williams, 1960) und eine
Verminderung der Fertilitdt (Groot et al., 1994)). AuBerdem ist in Is-Mutanten die Entwicklung
der Abszissionzonen, an denen sich spiter die Friichte von der Pflanze 16sen, gestort (Schmitt,
1999). In Reis unterdriickt eine Mutation im Ls-orthologen Gen MONOCULM1 (MOC1) die
Anlage von Tillern und reduziert die Verzweigung der Infloreszenz (Li et al., 2003). Dies
zeigt, dass die LAS/Ls/MOC1-Funktion bei der Anlage von Achselmeristemen zwischen mono-
und dikotyledonen Pflanzen konserviert ist. AuBler LAS sind weitere Gene bekannt, deren
Ausfall eine Stérung in der Initiation von Achselmeristemen nach sich zieht und die folglich
eine Reduktion der Verzweigung bewirken. In Tomate wurde neben Is die blind-Mutante
beschrieben, die einen spezifischen Defekt in der Anlage von lateralen Meristemen sowohl in
der vegetativen als auch in der reproduktiven Phase zeigt, was auf eine Mutation in einem
MYB-Transkriptionsfaktorgen zurlickzufiihren ist (Schmitz et al., 2002; siche unten). Des
weiteren ist in der lax panicle (lax)-Mutante aus Reis die Verzweigung sowohl in der
vegetativen als auch in der reproduktiven Phase deutlich reduziert, was ebenfalls durch

fehlende laterale Meristeme zu erkléren ist. LAX kodiert fiir einen bHLH-Transrkriptionsfaktor
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(Komatsu et al, 2003). In der entsprechenden Mais-Mutante, barren stalkl, die ein Mutation
im homologen bHLH-Gen tragt, wird die Anlage von allen Achselmeristemen unterdriickt
(Gallavotti et al., 2004). Arabidopsis revoluta (rev)-Pflanzen zeigen neben vergrofierten
Sprossen, Blittern und Bliiten Defekte in der Gefdlentwicklung und auch eine Stérung in der
Achselmeristeminitiation (Talbert et al., 1995; Zhong und Ye, 1999; Otsuga et al., 2001).
REVOLUTA kodiert fiir einen HD-ZIP-Transkriptionsfaktor und wird in Leitbiindeln, im
SAM und in Achselmeristemen exprimiert. Arbeiten von Greb et al. (2003) haben gezeigt, dass
die REV-Expression in Blattachseln unmittelbar vor der Initiation von Achselmeristemen
einsetzt und von LAS abhéngig ist. Zhong und Ye (2004) konnten zeigen, dass eine gain-of-
function-Mutation in REV/IFL unter anderem eine Radialisierung der Leitbiindel zur Folge hat.
Dieses mutante Allel mit der Bezeichnung amphivasal vascular bundle 1 fiihrt im Arabidopsis
Okotyp Columbia neben anderen Effekten zu der Bildgung von ektopischen Sprossen am
Stamm. Eine gain-of-function-Mutation in dem mit REV/IFL verwandten PHABULOSA-Gen
zeichnet sich durch eine Adaxialisierung der Blatter aus. In dieser phabulosa-1d-Mutante
finden sich Achselknospen auch auf der abaxialen Seite der Blitter, wo normalerweise keine
Achselmeristeme angelegt werden (McConnell und Barton, 1998). Weiterhin wurden
ektopische Meristeme héufig auf der Oberseite von Bléttern gefunden, wie es fiir transgene
Pflanzen als Folge einer Uberexpression der Gene Knottedl, KNAT1 und CUC1 beschrieben
worden ist (Freeling und Hake1991; Sinha et al., 1993; Chuck et al., 1996; Takada et al, 2001).
Dabei fillt auf, dass diese zusitzlichen Meristeme vorzugsweise iiber Leitbiindeln angelegt
werden. Zusammen genommen deuten diese Befunde darauf hin, dass fiir die Etablierung von
lateralen Meristemen bestimmte Eigenschaften der Blattoberseite wichtig zu sein scheinen und,

dass Gefdf3e einen positiven Einfluss auf die Bildung dieser Meristeme haben.

Die blind-Mutante aus Tomate weist, wie schon oben erwéihnt, sowohl in der vegetativen als
auch in der reproduktiven Entwicklungsphase Defekte bei der Anlage von Seitentrieben auf
(Stubbe, 1959; Stubbe, 1964). In der vegetativen Phase bleiben die meisten Blattachseln (40-90
%) leer (Abb. 1-1 A), wihrend Wildtyppflanzen in nahezu 100% der Achseln Seitentriebe
bilden (Abb. 1-1 B) (Schmitz et al., 2002). Die Blattachseln von blind-Pflanzen, in denen die
Bildung eines Seitentriebs unterstiitzt wird, sind nach einem bestimmten Muster entlang der

Sprossachse verteilt. Bis zur Bildung der ersten Infloreszenz bilden Tomaten meistens elf
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vegetative Nodien. In blind-Pflanzen werden vorzugsweise in den Blattachseln der Nodien
zwei bis fiinf und in den beiden Nodien unterhalb der Infloreszenz Seitentriebe gebildet
(Mapelli und Kinet, 1992). Dekapitierungsexperimente von Mapelli und Lombardi (1982) und
histologische Untersuchungen von Mapelli und Kinet (1992) zeigten, dass in den Blattachseln
von blind-Pflanzen, in denen keine Seitentrieben gebildet werden, laterale Meristeme fehlen.
blind-Pflanzen terminieren héufig nach Bildung der ersten oder zweiten Infloreszenz.
AuBlerdem ist die Verzweigung der Infloreszenzen stark reduziert, so dass nur ein bis vier
Bliiten angelegt werden. Im Gegensatz dazu bilden Wildtyppflanzen 7 bis 12 Bliiten pro
Infloreszenz (Abb. 1-1 D; Schmitz et al., 2002). blind-Bliiten fusionieren haufig und weisen
eine erhohte Zahl an Petalen auf (Abb. 1-1 C).

Abb. 1-1: Phanotyp der blind-
Mutante der Tomate. (A) Aus-
schnitt der vegetativen Spross-
achse von blind-2. In den meisten
Blattachseln werden keine Seiten-
triebe gebildet. (B) Abschnitt der
vegetativen  Sprossachse einer
Wildtyppflanze, die in jeder
Achsel einen Seitentrieb bildet.
(C) Infloreszenz einer blind-2
Pflanze, die nach der Bildung von
zwei Bliten terminiert. (D)
Wildtypinfloreszenz. Die Ab-
bildung ist modifiziert nach
Schmitz et al., 2002.

Mit einem ,,map-based-cloning“-Ansatz wurde das Blind-Gen isoliert, es gehort zur Familie

der R2R3-Myb-Transkriptionsfaktoren (Schmitz et al., 2002).
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In der vorliegenden Arbeit sollte eine dem Blind-Gen aus Tomate entsprechende Funktion in
Arabidopsis thaliana identifiziert und charakterisiert werden. R2R3 MYB-Gene bilden eine der
groBBten Genfamilien im Arabidopsis-Genom. Bisher wurden in Arabidopsis 125 R2R3 MYB-
Gene identifiziert (Stracke et al., 2001), die verschiedene Prozesse, wie zum Beispiel die
Flavonoid-Biosynthese oder die Spezifizierung von Trichomen und Wurzelhaaren (Borevitz et
al., 2000; Debeaujon et al., 2000, Schiefelbein, 2003) kontrollieren. Alle R2R3 MYB-Gene
besitzen am N-Terminus eine MYB-Doméne, die DNA-Bindung vermittelt und die zudem
kritische Aminosduren enthilt, welche fiir Interaktionen mit anderen Proteinen notwendig sind
(Grotewold et al, 2000). Innerhalb der MYB-Domaine sind die Proteine zu einem hohen Grad
konserviert. Das offene Leseraster der R2ZR3 MYB-Gene wird innerhalb der MYB-Doméne
durch zwei Introns unterbrochen. Im Gegensatz zum N-Terminus zeigt der C-Terminus der
MYB-Gene nur wenige konservierte Abschnitte. Die Konservierung von im C-terminalen
Bereich vorhandenen Sequenzmotiven ist jedoch in der Regel ausreichend, um Mitglieder
dieser Genfamilie in Untergruppen einzuteilen (Stracke et al., 2001). Die R2R3-MYB-Gene aus
Arabidopsis thaliana, die in der MYB-Domédne Homologie zu Blind-Gen der Tomate
aufweisen, bilden eine Untergruppe mit sechs Mitgliedern. Innerhalb der MYB-Doméne zeigen

die Proteine dieser Untergruppe 76-86 % identische Aminosduresequenzen (Abb. 1-2).

1 11 23 31 41 51
L.e. Blind [eRUSOINANYE: SR
A.t. Myb36 [UearaeenyANYN N ’KLKYIDGTGGNWI‘LPKRGLKRCGKSCRLRWLN
A_t. Myb37 [[eIRAe@BINTK KRGPWSPEEDEKLRDYIEKYGNGGNWIﬁﬁPLK‘GLRRCGKSCRLRWLN
A_t. Myb38 MGRAPCCDK‘NVKRGPWSPEED‘KLKDYIEKQGTGGNWI‘LPHKAGLRRCGKSCRLRWLN
A_t. Myb68 MGRAPCCDK‘NVKKGPWSPEED‘KLKDYIENSGTGGNWIALPQKIGLRRCGKSCRLRWLN
A.t. Mybsa A A
A.t. Myb87
L.e. Blind
A.t. Myb36
A_t. Myb37
A_t. Myb38
A_t. Myb68
A.t. Myb84
A.t. Myb87

Abb. 1-2: Vergleich der MYB-Doménen-Sequenzen. Vergleich der MYB-Doménen des Blind-Proteins
mit den Proteinen aus Arabidopsis, die am dhnlichsten zu Blind sind und eine Untergruppe bilden.
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Die Gene der Blind-homologen Untergruppe zeichnen sich nicht durch konservierte Motive im
C-terminalen Bereich aus, sondern durch eine charakteristische Abfolge von Tryptophan- und

Phenylalaninresten (Stracke et al., 2001).

Arbeiten von Schmitz et al. (2002) haben gezeigt, dass in Tomate mindestens zwei
verschiedene Regulationswege fiir die Anlage von Achselmeristemen existieren. Neben
Lateral suppressor (Ls) wurde ein R2R3-MYB-Gen identifiziert (Blind), welches unabhingig
von LS entscheidenden Einfluss auf die Enstehung von lateralen Meristemen ausiibt. Ziel dieser
Arbeit war es, eine Blind-entsprechende Funktion in Arabidopsis thaliana zu identifizieren.
Dies sollte einerseits einen Vergleich der Blind-Funktion in einer Pflanze mit sympodialem
(Tomate) und einer mit monopodialem (Arabidopsis) Verzweigungssystem ermoglichen. Auf
der anderen Seite sollten mit Hilfe von Arbeiten zur Blind-homologen Funktion in Arabidopsis
tiefere Einblicke in die Regulation der Verzweigung ermdglicht werden, da in diesem
Modellsystem bereits viele Gene bekannt sind, die bei der Kontrolle von Aktivititen des SAM
und bei der Regulation der Achselmeristeminitiation eine Rolle spielen. Somit konnten
potenzielle Wechselwirkungen zwischen Blind-homologen Genen und den oben erwidhnten
Regulatoren untersucht werden. Das zweite Ziel dieser Arbeit war, das Expressionsmuster von
Blind-verwandten Genen aus Arabidopsis mittels RNA-in-situ-Hybridisierung zu
charakterisieren, um detailliertere Hinweise auf die Orte der Genwirkung zu gewinnen. Ein
weiteres Ziel bestand darin, die Blind-entsprechende Funktion in Arabidopsis in den Prozess
der Anlage von Achselmeristemen einzuordnen. Dies sollte durch Expressionsanalysen und
Vergleiche mit den Expressionsmustern anderer Regulatoren der Meristeminitiation, durch die
Analyse von Doppelmutanten und durch Untersuchung von Proteininteraktionen mittels des

Hefe-Zwei-Hybrid-System erreicht werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Im Folgenden sind die wichtigsten Bezugsquellen fiir Chemikalien angegeben.

Amersham Pharmacia Biotec, Braunschweig
Biozym, Hess. Oldendorf

Difco Laboratories, Detroit, Michigan, USA
Duchefa, Haarlem, Niederlande

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Merck, Feinchemikalien und Laborbedarf, Darmstadt
Roche, Mannheim

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

2.1.2 Enzyme

Im Folgenden sind die wichtigsten Bezugsquellen fiir Enzyme aufgefiihrt.

Invitrogen GmbH, Karlsruhe
New England BioLLabs GmbH, Schwalbach (Taunus)
MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

2.1.3 Verbrauchsmaterialien

Inkubationsrohrchen, Petrischalen: Greiner Labortechnik
Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg
Sarstedt AG & Co, Niimbrecht

Kits zur Nukleinsdurebehandlung: Qiagen, Hildesheim
Rontgenfilme: BioMax MR-1, Kodak Co., New York
Nylonmembranen: HybondTM-N+, Amersham International plc.
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2.1.4  AntkOrper

Anti-Digoxigenin-AP Fab-Fragments (aus Schaf), Roche, Mannheim

2.1.5 Organismen

2.15.1 Bakterien

In den Experimenten wurden zur Klonierung von in Vektoren legierten DNA-Fragmenten
kompetente DHS5a Zellen (Hanahan, 1983) verwendet. Der Escherichia coli-Stamm DH50, F-,
end Al, hsdR17 (rk-, mk+), gyrA96, relA1, supE44, L-, recAl, 80dlacZM15, A(lacZY AargF)
U196 wurde benutzt.

Zur Pflanzen-Transformation wurde der Agrobacterium tumefaciens-Stamm GV3101
verwendet. Es wurde entweder das Virulenz-Plasmid pMP90 (Koncz und Schell, 1986) oder
pMPIO0ORK (erhalten von M. Jakoby) eingesetzt.

2.1.5.2Hefen

Innerhalb des Hefe-Zwei-Hybrid-Systems wurden zwei Stdmme unterschiedlichen
Konjugationstyps verwendet. Beide Staimme sind auxotroph fiir Tryptophan, Leucin und
Histidin, AH109 auflerdem fiir Adenin. Die Tryptophan- und Leucin-Marker dienten zum
Nachweis der Prasenz von Vektoren nach erfolgter Transformation. Die Proteininteraktion
wurde mittels des HIS3-Reportergens und bei AH109 zusitzlich mit Hilfe des ADE2-
Reportergens detektiert. Beide Reportergene sind unter der Kontrolle der Gal4-Bindestelle des

Gall-Promotors.

AH109: MATa, trp1-901, leu2-3, 112, ura3-52, his3-200, gal4A,
gal80A, LYS2::GAL1yas.-GAL1tata-HIS3, GAL2yas GAL21ATA-
ADE2, URA3::MEL1yas:MEL1r1atalacZ (James et al., 1996)

Y187: MATa, ura3-52, his3-200, ade2-101, trp1-901, leu2-3,
112, gal4A, met’, gal8OA, URA3::GAL1yas-GALlraralacZ (Harper et al., 1993)
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2.1.5.3Pflanzen

Die Pflanzenanalysen in dieser Arbeit wurden mit der Art Arabidopsis thaliana Heynh. vom
Okotyp Columbia und Wassilewskija durchgefiihrt. Samenmaterial der verschiedenen
Okotypen und Mutanten wurde vom Nottingham Arabidopsis Stock Centre (NASC) erhalten.
Als las-Mutante wurde die Mutante mit dem Allel las-4 verwendet, das eine Deletion von 20

bp bei bp 365 des offenen Leserasters aufweist (Greb et al., 2003).

2.1.6  Vektoren

2.1.6.1Vektoren zur Transformation in E.coli

Zur Klonierung und Vermehrung von DNA-Fragmenten in E.coli wurden folgende Vektoren

verwendet:

pGEM4Z+ Vektor zur Klonierung von DNA-Fragmenten, Promega

pGEM11Z+ Vektor zur Klonierung von DNA-Fragmenten, Promega

pGEMI11Z+ Vektor zur Klonierung von DNA-Fragmenten, Promega

pGEM-T Vektor zur Klonierung von PCR-Produkten und deren Transkription
unter dem T7-Promotor, Promega

pDONR201 Vektor zur Klonierung von DNA-Fragmenten zur Verwendung im

Gateway System, Invitrogen

2.1.6.2Hefe-Vektoren

Zur Expression von Fusionsproteinen mit der aktivierenden oder der DNA-bindenden

Doméne des Gal4-Transkriptionsfaktors wurden verschiedene Vektoren verwendet.

pCLI1 Positivkontrolle fiir das Hefe-Zwei-Hybrid-System, codiert fiir den
Gal4-Transkriptions-faktor, Clontech
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pGBKT7-53

pGBKT7-Lam

pACT-attR

pAS-attR-new

Positivkontrolle fiir das Hefe-Zwei-Hybrid-System, codiert fiir
Fusionsprotein zwischen p53 aus Maus und der Gal4-DNA bindenden
Domaine, Clontech

Negativkontrolle fiir das Hefe-Zwei-Hybrid-System, codiert fiir Fusions-
protein zwischen Lamin C aus dem Menschen und der DNA-bindenden
Doméne von Gal4, Clontech

Zur Fusion von Proteinen an die aktivierende Domane des Gal4-
Transkriptionsfaktors (erhalten von J. Uhrig)

Zur Fusion von Proteinen an die aktivierende Doméine des Gal4-
Transkriptionsfaktors (erhalten von J. Uhrig)

2.1.6.3Pflanzen-Vektoren

Zur Transformation von Arabidopsis-Pflanzen wurden die Vektoren pGPTV-BAR oder
pLEELA verwendet (erhalten von M. Jakoby).

2.1.7 Oligonukleotide

Oligonukleotide wurden hauptsachlich von metabion, Planegg-Martinsried, von MWG Biotech,

Ebersberg, oder von Invitrogen, Karlsruhe, bezogen. Die aufgefiihrten Oligonukleotide sind

von 5" nach 3’ notiert.

zu Kap. 3.1

M36-1
M36-2
M37-1
M37-2
6299-1
6299-2
M68-1
M68-2
M84-1
M84-2
M87-2031F
M87-3020R
ActinATFo
ActinATRev

GGAAGAGAACAACAACGACAAGATCAAG
CCATCAATAATCCATTATCCATCCC
AACGAGAGAAATGGGAAGAGC
CCTCCCATACCCCATCAAATC
AGATAGAGAGATGGGTAGGGCTCC
TACTCGAGATCAGTAGTACAACATGAAC
AAGAATCAAGAAAATGGGAAGAGC
CTACCACTCCCTAAAGACACAG
AGGCCGCTATCAAGAACAAG
CCATATATACGTTACGTACCCCC
AGAATAAGAAGAAAATGGGAAGAGC
CTCAAACCCGTCCATAAAGAAC
TGGTGTCATGGTTGGGATG
CACCACTGAGCACAATGTTAC
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zu Kap. 3.2

Oligonukleotide fiir Screening in der ZIGIA-Population

M36-231F ACACATACACATTTTGTCGTCATC
M36-1015R TCATGAGGAATCTCTCTCTTGAC
M37-255F CGTCCAATGCAATCTTCTCTTC
M37-951R AGGAGTAGTTGAATATGTGCCC
M38-373F GGTTCTGACTTTTGGTTGGTTC
M38-1012R CTATCTGTCTCTCTTGGTCTAAGTG
M68-158F CCAAGACATGAATCATGAGGAAAG
M68-896R TACATGGAAATGTGTGTAAAGGTG
M84-380F TATATAATAGCGACATCAAAGTAG
M84-2466R CTCTTTTCACATAGGCATCCATAC
Myb84-1307R AACTCTTTCCACATCTCTTTAAACC
M84-865R AAAGGAGACTATATAATAGCTGGAGG
M87-1421F CAATGCAATCAAAGTTGTGAATCC
M87-1987R TATTTCCCTTCCCCTCAATCTTG

Oligonukleotide fiir Screening in der UWBC-Kollektion

M37-4F TCAGACAGTTCCATATAGTTCACTGGTC
M37-5R TTTTGCCCAGGTTTACTTTCAACAATTTA
M38-2-F CATTGACTTGAGCGTTTCCAATACATAGA
M38-3R TCAAGTGATGAACCTAGCTGATGGATAA
M68-3F GACATCTTCCATCACATGAAGGACTATCT
M68-5R AGTTCCCTTAATGTAATTGGTGATCGATG
M84-4-F GTTTGGCAATTTTGTTCACCTACCATAAC
M84-4R AAGAAACAGACTAGTGACTTGCTAGGAAT
M87-1-F AAGCTCGTTGAATATACTGGATCAGGCAT
M87-2R GTAGAAACATCAAGTCCTAGGATTCCCAT
zu Kap. 3.7

Oligonukleotide fiir die Synthese von in-situ-Sonden

M37-1987F CAATCCCATCTTCTTCTTACAATCC
M37-2489R GCTACCACTGCTTTTGTTCTC
M38-2010F AACCCATCAACAAACCAACTTC
M38-2421R TATCCTCCGTCTTGTTTTCGTC
Myb38-1950F TCATCAGCATCCCCATCATC
Myb38-2419R TATCCTCCGTCTTGTTTTCGTC
Myb84-1636F CAAGAGATGATGGTGATGATGAAG
Myb84-2167R AAAATTGCTTTGAATCAGAATAAACAAG
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zu Kap. 3.9

Oligonukleotide fiir Analysen mittels Yeast two Hybrid System

M36-1031F
M36-2533R
M36-384R
M37-1036F
M37-2549R
M37-384R
M38-1003F
M38-2447R
M38-390R
M68-1316F
M68-2681R
M68-390R
M84-999F
M84-381R
M87-2031F
M87-3168R
M87-383R
AtbHLH137-1040F
AtbHLH137-1557R
AtbHLHO040-1037F
AtbHLHO40-1639R
AtbHLHO87-343F
AtbHLHO87-1471R
AtbHLHO88-147F
AtbHLHO88-878R
AtbHLHO043-1023F
AtbHLHO43-1721R
AtbHLHO37-998F
AtbHLHO37-1699R
Gal4AD2

Gal4BD2

Gal4BD3

Gal4AD3

TGATTTGTAAGAAAATGGGAAGAGC
CTTATTAAACACTGTGGTAGCTCA
TTAGTCTTGACGATTCATTTGTTTCTG
ATTCACTAACGAGAGAAATGGGAA
CAAGAGAGTCTAGAAGAACTAGGAG
CTAGGCTGATGATGATGAATCAGAG
TGACAGATAGAGAGATGGGTAGG
CTCGAGATCAGTAGTACAACATGAA
TCAGGCTAAGTGGTGATGTGGAG
CAAGAATCAAGAAAATGGGAAGAGC
GTTACACATGATTTGGCGCAT
TTACATTCGCGCTTCTTGGAAC
CTAGGAGTACAAGTATGGGAAGAG
TTATTCTTGAAGCTCCTTGCGTT
TGAATAAGAAGAAAATGGGAAGAGC
TCTACTCATTATCGTATAGAGGATAATCA
CTATGTTGATGAAATGCCTTCCCT
CAATGGATGATTTCAATCTTCGTAG
CTAGGACGAGTCACGTTCTT
TGAAAATGGAAAATGGTATGTATAAAAAGA
ATCAGGGTTGGGAGTTGTG
ATCCGATGGAAGGATTGGAAT
TGTCAACACTCTGGATGATGG
CTATGGATTCTGACATAATGAACATGA
ATCATCATCTAAGAATCTGTGCATTG
TACGAACCAAACAAACAAAAATTATGAA
TCTAGATTAATTCTCCTACTCCTCTTC
GGAGGATGGATAACTCCGAC
ATCATCTAAGAATCTGTGCATTTCC
GAAGATACCCCACCAAACCC
CCATCATGGAGGAGCAGAAG
GCGACATCATCATCGGAAGAG
GTTGGACGGACCAAACTGCGTATAACG

2.1.8  Losungen und Kulturmedien

YPD

Bacto-Yeast-Extract (1%)

Bacto-Pepton (2%)
Glukose (2%)
(Bacto-Agar (2%))

SD

Bacto-yeast nitrogen base, w/o amino acids
(0,67%)

Glukose (2%)

(Bacto-Agar (2%))

0,062% DO-Supplement (-Ade-His-Leu-Trp)
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PBS (Clontech)

0,1 M NaP;, pH 8,0 - je nach Selektion wurden 0,002% His, 0,01% Leu,
0,1 M NaCl 0,002% Trp oder 0,02% Ade zugegeben

YEP TBS

1% Pepton 0,02 M TrisHCL, pH 7,6

1% Yeast Extract 150 mM NacCl

0,5% NaCl

0,5% Saccharose
(1% Bacto-Agar)

2.1.9 Computerprogramme und Datenbanken

Zur Sequenzanalyse wurde die Software des UWGCG Programmpaket benutzt (Genetics
Computer Group, 1997). Fiir Sequenz-Suchen und -Vergleiche wurde die Datenbank des
National Center for Biotechnology Information (NCBI), Bethesda, USA oder der Arabidopsis

Information Resource (TAIR) (Huala et al., 2001) verwendet.

2.2 Methoden

Gingige Labormethoden, auf die nicht nidher eingegangen wird, wurden nach Sambrook und

Russell (2001) durchgefiihrt.

2.2.1 Isolierung von DNA

Plasmid-DNA aus Bakterien wurde mittels des Plasmid Midi Kits (Qiagen) durchgefiihrt. Zur
Reinigung von PCR-Produkten wurde der PCR Purification Kit (Qiagen) verwendet. Pflanzen-
DNA wurde nach Brandstaedter et al. (1994) isoliert.
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2.2.2  Isolierung von RNA aus Pflanzen

Die Isolierung von RNA aus Pflanzen erfolgte mittels RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen).
AnschlieBend wurde die RNA einem DNasel-Verdau (DNasel, RNase-frei, Roche) unterzogen
und mit dem RNA cleanup Kit (Qiagen) gereinigt.

2.2.3 cDNA-Synthese / RT-PCR

Zur ¢cDNA-Synthese von gesamt RNA aus Pflanzen wurde die Superscript'” II Reverse
Transkriptase von Invitrogen verwendet und nach dem Herstellerprotokoll vorgegangen. Es
wurden ca. 2 pg RNA eingesetzt. 2 pl von 1:5 oder 1:10 Verdiinnungen der Reaktion wurden

fiir eine darauf folgende PCR eingesetzt.

2.2.4 Polymerase Ketten Reaktion (PCR)

Wenn nicht anders angegeben, wurde eine PCR-Reaktion wie folgt angesetzt:

5 ul 10x Puffer (Sambrook und Rusell, 2001)
3 ul MgCl, (50 mM)
0,5 ul dNTPs (jeweils 25 mM)
0,3 ul Tag-Polymerase (von Elisabeth Schifer nach dem Protokoll von Pluthero (1993) hergestellt)
1 pl je Oligonukleotid (10 pmol/ul)
2 ul DNA (max. 20 ng)

Wenn nicht anders angegeben, wurde die PCR-Reaktion wie folgt durchgefiihrt:

1. Denaturierung  94°C 3 min
2. Denaturierung ~ 94°C 15 sec

3. Annealing 60°C 30 sec
4. Extension 72°C 1 min
5. Extension 72°C 5 min

Die Schritte 2-4 wurden generell 34 mal wiederholt. Die verwendete PCR-Maschine war der
T3 Thermocycler von Biometra oder der Multicycler PTC200 von Biozym. Bei PCRs fiir
Klonierungen wurde zum Teil die Pfu-Polymerase von Invitrogen anstelle der Tag-Polymerase

eingesetzt.
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2.2.5 Nick-Translation

Zur radioaktiven Markierung der Sonden fiir Hybridisierungen wurde die Methode der Nick-
Translation angewendet. Die Reaktion wurde nach Sambrook und Russell (2001) durchgefiihrt.
50-100 ng Sonden-DNA, meist PCR-Produkte, wurden jeweils verwendet. Als radioaktives
Nukleotid wurden 3 pl adATP3*? (10 pCi/ul) eingesetzt. Anschlieend wurde die markierte
Sonde mittels einer Sephadex-Sdule (Nick Columns, Pharmacia) durch Ausschluss-
chromatographie gereinigt. Die so erhaltene Sonde wurde - wie unten beschrieben - zur

Hybridisierung eingesetzt.

2.2.6  Southern-Blot und —Hybridisierung

Die Herstellung von DNA-Filtern zur Hybridisierung erfolgte wie bei Sambrook und Russell
(2001) fiir den Kapillartransfer von DNA auf positiv geladene Nylonmembranen (Amersham)
unter alkalischen Bedingungen beschrieben. Vor dem Blotting wurde das entsprechende Gel
fiir 10 min in 1%iger HCI inkubiert, dann fiir 10 min in 0,4 M NaOH laut Protokoll des
Membranherstellers. Als Transfer-Puffer wurde 0,4 M NaOH verwendet. Der Membran-
Transfer erfolgte fiir mindestens 4 h oder UN. AnschlieBend wurde die Nylonmembran fiir 10
min in 2xSSPE gewaschen. Vorhybridisierung und Hybridisierung erfolgten nach dem
Protokoll des Membranenherstellers. Abweichend vom Protokoll wurde in nur 30 ml Losung
3-4 h vorhybridisiert und 200 pg/ml Kalbs-Thymus-DNA (CT-DNA) zum Blocken eingesetzt.
Nach der Vorhybridisierung wurde die Losung etwa um die Hélfte reduziert und die
radioaktive Sonde nach 10 min Denaturierung bei 98°C (Kap.2.2.5) zugegeben. Die
Hybridisierung erfolgte UN bei 65°C in einer Glasrohre im Hybridisierungsofen (400 HY,
Bachofer). Abschlieend wurde der Filter ebenfalls nach Herstellerangaben gewaschen und ein

Rontgenfilm 3-5 d lang bei —70°C exponiert.

2.2.7 Inkubationsbedingungen fiir Bakterien

E.coli-Bakterien =~ wurden generell in LB-Medium bei 37°C UN inkubiert, wihrend

Agrobakterien in YEP-Medium bei 28°C fiir mindestens zwei Tage inkubiert wurden. Die
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Fliissigkulturen wurden bei 200 rpm auf einem Schiittler geschiittelt. Zur Platteninkubation

wurde das jeweilige Medium mit 1% Agar verfestigt.

2.2.8 Inkubationsbedingungen flir Hefen

Hefezellen wurden auf Vollmedium (YPD) oder Selektionsmedium (SD) bei 30 °C 3-5 d
inkubiert. Fliissigkulturen wurden generell UN auf dem Schiittler bei 200 rpm inkubiert. Hefen
auf Platten wurden bei 4°C bis zu drei Monaten gelagert. Spatestens nach drei Monaten wurde

ein neuer Ausstrich vorgenommen.

2.2.9  Wachstumsbedingungen fir Pflanzen

Arabidopsis-Pflanzen wurden bei einer Tagestemperatur von 20 - 25 °C und einer Nacht-
temperatur von 10 — 15 °C im Gewichshaus oder in einer Klimakammer kultiviert. Kurztag-

bedingungen (8 h Licht, 16 h Dunkelheit), Landtagbedingungen (16 h Licht, 8 h Dunkelheit).

2.2.10 Transformation und Selektion von Bakterien

Transformationen von E.coli mit Plasmiden wurden nach Hanahan (1983) durchgefiihrt. Zur
Transformation von Agrobakterien wurde 200ul kompetenten Zellen ca. 100 ng DNA
zugegeben. Anschlieend erfolgte eine Inkubation der Zellen fiir jeweils 5 min auf Eis, in
fliissigem Stickstoff und bei 37 °C. Nach der Zugabe von 800 ul YEP wurden die Zellen fiir 2-
4 h bei 28 °C geschiittelt. Vor dem Ausplattieren der Zellen wurde dem Medium fiir E. coli-
oder Agrobakterien je nach Selektionsmarker der transformierten Plasmide Ampicilin (200
png/ml), Kanamycin (50 pg/ml), Gentamycin (25 pg/ml), Chloramphenicol (50 pg/ml) oder
Tetracyclin (10 pg/ml) beigefiigt. Zur Selektion von Agrobakterien wurde Rifampicin (100
png/ml) zugegeben.
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2.2.11 Transformation und Selektion von Hefen

Die Transformation von Hefe erfolgte nach der LiAc-Methode von Gietz und Woods (2002).
Zur Einfach- und Doppeltransformation von GAL4-Expressionsvektoren wurden 1 pg des je-
weiligen Plasmids eingesetzt. Die Transformanten wurden auf entsprechendem Minimal-
medium ohne Leucin und/oder Tryptophan selektiert. Zur Selektion auf Proteininteraktion
fehlte dem Medium zusétzlich Histidin oder Histidin und Adenin. Um die Stringenz des
Histidin Reportergens zu erhohen, wurde der kompetitive Inhibitor 3-Aminotriazol (3-AT) in

Konzentrationen von 5 mM bis 50 mM zugegeben.

2.2.12 Transformation und Selektion von Pflanzen

Arabidopsis-Pflanzen wurden mittels der Floral-Dipping-Methode nach Clough und Bent
(1998) transformiert. Zur Selektion von transgenen Pflanzen in der T1 wurden die Sdmlinge im
4-6 Blatt-Stadium mit 250 mg/l Glufosinat (BASTA®, Hoechst) gespriiht. Die Behandlung
erfolgte zwei- bis dreimal im Abstand von 2 Tagen. Fiir die Segregationsanalyse in der T2

wurde gleichermallen verfahren.

2.2.13 Sequenzierungen

DNA Sequenzierungen wurden durch die MPIZ Service-Einheit Automatische DNA Isolierung
und Sequenzierung (ADIS) auf Applied Biosystems (Weierstadt) Abi Prism 377 und 3700
Sequenzierern mittels BigDye-terminator chemistry durchgefiihrt. Reagenzien wurden von

Applied Biosystems bezogen.

2.2.14 RNA in situ-Hybridisierungen (RNA-ISH)

2.2.14.1 Beschreibung der Sonden

Die Positionen der MYB-Gen-Sonden sind in Bezug auf das offene Leseraster angegeben. Die
Sonden sind jeweils spezifisch fiir Bereiche im dritten Exon der Gene. Die MYB37-Sonden

umfassten die bp 934 bis 1436. MYB38-Sonden enthielten die bp 993 bis 1404 bzw. 933 bis
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1402. Die Sonden zum Nachweis von MYB84-mRNA umfassten die bp 623 bis 1154. LAS-
Sonden beinhalteten die bp 2 bis 1348 beziiglich des Startcodons auf der cDNA. STM-Sonden
enthielten die bp 78 bis 1122 des offenen Leserasters. Die Fragmente (PCR-Produkte) wurden
entweder in Sinn- oder Gegensinn-Orientierung relativ zum T7-Promotor in den pGEMT-
Vektor kloniert. Je 1 pg linearisierter Vektor wurde fiir die Transkription durch die T7-RNA-

Polymerase eingesetzt.

2.2.14.2 Praparationen und Durchfiihrung der Hybridisierungen

RNA-ISH wurden wie von Coen et al. (1990) und Jackson (1991) beschrieben, durchgefiihrt
mit einigen Modifikationen. Dem Fixierungspuffer wurde 0,03% Tween 20 zugegeben. Nach
der Fixierung des Pflanzenmaterials erfolgten die Schritte bis zur Einbettung in Paraplast+
(Kendall) mit Hilfe des ASP300 (Leica). Das Entwissern des Pflanzenmaterials wurde ohne
die Zugabe von NaCl durchgefiihrt, indem das Material bei RT jeweils eine Stunde in 50%,
70%, 90% und dreimal 100% Ethanol inkubiert wurde. Daran anschliefend erfolgte zur
Einbettung eine Inkubation von jeweils dreimal 1 h in Histoclear (Agar Scientific) und zweimal
1 h in Paraplast+ (60°C). Das Material wurde in einem dritten Paraplast+ -Bad UN bis zur
eigentlichen Einbettung in Paraplast+ gelassen. Alle weiteren Rehydrierungs- bzw.
Dehydrierungsschritte des Pflanzenmaterials oder der Schnitte (8um) erfolgten ebenso ohne
Zugabe von NaCl. Um das Gewebe fiir die Sonden zugédnglicher zu machen, wurde neben der
Proteinasebehandlung eine Inkubation der Schnitte in 0,2 M HCI fiir 10 min eingefiigt. Fiir die
Sondensynthese wurde ausschlieBlich Digoxigenin-11-rtUTP (Roche) verwendet. Die
Sondenhydrolyse nach Jackson (1991) wurde fiir die Generierung von 150 nts langen
Fragmenten ermittelt und durchgefiihrt. Grof3tenteils wurde jedoch auf die Sondenhydrolyse
ganz verzichtet. Die Hybridisierung erfolgte bei 50°C in einem Brutschrank (Innovens 55 EB1)
von Jouan. Nach der Farbreaktion wurden die Schnitte gewaschen, mit 30% Glycerin bedeckt
und mittels einfachem Durchlicht oder Differential Interference Contrast (DIC) unter dem

Lichtmikroskop fotografiert.
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2.2.15 Screenings der UWBC-Population

Die PCRs fiir das Screening dieser Population wurde wie unter Kap. 2.2.4 angegeben

durchgefiihrt.

2.3 Verwendete Abktrzungen

Verwendete Malleinheiten richten sich nach dem System fiir internationale MaBeinheiten.

Chemische Elemente werden mit den géngigen Abkiirzungen bezeichnet.
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3 Ergebnisse

3.1 RT-PCR-Analyse der Blind-homologen MYB Gene in Arabidopsis
thaliana

Zunichst wurde die Expression der Blind-homologen MYB Gene durch RT-PCR-Analyse
charakterisiert. Mit der RT-PCR-Analyse wurde auch das Ziel verfolgt, innerhalb der
Untergruppe eventuell die Zahl der Kandidaten, die fiir eine Blind-dhnliche Funktion in Frage
kommen, eingrenzen zu kénnen. Fiir ein Gen, das eine dem Blind-Gen entsprechende Funktion
in Arabidopsis vermittelt, ist eine Expression in Geweben und Organen zu erwarten, die in der
blind-Mutante eine phinotypische Veranderung zeigen (Kap. 1).

In den untersuchten Geweben — Sprossspitzen, geschlossene Bliitenknospen, offene Bliiten,
Rosettenblétter, Internodien und Wurzeln — waren alle 6 Mitglieder jeweils am stirksten in der
Wurzel exprimiert. MYB36-mRNA wurde ausschlieBlich in der Wurzel nachgewiesen. MYB37
zeigte neben der Expression in der Wurzel schwache Banden in Bliitenknospen und
Sprossspitzen. Das gleiche gilt fiir MYB68, wobei die Banden in Bliitenknospen und
Sprossspitzen allerdings sehr schwach waren. MYB38 Transkripte fanden sich in jedem
untersuchten Gewebe. Neben der Wurzel wurde eine stirkere Expression noch in
Bliitenknospen, offenen Bliiten und im Sprossapex nachgewiesen. In den restlichen Geweben
war die Transkriptakkumulation schwicher. MYB84 zeigte eine dhnliche Transkriptverteilung
wie MYB38, jedoch war hier die Intensitit der Expression deutlich schwécher als bei MYB38.
Im Sprossapex war die Expression mittels RT-PCR kaum nachweisbar. MYB87-
Transkriptakkumulation fand sich wie erwdhnt in Wurzeln, aulerdem in Bliitenknospen und
sehr schwach in Bliiten sowie im Sprossapex (Abb. 3-1). Aufgrund der ausschlieBlichen
Expression von MYB36 in der Wurzel wurde dieses Gen in nachfolgenden Untersuchungen
weitgehend zuriickgestellt. MYB38 ist hinsichtlich des Expressionsmusters und der relativen
Expressionsintensititen am &dhnlichsten zum Blind-Gen aus Tomate (Schmitz et al., 2002).
Somit weist MYB38 neben der hochsten Sequenzihnlichkeit zu Blind auch die &hnlichste

Expression auf.
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3.2 ldentifizierung von Knock-out Linien

Verschiedene Kollektionen von Insertionslinien wurden nach Knock-out-Linien in den
erwiahnten MYB-Genen durchsucht. Pro Gen wurden dabei insgesamt ca. 200 000 Linien nach
einer Insertion durchsucht. Die Populationen von Burkhard Schulz, Cszaba Koncz, ,,ZIGIA*
und die Kollektion des University of Wisconsin Biotechnology Center (UWBC) wurden mit
einer PCR gestiitzten Strategie durchsucht. Zum anderen wurden in silico Suchen
durchgefiihrt. Insertionslinien wurden fiir MYB36, MYB37, MYB38 und MYB84 gefunden. Fiir
MYB68 wurden Kandidaten bestétigt.

Die Suche nach Insertionslinien in der ZIGIA-Population (Baumann et al., 1998, Wisman et
al., 1998a) ist auf einen Southern Blot-Nachweis der PCR-Produkte gestiitzt. In einer
Einzellinie der Kollektion, die mit dem ENHANCER-1 (EN-1)-Element aus Mais mutagenisiert
wurde, befinden sich im Durchschnitt sechs Insertionen. Mit den Linien der Population wurden
nach Spaltung der genomischen DNAs und Ligation von Adaptern PCR-Reaktionen mit
Adapter- und EN-1-spezifischen Primern durchgefiihrt, wodurch DNA-Sequenzen, die ein EN-
1-Element flankieren, amplifiziert wurden. Die PCR-Produkte wurden auf DNA-Arrays
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angeordnet, so dass jeder Position eine bestimmte dazugehdrige Pflanzenlinie zugeordnet
werden kann (Steiner-Lange et al., 2001). Bei der Suche nach Insertionen in den MYB-Genen
wurden die DNA-Arrays mit genspezifischen Sonden hybridisiert. Positiven Signalen wurden
entsprechende Samen zugeordnet. Die so identifizierten Insertionslinien wurden mittels PCR
und Sequenzierung iiberpriift und eventuell zusitzlich durch eine Southern-Blot-Analyse
charakterisiert.

In einer ersten Suche, bei der unter stringenten Bedingungen mit Sonden hybridisiert wurde,
die das offene Leseraster (ORF; engl: open reading frame) der Gene ohne die konservierte
MYB-Doméne umfassten, wurden zwei Hybridisierungsbanden zu MYB84 gefunden und
bestétigt. Die Sequenzanalyse diagnostischer PCR-Produkte ergab, dass sich die eine EN-1-
Insertion 61bp 3’ vom Stopkodon befand, wéhrend das andere EN-1-Element 86 bp 3° vom
Startkodon inseriert hatte. In der hier vorliegenden Arbeit wurde die Linie mit der T-DNA-
Insertion im ersten Exon des Gens verwendet (Abb. 3-3). Bei einer zweiten Durchsuchung der
ZIGIA-Population wurden genspezifische Sonden verwendet, die im Promotorbereich der
Gene lagen. Hierbei wurden Insertionslinien fiir MYB38, MYB84 und fiir MYB87 identifiziert.
Die beiden MYB38-Insertionen befinden sich 400 bp bzw. 2,1 kb 5’ des Startkodons. Fiir die
erstgenannte Linie wurde eine RT-PCR durchgefiihrt, um in einer semiquantitativen Analyse
zu untersuchen, ob die Transkriptakkumulation im Vergleich zu Wildtyppflanzen veridndert ist.
Es wurde keine Abweichung zu der Wildtypkontrolle gefunden (Daten nicht gezeigt). Diese
Linien wurden in die unten erwidhnten Analysen nicht mit einbezogen. Bei MYB84 befanden
sich die Insertionen 2,2 kb 5° vom Startkodon bzw. 2 kb 3" davon, wie durch Southern-Blot-
Analyse bestétigt wurde (Daten nicht gezeigt). Diese Linien wurden nicht fiir weitere Analysen
verwendet. MYB87 hatte eine Insertion 3,4 kb 5° vom ATG, wie durch Southern-Blot-Analyse
gezeigt wurde (Daten nicht gezeigt). Diese Linie wurde ebenfalls nicht in weitere Analysen

einbezogen.

Die Population des Biotechnologie-Zentrums der Universitit Wisconsin besteht aus
Arabidopsis Pflanzen (Okotyp Wassilewskija), die mittels T-DNAs mutagenisiert wurden
(Krysan et al., 1999). Pro Linie sind im Durchschnitt ein bis drei Insertionen im Genom
enthalten. Fiir die Durchsuchung der Kollektion wurden auf DNA-Pools der Linien zwei PCR-

Reaktionen durchgefiihrt mit zwei genspezifischen Oligonukleotiden und einem T-DNA-
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spezifischen Oligonukleotid. Die Produkte aller Reaktionen wurden mit Hilfe eines
Agarosegels aufgetrennt und mit genspezifischen Sonden in einem Southern-Blot-Experiment
untersucht. Bei einem positiven Ergebnis (Bande) wurde eine weitere PCR-Reaktion mit einem
zweiten genspezifischen Oligonukleotid durchgefiihrt, um das erste PCR-Produkt zu
reamplifizieren. Wurde ein Produkt erhalten, folgte eine Sequenzierung dieses Produkts, um
die Insertion zu verifizieren und die genaue Insertionsstelle zu identifizieren. Diese Prozedur
erfolgte auf immer kleiner werdenden DNA-Pools, bis schlieBlich durch Analyse von 10er-
Pools entsprechende Samen-Gemische identifiziert wurden. Die Insertionen wurden dann
durch molekulare Analysen einzelner Pflanzen einer bestimmten Pflanzenlinie zugeordnet. Bei
dieser Suche wurden Kandidaten fiir Insertionen in MYB38, MYB68 und MYB84 gefunden.
Zwei Kandidaten fiir MYB38 (1. Exon) und MYB68 (3. Exon) konnten bis zu 225er DNA-
Pools durch Sequenzierung von diagnostischen PCR-Produkten nachgewiesen werden, aber
nicht mehr in einzelnen Linien gefunden werden. Fiir MYB38 wurde eine weitere Linie
identifiziert, bei der die T-DNA in das zweite Intron des Gens inseriert war. Diese Insertion
wurde durch Sequenzanalysen verifiziert. Fiir die weiteren Analysen der MYB38-Funktion

wurde diese UWBC-Linie mit der T-DNA-Insertion im zweiten Intron verwendet (Abb. 3-3).

Abb. 3-2: Analyse der Genexpression in
1 2 1 2 MYB-Insertionslinien. Gesamt-RNA von
Bliitenknospen wurde mittels RT-PCR

analysiert. (A) PCRs (32 Zyklen) auf

myb37 myb38-2 cDNA mit genspezifischen Oligo-
nukleotiden fir MYB37. Mit Oligo-

nukleotiden, die die Insertionsstelle

; flankieren, wurde kein Produkt erhalten

Altin II AKtin (1); Oligonukleotide, die vor der
A B Insertionsstelle  binden, lieferten ein
Produkt (2). (B) PCR mit genspezifischen

Oligonukleotiden von MYB38 auf cDNA

von Col-Wt (1) und der Promotor-

insertionslinie myb38-2  (2; beide 29

Zyklen). PCRs fiir Aktin zur Kontrolle der

eingesetzten cDNA Menge mit 26 Zyklen.

Zum anderen wurden die Sammlungen der ,,GABI-KAT* Linien (Rosso et al., 2003) sowie der
»SALK“-Linien (Alonso et al., 2003) in silico durchsucht. Innerhalb der GABI-KAT Linien
wurde eine T-DNA-Insertion in MYB37 200bp 5' vom Startkodon mittels diagnostischer PCR
und Sequenzierung bestitigt. In einer RT-PCR-Analyse wurde getestet, ob die MYB37-
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Transkriptakkumulation dieser Insertionslinie gegeniiber dem Wildtyp verdndert ist. Hier
wurde keine Verdnderung festgestellt (Daten nicht gezeigt). Diese Linie wurde in weiteren

Untersuchungen nicht verwendet.

Bei einem Screening der SALK-Kollektion wurden Insertionen in MYB37 und MYB38
gefunden und verifiziert. Die T-DNA im MYB37-Gen befand sich 297 bp 3 des Startkodons.
Fiir die nachfolgenden Phédnotypanalysen wurde diese SALK-Linie mit der T-DNA-Insertion
im dritten Exon von MYB37 verwendet (Abb. 3-3). Eine weitere Linie (myb38-2) enthielt eine
Insertion ca. 550 bp vor dem Startkodon des MYB38-Gens. myb38-2 wies in der
semiquantitativen RT-PCR im Vergleich zum Wildtyp keinen Unterschied in der Intensitit der
Transkriptakkumulation auf (Abb. 3-2 B). Aufgrund dessen wurde diese Linie nicht weiter
analysiert. Abb. 3-3 zeigt eine Ubersicht der in dieser Arbeit charakterisierten Insertionslinien.
Alle verwendeten Allele wurden mittels RT-PCR untersucht. Zur ¢cDNA Synthese wurde
Gesamt-RNA eingesetzt, die aus Bliitenknospen isoliert wurde. Fiir diese Analysen wurden
genspezifische Oligonukleotide verwendet, die die Insertionsstelle flankieren. Die Analysen
zeigten, dass die Insertionen einen vorzeitigen Transkriptionsabbruch zur Folge haben. PCR-
Reaktionen mit Oligonukleotiden, die beide vor der Insertionsstelle binden, ergaben dagegen
ein PCR-Produkt. Exemplarisch ist eine RT-PCR-Analyse fiir die MYB37-Insertionslinie in
Abb. 3-2 A dargestellt.

myb84 myb37

90 1350
455

myb38

Abb.3-3: Ubersicht der in dieser Arbeit verwendeten Insertionslinien. Positionen der T-DNA-Insertionen
(Dreiecke) in den Genen sind beziiglich des offenen Leserasters der Gene angegeben. Griine Rechtecke

symbolisieren Exons, Linien reprisentieren Introns bzw. 5'- oder 3 "-nicht translatierte Sequenzen.
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3.3 Etablierung einer Methode zur Analyse des Verzweigungsphanotyps in
Arabidopsis thaliana

3.3.1 Dekapitierungsanalyse

Die gefundenen Insertionen wurden durch Sequenzierung von diagnostischen PCR-Produkten
bestétigt. Fiir die Phianotypanalyse wurden ausschlielich homozygote Linien verwendet, die
durch PCR oder mittels Southern-Blot-Analyse identifiziert worden waren. Die
Insertionslinien myb37, myb38 und myb84 wurden zunichst mittels Dekapitierung auf eine
mogliche Verdnderung im Verzweigungsphédnotyp untersucht. Zu diesem Zweck wurden die
Pflanzen im Kurztag angezogen, wodurch viele Rosettenblitter gebildet werden. Somit steigt
das Potenzial der Pflanzen Seitentriebe zu bilden, die aus den Blattachseln hervorgehen. Die
Pflanzen wurden entweder nach vier Wochen in den Langtag transferiert, um das Blithen zu
induzieren, oder bis zur Bliite im Kurztag kultiviert. Die Primérinfloreszenz (ca. 10-15 cm
lang) wurde nach der Bliithinduktion bei einer Lange von 10-15 cm entfernt. Diese Methode
fordert das Austreiben der vorhandenen Achselknospen und erleichtert so die Analyse. Die aus
der Rosette ausgetriebenen Parakladien wurden darauf folgend ebenfalls dekapitiert, um die
sekundédre Verzweigung zu analysieren. Die beschriebenen Experimente wurden fiir jede der
oben genannten Insertionslinien mindestens einmal wiederholt; dabei wurden jeweils 20
Pflanzen analysiert.

Die Analysen ergaben, dass sich die Anzahl der priméren und sekundiren Parakladien in
keinem Fall von den entsprechenden Wildtyppflanzen, die als Kontrollen parallel dazu
analysiert wurden, unterschied. Bei keiner Insertionslinie von MYB37, MYB38 oder MYB84
konnte mittels dieser Methode ein Defekt in der Anlage von Achselmeristemen nachgewiesen

werden.

3.3.2  Makroskopische Analyse der Verzweigung in Arabidopsis thaliana

Um das Verzweigungsverhalten der Insertionslinien detaillierter analysieren zu konnen, wurde
eine neue Untersuchungsmethode entwickelt, bei der die Pflanzen mit Hilfe eines Binokulars

untersucht wurden. Die Pflanzen wurden im Bereich des Hypokotyls von der Wurzel getrennt,
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so dass der Zusammenhalt der Rosette gewéhrleistet blieb. Die Infloreszenz wurde nach ihrer
Auswertung unter dem Binokular ebenfalls entfernt, damit die Rosetten der Pflanzen leichter
zu handhaben waren. Fiir die Analyse der vegetativen Sprossverzweigung wurde die Rosette
kopfiiber gehalten und ausgehend vom éltesten Rosettenblatt jede einzelne Blattachsel unter
dem Binokular ausgewertet. Nach der Auswertung einer Achsel wurde das dazugehorige
Rosettenblatt entfernt, um die nichstjiingeren Rosettenblattachseln zugéinglich zu machen. Auf
diese Weise war gewihrleistet, dass eindeutig entschieden werden konnte, ob eine
Achselknospe vorhanden war oder nicht. Dass die untersuchten Blattachseln tatsdchlich keine
Seitentriebe oder andere Strukturen aufwiesen, wurde zusétzlich durch eine Analyse nach der
Dekapitierung der Primérinfloreszenz untersucht. Die Dekapitierung vermindert die
Apikaldominanz, wodurch das Auswachsen von eventuell vorhandenen Anlagen aus den
Blattachseln gefordert wird. Nach dem Bliithen der Pflanzen wurden die Infloreszenzen (10-15
cm lang) entfernt und die Entwicklung einzelner als leer charakterisierter Blattachseln iiber
einen Zeitraum von zwei bis drei Wochen verfolgt. In keinem Fall wurde ein Auswachsen von
Seitentrieben oder anderen Strukturen beobachtet. Diese Untersuchung bestitigte, dass es sich
um leere Blattachseln handelte, in denen kein funktionales Achselmeristem angelegt worden

war, und nicht um einen Defekt im Austreiben von bereits vorhandenen Anlagen.

3.4 Analyse der Anlage von Achselmeristemen in myb-Insertionslinien unter
Kurztagbedingungen

3.4.1 Allgemeine Bemerkungen zur Analyse der Insertionslinien

Zuniachst wurden die Linien myb37, myb38 und myb84 auf einen verdnderten
Verzweigungsphdnotyp hin untersucht. Zu diesem Zweck wurden die Linien unter
Kurztagbedingungen kultiviert, da dann viele Rosettenblitter gebildet werden und somit das
Potenzial Seitentriebe zu bilden grofer ist. Dies erleichtert eine Analyse der
Sprossverzweigung. Falls nicht besonders darauf hingewiesen wird, wird hier von
Anzuchtbedingungen der Pflanzen unter Kurztagbedingungen ausgegangen. Nach Beginn der

Bliite wurden die Pflanzen fiir ein bis zwei Wochen unter Langtag-Bedingungen kultiviert, bis
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die Phénotypanalyse der Infloreszenzen und der Rosetten erfolgte. Die Langtagperioden
fordern das Auswachsen von Seitentriebknospen. Als Kontrollen wurden parallel zu den
Insertionslinien jeweils entsprechende Wildtyppflanzen angezogen. Die im folgenden
beschriebenen Experimente wurden alle ein- bis zweimal wiederholt; pro Experiment wurden

20 Pflanzen ausgewertet. In allen Fillen bestitigte sich das erste Ergebnis.

3.4.2  Analyse von Einzelmutanten

3.4.2.1 Analyse der myb37-Insertionslinie

Die myb37-Insertionslinie, die eine T-DNA-Insertion im dritten Exon enthélt (Abb. 3-3), weist
eine starke Reduktion der Anzahl von Seitentrieben aus der Rosette auf (Abb. 3-4 C, D).
Besonders ist hierbei die Seitentriebbildung friih in der vegetativen Entwicklung betroffen. Aus
den iltesten Rosettenblattachseln gingen in der Regel keine Seitentriebe hervor, wéhrend in
Richtung der jiingsten Rosettenblitter zunehmend Achseltriebe gebildet wurden und nahezu
100% der Pflanzen in diesen Positionen Seitentriebe aufwiesen. myb37—Pflanzen zeigen also
einen akropetalen Gradienten der Seitentriebbildung (Abb. 3-4 F). Aus den beschriebenen
Experimenten kann geschlossen werden, dass die Mutation im myb37-Gen einen Defekt in der
Anlage von Achselmeristemen in der frithen vegetativen Entwicklung nach sich zieht. In der
reproduktiven Phase zeigte sich keine Reduktion in der Bildung von lateralen Meristemen in

den Achseln der Stingelblitter (Abb. 3-4 A).

Hinsichtlich der Bliitenmorphologie war ebenfalls keine offensichtliche Abweichung vom
Wildtyp zu entdecken. Sowohl die Anzahl der Bliitenorgane als auch die Anordnung
entsprachen dem Wildtyp. Dagegen schien die Abszission der Petalen verzdgert zu sein.
Insgesamt unterschied sich der Habitus der Insertionslinie nicht wesentlich von
Wildtyppflanzen (Abb. 3-4 A). Allerdings wiesen myb37-Pflanzen weniger Nodien mit
Stingelblattern auf als entsprechende Kontrollen (Abb. 3-4 G). Die myb37-Pflanzen zeigten im
Zustand der Samenreife aulerdem einen signifikant lingeren Primirstingel als die Wildtyp-

Kontrollen (Abb. 3-4 E). Im Durchschnitt betrug die Infloreszenzlinge von myb37 Pflanzen
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34,9 cm, die der Columbia Wildtyppflanzen 22 cm. Dariiber hinaus wurde beobachtet, dass die
Mutanten im Kurztag ca. vier Tage frither blithten als Wildtyppflanzen (78,9 + 2 Tage
gegeniiber 83,2 + 2 Tagen) (Abb. 3-4 B). Die Verzweigung der Wurzeln wurde untersucht,
indem sterilisierte Samen auf Agar-Medium ausgelegt und die Platten im Lichtraum vertikal
aufgestellt wurden. Die Wurzel-Verzweigung der myb37-Linie wich nicht offensichtlich von

der des Wildtyps ab (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 3-4: Phanotyp von myb37-Pflanzen. (A) Habitus der myb37 Mutante (links) und des Columbia-
Wildtyps (rechts). (B) Unter Kurztagbedingungen blithte myb37 (rechts) frither als Wildtyp (links). (C)
Wildtyppflanzen bildeten in jeder Rosettenblattachsel eine Seitentriebknospe (Pfeil). (D) myb37
Pflanzen wiesen im unteren Bereich der Sprossachse viele leere Rosettenblattachseln auf (Pfeil). (E)
Die myb37-Insertionslinie besitzt eine signifikant lingere Infloreszenz als Wildtyppflanzen (n=20). (F)
Das Diagramm zeigt, in wieviel Prozent der Pflanzen in einer bestimmten Achselposition Seitentriebe
detektiert wurden (n=20). Das Potenzial von myb37, Achselmeristeme zu bilden, folgt einem
akropetalen Gradienten entlang der Sprossachse. 1 stellt die jiingste Rosettenblattachsel dar, wéahrend
43 fur die élteste Rosettenblattachsel steht. (G) Die Infloreszenz von myb37 bildete weniger Nodien mit
Sténgelblattern als der Wildtyp (n=20). 1 bezeichnet das &lteste Nodium, 12 das jiingste.
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In einem weiteren Experiment wurden induzierte myb37-Pflanzen auf ihren
Verzweigungsphédnotyp hin untersucht. Diese Pflanzen wurden vom Tag ihrer Aussaat an 28d
in kurzen Fotoperioden kultiviert. Danach wurden sie in lange Fotoperioden transferiert und
bis zur Auswertung nach dem Ansetzen von Schoten wachsen gelassen. Sowohl Columbia
Wildtyp- als auch myb37-Pflanzen verhielten sich in diesem Experiment dhnlich wie wenn sie
ausschlieBlich unter Kurztagbedingungen angezogen wurden. Durch die Induktion nach vier
Wochen bildeten beide Genotypen wie erwartet weniger Rosettenblitter als Pflanzen, die
vollstindig unter Kurztagbedingungen zum Blithen gebracht wurden. Wiahrend Columbia-
Pflanzen unter diesen Bedingungen in fast jeder Blattachsel einen Seitentrieb vorwiesen, zeigte
die myb37-Linie den gleichen akropetalen Gradienten in der Bildung von Achselmeristemen,
wie er auch bei Kurztagpflanzen gefunden wurde (Daten nicht gezeigt). Dieses Ergebnis zeigt,
dass beim Columbia-Okotyp die anfingliche Zeit von vier Wochen Kurztag nicht hinreichend

ist, damit in jeder Blattachsel ein laterales Meristem angelegt wird.

3.4.2.2 Analyse der myb38- und myb84-Insertionslinien

Fir myb38 und myb84 (Abb. 3-3) stellte sich heraus, dass keine Unterschiede zu den
Wildtypen, die in jeder Blattachsel einen Seitentrieb bilden (Keimblétter nicht beriicksichtigt),
vorhanden waren. Beide Insertionslinien zeigten unter Kurztagbedingungen keine
Beeintriachtigung der Fahigkeit, Achselmeristeme sowohl in der vegetativen als auch in der
reproduktiven Phase zu bilden (Daten nicht gezeigt). Es wurden keine anderen Verdnderungen

der Phinotypen im Vergleich zu Wildtypkontrollen festgestellt.

3.4.3 Analyse von Doppel- und Tripelmutanten

Um Funktionen von Blind-homologen Genen aufzudecken, die eventuell durch Redundanz
innerhalb von Mitgliedern der R2R3-MYB-Gen Untergruppe verdeckt werden, wurden alle
moglichen Doppelmutanten der vorhandenen Insertionslinien und eine Tripelmutante

hergestellt.
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3.4.3.1 Analyse der myb37 myb38 Doppelmutante

myb37 myb38 Doppelmutanten zeigten eine erhebliche Verstirkung des Verzweigungs-
defektes im Vergleich zu myb37 Pflanzen (Abb. 3-4). In den meisten Blattachseln der Rosette
produzierten die Doppelmutanten keine Seitentriebe (Abb. 3-5. B, C). Der akropetale Gradient,
der die myb37-Mutante charakterisiert, ist hier aufgehoben (Abb. 3-5 G). Die Verzweigung
war entlang der gesamten vegetativen Sprossachse reduziert. Im oberen Bereich der Rosette
wurden keine oder nur bis zu 20% der Seitentriebe gebildet. Im unteren Teil der Rosette war

das Verzweigungsmuster dhnlich, es wurden maximal bis zu 50% Seitentriebe gebildet.
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Abb. 3-5: Phénotyp der myb37 myb38 Doppelmutante. (A) Der Habitus von myb37 myb38 Pflanzen
(rechts) ist dhnlich wie der von Wildtyppflanzen (links). Die Doppelmutante bliiht im Kurztag frither als
Wildtypkontrollen. (B) In myb37 myb38 Pflanzen ist die Seitentriebbildung in der Rosette stark
unterdriickt, so dass die Mehrheit der Achseln leer bleibt (Pfeil). (C) Nahaufnahme -einer
Rosettenblattachsel von myb37 myb38, in der keinerlei Organanlagen vorhanden sind. (D) Aberranter
Seitentrieb in einer Stingelblattachsel, der mit der Bildung einer becherférmigen Struktur terminiert
(Pfeil). (E) Leere Stingelblattachsel (Pfeil) einer myb37 myb38-Infloreszenz. (F) Verzogerte Abszission
von Petalen in der Mutante (Pfeilspitzen). (G) Im Diagramm dargestellt ist der Prozentsatz, mit dem
Seitentriebe in einer Blattachsel an einer bestimmten Position gefunden wurden (n=20). Die
Verzweigung von myb37 myb38 in der vegetativen Phase ist {iber die gesamte Sprossachse hinweg stark
reduziert. In den meisten Achseln wird kein funktionales laterales Meristem angelegt, so dass hochstens
50% der Pflanzen in einer bestimmten Achsel Seitentriebe bilden. (1) Jiingste Rosettenblattachsel, (40)
dlteste Rosettenblattachsel. (H) In der Infloreszenz ist die Seitentriebbildung in den élteren
Stiingelblattachseln inhibiert und nimmt in einem akropetalen Gradienten zu (n=20). (1) Altestes
Sténgelblatt, (12) jlingstes Stdngelblatt. (I) Die Anzahl der Nodien mit Stdngelbléttern ist in der
Doppelmutante im Vergleich zu Wildtypkontrollen deutlich reduziert (n=20).

Dariiber hinaus war die Sprossverzweigung auch in der reproduktiven Phase deutlich reduziert
(Abb. 3-5 H). In den Achseln der &ltesten Blatter blieb die Bildung von lateralen Meristemen
hdufig aus. Richtung Sprossspitze wurde eine Zunahme der Seitentriebbildung (akropetaler
Gradient) festgestellt. In manchen Stidngelblattachseln der Doppelmutante entwickelten sich
blattartige Strukturen anstelle von Seitentrieben, was auf einen frithen Verlust der
Achselmeristem-Funktion hindeutet. AuBlerdem wurden becherformige Achseltriebe
beobachtet (Abb. 3-5.D), die in ihrer Form an die fusionierten Keimblétter von cucl cuc2-

Doppelmutanten (Aida et al., 1999) erinnerten.

Diese Befunde lassen den Schluss zu, dass sowohl MYB37 als auch MYB38 eine Funktion bei
der Anlage von Achselmeristemen nicht nur in der vegetativen, sondern auch in der frithen
reproduktiven Phase innehaben. Der frithzeitige Verlust der Meristemaktivitit in einigen
lateralen Meristemen der reproduktiven Phase offenbart neben der Rolle von MYB37 und
MYB38 bei der Anlage von Achselmeristemen auch eine Funktion in der Aufrechterhaltung
von Meristemen. Ferner produzierten die Mutanten in der reproduktiven Phase weniger Nodien
mit Stingelbléttern als die Wildtypkontrollen (Abb. 3-5 I). Dies deutet darauf hin, dass diese
Phase der Entwicklung in den Mutanten verkiirzt ist. Neben dem Verzweigungsphénotyp
wiesen diese Doppelmutanten einen signifikant langeren Primérstingel auf als die Kontrollen
(durchschnittlich 30,8 cm gegeniiber 22 c¢cm). Ebenso liel sich hier der bereits bei der myb37
Mutante festgestellte Abszissionsphdnotyp beobachten (Abb. 3-5 F). Die myb37 myb38
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Doppelmutante blithte nach 74,5 + 2 Tagen, wihrend entsprechende Col x Ws-
Kontrollpflanzen erst nach 78,1 + 3 Tagen blithten (Abb. 3-5 A). Ein verdnderter
Wurzelphédnotyp wurde auch bei dieser Doppelmutante wie in allen nachfolgend erwihnten

Kombinationen nicht beobachtet.

3.4.3.2 Analyse der myb37 myb84 Doppelmutante

Die myb37 myb84 Doppelmutante zeigte ebenfalls eine Verstirkung des myb37-
Verzweigungsdefekts. Die Bildung von Seitentrieben ist in der Doppelmutante im Vergleich
zur Einzelmutante deutlich herabgesetzt. Dies zeigt sich vor allem in den Achseln der jiingsten
Rosettenblitter (Abb.3-6 A). Von der Basis der Rosette, wo keine Seitentriebe mehr gebildet
werden bis zur Spitze, wo 40-65% Seitentriebe gebildet werden, nimmt die Kapazitit,
funktionale Achselmeristeme anzulegen, mit einem flach verlaufenden Gradienten zu. Im
mittleren und unteren Bereich der Rosette mit den dlteren Rosettenblattachseln entspricht die
Verzweigung dieser Doppelmutante der in myb37 Pflanzen (Vgl. Abb. 3-4 F). In der Mitte der
Sprossachse werden 30-40% der Seitentriebe gebildet, wihrend in Richtung der Basis der
Rosette die Sprossverzweigung abnimmt. In den Achseln der éltesten 3-5 Rosettenblitter
werden schlieBlich gar keine Achselknospen mehr angelegt.

In der reproduktiven Phase glich die Doppelmutante der myb37 Mutante. Neben der
reduzierten Anzahl an Nodien mit Stdngelblittern (Abb. 3-6 B) und der ldngeren Infloreszenz
(Abb. 3-6 C) lieB sich keine offensichtliche Abweichung vom Wildtypphénotyp feststellen.
Aus dem Phénotyp dieser Doppelmutante wird eine Rolle von MYB84 bei der Anlage von

lateralen Meristemen in der spédteren vegetativen Entwicklungsphase ersichtlich.
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Abb. 3-6: Analyse des Phanotyps der myb37 myb84 Doppelmutante. (Diagramm A) In myb37
myb84 Pflanzen werden entlang der gesamten Sprossachse weniger Achselmeristeme angelegt. Das
Potenzial, Seitentriebe zu bilden, nimmt in einem flach verlaufenden Gradienten von den é&ltesten
Rosettenblattachseln (57) zu den jiingsten Rosettenblattachseln (1) hin zu. Angegeben ist der
Prozentsatz an Seitentrieben, die in einer Achsel an einer bestimmten Position gefunden wurden.
(Diagramm B) Die Anzahl der Nodien mit Sténgelbléttern in der Infloreszenz ist in der Doppelmutante
reduziert. (Diagramm C) Die Infloreszenzliangen von myb37 myb84 Pflanzen sind erh6ht im Vergleich
zu Columbia Wildtyppflanzen.

3.4.3.3 Analyse der myb38 myb84 Doppelmutante

Die myb38 myb84 Doppelmutante zeigte im Vergleich zu Kontrollpflanzen nur geringe
Verianderungen im Muster der Sprossverzweigung (Abb. 3-7 A-C). In dieser Mutante waren
vor allem Achseln der jiingsten Rosettenblétter betroffen, die sich im oberen Bereich der
Rosette befinden. In diesem Bereich, der sich bis zur Mitte der Sprossachse ausdehnte, war die
Bildung von Seitentrieben reduziert. In 30-60% der jiingeren Achseln wurden Seitentriebe
angelegt. Ab der Mitte der Sprossachse (ca. 50% Seitentriebe) wurden einem basipetalen
Gradienten folgend zunehmend Seitentriebe gebildet, so dass in den &ltesten Blattachseln wie
in Kontrollpflanzen zu 100% Seitentriebe zu finden waren (Abb. 3-7 D). Bei diesem
Experiment ist zu beachten, dass auch die Kontrollpflanzen (F, von Columbia x Wassilewskija)
einen Verzweigungsdefekt aufwiesen. Dieser dullerte sich vom Verlauf her dhnlich zu dem
oben beschriebenen Phénotyp fiir die Doppelmutante myb38 myb84. An der Rosettenspitze
wurden pro Achsel um die 80% Seitentriebe gebildet, wihrend im mittleren Bereich ca. 90%
Achselknospen vorlagen und in den Blattachseln an der Basis der Rosette 100% (Abb. 3-7 D).
Sowohl Columbia als auch Wassilewskija Wildtyppflanzen generieren in jeder

Blattachselposition der Rosette zu 100% laterale Meristeme. Der Phénotyp der Fs-
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Nachkommen legt nahe, dass durch die Kreuzung zwischen den beiden Okotypen Columbia
und Wassilewskija ein QTL (Quantitative Trait Locus; englisch: Quantitativer Pfad Locus)
aufgedeckt wurde, der die Anlage von Achselmeristemen betrifft (Abb. 3-7 D).

In der reproduktiven Phase wiesen die untersuchten Linien die Verzweigung betreffend keinen
Unterschied zu Kontrollpflanzen auf. Die Anzahl an Stingelblattnodien war in dieser
Doppelmutante jedoch deutlich reduziert (Abb. 3-7 F, G). Aulerdem hatte die myb38 myb84
Linie mit durchschnittlich 46 cm einen signifikant ldngeren Hauptspross als die
Kontrollpflanzen mit durchschnittlich 32 cm (Abb. 3-7 E). Fiir die Kombination von myb38
und myb84 konnte unter diesen Bedingungen keine eindeutige Funktion in der Anlage von
lateralen Meristemen nachgewiesen werden. Weiteren Aufschluf iiber die Rolle von MYB38
und MYB84 in der Anlage von Achselmeristemen konnte eine Doppelmutante liefern, die beide
mutante Allele in dem gleichen genetischen Hintergrund trdgt. Dieses Experiment konnte

aufgrund der zeitlichen Limitierung dieser Arbeit nicht mehr durchgefiihrt werden.
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Abb. 3-7: Phéanotyp der myb38 myb84 Doppelmutante. (A) Habitus von Wildtypkontrollen (Col x
Ws; links) und myb38 myb84 (rechts). Die Doppelmutanten blithen frither unter Kurztagbedingungen.
(B) Aufnahme einer Rosette der Doppelmutante. In den jiingsten Rosettenblattachseln wurden zum
Teil Seitentriebe gebildet, zum Teil blieben die Achseln leer (Pfeile). (C) Rosette einer
Kontrollpflanze, die deutlich mehr Seitentriebe (Pfeil) bildete als die Doppelmutante. (D) myb37
myb84 Pflanzen generierten zunehmend Seitentriebe in einem basipetalen Gradienten (n=20). Bei
Kontrollpflanzen (Col x WSs) verlduft dieser Gradient deutlich flacher als der von myb37 myb84
Pflanzen. (E) Wéhrend Infloreszenzen der Doppelmutante im Schnitt 46 cm lange Infloreszenzen
aufwiesen, betrug die Linge bei Kontrollpflanzen 32 cm. (F) Im Diagramm dargestellt sind die
Prozentsdtze, mit denen in Achseln von Stidngelbldttern Seitentriebe angelegt wurden (n=20). (1)
Altestes Stéingelblatt, (12) jiingstes Stingelblatt. In der reproduktiven Phase unterschied sich die
Verzweigung von Doppelmutanten und Kontrollen nicht signifikant voneinander. (G) Die myb38
myb84 Linie bildete deutlich weniger Nodien mit Sténgelbléttern (n=20).

40



Ergebnisse

3.4.3.4 Analyse der myb37 myb38 myb84 Tripelmutante

Die Tripelmutante, die alle drei erwédhnten mutanten Allele vereint, zeigte die stirkste
Reduktion der Sprossverzweigung. In dieser Kombination war die Bildung von Seitentrieben
wiahrend der vegetativen Entwicklungsphase fast vollstindig unterdriickt (Abb. 3-8 A-D).
Dariiber hinaus blieben die Achseln der Stingelblitter, die nach der Bliihinduktion als erstes
gebildet werden, hdufig leer. In der Infloreszenz wurden Seitentriebe in einem akropetalen
Gradienten gebildet. In der Position der dltesten Sténgelblattachsel lag der Prozentsatz der
Seitentriebbildung bei 30% und stieg dann bis zu den Positionen der beiden jiingsten
Stiangelblattachseln auf 100%. Die Anlage von lateralen Meristemen der Tripelmutante ist
demnach auch in der reproduktiven Phase deutlich inhibiert (Abb. 3-8 F-H). Die Zahl der
Stiangelblattnodien ist hier etwa um die Hélfte reduziert (Abb. 3-8 I). Die sekundire
Verzweigung der Infloreszenz wies ebenfalls einen Defekt auf, der sich in einer akropetalen
Zunahme bei der Bildung von Seitentrieben zweiter Ordnung duferte (Abb 3-8 J). AuBBerdem
zeigte die Tripelmutante mit durchschnittlich 55,3 cm einen erheblich langeren Hauptspross im
Vergleich zu den Kontrollen (32,2 cm) (Abb. 3-8 E). Bei der Bliitenbildung wurde kein
offensichtlicher Phénotyp beobachtet. Die Anzahl und Anordnung der Bliitenorgane wich nicht
vom Columbia-Wildtyp ab. Die Abszission der Petalen schien auch in dieser Mutante
verzogert zu sein. Die Tripelmutante bliihte in kurzen Fotoperioden deutlich frither (69,9 + 5,8
Tage) als Columbia-Wildtyppflanzen (83,1 + 2 Tage), was auch bei den oben beschriebenen
MYB-Insertionslinien und deren Kombinationen beobachtet wurde (Abb. 3-8 A).
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Abb. 3-8: Phanotyp der myb37 myb38 myb84 Tripelmutante. (A) Habitus der Tripelmutante (links)
und des Columbia-Wildtyps (rechts). myb37 myb38 myb84 Pflanzen blithen unter Kurztagbedingungen
frither als Wildtyppflanzen und bilden nur wenige Seitentriebe in Achseln von Sténgelbléttern. (B)
Ansicht einer Rosette der Tripelmutante mit leeren Blattachseln (Pfeil). (C) Ansicht einer
Wildtyprosette, die in jeder Blattachsel Seitentriebknospen besitzt (Pfeil). (D) In der Tripelmutante ist
die Verzweigung in der vegetativen Phase iiber die gesamte Lange der Sprossachse erheblich reduziert
(n=20). In Wildtyppflanzen werden dagegen in jeder Achsel Seitentriebe generiert. (E) Die
Infloreszenzen der myb37 myb38 myb84 Linie waren signifikant langer (n=20) als die der Kontrollen.
(F) Wildtyppflanzen bilden in jeder Stdngelblattachsel einen Seitentrieb (n=20). In der Kombination der
myb37 myb38 myb84 Insertionsallele nimmt die Anlage von Achselmeristemen in der Infloreszenz mit
einem akropetalen Gradienten zu. (G) Das Foto zeigt eine leere Sténgelblattachsel der Tripelmutante.
(H) Nahaufnahme einer leeren Stingelblattachsel, die keinerlei axilldre Struktur aufweist. (1) Die
Anzahl der Nodien mit Stingelbldttern ist in der Mutante signifikant reduziert (n=20). (J) Im Diagramm
ist die sekundire Verzweigung der Infloreszenz dargestellt (n=20). (1) bezeichnet die dlteste Achsel
eines priméren Seitentriebs, (9) die jiingste oberste Stingelblattachsel. Die Bildung von sekundiren
Seitentrieben ist in der Tripelmutante stark reduziert und nimmt in einem akropetalen Gradienten zu.
Die sekundéren Seitentriebe der Tripelmutante weisen weniger Nodien auf als die der Wildtyppflanzen.

Zusammenfassend zeigen die beschriebenen Phénotypanalysen, dass MYB37, MYB38 und
MYBB84 fiir redundante Funktionen kodieren, die die Bildung von Achselmeristemen wihrend
der vegetativen und der beginnenden reproduktiven Phase in unterschiedlichem Mal3
regulieren. Die betrdchtlichen Verzweigungsdefekte der myb37 myb38 Kombination deuten
darauf hin, dass diese beiden Gene dabei die Hautrolle bestreiten, wihrend MYB84 eher eine
untergeordnete Rolle spielt. Die Tripelmutante weist von allen Kombinationen der mutanten
Allele die stirksten Verzweigungsdefekte auf. Ebenso wie die reduzierte Verzweigung
addieren sich die anderen Defekte der Mutanten und treten bei der Tripelmutante am stérksten
hervor. So bliiht die Tripelmutante unter Kurztagbedingungen im Vergleich zu den anderen
Einzel- und Doppelmutanten am frithesten und zeigt die stirkste Verldngerung der
Infloreszenz. Neben den genannten phénotypischen Verdanderungen spielen MYB37, MYB38
und MYB84 auch eine Rolle bei der Festlegung der Anzahl von Stingelblattnodien, die in der
reproduktiven Phase angelegt werden. Das heifit, MYB37, MYB38 und MYB84 konnten die
Produktion von Phytomeren mit Stangelbléttern férdern, oder den Phasenwechsel, bei dem das

Infloreszenzmeristem mit der Anlage von Bliitenprimordien beginnt, verzégern.
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3.5 Phéanotypanalyse der Anlage von Achselmeristemen in R2ZR3 MYB
Insertionslinien unter Langtagbedingungen

3.5.1 Verzweigungsverhalten von Columbia Wildtyppflanzen in kurzen und langen
Fotoperioden

Alle vorhandenen Insertionslinien sowie deren Kombinationen wurden auch unter
Langtagbedingungen untersucht. Hierfiir wurden die Pflanzen von der Aussaat an in langen
Fotoperioden kultiviert. Unter diesen Bedingungen zeigten Wildtyppflanzen der Accessionen
Columbia und Wassilewskija ein anderes Verzweigungsmuster als unter Kurztagbedingungen.
Im Langtag wurde beobachtet, dass in den Achseln der dltesten Rosettenblétter keine lateralen
Meristeme angelegt wurden, bis zur Mitte der Rosette jedoch in zunehmendem MaB}. Vom
mittleren Bereich der Sprossachse bis zu den jiingsten Rosettenbléttern wurde in jeder Achsel
ein Seitentrieb gebildet. Das Potenzial laterale Meristeme zu bilden folgt somit einem
akropetalen Gradienten. Dieser Gradient betrifft nur die untere Hélfte der Sprossachse, da wie
erwédhnt bis zur Mitte der Rosette zu 100% Achselmeristeme angelegt werden. Auch in den
Keimblattachseln besteht das Potenzial Achselmeristeme zu bilden, was jedoch nur in ca. 50%
der Achseln realisiert wird (Abb. 3-9 C). Die beschriebenen Beobachtungen beziehen sich hier
auf die Entscheidung, ob ein Achselmeristem angelegt wird oder nicht. Auf eine zeitliche
Dynamik der Anlage von Achselmeristemen wurde hier nicht eingegangen im Gegensatz zur
Analyse des Entwicklungszustands von Achselknospen. Als ,,weiter entwickelte® Knospen
wurden hier Knospen bezeichnet, die grofler waren und mehr sichtbar entwickelte
Blattprimordien zeigten als andere Knospen, die als weniger weit entwickelt eingestuft
wurden. Die Achselknospen waren bei der Analyse der Wildtyppflanzen im Langtag in den
jiingsten Blattachseln am weitesten entwickelt, wihrend sie in Richtung der Rosettenbasis in
der Entwicklung immer weiter zuriick lagen, mit Ausnahme der Achselknospen in den
Keimblittern (Abb. 3-9 D). Im Gegensatz dazu wurde bei Pflanzen, die unter
Kurztagbedingungen angezogen worden waren, in der Regel in jeder Achsel eines
Rosettenblatts die Anlage eines Achselmeristems beobachtet (Keimblétter nicht beriicksichtigt)
(Abb. 3-9 A). Im oberen und unteren Bereich der vegetativen Sprossachse waren die

Achselknospen weiter entwickelt als in der Mitte (Abb. 9-3 B). Columbia-Pflanzen, die unter
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Langtagbedingungen kultiviert wurden, bildeten in einigen Sténgelblattachseln akzessorische
Seitentriebe. Dagegen wurden bei Columbia-Pflanzen, die unter Kurztagbedingungen
angezogen worden waren, in den Achseln von Stingelbléttern nie akzessorische Seitentriebe
gefunden. Das gleiche gilt fiir Wassilewskija-Pflanzen, die im Vergleich zu Columbia jedoch

mehr akzessorische Seitentriebe bildeten, wenn sie in langen Fotoperioden kultiviert wurden.

Abb. 3-9: Muster der Anlage von Achselmeristemen und
Dynamik der Knospenentwicklung unter Kurz- und
Langtagbedingungen. (A, C) Die Schemata zeigen die
Entscheidung iiber die Anlage eines LM entlang der
Sprossachse. Oben unter Kurztagbedingungen, unten bei
Kultivierung in langen Fotoperioden. (B, D) Schematische

A B Darstellung der Dynamik der Achselknospenentwicklung
entlang der Sprossachse. Oben unter Kurztag-, unten unter
Langtagbedingungen.
\,\ /
C D

3.5.2 Verzweigung von R2R3 MYB-Insertionslinien in langen Photoperioden

Fiir die makroskopischen Analysen der Verzweigung wurden jeweils 20 Pflanzen untersucht,
jedes Experiment wurde wiederholt. Die unten beschriebenen Verzweigungsmuster wurden in

jedem Fall bei der Wiederholung des Experiments bestatigt.

Das Verzweigungsmuster von myb37 ist in langen Photoperioden gegeniiber dem Wildtyp
nicht verdndert. Dies steht im Gegensatz zu den Beobachtungen unter Kurztagbedingungen,
wo die MYB37 Funktion eine starke Reduktion der Verzweigung hervorruft. Bei myb37
Pflanzen, die parallel zu Columbia Wildtyppflanzen im Langtag angezogen wurden, wurde ein
akropetaler Gradient der Anlage von Achselmeristemen gefunden, der wie der Wildtyp-

Gradient verlduft. Im Langtag wurde bei myb37 aulerdem weder ein fritheres Blithen noch
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eine ldngere primére Infloreszenz festgestellt. Diese Beobachtungen treffen auf alle anderen
analysierten Linien unter Langtagbedingungen ebenfalls zu. Die Infloreszenzen der im Langtag
angezogenen Pflanzen bildeten im Schnitt drei Stangelbldtter, aus deren Achseln Seitentriebe
hervorgingen. Dies trifft sowohl auf Wildtypen als auch auf die Mutanten zu. Die myb37-
Mutante wies jedoch in allen Stédngelblattachselpositionen weniger akzessorische Seitentriebe
auf als die Kontrollen. Im Langtag zeigt sich demnach eine Funktion von MYB37 in der

reproduktiven Phase bei der Anlage von akzessorischen Seitentrieben (Daten nicht gezeigt).

Die vegetative Verzweigung von Wassilewskija-Pflanzen im Langtag ist sehr dhnlich zu der
von Columbia-Pflanzen. Die myb38-Linie im Ws-Hintergrund zeigte bei der Analyse keine
Abweichung der Verzweigung aus Rosettenblattachseln zu den Kontrollpflanzen. In der
Infloreszenz hingegen wurde eine Reduktion der Bildung von akzessorischen Seitentrieben
beobachtet. Das Ausmal} der Reduktion ist dabei im Verhiltnis zu myb37-Pflanzen geringer
(Abb. 3-10 A).

Die myb84 Linie zeigte in der vegetativen Phase keine phénotypische Abweichung vom
Wildtyp. Im Gegensatz dazu wies die Linie auch eine Reduktion der akzessorischen Triebe

wéhrend der reproduktiven Phase auf (Daten nicht gezeigt).

Diese Beschreibung trifft auch auf die myb37 myb84 Doppelmutante zu. Eine Abweichung
zum Wildtypphénotyp fand sich bei der Bildung von akzessorischen Seitentrieben, die deutlich
starker reduziert war als bei der myb37- oder myb84-Einzelmutante (Abb. 3-10 B). MYB37 und
MYB84 haben demnach redundante Funktionen bei der Kontrolle der Anlage von

Achselmeristemen, aus denen akzessorische Seitentriebe hervorgehen.

T,-Nachkommen aus einer Kreuzung zwischen Columbia- und Wassilewskija-Wildtypen
lieBen sich bei Kultivierung in langen Photoperioden beziiglich der Verzweigung nicht von den
Columbia- oder Wassilewskija- Accessionen unterscheiden. In der vegetativen Phase
unterschieden sich bei der Analyse weder die Doppelmutante myb37 myb38 noch myb38
myb84, die beide einen gemischten Hintergrund haben, von den Kontrollpflanzen. Bei beiden

Linien war jedoch die Anlage von Achselmeristemen betroffen, aus denen akzessorische
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Seitentriebe hervorgehen. Exemplarisch sind die Daten der myb37 myb38 Doppelmutante in
Abb. 3-10 C dargestellt. Die Anzahl der akzessorischen Triebe sind in beiden Doppelmutanten
deutlich reduziert und zwar jeweils stirker als bei einer der entsprechenden Einzelmutanten
(Daten nicht gezeigt). Dies spricht wiederum fiir redundante Funktionen der Gene bei der

Anlage von Achselmeristemen in der reproduktiven Phase unter Langtagbedingungen.

-
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Abb. 3-10: Verzweigung von myb-Insertionslinien in der generativen
Phase unter Langtagbedingungen. Exemplarisch dargestellt ist die Bildung
von akzessorischen Seitentrieben in myb38 (Diagramm A), myb37 myb84
(Diagramm B) und in myb37 myb38 (Diagramm C).

Die Tripelmutante zeigte unter Langtagbedingungen nur in der reproduktiven Phase eine
Abweichung vom Wildtypphinotyp. In der Mutante fehlten akzessorische Seitentriebe in der

Infloreszenz génzlich (Daten nicht gezeigt).

Die Analyse der Verzweigung in den Insertionslinien und deren Kombinationen machte eine
Funktion der MYB-Gene in der reproduktiven Phase unter Lantagbedingungen deutlich. Die
Anlage von Meristemen, aus denen akzessorische Seitentriebe gebildet werden, ist in den
Mutanten inhibiert. Dabei zeigen die verschiedenen Doppelmutanten und die Tripelmutante
jeweils einen stirkeren Effekt als die Einzelmutanten, wodurch die Redundanz in der Funktion
von MYB37, MYB38 und MYB84 bei der Kontrolle der Anlage von lateralen Meristemen erneut
deutlich wird.
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3.6 Uberexpression des MYB38-Gens unter der Kontrolle des
Blumenkohlmosaikvirus-35S-Promotors

MYB38 weist iiber die gesamte Linge des ORFs hinweg die grofite Sequenzéhnlichkeit zum
Blind-Gen der Tomate auf. Daneben zeigt dieses Gen von allen Genen der Untergruppe die
stirkste Expression im Sprossapex und ist insgesamt, wie in Kap. 3.1 beschrieben, am
dhnlichsten zu Blind exprimiert. Diese Eigenschaften lassen vermuten, dass MYB38 eine
ahnliche Funktion wie Blind ausiiben konnte. Daher war es zunichst iiberraschend, dass die
myb38 Einzelmutante keinen Phéanotyp aufweist. Um die Genfunktion von MYB38 genauer zu
analysieren, wurde ein Uberexpressionskonstrukt generiert, wodurch MYB38 unter der
Kontrolle des Blumenkohlmosaikvirus-35S-Promotors ubiquitér exprimiert wird. Dazu wurde
der ORF von MYB38 hinter den 35S-Promotor in den Vektor pGPTV-BAR kloniert. Fiir die
Klonierung wurden die MYB38-Sequenzen aus Columbia verwendet. Mit dem resultierenden
Plasmid wurden mittels der ,,Floral Dipping* Methode (engl.: florale Eintauchmethode) nach
Clough und Bent, 1998, Arabidopsis-Wildtyppflanzen (Columbia) transformiert. Im 4-6-
Blattstadium wurde eine Basta®-Selektion durchgefiihrt und so transgene Pflanzen
identifiziert. Primértransformanten wurden zunichst unter Kurztagbedingungen angezogen, um
die Pflanzen zu kréftigen. Die Pflanzen wurden nach 4 Wochen in Langtagbedingungen
tiberfiihrt. Transgene Pflanzen zeichneten sich durch einen kleineren, zierlicheren Habitus aus
(Abb. 3-11 A). Des weiteren waren die Stingelblitter schmal und aufgerollt (Abb. 3-11 B). Die
Bliiten wiesen kiirzere Sepalen auf als der Wildtyp (Abb. 3-11 D, Pfeilspitze) und 6ffneten sich
eher als Wildtypbliiten (Vgl. Abb. 3-11 C, D). Pflanzen mit extremem Phéinotyp bildeten
keinen Pollen. Ca. zwei Drittel der 63 untersuchten Primértransformanten blithten spdt im
Vergleich zu Wildtypkontrollen. Hinsichtlich der Bildung von Seitentrieben zeichnen sich die
Uberexpressionspflanzen durch die Bildung eines akzessorischen Seitentriebs in fast jeder
Stingelblattachsel aus (Abb. 3-11 B, Pfeilspitze). Dies beobachtet man bei dem Okotyp
Columbia nur in einzelnen Achseln. Mittels Northern-Blot-Analyse wurden fiinf verschiedene
transgene T,-Linien untersucht. Pro Linie wurden fiinf Schwesterpflanzen analysiert. Das
Ergebnis zeigte eine positive Korrelation zwischen der MYB38-Transkriptakkumulation und
der Stirke des Phénotyps. Dieser Verzweigungsphinotyp deutet darauf hin, dass MYB38

wihrend der reproduktiven Phase eine spezifische Funktion bei der Anlage von
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Achselmeristemen ausiibt und zur Kompetenz der Blattachseln fiir die Anlage von

Achselmeristemen beitragt.

Abb. 3-11: Phanotyp von MYB38-Uberexpressionspflanzen. (A) Der Habitus von Pflanzen, die
MYB38 unter der Kontrolle des 35S-Promotors (Blumenkohlmosaikvirus) exprimieren (rechts) ist
gestauchter und zierlicher als der Habitus von Columbia Wildtyppflanzen (links). (B) Transgene
Pflanzen haben aufgerollte Stingelbldtter und bilden in fast jeder Stingelblattachsel einen
akzessorischen Seitentrieb (Pfeilspitze). (C) Wildtypknospe im gleichen Entwicklungsstadium wie die
Knospe in (D). (D) Knospe einer 35S::MYB38-Pflanze, die sich eher 6ffnet als Wildtypknospen (C) und
verkiirzte Sepalen bildet (Pfeilspitze).

In einem weiteren Schritt wurden 35S::MYB38 Transgene mit las-4 Pflanzen gekreuzt. Die
Phanotypanalyse in Bezug auf die akzessorischen Seitentriebe soll Aufschluss dariiber geben,
inwieweit sich die Funktionen der beiden Gene beeinflussen. Arbeiten von Greb et al., 2003,
haben anhand von axr-1 las-4 Doppelmutanten gezeigt, dass LAS die Kompetenz vermittelt,
akzessorische Seitentriebe zu bilden. Wahrend in axr-1 Mutanten zu einem hohen Prozentsatz
akzessorische Seitentriebe gebildet wurden, war dies in axr-1 las-4-Doppelmutanten nicht
mehr zu beobachten. Zu diesem Zeitpunkt wachsen T,-Pflanzen aus der oben genannten
Kreuzung heran, die im Rahmen dieser Arbeit phidnotypisch nicht mehr ausgewertet werden

konnen.
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3.7 Charakterisierung des Expressionsmusters von MYB37, MYB38 und
MY B84 durch RNA in situ-Hybridisierungen

3.7.1  Allgemeine Bemerkungen zur Methode der RNA in situ-Hybridisierungen

Die Expressionsanalyse eines Gens hat zum Ziel, die Aktivitidt des Gens im Organismus zu
verfolgen. Das Expressionsmuster eines Gens kann neben dem Phénotyp der Mutante wichtige
Informationen zur Funktion eines Gens liefern. Wéhrend der Phidnotyp Aufschluss iiber den
biologischen Vorgang gibt, an dem ein Gen beteiligt ist, gibt das Expressionsmuster
Aufschluss iiber das raumliche und zeitliche Muster, in dem ein Gen wihrend der Entwicklung
exprimiert wird. Mit diesem Ansatz l4sst sich auch die Beziechung zwischen Expressions- und
Wirkungsort des Gens analysieren. Beim Vergleich der Lokalisierung der Expression mit dem
Phénotyp kann festgestellt werden, ob der Expressionsort eines Gens mit dessen Wirkungsort
tibereinstimmt. Stimmt die gefundene Doméne nicht mit den Geweben oder Zellen iiberein, die
den Phénotyp aufweisen, kann dies zum Beispiel bedeuten, dass das entsprechende Protein zur
Ausiibung seiner Funktion transportiert werden muss. Weiterhin kann eine Expression, die
iiber die Doménen des Phianotyps hinausgeht, Hinweise zu moglichen weiteren Genfunktionen
liefern. Dariiberhinaus kann ein Vergleich der Expressionsdomédnen verschiedener Gene
Hinweise darauf geben, ob die Gene in vivo in regulatorischer Beziehung zueinander stehen

oder die Genprodukte miteinander interagieren konnten.

Mit Hilfe der RNA in situ-Hybridisierung (RNA-ISH) ldsst sich auf direktem Wege feststellen,
in welchen Zellen des Organismus ein bestimmtes Gen aktiviert wird, indem man spezifisch
die mRNA des Gens nachweist. Insofern ldsst sich die RNA-ISH mit Reportergenanalysen
vergleichen, die ebenfalls auf zelluldrer Ebene die Promotoraktivitidt von Genen widerspiegeln.
Die Reportergene — zum Beispiel GFP oder GUS — werden unter der Kontrolle des Promoters
des zu untersuchenden Gens exprimiert. Dabei hat sich allerdings in einigen Beispielen
gezeigt, dass durch eine erhohte Stabilitit des GUS-Proteins im Vergleich zu dem endogenen
Protein die zeitliche Expression durch den Reporter verdndert wiedergegeben werden kann.
Anders als bei den bisher erwidhnten Methoden verhilt es sich dagegen bei translationalen

Fusionen. Hier gibt das Signal des Reporterproteins die Lokalisierung des endogenen Proteins
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wieder und nicht die Transkriptverteilung des Gens, die sich von der Verteilung des Proteins
unterscheiden kann. Es muss jedoch in Betracht gezogen werden, dass sich die Lokalisierung
des nativen Proteins von der der Proteinfusion unterscheiden kann, wenn z.B. durch die
entstandene Grofenzunahme oder eine verdnderte Proteinfaltung die Stabilitit oder der
Transport gedndert wird. Des weiteren kann es zu Diffusion kommen, die den Signalbereich im
Vergleich zum endogenen Protein verfialschen. Um dem zu entgehen, bleibt ein Ansatz, in dem
direkt das Protein immunologisch durch Antikérper nachgewiesen wird. Diese Methode ist
allerdings relativ aufwindig und bei niedriger Abundanz der Proteine, wie es im hier

vorliegenden Fall zu erwarten ist, nicht unproblematisch.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Gene MYB37, MYB38 und MYB84 mittels RNA-ISH
untersucht. Bei dieser Methode wird eine Gegensinn-RNA synthetisiert, die mit der mRNA des
untersuchten Gens hybridisieren kann. Zur Synthese wird UTP verwendet, an das Digoxigenin
gekoppelt ist. An die markierten UTP-Bausteine bindet dann ein Antikorper, an welchen
wiederum das Enzym Alkalische Phosphatase gekoppelt ist. Bei Inkubation mit den
entsprechenden Substraten bildet das Enzym daraus lokal begrenzt farbige Prézipitate, die

somit die mRNA-Verteilung des Gens auf zelluldrer Ebene wiederspiegeln.

3.7.2  Transkriptverteilung von MYB37 in der vegetativen Phase

3.7.2.1 Transkriptakkumulation von MYB37 in 4 Wochen alten Sprossapices

Achselmeristeme entstehen in der Verbindung zwischen Blattprimordium und dem Stamm,
also in der Blattachsel. Fiir den Columbia-Wildtyp wurde die Bildung von lateralen
Meristemen und die daraus resultierende Bildung von Achselknospen ab P21/22 beschrieben
(Stirnberg et al., 2002). Die Blattprimordien werden hier mit PO, P1, P2 usw. vom jilingsten
Primordium (P) an mit aufsteigendem Alter bezeichnet, wie bei Smith et al. (1992) und Long
und Barton (2000) beschrieben. In der beschriebenen myb37-Mutante fehlen Seitentriebe

insbesondere in den Achseln von dlteren Rosettenbléttern. Aufgrund dieses Phénotyps, der sich
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auf die vegetative Phase der Entwicklung bezieht und Gewebe betrifft, die im Sprossapex

angelegt werden, wurden zunéchst vegetative Sprossapices (28d alt) untersucht.

Abb. 3-12: Analyse der Transkription von MYB37 in Columbia Wildtyppflanzen. (A) Léingsschnitt
durch ein 28 Tage altes vegetatives Meristem, hybridisiert mit einer Gegensinn-Sonde von MYB37
mRNA. (B) Sinn-Kontrolle von MYB37. C-D: MYB37-Transkriptnachweis. Langsschnitte durch
Meristeme von Pflanzen, die 28d lang im Kurztag angezogen wurden und dann mit zwei (C) oder vier
(D) langen Fotoperioden induziert wurden. E-H: Sukzessive Querschnitte duch ein vegetatives
Meristem von einer Pflanze, die 28d lang im Kurztag angezogen wurde. Die Hybridisierung erfolgte
mit einer MYB37-Gegensinn-Sonde.

Die Transkriptakkumulation von MYB37 wurde zundchst im Bereich zwischen dem SAM und
entstehenden Blattprimordien detektiert. Dabei ldsst sich das MYB37 Transkript von PO bis
P10/11 nachweisen, nicht jedoch in dlteren Blattachseln (Abb. 3-12. A, B). PO ist vollstindig
im SAM erhalten, wihrend P1 sich bereits als kleine Vorwdlbung an der Flanke des Meristems
zeigt. Ab P2 bildet sich eine Spalte zwischen dem Primordium und dem SAM. Das MYB37
Transkript befand sich im Zentrum der Primordiumsachsel in einer kreisformigen Doméne.
Das Signal umfasste in den Achselbereichen von sehr jungen Primordien immer die L3-
Schicht, hiufig auch die L1- und L2- Schicht. Im Vergleich von Quer- und Langsschnitten
(Abb. 3-12. A, E-H) konnte man feststellen, dass die Expressionsdoméne insgesamt in der

dreidimensionalen Ebene eine eiféormige Figur darstellt. In der transversen Ebene zeigte sich
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das MYB37-Signal in einer Breite von 3-5 Zellen. Longitudinal umfasste das Signal ebenfalls
3-5 Zelllagen. Fiir die Charakterisierung der MYB37-Expression wurden ca. 20 Apices

untersucht.

3.7.2.2 Transkriptakkumulation von MYB37 in zwei Wochen alten Sprossapices

Die Phinotypen der im vorangegangenen Kapitel beschriebenen myb-Mutanten lassen eine
funktionelle Redundanz der Gene MYB37, MYB38 und MYB84 erkennen. Da Genfamilien bzw.
deren Subfamilien hdufig durch differentielle Expression gekennzeichnet sind, ist es
vorstellbar, dass die MYB-Gene sich auch durch eine unterschiedliche zeitliche Expression
oder durch die Expression in verschiedenen Entwicklungsstadien der Pflanze unterscheiden.
Die myb37 Mutante zeichnet sich vor allem durch das Fehlen von Lateralmeristemen in den
dlteren und éltesten Blattachseln aus (Kap. 3.4.2.1). Da diese Seitentriebe in frithen
Entwicklungsstadien der Pflanzen angelegt werden, wurden auch 14d alte vegetative Apices
mittels RNA-ISH untersucht, um Aufschluss iiber die Expression von MYB37 zu diesem
Zeitpunkt zu erhalten. In 14d alten Sprossapices liel sich das MYB37-Transkript jedoch nicht
nachweisen (acht Apices in zwei unabhéngigen Experimenten wurden untersucht). Da sich der
myb37-Phianotyp wie erwihnt hauptsichlich in den dltesten Blattachseln zeigt, in denen zu
einem frilhen Zeitpunkt Achselmeristeme angelegt werden, iiberrascht dieser Befund.
Positivkontrollen mit 28d alten Apices zeigten dagegen das vorher beschriebene MYB37-
Muster. In einem weiteren Kontrollexperiment wurden Langsschnitte von 14d alte Apices mit
einer Gegensinn-Sonde des Gens SHOOT MERISTEMLESS (STM) hybridisiert. Bei dieser
Untersuchung wurden die gleiche Transkriptverteilung wie in 28d alten Meristemen (Long und

Barton, 2000) gefunden.
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3.7.3  Transkriptverteilung von MYB37 in der reproduktiven Phase

3.7.3.1 Untersuchung von reproduktiven Sprossapices

Des weiteren wurden reproduktive Sprossapices untersucht, da sich in der Doppelmutante
myb37 las-4 eine Funktion fiir MYB37 auch in der reproduktiven Phase zeigte. Dartiber hinaus
verursacht eine Mutation im homologen Gen Blind aus Tomate eine starke Reduktion der
Verzweigung in der Infloreszenz. Im Gegensatz zum Wildtyp, wo 10-12 Bliiten aus einer
Infloreszenz hervorgehen, werden in blind-Mutanten oft nur 1-2 Bliiten gebildet (Schmitz et
al., 2002).

Die hier untersuchten Apices stammten von Pflanzen, die 28d unter Kurztagbedingungen
kultiviert und anschlieend 2, 4 oder 7 Tage lang mittels langer Fotoperioden induziert wurden
(Abb. 3-12. C, D). Das MYB37-Gen wird in reproduktiven Apices im gleichen Muster
exprimiert wie in der vegetativen Phase. Das MYB37 Signal markiert in
Infloreszenzmeristemen ebenfalls ab PO den Achselbereich von Primordien. Sowohl entlang
der longitudinalen als auch der transversalen Achse ist die Expression jeweils 3-5 Zelllagen
tief. Das Signal umfasst dabei immer die L3-Schicht, meist auch die L2 und L1. Apices, die 7
Tage lang induziert wurden, wiesen deutlich sichtbare Seitentriebe auf. Die Apikalmeristeme
dieser Triebe zeigten die gleiche MYB37-Transkriptverteilung wie das primére
Sprossapikalmeristem. Die RNA-ISH-Muster von MYB37 zeigen, dass sich das primére und
die sekundidren SAMs in Bezug auf die Expression von MYB37 nicht unterscheiden und dass

MYB37 spezifisch im Zentrum von Blattachseln exprimiert wird.

3.7.3.2 Untersuchung von jungen Blitenknospen

Zusétzlich zu den Apices wurden Bliitenknospen untersucht, da in der blind-Mutante aus
Tomate ein stark verdnderter Bliitenphdnotyp im Vergleich zu Wildtyppflanzen vorliegt
(Schmitz et al., 2002), der in Arabidospis eventuell durch Redundanz verborgen bleibt.

AuBerdem ging aus den RT-PCR Daten hervor, dass MYB37 in Bliitenknospen exprimiert ist,
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so dass durch eine genauere Analyse der Expressionsdoménen hier Aufschluss iiber die

Genfunktion erlangt werden konnte.

In jungen Bliitenknospen war keine MYB37-mRNA nachzuweisen. Dies bedeutet entweder,
dass das Transkript mit der hier angewandten Methode nicht nachzuweisen ist, obwohl anhand
der RT-PCR-Ergebnisse (Kap. 3.1) die Expression im Sprossapex nicht stirker erscheint als
die in Bliitenknospen. Wahrscheinlicher ist, dass MYB37 in dem hier analysierten
Entwicklungsstadium der Knospen noch nicht exprimiert wird, in dlteren Stadien hingegen
schon, da bei den RT-PCR-Analysen ein Gemisch von Bliitenknospen in verschiedenen

Entwicklungsstadien vorlag.

3.7.4  Transkriptakkumulation von MYB37 in myb37 Pflanzen

Die Transkription von MYB37 wurde auch in der myb37 Mutante untersucht, um festzustellen,
ob das MYB37-Protein selbst einen Einfluss auf die Transkription des MYB37-Gens hat.
Hierfiir wurden 28d alte vegetative Apices verwendet. Dabei wurde kein Unterschied in der
Verteilung der verkiirzten mRNA in der myb37 Mutante gegeniiber dem Muster in Wildtyp-
Pflanzen gefunden. Ebenso liel sich auch quantitativ kein Unterschied im Vergleich zur
Wildtypexpression feststellen. In der Mutante konnen also hdchstens geringe, mit dieser
Methode ebenso wenig wie durch RT-PCR (Kap. 3.1) nachweisbare Unterschiede in der
Transkriptionsintensitit vorliegen. Daher legt das erhaltene Muster der Transkriptverteilung
nahe, dass das Wildtypprotein nicht fiir eine positive oder negative Riickkopplung zur
Regulation von MYB37 benétigt wird. Da es sich bei dem hier beschriebenen mutanten
MYB37-Allel nicht eindeutig um ein Null-Allel handelt, kann man eine Riickkopplung durch

ein verkiirztes aber moglicherweise noch funktionsfihiges Protein nicht ausschliefen.

3.7.5 Transkriptverteilung von MYB38

Die MYB38-Transkriptverteilung wurde an 28d alten vegetativen Apices untersucht. Das

MYB38-Transkript wurde in allen untersuchten Zellen gefunden, das Gen wird also ubiquitér
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transkribiert (Abb. 3-13 A). Parallel durchgefiihrte Hybridisierungen mit Sinn-Sonden zeigten
kein Signal (Abb. 3-13 B). Fiir MYB38 wurde eine spezifische Funktion in der Anlage von
Achselmeristemen nachgewiesen (Kap. 3.4). Daher {iberrascht dieses Ergebnis zunichst, da die
Einzelmutante auflerdem keinen abweichenden Phéanotyp zum Wildtyp (Wassilewskija)
aufweist. Aus diesem Grund wurde das RNA-ISH Experiment mit einer anderen MYB38-
Sonde wiederholt. Die Ergebnisse waren deckungsgleich mit den Daten, die mit Hilfe der
ersten verwendeten Sonde erzielt wurden. Die gefundene ubiquitdre Expression von MYB38
stimmt mit den RT-PCR Daten iiberein, soweit diese vergleichbar sind (Vgl. Kap. 3.1). Erstens
ist MYB38 das Gen, welches die quantitativ stirkste Transkriptakkumulation aufweist.
Zweitens wurde das MYB38-Transkript im Gegensatz zu den mRNAs aller anderen Blind-

homologen Gene durch RT-PCR-Analyse in allen untersuchten Organen nachgewiesen.
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Abb. 3-13: Analyse der Transkription von MYB38 und MYB84: (A)
Langssschnitt durch ein 28d altes Meristem. Nach der Hybridisierung mit
einer MYB38-Gegensinn-Sonde wird das Transkript in allen Zellen
detektiert. (B) Nach der Hybridisierung eines 28d alten Apex mit einer
MYB38-Sinn-Sonde lédsst sich kein Signal nachweisen. (C) 28d altes
Meristem  (Langsschnitt), das mit einer MYB84-Gegensinn-Sonde
hybridisiert wurde. Das MYB84-Transkript akkumuliert in Blattachseln.

3.7.6 Transkriptverteilung von MYB84

In 28d alten Sprossapices findet sich die MYB84-mRNA im Achselbereich von jungen
Blattprimordien. Das Transkript wurde ab P2 nachgewiesen, wenn sich schon deutlich eine

Spalte zwischen dem Primordium und dem SAM erkennen ldsst (Abb. 3-13 C). Sowohl in
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Langs- als auch in Querschnitten umfasste das Signal 3-5 Zelllagen und markierte eine
kreisformige Doméne in der Primordiumsachsel. Das MYB84-Transkript war von P2-P10/P11
nachweisbar. Die Transkriptverteilung folgt einem sehr dhnlichen Muster wie die von MYB37.
Im Unterschied dazu wird MYB84 etwas spéter exprimiert. Fiir das Experiment wurden ca. 12
Apices untersucht (Langs- und Querschnitte). In induzierten Sprossapices (4 Langtagperioden
nach 28-tdgiger Kultivierung unter Kurztagbedingungen) fand sich die MYB84-
Transkriptakkumulation ebenfalls in kreisformigen Domédnen in Achseln von jungen

Stingelblattprimordien, dhnlich wie in vegetativen Apices.

3.8 Integration der MYB37-Funktion in den Prozess der
Achselmeristembildung

3.8.1 LAS-Expression und MYB37-Expression sind nicht voneinander abhangig

Eine Mutante, die einen spezifischen Defekt in der Anlage von lateralen Meristemen aufweist,
ist die lateral suppressor (las) Mutante. In las-4 Pflanzen werden in der vegetativen Phase
kaum Achselmeristeme angelegt, so dass meist keine oder nur wenige Seitentriebe gebildet
werden. Werden diese Triebe gebildet, so finden sie sich immer in Achseln der jlingsten
Rosettenblitter. Ferner ist auch die sekundédre Verzweigung betroffen. Im Gegensatz zum
Wildtyp bleiben die ersten zwei bis drei Blattachseln der sekunddren Triebe leer. Neben dem
Seitentriebphanotyp weisen las-4 Pflanzen eine Tendenz zur Konkauleszenz auf und die

Abszission der Petalen scheint verzogert stattzufinden (Greb et al., 2003).

Das LAS-Gen kann als Marker von Zellen betrachtet werden, die die Kompetenz zur Bildung
eines Achselmeristems besitzen, da gezeigt wurde, dass Achselmeristeme aus LAS-positiven
Zellen hervorgehen (Greb et al., 2003). Hier sollte die LAS-Expression in Tripelmutanten
untersucht werden, um zu klédren, ob die Expression von MYB37 eine Voraussetzung der LAS-

Expression ist, zumal MYB37 friiher als LAS aktiviert wird.
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Im Wildtyp (Columbia) wurde LAS-mRNA von P1 an in der Grenzregion zwischen dem
Primordium und dem SAM bzw. zwischen Blattprimordien und dem Stamm nachgewiesen.
LAS-positive Zellen umfassten dabei die L1-, L2- und L3-Schicht. Die Expressionsdoméne war
in Richtung der longitudinalen Achse ca. fiinf Zelllagen tief. In der adaxialen-abaxialen
Richtung war die Doméne schmaler, ca. 2 Zelllagen. In élteren Blattachseln fokussierte sich
die Transkriptverteilung auch entlang der longitudinalen Achse auf ca. 2-3 Zelllagen, so dass
LAS spezifisch die Achseln von Bléttern, also die Schnittstelle zwischen Blattprimordium und
Stamm, markierte. Diese Befunde bestétigen die Untersuchungen von Greb et al. 2003. In der
Tripelmutante weicht die LAS-Transkriptverteilung nicht vom Wildtyp ab (Abb. 3-15 G). LAS
markiert hier ebenfalls den Ubergang von Blattprimordium zum SAM (P1) bzw. die
Blattachseln dlterer Primordien (P2-P10). Es ist an dieser Stelle zu bemerken, dass hier
Blattprimordien, die dlter als P10 waren, nicht untersucht wurden, so dass keine Aussage
getroffen werden kann, ob dort die LAS-Transkription verdndert ist. Die LAS-Expression wurde
fiir Columbia bis P20/22 beobachtet, wobei sich ein morphologisch sichtbares Lateralmeristem
(LM) ab P21 zeigt (Greb et al., 2003). Die vorliegenden Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass
fiir die Expression von LAS in den Primordien 1-10 MYB37-, MYB38- und MYB84- Aktivitit
nicht notwendig ist. AuBerdem zeigen die Ergebnisse, dass in der Tripelmutante die Zellen in
den Blattachseln meristematischen Charakter besitzen, der sowohl durch LAS- als auch durch
STM-Expression (siehe unten) gekennzeichnet ist. Wahrscheinlich haben die MYB-Gene also

bei der Achselmeristembildung eine Funktion, die von LAS unabhéngig ist.

Neben dem oben beschriebenen Experiment wurde die MYB37-Expression in las-4-Pflanzen
untersucht. Hierdurch sollte die Frage geklirt werden, ob die MYB37-Expression von LAS
abhingig ist. Obwohl MYB37 friiher als LAS aktiviert wird, PO respektive P1, ist es theoretisch
moglich, dass die weitere oder spétere Expression von MYB37 durch LAS kontrolliert wird.
Man kann sich zum einen eine Aufrechterhaltung der Expression durch positive Riickkopplung
vorstellen und zum anderen eine spezifische Inhibition von MYB37. Fiir das Experiment
wurden anhand von Lingsschnitten die Primordien PO- P6/7 von 28d alten vegetativen Apices
untersucht. In diesen Primordien weicht die Transkriptverteilung von MYB37 nicht von der
oben beschriebenen ab (Daten nicht gezeigt). Dies bedeutet, dass die MYB37-Transkription

nicht von LAS kontrolliert, sondern unabhéngig etabliert wird.
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3.8.2 In der myb37 myb38 myb84-Tripelmutante unterbleibt die Anlage von
Achselmeristemen

Das Gen SHOOT MERISTEMLESS (STM) wird zum einen dafiir benétigt, das SAM zu
etablieren und zum anderen fiir seine Aufrechterhaltung. Es handelt sich um einen zur
KNOTTED1-Klasse gehérenden Homeodoménen-Transkriptionsfaktor (Long et al., 1996).
STM wird sowohl in der zentralen als auch in der peripheren Zone des Meristems transkribiert.
Die STM-Transkription wird wihrend des gesamten Lebens der Pflanze aufrechterhalten. STM-
Transkriptakkumulation findet sich in allen Arten von Meristemen, wie dem primédren, dem
lateralen und dem floralen Meristem. Daher kann STM auch als Marker fiir den
meristematischen Zustand von Zellen im oberirdischen Teil von Pflanzen dienen (Long und
Barton, 2000).

In der myb37 myb38 myb84 Tripelmutante ist die Bildung von Seitentrieben weitgehend
unterdriickt (Kap. 3.4.3.3). Die Expressionsdoménen von STM und MYB37 bzw. MYB84 in den
Zentren von Blattachseln sind iiberlappend, was eine Voraussetzung dafiir ist, dass eines der
beiden Gene das andere regulieren konnte. Hier wurde die STM-Expression in der
Tripelmutante untersucht, um die Frage zu kldren, ob die MYB-Gene eine Voraussetzung zur
Etablierung des meristematischen Charakters von Achselzellen sind, oder ob sie fiir einen

nachfolgenden Schritt der Entwicklung von Achselmeristemen verantwortlich sind.

Im Wildtyp wurde STM-Transkriptakkumulation, aufler im SAM, auch in den
interprimordialen Bereichen zwischen den jungen Blattprimordien P1-P16 detektiert. Ab dem
Primordium P16 konnte im zentralen Bereich der Blattachsel eine fokussierte STM-
Expressionsdomine nachgewiesen werden, die die Organisation des neuen Achselmeristems
anzeigt (Abb. 3-14 B, D, Pfeilspitzen). Diese Ergebnisse bestitigen die Resultate der
Untersuchungen von Greb et al. (2003) an Columbia-Pflanzen sowie die von Long und Barton
(2000) an Landsberg erecta. In jungen Blattachseln iiberlappen die Expressionsareale von
MYB37 und MYB84 mit dem von STM. Dariiber hinaus schliefit die ubiquitdre Expression von
MYB38 die Domédnen von STM in den interprimordidren Regionen ein. Die STM-Expression in
jungen Entwicklungsstadien (P1-P15) der Tripelmutante ldsst sich nicht vom Wildtyp
unterscheiden (Abb. 3-14 A, C). Dagegen ist in fast keiner Achsel ab dem Primordium P16
eine fokussierte Transkriptakkumulation des STM-Gens zu erkennen (Abb. 3-14 C, E,
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Pfeilspitzen). Die ermittelten Expressionsdaten lassen den Schluss zu, dass die Funktionen der
Gene MYB37, MYB38 und MYB84 nicht essentiell sind fiir die Etablierung des
meristematischen Charakters von Achselzellen, was durch die in der Tripelmutante vorhandene
STM-Expression nachgewiesen wird. Dagegen ist die Aktivitit von einem oder mehreren
dieser Gene zur Etablierung der fokussierten STM-Expression ab P16 notwendig, die der
Bildung von Seitenknospen vorausgeht. Diese Ergebnisse zeigen auch, dass in den meisten

Blattachseln der myb37 myb38 myb84-Mutanten keine Lateralmeristeme angelegt werden.

Abb. 3-14: Detektion des STM-Transkripts im Wildtyp und der myb-Tripelmutante. (A, C, E)
Hybridisierung der myb-Tripelmutante mit einer STM-Gegensinn-Sonde. (A) Langsschnitt durch ein
28d altes vegetatives Meristem. Die STM-Transkriptakkumulation gleicht der in Wildtyppflanzen. (C)
Querschnitt durch ein 28d altes Meristem In élteren Blattachseln findet sich keine fokussierte STM-
Transkription (Pfeilspitzen). (E) Ausschnitt einer &lteren Blattachsel, in der sich kein STM-Transkript
nachweisen ldsst (Pfeilspitze).Kleinere, cytoplasmareiche Zellen fehlen hier. (B, D) Hybridisierung von
Wildtyp-Apices (28d alt) mit einer STM-Gegensinn-Sonde.(B) Querschnitt. STM-Transkript-
akkumulation findet sich sowohl in jiingeren als auch in é&lteren Blattachseln (Pfeilspitzen). (D)
Ausschnitt mit einer dlteren Blattachsel, in der STM in einer fokussierten Doméne in kleinen Zellen
exprimiert wird (Pfeilspitze).

3.8.3  Charakterisierung der las-4 myb37 Doppelmutante

Eine Moglichkeit, um die Beziehung zu testen, in der zwei Gene zueinander stehen, besteht in
der Herstellung von Doppelmutanten. Um zu untersuchen, ob bei der Regulation von MYB37
oder LAS in der einen oder anderen Richtung eine Abhédngigkeit voneinander besteht, wurde
die Doppelmutante myb37 las-4 generiert. Homozygote Pflanzen wurden mittels PCR-Analyse
identifiziert. Die Pflanzen wurden zur Phidnotypanalyse unter Kurztagbedingungen kultiviert,
um eine Vergleichbarkeit zu den vorangegangenen Analysen zu gewéhrleisten. Als

Kontrollpflanzen dienten las-4 Mutanten.
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Die Doppelmutanten wiesen einen deutlich verstiarkten Verzweigungsphédnotyp auf. Wahrend
las-4 Pflanzen in Rosettenblattachseln null bis fiinf Seitentriebe bildeten, hatten myb37 las-4
Doppelmutanten keinerlei Seitentriebe (Abb. 3-15 A,B). In der reproduktiven Phase verstirkte
myb37 ebenfalls den las-4 Phéanotyp. Die Bildung von Meristemen in den Achseln der nach der
Bliihinduktion zuerst angelegten zwei Sténgelblittern ist hier stark betroffen (Abb. 3-15 C,
Pfleile). So wird die Meristembildung im é&ltesten Stingelblatt weitgehend unterdriickt. Des
weiteren ist die Seitentriebbildung in den jlingeren Stingelblittern erheblich verdndert. In
einigen Fdllen wurde beobachtet, dass vorhandene Seitentriebe verkiirzt waren, d.h. z.B. nur
zwei bis drei cm lang (Abb. 3-15 D, Pfleile). Dies ist auf eine frithzeitige Termination der
Seitentriebe zuriickzufiihren, die zu einem hohen Prozentsatz gefunden wurde. Im Bereich der
jingsten Stingelbldtter der Infloreszenz wurde oft die Bildung einer Bliite anstelle eines
Seitentriebs in einer Stingelblattachsel beobachtet (Abb. 3-15 H). Dabei fillt auf, dass dies bei
den Doppelmutanten las-4 myb37 und las-4 myb84 (Kap. 7.3.2) vor allem im oberen Bereich
der Sprossachse der Fall ist, wiahrend in Stiangelblattachseln von las-4 Pflanzen kaum Anlagen
mit verdnderter Identitét in Achseln zu finden waren. Die Bliiten von Doppelmutanten wiesen
eine weitere phinotypische Verdnderung auf, da der Fruchtknoten hdufig nach unten hin
gekrimmt war (Abb. 3-15 E, Pfeil). AuBBerdem zeigten die las-4 myb37 Pflanzen zum Teil
fusionierte Stangelblétter (Abb. 3-15 F). Der Phianotyp der Doppelmutante legt nahe, dass
MYB37 und LAS sowohl in der vegetativen als auch in der reproduktiven Phase eine Funktion
bei der Bildung von Seitentrieben innehaben. Im Falle von LAS wurde fiir die reproduktive
Phase bisher nur eine Notwendigkeit bei der Bildung von akzessorischen Seitentrieben

beschrieben (Greb et al., 2003).

Die Ergebnisse zeigen dariiber hinaus, dass beide Gene neben der Funktion bei der Anlage von
Achselmeristemen auch eine Funktion bei der Erhaltung von lateralen Meristemen besitzen.
Wihrend eine Termination des primdren SAM nur selten beobachtet wurde, terminierten fast
alle Parakladien friithzeitig. Manchmal wurde in las-4 myb37-Pflanzen, wie zuvor bei der
myb37 myb38-Doppelmutante, auch die Bildung von nadel- und blattartigen Strukturen
anstelle eines Seitentriebs beobachtet. Keines der erwdhnten Merkmale wurde in las-4
beobachtet. Die Termination der sekundéiren Triebe und die abnormen Strukturen in den

Stingelblattachseln zeigen, dass MYB37 und LAS fiir die Aufrechterhaltung von
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Achselmeristemen notwendig sind. Des weiteren spielen beide Gene auch eine Rolle bei der

Festlegung der Meristemidentitét, wie die Bildung von Bliiten anstelle von Seitentrieben zeigt.

| myb37 las-4
W las-4
O mybB4 las-4

% Achselanlagen mit
veranderter Identitat

1 3 5 7 8 1N
H Position Stangelblattachsel

Abb. 3-15: Phénotyp der las-4 myb37 Doppelmutanten und Expressionsanalyse von LAS in myb37
myb38 myb84 Tripelmutanten. (A) In der vegetativen Phase bildeten las-4 Pflanzen in den jiingsten
Rosettenblattachseln 0-5 Seitentriebe. (B) In las-4 myb37 Pflanzen war die Anlage von
Achselmeristemen in der Rosette génzlich unterdriickt. (C) In der generativen Phase blieb die Bildung
von Seitentrieben vor allem in den Achseln der unteren Stingelblétter aus. (D) Héufig waren die
Stangelblitter der Doppelmutanten aufgerollt (Pfeilspitze). Bei sehr vielen Seitentrieben wurde eine
friithe Termination beobachtet, was dazu fiihrt, dass die Entwicklung nach einer Linge von wenigen
Zentimetern eingestellt wird (Pfeile). (E) Ferner wies die Doppelmutante nach unten gekriimmte
Fruchtknoten auf (Pfeil). Abb. (F) zeigt ein fusioniertes Stingelblatt in der Doppelmutante. (G) Die
Expression von LAS war in der myb37 myb38 myb84 Tripelmutante im Vergleich zum Columbia-
Wildtyp unverdndert. (H) Im Diagramm dargestellt ist der Anteil sowie die Position von
Stangelblattachseln, in denen Bliiten anstatt Seitentriebe gebildet wurden (n=20). 1 dltestes Stdngelblatt,
11 jiingstes Stangelblatt.

3.8.4  Charakterisierung der las-4 myb84 Doppelmutante

Die myb84 las-4 Doppelmutante zeigte alle Eigenschaften der oben beschriebenen myb37 las-4
Doppelmutante. myb84 wirkt im Gegensatz zu myb37 jedoch nur als schwacher Verstirker des
las-4 Phianotyps (Abb. 3-15 H). Daraus kann man schlieBen, dass MYB84 die gleichen
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redundanten Funktionen wie MYB37 ausiibt, jedoch eine untergeordnete schwéchere Rolle

spielt als MYB37 (Daten nicht gezeigt).

3.9 Untersuchungen zu mdglichen Interaktionspartnern von MYB37,
MYB38 und MYB84

3.9.1 Mutationen in bHLH-Genen verusachen Defekte bei der Anlage von
Achselmeristemen

Die lax panicle-Mutante (lax) aus Reis weist einen Defekt in der Initiation von allen Arten von
Achselmeristemen auf. Dabei ist die reproduktive Phase wesentlich stirker betroffen als die
vegetative. Dieser Verzweigungsdefekt wird durch eine Mutation in einem bHLH-
Transkriptionsfaktor verursacht. RNA-ISH-Daten von Komatsu et al. (2003) zeigen, dass das
LAX-Transkript die Grenze zwischen dem primdren Apikalmeristem und entstehenden
Achselmeristemen markiert. Die Uberexpression von LAX PANICLE erzeugt Pflanzen mit
pleiotropen Defekten, darunter einen zwergformigen Wuchs, nach unten gerollte Blattgriinde
sowie Sterilitdt. Mutationen in einem zu LAX homologen bHLH-Gen aus Mais, BARREN
STALK (BA1l), fithren, wie bei lax, zu Stérungen in der Anlage von allen Lateralmeristemen im
oberirdischen Teil der Pflanze. In dieser Maismutante sind jedoch die vegetative und die
reproduktive Entwicklungsphase gleichermaBlen betroffen. In Pflanzen, die homozygot fiir das
starke bal-ref-Allel sind, werden die lateralen Meristeme, aus denen in der vegetativen Phase
Tiller hervorgehen, nicht gebildet. In der reproduktiven Phase werden nur Infloreszenz-
meristeme angelegt, die fiir die Bliitenentwicklung notwendige Anlage weiterer lateraler
Meristeme ist jedoch blockiert. Aus diesem Grund sind bal- Pflanzen steril. BA1l-Transkripte
akkumulieren spezifisch in allen Zellgruppen, aus denen Achselmeristeme entstehen

(Gallavotti et al., 2004).

Die Phénotypen von lax panicle und barren stalkl weisen Parallelen zu den Phénotypen der

myb-Insertionslinien aus Arabidopsis und zu blind aus Tomate auf, da die Anlage von
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Achselmeristemen sowohl in der vegetativen als auch in der reproduktiven Phase unterdriickt
ist. Auch die Merkmale von Reispflanzen, die LAX {iberexprimieren, erinnern an den Phénotyp
von MYB38-Uberexpressionspflanzen. Im Falle einer Interaktion von MYB- und bHLH-
Proteinen, die gemeinsam den Prozess der Achselmeristembildung kontrollieren, wiirde man,
wie es hier der Fall ist, bei entsprechenden bHLH- und MYB-Einzelmutanten einen &hnlichen
Phédnotyp erwarten. Eine Interaktion von MYB- und bHLH-Transkriptionsfaktoren ist bei
mehreren  Entwicklungsprozessen, wie zum  Beispiel der  Regulation  der
Anthozyaninbiosynthese (Goff et al., 1992) und der Spezifizierung von Trichomzellen (Payne
et al., 2000), nachgewiesen worden. Fiir LAX und BA1l wurde gezeigt, dass beide Gene in
Lateralmeristemvorlduferzellen transkribiert werden. Nimmt man an, dass ein homologes
bHLH-Gen in Arabidopsis thaliana entsprechend exprimiert wird, wiirde diese
Expressionsdoméne mit der von MYB37 und MYB84 {iberlappen. Dies ist eine Voraussetzung
fiir die Interaktion der jeweiligen MYB- und bHLH-Proteine in der Pflanze. Aufgrund dieser
Beobachtungen sollte mit Hilfe des Hefe-Zwei-Hybrid-System gezielt getestet werden, ob die
LAX-homologen bHLH-Gene aus Arabidopsis mit Blind-homologen MYB-Genen interagieren
konnen. Sequenzanalysen zeigten, dass LAX und BA1 homolog zu den Arabidopsis-bHLH-
Genen der Untergruppe VIIIb (Einteilung nach Heim et al., 2003) sind. Diese Untergruppe
beinhaltet sechs Gene (Abb. 3-16), von denen AtbHLH137 innerhalb der bHLH-Doméne die

dhnlichste Sequenz zu LAX aufweist.

AtbHLHO37
AtbHLHOS8
AtbHLHO40
AtbHLHO43
AtbHLHOB7
AtbHLH137
AtbHLHO37 IRSRRN [P T DT ASMLDEATHY VEEF LERQ VISR L E | R . N\GEHT“ LﬂLFTﬁ
AtbHLHOS8 154 )nuag TGGGGGEGGERVL GUTARS
ATbHLHO40 144 \ ) GAP. I‘IHNPEIL\,I’ HNSQP
AtbHLHO43 151 4 : 'LLNL NTU&TPPPPQDQ bQﬁ_uTTC SPPP
AtbHLHO87 301 F LLLLEPK DOTNLSFSSAPMSFPLHPSED
AtbHLH137 09 s ¢ YVE J EENDHETTSSCTYEP EFGPKIR

Abb. 3-16: Ausschnitt der ORFs der LAX-und BA1-homologen bHLH-Gene aus Arabidopsis
mit den bHLH-Domanen. In den bHLH-Doménen ist der basische Bereich in blau, die Helices
gelb und das Loop-Motiv griin dargestellt.
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3.9.2 Allgemeine Bemerkungen zum Hefe-Zwei-Hybrid-System

Das Hefe-Zwei-Hybrid-System dient zur in vivo-Analyse von Proteininteraktionen in
Hefezellen. Dabei macht man sich das GAL4-Protein aus Hefe zu nutze, das an den GALI1-
Promotor bindet und die Transkription aktiviert. Die beiden Doménen des GAL4-
Transkriptionsfaktors aus Hefe iiben ihre Funktionen in modularer Weise aus, d.h. die DNA-
Bindung funktioniert unabhingig von der Aktivierung der Transkription. In der Zelle konnen
weder die DNA-bindende Doméne, noch die Aktivierungsdoméne alleine die Transkription am
GAL1-Promotor aktivieren (Keegan et al. 1986, Brent und Ptashne, 1985). Um auf eine
mogliche Interaktion von zwei Proteinen zu testen, wird das eine an die DNA-bindende
Domiéne (DB) und das andere an die transkriptionsaktivierende Doméne (AD) des GAL4-
Proteins fusioniert (Fields und Song, 1989). Wenn nun ein AD-Fusionsprotein (prey; engl:
Beute) mit einem Protein interagiert, das an die DNA-bindende Doméne fusioniert ist (bait;
engl: Koder), werden die beiden GAL4-Doménen in rdumliche Néhe zueinander gebracht. So
kann die Transkription eines Reportergens aktiviert werden, das in seinen regulatorischen
Sequenzen Bindestellen fiir den GAL4-Transkriptionsfaktor enthdlt. Das Hefe-Zwei-Hybrid-
System beruht darauf, dass bei den Experimenten Hefestimme verwendet werden, die fiir
bestimmte essentielle Aminosduren, z.B. HIS3, auxotroph sind. Durch eine Proteininteraktion
wird ein Reportergen aktiviert, das fiir eine essentielle Aminosdure kodiert, so dass die
Hefezellen prototroph auf entsprechendem Selektionsmedium wachsen konnen. Dadurch wird
eine Selektion von Hefekolonien erreicht, die Proteine exprimieren, die miteinander

interagieren.

Bei der Analyse von Proteinen, die selbst eine DNA-bindende-Doméne oder eine
Aktivierungsdoméne besitzen, kann es zu Problemen mit unspezifischer Aktivierung des
Reportergens kommen. Deshalb muss vor dem eigentlichen Experiment getestet werden, ob
eines der zu untersuchenden Proteine Autoaktivierung vermittelt. Zu diesem Zweck werden die
Proteine, fusioniert an die DB des GAL4-Proteins, zusammen mit der AD-Doméne des GAL4-
Proteins (ohne Fusionierung) in Hefezellen exprimiert. Tritt dann Aktivierung des
Reportergens auf, kann entweder die Stringenz der Selektion durch steigende Konzentrationen

des kompetitiven Inhibitors 3-AT erhoht werden, oder die entscheidenden Aminosduren des
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Proteins, die die Autoaktivierung vermitteln, miissen identifiziert und entfernt werden. Mit
Hilfe von Deletionskonstrukten lassen sich die Bereiche eines Proteins identifizieren, die eine
Interaktion mit einem anderen Protein vermitteln. Eine Limitierung des Hefe-Zwei-Hybrid-
Systems besteht darin, dass die Interaktionen in einem heterologen System untersucht werden.
So kann man z.B. aufgrund von fehlenden Proteinmodifikationen, die fiir eine Interaktion
notwendig wiren, falsche negative Ergebnisse erhalten. Ebenso kdnnen mit diesem System in
der Regel keine Interaktionen nachgewiesen werden, fiir die ein drittes Protein bendtigt wird.
Zudem konnte sich in einigen Féllen die Konformation der Proteine in Hefezellen im
Vergleich zu Pflanzenzellen, z.B. infolge eines unterschiedlichen pH-Werts, dndern. Dies
konnte zur Folge haben, dass eine Interaktion, die normalerweise stattfinden wiirde, ausbleibt.
Mit dem Hefe-Zwei-Hybrid-System ldsst sich zum einen gezielt testen, ob zwei bestimmte
Proteine miteinander interagieren kdnnen, zum anderen lassen sich Hefe-Zwei-Hybrid-Banken
screenen, um auf diese Weise unbekannte Interaktionspartner eines ausgewéhlten Proteins zu

identifizieren.

3.9.3 Konstrukte fur die Analyse von Interaktionen zwischen MYB- und bHLH-
Proteinen

Fiir Mitglieder der MYB-Untergruppe (Abb. 1-2) und der bHLH-Untergruppe (Abb. 3-16)
wurden Konstrukte fiir das Hefe-Zwei-Hybrid-System erstellt (Abb. 3-17).

Abb. 3-17: Schematische Darstellung

MYB-Domane der Konstrukte fur das Hefe-Zwei-
I Hybrid-System. Das offene Leseraster
aller untersuchten Gene wurde jeweils

attB1 atth2 vor die DNA-bindende- und die

MrG-Domane aktivierende Domidne von GAL4
kloniert. Fir die MYB-Gene wurde

attB1 attB2 jeweils ein zusdtzliches Konstrukt
bHLH-Domine erstellt, in dem die MYB-Domaéne vor die
E-:] DNA-bindende Domine von GAL4
Proer ) kloniert wurde. MYB-Dominen sind

griin dargestellt, bHLH-Doménen rot.
Die restlichen Teile der ORFs sind weiS3.
attBl und attB2 bezeichnen die
Erkennungssequenzen fiir das Re-
kombinationsenzym der Klonierungs-
reaktion.
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Die Konstrukte wurden angefertigt, indem die Bereiche der Gene, die kloniert werden sollten,
ausgehend von ¢cDNA aus Arabidopsis-Blattern, -Wurzeln oder —Bliitenknospen, amplifiziert
wurden. Die Primer zur Amplifikation wurden dabei so gewihlt, dass das resultierende
Produkt in einer translationalen Fusion an die DB oder vor die AD des GAL4-Gens in den
Expressionsvektoren vorliegt. Fiir einige MY B-Proteine wurde gezeigt, dass Aminosduren aus
der MYB-Doméne wichtig sind fiir die Fahigkeit der Proteine zu interagieren (Grotewold et
al., 2000). Dariiber hinaus enthalten MYB-Proteine hiufig eine Aktivierungsdoméne am C-
Terminus. Aus diesen Griinden wurde fiir alle untersuchten MYB-Gene auch je ein
Amplifikationsprodukt hergestellt, welches nur die MYB-Doméne umfasst. Diese Sequenzen
wurden an die DB fusioniert und mit einem Stopkodon zur Termination des ORFs versehen.
Alle erhaltenen PCR-Produkte, die auch Erkennungssequenzen fiir eine Rekombination
enthielten, wurden zunédchst mittels Rekombination in den Vektor pPDONR201 integriert. Die
entstandenen Plasmide wurden sequenziert, um die Sequenz der inserierten Fragmente zu
iiberpriifen. In einem weiteren Rekombinationsschritt wurden die Genfragmente in die

Vektoren pACT-attR (AD) und pAS-attR-new (BD) zur Expression in Hefe kloniert.

3.9.4 Untersuchungen zu Proteinwechselwirkungen zwischen MYB- und bHLH-
Proteinen

3.9.4.1  Untersuchungen von MYB- und bHLH-Proteinen mittels Hefe-Zwei-Hybrid-
System

3.9.4.1.1 Analyse der autoaktivierenden Wirkung von MYB- und bHLH-Proteinen

Um zu analysieren, ob die einzelnen Proteine autoaktivierend wirken, wurden die Plasmide
jeweils einzeln in Hefezellen transformiert. Die transformierten Hefen wurden auf
Selektionsmedien mit 5 mM 3-AT ausgestrichen und 5 Tage bei 30°C inkubiert. Die
Experimente wurden mit einem Hefestamm (AH109) durchgefiihrt, der auxotroph fiir

Tryptophan, Leucin, Uracil und Histidin ist. Der Vektor pAS-attR-new (BD) enthélt das TRP1-
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Gen, das den Zellen die Féhigkeit zur Tryptophan-Synthese vermittelt. pACT-attR (AD)
besitzt dagegen ein Reportergen (LEU2), was den Hefezellen die Synthese von Leucin erlaubt.
Zunichst wurden Hefezellen mit den DB-Fusionsplasmiden transformiert (Tab. 3-1). Diese
Zellen wurden zunidchst auf Medium ohne Tryptophan (SD-W) ausgestrichen, um die
Anwesenheit des Plasmids nach der Transformation zu kontrollieren. Auflerdem wurden die
Zellen auf Medium ohne Tryptophan und Histidin (SD-WH) plattiert. Wachstum auf diesem
Medium kann nur stattfinden, wenn das Fusionsprotein in der Hefe den HIS3-Reproter
aktiviert und die Zellen dadurch Histidin produzieren konnen. Wachstum auf diesem
Selektionsmedium zeigt also an, dass ein Gen autoaktivierend ist, wie es der Fall fiir MYB36,

MYB84, bHLH87 und bHLH137 ist (Tab. 3-1).

DB-Plasmid SD-W | SD-WH | Auto-

(full length) aktivierung Tab. 3-1: Analyse der Autoaktivierung von
Myb36 hl h + Konstukten mit Fusionen an die DB von
Myb37 + - - GAL4. Die gesamten cDNA-Sequenzen der
Myb38 + - - Gene wurden an die DB-Doméne fusioniert.
Myb84 + + + Ein (-) bedeutet, dass keine Hefezellen
bHLH-087 + + + gewachsen sind, wihrend (+) Wachstum
bHLH-088 T R _ symbolisiert. Weitere Erklarungen im Text.
bHLH-137 + + +

Zellen, die mit Plasmiden transformiert worden waren, die ein AD-Fusionsfragment enthielten,
wurden auf Selektionsmedium ohne Leucin (SD-L) bzw. ohne Leucin und Histidin (SD-LH)
ausplattiert. Hier bedeutet Wachstum auf SD-LH, dass das jeweilige Protein unspezifisch an
die GAL4-Bindestelle im GAL1-Promotor binden kann und die Transkription des HIS3-
Reporters aktiviert. Bei den hier untersuchten Proteinen wurde in keinem Fall eine
unspezifische Bindung an GAL4-Bindestellen gefunden (Tab. 3-2). Beide Experimente wurden
mit einer 3-AT-Konzentration von 10 mM wiederholt. Dabei wurden jeweils Ergebnisse des

ersten Experiment bestétigt.
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AD-Plasmid SD-L SD-LH Auto-
aktivierung

Myb36 (ORF)
Myb37 (ORF)
Myb38 (ORF)
Myb36 (MYB-Doméne)
Myb37 (MYB-Doméne)
Myb38 (MYB-Doméne)
Myb68 (MYB-Domine)
Myb84 (MYB-Domine)

S E R R S

Tab. 3-2: Analyse der Autoaktivierung von Konstukten mit
Fusionen an die AD von GAL4. (-) bedeutet, dass keine Hefezellen
gewachsen sind, wihrend (+) Wachstum symbolisiert. Genauere
Beschreibung der Konstrukte in Abb. 3-17. Weitere Erkldrungen im
Text.

3.94.1.2 Untersuchungen zu Interaktionen zwischen MYB- und bHLH-Proteinen
mittels Hefe-Zwei-Hybrid-System

Um zu testen, ob zwei Proteine miteinander interagieren konnen, wurden die Hefen jeweils
gleichzeitig mit zwei Plasmiden transformiert, von denen eins eine DB-Proteinfusion und das
andere eine AD-Fusion enthielt. Zundchst wurde die Anwesenheit beider Plasmide in den
Zellen durch Wachstum auf Selektionsmedium, das weder Leucin noch Tryptophan enthielt,
sichergestellt. Danach wurden die entsprechenden Hefezellen auf Selektionsmedium ohne
Leucin, Tryptophan und Histidin ausgestrichen und 3 bis 5 Tage bei 30°C inkubiert. Wachstum
wurde hier als Nachweis fiir eine Interaktion gewertet. In einem ersten Schritt wurde
untersucht, ob Proteine homodimerisieren konnen. Dazu wurden die vorhandenen DB-ORF-
Klone, die keine Autoaktivierung zeigten (MYB37 und MYB38) mit den vorhandenen MYB-
Gen AD-ORF-Klonen (Tab. 3-2) in Hefezellen transformiert. Bei diesem Test zeigten MYB37
und MYB38 eine Interaktion (Abb. 3-17). Des weiteren wurde das DB-ORF Plasmid mit den
cDNA-Sequenzen von bHLHS88, das keine Autoaktivierung gezeigt hatte, in Analysen zur
Proteinwechselwirkung eingesetzt. Dazu wurde dieses Konstrukt zusammen mit je einem AD-
ORF-Konstrukt der zu untersuchenden MYB-Gene (MYB36, MYB37, MYB38) in Hefezellen
exprimiert. Von diesen Kombinationen zeigten bHLH88 und MYB37 eine Interaktion (Abb. 3-
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18). Dieses Experiment wurde wiederholt, dabei wurden die gleichen Ergebnisse wie beim
ersten erhalten. Nach einem positiven Ergebnis im Hefe-Zwei-Hybrid-System kdnnen in vitro
Analysen der Proteininteraktionen, wie z.B. ,,pull down* Experimente (Melcher und Johnsston,
1995), Aufschluss dariiber geben, ob zwei Proteine tatsdchlich miteinander agieren konnen.

Diese Experimente konnten wegen der zeitlichen Limitierung im Rahmen dieser Arbeit nicht

mehr durchgefiihrt werden.
Positive Abb. 3-18: Test auf Interaktionen
Kontrolle im Hefe-Zwei-Hybrid-System. Das

Wachstum von Hefe-Kolonien zeigt

Interaktionen der Proteine MYB37
MYB37-AD + und MYB38 sowie der Proteine
MYB3§-DB MYB37 und bHLH88 an.

MYB38-AD +
bHLH88-DB

MYB37-AD +
bHLH88-DB

3.9.4.2 Charakterisierung des Verzweigungsphanotyps von bhlh-Mutanten

Wenn eine Interaktion zwischen MYB37 und bHLHS88 eine biologische Funktion bei der
Regulation der Sprossverzweigung hat, sollten Mutanten von bHLH88 einen &hnlichen
Phénotyp wie myb37 zeigen, da MYB37 seine Funktion dann ohne ein aktives bHLHS88-
Protein vermutlich nicht ausiiben kdnnte. Um dies zu tiberpriifen, wurde eine GABI-Kat-Linie
(Kap. 3-2) mit einer T-DNA-Insertion 561 bp hinter dem Startkodon identifiziert und durch
Sequenzierung bestétigt. Die Insertion befindet sich 3 von der bHLH-Doméne. Homozygote
Pflanzen wurden makroskopisch auf die Bildung von Seitentrieben hin analysiert, wie in Kap.

3.3.2 beschrieben. Dabei wurde im Vergleich zu Wildtypkontrollen (Columbia) kein
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Unterschied in der Sprossverzweigung festgestellt. Es konnte also kein weiterer Hinweis fiir
eine biologische Bedeutung der Interaktion zwischen bHLH88 und MYB37 erbracht werden.
PHLH88 besitzt jedoch im Arabidopsis-Genom ein eng verwandtes, homologes Gen
(bHLH37); beide sind aus einer Genduplikation hervorgegangen (Heim et al., 2003). Aus
diesem Grund konnte eine Funktion von bHLH88 bei der Anlage von Achselmeristemen durch
das Vorhandensein einer redundanten Genfunktion verborgen geblieben sein. Ebenso kdnnte
funktionelle Redundanz zu anderen Mitgliedern der bHLH-Unterfamilie (Abb. 3-16) vorliegen.
Weiterhin wurden zwei SALK-Insertionslinien (Kap. 3-2) identifiziert, bei denen eine T-DNA
im Gen bHLH137 inseriert ist, welches innerhalb der bHLH-Doméne die grofite
Sequenzdhnlichkeit zu LAX aus Reis aufweist. Die Insertionen befinden sich jeweils 155 bp
bzw. 396 bp hinter dem Startkodon und liegen 3’ von der bHLH-Doméne, was durch
Sequenzierung bestitigt wurde. Eine Analyse der Verzweigung von homozygoten Pflanzen der
bhlh137-Linie mit der T-DNA-Insertion 396 bp hinter dem Startkodon zeigte keine
Verdnderung im Vergleich zu Wildtyppflanzen (Columbia). Die identifizierten Verlustallele
der verschiedenen bHLH-Gene sollen in Doppelmutanten kombiniert werden, um zu priifen, ob

eine funktionelle Redundanz vorliegt.
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4 Diskussion

4.1 Blind-homologe MYB-Gene aus Arabidopsis thaliana kontrollieren

differentiell die Verzweigung entlang der Sprossachse

In der vorliegenden Arbeit wurden die Funktionen einer Gruppe von R2R3-MYB-Genen aus
Arabidopsis, welche die grofite Sequenzdhnlichkeit zum Blind-Gen der Tomate besitzen,
untersucht. Die Analysen der identifizierten myb-Insertionslinien (myb37, myb38, myb84) und
ihrer Kombinationen in diversen Doppelmutanten und der Tripelmutante offenbarten eine
Funktion der homologen Gene bei der Anlage von Achselmeristemen. Dies trifft vor allem auf
die vegetative, aber in eingeschrinktem Umfang auch auf die reproduktive Phase der
Entwicklung von Arabidopsis thaliana Wildtyp-Pflanzen der Okotypen Columbia und
Wassilewskija zu. Offensichtlich {iben die drei Transkiptionsfaktoren, die von MYB37, MYB38
bzw MYB84 kodiert werden, dhnliche Funktionen aus. Die Redundanz der genannten Faktoren
wird zum einen daraus ersichtlich, dass alle drei Proteine die Bildung von Achselmeristemen
regulieren. Zum anderen ist die Sprossverzweigung in den myb84- und myb38-Linien nicht
gestort, wihrend die entsprechende Doppelmutante einen starken Verzweigungsdefekt
aufweist. Des weiteren verstirkt das myb38-Allel erheblich den Defekt, der von myb37 allein
verursacht wird. SchlieBlich zeigt die Tripelmutante, wie erwartet, die stiarkste Unterdriickung
der Seitentriebbildung (Kap. 3.4). Da die myb37 myb38-Linie bereits einen erheblichen
Verzweigungsdefekt aufweist, scheinen MYB37 und MYB38 den groBten Einfluss auf die
Anlage von Lateralmeristemen (LM) zu haben, wiahrend MYB84 offenbar eine untergeordnete

Rolle spielt (Abb. 4-1).

Die Analyse der Verzweigung in den mutanten Linien ergab jedoch auch, dass die Funktionen
der Gene nicht identisch sind. Die Phanotypen der Insertionslinien lassen entlang der
Sprossachse bestimmte Zonen erkennen, in denen die drei Proteine die Seitentriebbildung
unterschiedlich regulieren (Abb. 4-2). In der myb37-Linie werden einem akropetalen
Gradienten folgend zunehmend Seitentriecbe gebildet, wobei in den éltesten

Rosettenblattachseln gar keine Meristeme angelegt werden, in den jlingsten dagegen zu 100
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Prozent (Abb. 3-4 F). MYB37 scheint die Anlage von Achselmeristemen also vor allem in der
frithen vegetativen Phase in den unteren beiden Dritteln der Sprossachse zu kontrollieren (Fig.
4-1, 4-2). Im Gegensatz zu myb37 verlduft der Gradient der Seitentriebbildung in der myb38
myb84 Linie komplementdr. Wéhrend eine Sprossverzweigung nur in 30 bis 60 Prozent der
jingsten Rosettenblattachseln auftritt, werden in einem basipetalen Gradienten zunehmend
mehr Seitentriebe gebildet. Die éltesten Blattachseln bilden dabei zu 100 Prozent Seitentriebe
aus (Abb. 3-7 D). In der myb38 myb84-Linie ist im Vergleich zu der myb38-Einzelmutante die
Verzweigung also vor allem im oberen Bereich der vegetativen Sprossachse reduziert (Abb. 3-
6 A). Ein dhnlicher Vestirkungseffekt wurde beim Vergleich der myb37 myb84-Linie mit der
myb37-Einzelmutante beobachtet. Diese Befunde unterstreichen die Rolle von MYB84 bei der
Kontrolle der Lateralmeristemanlage in der spéten vegetativen Phase, wihrend MYB37 die
beiden unteren Drittel der vegetativen Sprossachse kontrolliert (Fig. 4-1). Kombiniert man
dagegen myb38 mit myb37, so ist die Anlage von Lateralmeristemen entlang der gesamten
Sprossachse erheblich gestort (Abb. 3-5 G und 4-2). Die Inhibition der Sprossverzweigung ist
am ausgepragtesten bei einer Kombination aller mutanten myb-Allele. In der Tripelmutante
werden entlang der ganzen Achse kaum noch Seitentriebe gebildet (Abb. 3-8 D). myb37 myb38
und die Tripelmutante offenbaren eine Kontrolle der Achselmeristembildung der ganzen
vegetative Sprossachse durch MYB38. Die Bereiche, in denen jeweils MYB37, MYB38 und
MYB84 notwendig fiir die Bildung von Seitentrieben sind, sind in Abb. 4-1 dargestellt.

Abb.  4-1:  Vereinfachte  schematische
Darstellung der unterschiedlichen Zonen, in
denen MYB37, MYB38 und MYB84
regulatorischen Einfluss ausiben. Die MYB-
Gene 37, 38 und 84 kontrollieren in bestimmten
Bereichen der vegetativen Sprossachse in
unterschiedlichem Mall die Anlage von
Achselmeristemen, was hier entsprechend durch
die Breite der Formen dargestellt ist.

>

vegetative
Sprossachse

MYB37 MYB38 MYB84
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Unterschiede im Ausmall der Verzweigungsdefekte und der Ausdehnung ihrer
Ausprigungszonen entlang der Sprossachse lassen erkennen, dass die beteiligten
Genfunktionen nur partiell redundant sind. Im Zusammenspiel erlauben die untersuchten MYB-
Gene also eine Feinregulation der Seitentriebbildung in unterschiedlichen Entwicklungsstadien

der Pflanze (Abb. 4-2).

X

/1Y
AN
/1)
AN
/Y
AN

/Y

N\
W
AW

myb37 myb37 myb37 myb38 myb37
myb38 myb84 myb84 myb38
myb84

Abb. 4-2: Schematische Darstellung der Feinregulation der Verzweigung durch Blind-homologe
MYB-Gene. Die Abbildung zeigt jeweils das Muster der Sprossverzweigung in Arabidopsis thaliana, das
durch die Insertionsallele myb37, myb38 und myb84, sowie deren Kombinationen, verursacht wird.
Dargestellt ist die Seitentriebbildung anhand von Pflanzen, die bis zur Bliite unter Kurztagbedingungen
kultiviert wurden. Pfeilspitzen reprisentieren undeterminierte Wachstumszonen. Die Dicke der roten Pfeile
(Seitentriebe) ist proportional zu dem Prozentsatz der Seitentriebe, der in einer bestimmten Zone in
Blattachseln gebildet wurde.

Die Defekte, die Mutationen in MYB37, MYB38 und MYB84 verursachen, lassen sich mit
denen der blind-Mutante aus Tomate vergleichen. In der vegetativen Phase bildet blind nur in
10 bis 60 Prozent der Blattachseln Achselknospen, wihrend Wildtypen in mehr als 99 Prozent
ihrer Achseln Knospen anlegen. Bei blind-Pflanzen werden Seitentriebe meist im mittleren
Bereich der vegetativen Sprossachse und im Bereich unterhalb der Infloreszenzen beobachtet,

was an den Phédnotyp der myb37 myb38-Linie erinnert (Abb. 3-5 G). Dariiber hinaus
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entwickeln sich in Blattachseln von blind-Mutanten manchmal kleinere Bldtter oder
nadelférmige Strukturen anstelle von Seitentrieben (Schmitz et al., 2002). Die Funktionen von
Blind einerseits und von MYB37, MYB38 und MYB84 andererseits sind also zu einem
betrachtlichen Grad konserviert, was die Kontrolle der Initiation, der Erhaltung und der
Identitdt der Achselmeristeme betrifft (Vgl. Phianotyp der myb37 myb38 Linie, Abb. 3-5 D).
Ein auffalliger Unterschied besteht jedoch darin, dass die Infloreszenzverzweigung in blind
wesentlich stirker betroffen ist als die in der Arabidopsis-Tripelmutante. Aulerdem wurde in
den MYB-Insertionslinien weder ein Defekt in der Bliitenmorphologie noch eine veridnderte
Bliitenanzahl oder Organidentitét festgestellt, wie es bei blind der Fall ist (Schmitz et al.,
2002). Diese Funktionen konnten in Arabidopsis auch von einem der noch nicht untersuchten
Gene der Blind-verwandten Untergruppe (MYB36, MYB68, MYB87) iibernommen worden sein.
AuBerdem konnten diese Gene auch eine Rolle bei der Anlage der Lateralmeristeme spielen.
Moglicherweise wiirden Quadrupel- oder Quintupelmutanten gar keine Verzweigung in der
Rosette mehr aufweisen. Um genaueren Aufschluss dariiber zu erlangen, welches der
Arabidopsis-Proteine Blind funktionell am néchsten kommt, bieten sich Komplementations-
experimente an. Dabei konnten die ORFs der Arabidopsis-Gene unter der Kontrolle der
regulatorischen Blind-Sequenzen im blind-Hintergrund exprimiert werden. MYB38 besitzt die
grofite Sequenzdhnlichkeit zu Blind und hat auch geméfl der RT-PCR-Daten ein dhnliches
Expressionmuster zu Blind (s. u.). MYB68 und MYB84 bilden auf Sequenzebene innerhalb der
Gruppe das am engsten verwandte Paar, welches wiederum zu MYB36 die grofite
Sequenzdhnlichkeit besitzt (Stracke et al., 2001, Blanc et al., 2003, Feng et al., 2004). Fiir
MYB68 wurde eine starke Transkriptakkumulation in Perizykelzellen und eine Funktion bei der
Regulation der Lignifizierung von Wurzeln beschrieben (Feng et al., 2004). Ob die Gene
MYB36 und MYB84 auch eine dhnliche Funktion ausiiben, bleibt zu untersuchen. Generell
wurde bei Analysen von Genfamilien des Ofteren gefunden, dass die Mitglieder einer
Untergruppe dhnliche, aber nicht identische Funktionen in einem bestimmten biologischen
Prozess iibernehmen. So regulieren zum Beispiel die Gene MYB66 (WEREWOLF), MYBO
(GLABRA-1) und MYB23 die Trichominitiation in unterschiedlichen Teilen der Pflanzen
(Larkin et al., 1993, Lee und Schiefelbein, 2001, Kirik et al., 2005).
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Eine Frage, die sich aufgrund der beobachteten Phénotypen stellt, ist, wie die fiir die
verschiedenen Mutanten beschriebenen Muster der Seitentriebbildung zustande kommen. Wie
oben beschrieben, folgt die Achselmeristemanlage in myb37-Mutanten einem akropetalen
Gradienten, wihrend bei myb38 myb84 Doppelmutanten ein basipetaler Gradient beobachtet
wurde. Dies konnte bedeuten, dass MYB37 nur in der frithen vegetativen Phase notwendig ist,
MYB84 dagegen ausschlieBlich in der spiten vegetativen Phase. Alternativ dazu konnten die
Aktvititsprofile aber auch einen graduellen Abfall (MYB37) bzw. einen graduellen Anstieg
(MYB84) entlang der vegetativen Sprossachse zeigen. Eine graduelle Zunahme oder Abnahme
der Transkriptakkumulation im Verlauf der vegetativen Phase konnte allerdings durch RNA-
ISH fiir MYB37 nicht nachgewiesen werden (s. u.). Bei MYB38 spricht der Phanotyp der
myb37 myb38-Doppelmutante fiir eine Expression in allen Stadien der Entwicklung, was durch
die RT-PCR und RNA-ISH-Analysen bestétigt wird. Dariiber hinaus konnten die beobachteten
Muster der Achselmeristembildung auch durch Modifikation der Proteinaktivitidt der
beteiligten MYB-Gene zustande kommen und somit vom Muster der Transkriptakkumulation

weitgehend unabhingig sein.

Die hier beschriebenen Veranderungen in den Verzweigungsmustern treten nicht nur nach
Mutagenesen auf, sondern wurden auch in natiirlich vorkommenden Okotypen beobachtet. Ein
Beispiel fiir ein nicht einheitliches Sprossverzweigungsmuster in der vegetativen Phase ist
beim Arabidopsis thaliana Okotyp Ziirich-0 zu finden. Pflanzen dieses Okotyps bilden in der
basalen Zone der Rosette in jeder Achsel einen Seitentrieb, wéhrend in der oberen Zone der
Rosette keine Seitentriebe gebildet werden. Achseln, die keine Seitentriebe generieren,
enthalten dennoch Zellen mit meristematischem Charakter, was sich in einer charakteristischen
STM-Expression #duBlert (Kalinina et al., 2002). Die Meristemorganisation scheint jedoch
gestort zu sein, da in diesen Achseln keine Zellproliferation zu beobachten ist. Diese Annahme
wird bestitigt durch das Ausbleiben von STM-mRNA freien Zonen innerhalb der
meristematischen Areale, die die Bildung von sehr jungen Blattprimordien anzeigen wiirden.
Zudem bilden Zurich-0-Pflanzen kaum Seitentriebe in Stingelblattachseln (Kalinina et al.,
2002). Dieses Beispiel verdeutlicht, dass Arabidopsis-Acessionen mit reduzierter
Sprossverzweigung in einer natiirlichen Umgebung tliberlebensfahig sind und unter bestimmten

Standortbedingungen mdglicherweise einen Selektionsvorteil besitzen. Um zu untersuchen, ob
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Verdnderungen in der Struktur oder Expression der Blind-homologen MYB-Gene an der
Etablierung des Verzweigungsmusters in Zurich-0-Pflanzen beteiligt sind, bietet sich zunéchst

eine Expressionsanalyse mittels RT-PCR oder RNA-ISH in Zirich-0-Pflanzen an.

4.2  Die Bildung von Achselmeristemen in Arabidopsis wird durch zwei

verschiedene Regulationswege kontrolliert

Das Gen LATERAL SUPPRESSOR (LAS) hat entscheidenden Einfluss auf die Anlage von
Achselmeristemen. In Arabidopsis weist die las-4-Mutante wihrend der vegetativen Phase
einen Defekt bei der Anlage von Lateralmeristemen auf (Greb et al. 2003). Die Bildung von
Seitentriecben in der Rosette ist weitgehend unterdriickt, nur in den jiingsten
Rosettenblattachseln werden bis zu fiinf Seitentriebe gebildet. In der Infloreszenz zeigt las-4
keinen Verzweigungsdefekt, was darauf hindeutet, dass das Gen eine spezifische Rolle in der
vegetativen Entwicklung spielt, in der reproduktiven Phase jedoch nicht benétigt wird (Kap.
3.7.3). Das Gen MYB37 wird ebenfalls in der vegetativen Phase zur Bildung von
Lateralmeristemen bendtigt. Die Charakterisierung der myb37-Linie ergab, dass die
Abhéngigkeit der Achselmeristembildung von MYB37 von den éltesten Bldttern zu den
jingsten hin stdndig abnimmt (Kap. 3.4.2.1). Die myb37 las-4-Doppelmutante bildete in der
Rosette gar keine Seitentriebe mehr. myb37 verstirkt also den Verzweigungsdefekt von las-4
(Kap. 3.7.3). AuBerdem wiesen die zuerst angelegten Stingelblitter der Doppelmutanten
hiufig leere Achseln auf (Abb. 3-15 C). Dariiber hinaus war die sekunddre Verzweigung
erheblich reduziert. Beides verdeutlicht eine Funktion der Gene LAS und MYB37 in der
reproduktiven Phase. Dieser neue Phénotyp der Doppelmutante deutet auf zwei verschiedene
Reaktionswege hin, iiber die LAS und MYB37 die Bildung von Seitentrieben regulieren. Eine
Charakterisierung der bl Is-Doppelmutante in Tomate brachte dhnliche Ergebnisse (Schmitz et

al., 2002).

Die Seitentriebe, die in der Arabidopsis myb37 las-4-Doppelmutante wahrend der

reproduktiven Phase gebildet wurden, terminierten oft frithzeitig, und manchmal entwickelten
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sich in den Achseln anstelle von Seitentrieben blattartige Strukturen. In den Achseln der
jingeren Stingelblitter erfolgte oft die Bildung von Bliiten anstelle von Seitentrieben (Abb. 3-
15 H). Diese Befunde zeigen, dass die beiden Gene neben ihrer Funktion bei der Initiation von
Achselmeristemen auch eine Rolle bei der Aufrechterhaltung dieser Meristeme und bei der

Festlegung der Meristemidentitdt spielen.

RNA-ISH-Experimente bestitigten die Annahme, dass zwei Regulationsmechanismen
existieren. Die Expressionsmuster von MYB37 und LAS in las-4 oder myb37 myb38 myb84
wurden mit denen in Columbia-Wildtyppflanzen verglichen. Dabei waren die Muster der
Transkriptakkumulation von MYB37 in las-4 und von LAS in der Tripelmutante nicht von
denen in Wildtyppflanzen zu unterscheiden (Kap. 3.7.1). MYB37 und LAS stehen also nicht in
einer regulatorischen Beziehung zueinander. Die Ergebnisse bestirken daher die Hypothese,

dass zwei Regulationsmechanismen die Bildung von Achselmeristemen kontrollieren.

Die Verzweigungsdefekte von myb37 und der Kombinationen der anderen in dieser Arbeit
charakterisierten myb-Allele wurden nur beobachtet, wenn die Pflanzen in kurzen
Fotoperioden kultiviert wurden. Unter Langtagbedingungen waren die beschriebenen Defekte
nicht festzustellen. Offensichtlich konnen also in langen Fotoperioden die Funktionen von
MYB37, MYB38 und MYB84 hinsichtlich der Anlage von Achselmeristemen entbehrt werden.
Unter diesen Bedingungen muss also eine andere Funktion die der drei MYB-Gene ersetzen.
Moglicherweise konnte diese Funktion durch andere MYB-Gene erbracht werden, die ebenfalls
zur Unterfamilie der Blind-homologen Gene gehoren, und die in Bezug auf die Initiation von
Achselmeristemen bisher noch nicht analysiert worden sind. Andererseits konnte ein weiterer,
von den MYB-Genen unabhingiger Reaktionsweg existieren. Ein sehr wahrscheinliches
Merkmal dieser Funktion ist ihre Regulierung in Abhéngigkeit von der Tageslinge, wobei

anzunehmen ist, dass diese Funktion im Langtag aktiv ist und im Kurztag reprimiert wird.
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4.3 MYB37- und MYB84-Transkripte akkumulieren in Achselmeristem-

grinderzellen

Die RT-PCR-Analyse zeigte, dass die Blind-homologen MYB-Gene in Arabidopsis
unterschiedlich reguliert werden. Sowohl die Gewebe, in denen die Transkripte der einzelnen
Gene nachgewiesen wurden, als auch die Expressionsintensititen unterscheiden sich (Abb. 3-
1). Ahnliche Ergebnisse wurden auch fiir andere Untergruppen von Genfamilien berichtet (Lee
und Schiefelbein, 2001, Prigge et al., 2005). Demzufolge konnten die hier untersuchten MYB-
Gene sehr dhnliche Funktionen in unterschiedlichen Geweben ausiiben, wie es z.B. fiir
WEREWOLF und GLABRA-1 bei der Wurzelhaar- und Trichomentwicklung nachgewiesen
wurde (Lee und Schiefelbein, 2001). Dafiir spricht auch die funktionelle Redundanz, die fiir
MYB37, MYB38 und MYB84 bei der Anlage von Achselmeristemen nachgewiesen wurde. Eine
Diversifikation der MYB-Protein-Funktionen ist jedoch nicht auszuschlieen; so sind die
Proteinsequenzen im C-terminalen Bereich nicht konserviert, wodurch unterschiedliche

Funktionen realisiert werden konnten.

Auffillig ist, dass alle Blind-homologen MYB-Gene aus Arabidopsis auch in der Wurzel
exprimiert werden und dort die hochsten mRNA-Level zeigen (Abb. 3-1). Bei Untersuchungen
zur lateralen Verzweigung der Wurzeln in den myb37-, myb38- und myb84-Insertionslinien
sowie in den Doppel- und Tripelmutanten wurde jedoch kein Defekt beobachtet. Die
Charakterisierung einer myb68-Mutante hat ebenfalls ergeben, dass die Verzweigung der
Waurzeln nicht verdndert war. myb68-Pflanzen wiesen jedoch einen erhohten Ligningehalt auf
(Feng et al., 2004). Hinsichtlich einer Funktion der Blind-homologen MYB-Gene in der Wurzel
ist besonders auf MYB36 hinzuweisen, da eine Transkriptakkumulion dieses Gens
ausschlieBlich in der Wurzel nachgewiesen wurde. Da MYB36, MYB68, und MYB84 die
grofBten Sequenzdhnlichkeiten unter einander aufweisen und aus rezenten Duplikationen
hervorgegangen sind (Blanc et al., 2001), ist hier hinsichtlich der Wurzelfunktion eine &hnliche
funktionelle Redundanz zu erwarten, wie es fiir MYB37, MYB38 und MYB84 in Bezug auf die
Bildung von Seitentrieben nachgewiesen wurde. Diese Annahme wird dadurch unterstiitzt,
dass sowohl fiir MYB68 als auch fiir MYB84 eine spezifische Expression in Perizykelzellen

nachgewiesen wurde (Feng et al., 2004). Insofern ist eine Funktion der Blind-homologen MYB-
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Gene bei der Verzweigung in der Wurzel naheliegend, auch wenn dies fiir myb37, myb38 und
myb84 und deren Kombinationen (diese Arbeit), sowie fiir myb68 (Feng et al., 2004) noch

nicht gezeigt worden ist.

Neben der Expression in Wurzeln und Sprossspitzen, wo fiir MYB37, MYB38 und MYB84 eine
Funktion nachgewiesen wurde, offenbarte die RT-PCR-Analyse fiir die Blind-homologen
MYB-Gene aus Arabidopsis zum Teil auch eine Transkriptakkumulation in Bliitenknospen,
offenen Bliiten, Blittern und Internodien. Dabei fallen neben den schon erwihnten
Gewebespezifititen auch deutliche Unterschiede in den mRNA-Leveln auf (Abb. 3-1).
Insgesamt besitzen die Transkriptionsmuster von MYB37 und MYB87 hinsichtlich der
Gewebespezifitit die groBte Ahnlichkeit mit dem Expressionsmuster des Blind-Gens aus
Tomate. Ausgehend vom Transkriptlevel kommt MYB38 dem Blind-Gen am néchsten. Die
Funktion der MYB-Gene in Bliiten, Bldttern und Internodien, die durch Redundanz der Gene

verborgen geblieben sein konnte, bleibt zu analysieren.

Detailliertere Informationen iiber die Transkriptakkumulation von MYB37, MYB38 und MYB84
wurden durch RNA-ISH-Experimente gewonnen (Kap. 3.6). Dabei zeigte sich zunéchst, dass
MYB37 und MYB84 sehr dhnliche Expressionsdomanen aufweisen, MYB84 jedoch schwiécher
exprimiert wird. Transkripte beider Gene markieren spezifisch die Zentren von jungen
Blattachseln, wo zu einem spéteren Zeitpunkt Achselmeristeme entstehen. Somit markieren die
MYB37- und MYB84-Transkripte zu einem sehr frilhen Zeitpunkt die Zellgruppen, die die
Kompetenz zur Meristemanlage besitzen. Die Expression dieser Gene in den Zellgruppen, aus
denen die neuen Meristeme entstehen, lisst auf eine zellautonome Funktion der Proteine

schlieBen.

Da die Anlage von Achselmeristemen in der frithen Phase der vegetativen Entwicklung am
starksten von MYB37 abhéngt, wurden auch junge, zwei Wochen alte Sprossspitzen untersucht.
In diesen Apices konnte entgegen der Erwartung keine MYB37-mRNA nachgewiesen werden.
Da in den Experimenten Gewebeschnitte aus vier Wochen alten Apices mit derselben MYB37-
Sonde hybridisiert wurden, konnte gezeigt werden, dass die entsprechenden Hybridisierungen

erfolgreich waren. Aullerdem zeigten Kontrollexperimente mit den zwei Wochen alten Apices
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ein unveridndertes Muster der STM-Transkriptakkumulation. Der fehlende Nachweis des
MYB37-Transkripts in sehr jungen Apices steht im Widerspruch zu der durch den Phénotyp
von myb37-Pflanzen nahegelegten Funktion in der frithen vegetativen Entwicklung. Ein
moglicher Grund fiir den fehlenden Nachweis der MYB37-mRNA konnte in der geringen
GroBe der jungen Arabidopsis-Meristeme liegen. In vier Wochen alten Apices umfasst das
MYB37-Signal 3-5 Zellen sowohl in der longitudinalen als auch in der transversen Ebene. Da
das zwei Wochen alte Meristem in Arabidopsis nur etwa ein Viertel des Umfangs eines vier
Wochen alten Meristems besitzt, ist die Doméne, die das MYB37-Transkript markiert,
vermutlich  sehr  klein.  Erwartet man  proportionsgemil ein  Viertel der
Expressionsdominengrofle, so ist leicht vorstellbar, dass ein Signal, was vielleicht nur eine
einzelne Zelle markieren wiirde, in den Schnitten ,verpasst“ wird oder unterhalb der
Nachweisgrenze liegt, die mit dieser Methode erfasst werden kann. Ein zweiter
Erklarungsversuch fiir das Ausbleiben des MYB37-Signals in sehr jungen Apices geht von
einer nicht zellautonomen MYB37-Funktion aus. In diesem Fall ist vorstellbar, dass in der
Waurzel oder in anderen Organen, die MYB37 exprimieren, ein Signal generiert wird, welches
in den jungen Blattachseln die Anlage von Meristemen positiv  beeinflusst.
Pfropfungsexperimente konnten kléren, ob MYB37 eine Fernwirkung auf die Anlage von
Lateralmeristemen hat.

In Analysen von jungen Bliitenknospen wurde ebenfalls keine MYB37-mRNA nachgewiesen,
was im Gegensatz zu den Ergebnissen der RT-PCR-Analyse steht. Ein Grund hierfiir konnte
darin bestehen, dass in den RNA-ISH-Experimenten sehr frithe Entwicklungsstadien von
Bliitenknospen untersucht wurden, wiahrend bei den RT-PCR-Experimenten ein Gemisch
verschiedener Stadien vorlag. Die in der RT-PCR-Analyse nachgewiesene MYB37-
Transkriptakkumulation konnte somit ausschlieBlich auf Transkription von MYB37 in spéteren
Entwicklungsstadien von Knospen beruhen. Um diese Frage eindeutig zu kléren, miissten

Bliitenknospen aller Entwicklungsstadien mittels RNA-ISH analysiert werden.

Die RNA-ISH-Experimente zeigten, dass MYB38 ubiquitir exprimiert wird. Dieses zunéchst
tiberraschende Ergebnis wurde durch Hybridisierung mit einer zweiten, kiirzeren Sonde
bestdtigt. Beide Sonden zeigten bei Sequenzvergleichen mit dem gesamten Arabidopsis

thaliana-Genom keine Homologien zu anderen Sequenzabschnitten, was eine unspezifische
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Hybridisierung zur Folge gehabt haben konnte. Des weiteren wurde die MYB38-
Transkriptakkumulation in Experimenten parallel zu anderen Genen untersucht, die eine
spezifische Expression zeigten, wie z.B. MYB37. Daher kann von einer korrekten
Durchfiihrung der Experimente, in denen die MYB38-Expression analysiert wurde,
ausgegangen werden. Die ubiquitire Expression, die durch RNA-ISH-Experimente
nachgewiesen wurde, stimmt mit der in RT-PCR-Experimenten nachgewiesenen
Gewebeverteilung und der relativen Expressionsstirke von MYB38 iiberein. Die Verteilung der
MYB38-mRNA bringt die Frage mit sich, wie dieses Gen eine spezifische Funktion ausiiben
kann. Zum einen ist vorstellbar, dass die MYB38-Aktivitit von einem Interaktionspartner
abhédngt, der spezifisch exprimiert wird. Zum anderen konnte die Spezifitit der MYB38-
Aktivitdt durch posttranskriptionale oder posttranslationale Modifizierung erfolgen. So kdnnte
das MYB38-Protein nur in bestimmten Zellen aktiviert werden oder in genau festgelegten

Dominen reprimiert werden.

Die Analyse der STM- Expression in der myb-Tripelmutante zeigte im Vergleich zum Wildtyp
(Columbia) eine unverdnderte Transkriptakkumulation in den Achseln der sehr jungen
Blattprimordien, aber Unterschiede in &lteren Blattachseln (Kap. 3.7.2). Obwohl in der
Tripelmutante die Seitentriebbildung weitgehend unterdriickt ist, wird STM im SAM und in
interprimordialen Regionen exprimiert. Da STM als Marker fiir den meristematischen Zustand
von Zellen dient (Long und Barton, 2000), konnte die friilhe STM-Expression in den
Blattachseln eine Voraussetzung fiir die spitere Anlage von Achselmeristemen darstellen. Die
hier dargestellten Ergebnisse zeigen, dass die Expression von STM zwischen den sehr jungen
Blattprimordien (ca. P1-P15) von MYB37, MYB38 und MYB84 unabhingig ist. Dagegen bleibt
die im Wildtyp beobachtete fokussierte STM-Expression in &lteren Blattachseln der
Tripelmutante aus. Dies Befunde zeigen, dass die Aktivitdt der Gene MYB37, MYB38 und
MYB84 eine Voraussetzung fiir die Fokussierung der STM-Transkriptakkumulation darstellt

und somit notwendig ist fiir die Initiation von Achselmeristemen.
Im zentralen Bereich der Blattachseln iiberlappen sich die Expressionsdoménen von LAS und

MYB37. Da beide Gene eine Funktion bei der Anlage von Lateralmeristemen haben, war es

naheliegend zu untersuchen, ob sie sich gegenseitig regulieren. Die Analyse zeigte jedoch, dass
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dies nicht der Fall ist (Vgl. Kap. 4.1). Damit ergibt sich die Frage nach anderen Genen, die in
die Initiation oder Organisation von Achselmeristemen involviert sind und mit den MYB-
Genen zusammen wirken oder mit diesen in einer regulatorischen Beziehung stehen kdnnten.
Zwei Gene, die wichtig fiir die Initiation des SAM sind, fiir die aber aulerdem eine Funktion
bei der Anlage von Lateralmeristemen nachgewiesen wurde, sind CUC1 und CUC2 (Aida et
al., 1997). Wiahrend der Embryonalentwicklung werden die beiden CUC-Gene in den Achseln
von Keimblittern exprimiert (Aida et al., 1999; Takada et al., 2001). RNA-ISH-Analysen von
Greb (2002) an vier Wochen alten vegetativen Apices zeigten, dass CUC1 und CUC2 in
diesem Entwicklungsstadium sehr dhnlich wie MYB37 und MYB84 transkribiert werden.
CUC1-mRNA wurde von PO bis P6/7 nachgewiesen und dann wieder ab P22. Die friihe
CUC1-Expression entspricht also in etwa der Transkriptionsphase von MYB37. CUC2 wird
dagegen von PO bis P17 durchgehend transkribiert. Die beiden CUC-Gene markieren die Basis
von Blattachseln, wihrend MYB37 und MYB84 nur den zentralen Bereich an der Basis von
Blattachseln markieren. Aufgrund der Parallelen in der Funktion der erwdhnten CUC- und
MYB-Gene sowie aufgrund der iiberlappenden Expressionsdomédnen wire es interessant zu
untersuchen, ob die Regulation der erwidhnten Gene in einer hierarchischen Abhéngigkeit
voneinander steht. Generell ist die Analyse der MYB-Gene in Bezug auf andere Mutanten
interessant, die eine Storung bei der Anlage von Seitentrieben haben und eine iiberlappende

Transkriptionsdomédne mit den MYB-Genen aufweisen.

4.4  Regulation des Bluhzeitpunkts durch MYB37

Die myb37-Insertionslinie sowie die myb37 myb38-Doppelmutante und die Tripelmutante
blilhten in kurzen Fotoperioden frither als entsprechende Wildtypkontrollen. Unter
Langtagbedingungen dagegen ist dieser Effekt aufgehoben. Pflanzen, die in Bezug auf den
Bliihzeitpunkt von Wildtypen abweichen, haben hiufig einen verdnderten Spiegel an
Gibberellinsdure (GA; engl: gibberelic acid). Unter Kurztagbedingungen ist GA der

limitierende Faktor, der die Blihinduktion von Pflanzen auslost. Neben dem fritheren
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Bliithzeitpunkt ist die ldngere Infloreszenz von myb37 ein weiteres Merkmal, das man bei
Mutanten mit erhohter GA-Konzentration beobachten kann. Pflanzen, die MYB38
tiberexprimieren (Kap. 3.7), weisen im Gegensatz dazu Merkmale auf, die auf niedrigere GA-
Level hinweisen konnten. Erstens haben 35S::MYB38-Pflanzen einen kleineren, gestauchten
Habitus, wie dies bei GA-Biosynthesemutanten und GA-Signaltransduktionsmutanten, wie
z.B. gal, beobachtet wird. Zweitens blithen diese Pflanzen im Gegensatz zu myb37 spiter als
der Wildtyp. Drittens produzieren 35S::MYB38-Pflanzen oft keinen Pollen mehr. Die
Pollenbildung in Arabidopsis ist ebenfalls durch GA reguliert. Die Expression der Gene
GAMYB33 und GAMYB65 wird iiber eine miRNA reguliert, deren Transkription selbst durch
GA kontrolliert wird. In myb33 myb65 Doppelmutanten wird kein Pollen mehr produziert
(Achard et al, 2004, Millar und Gubler, 2005). Zudem bilden die MYB38-
Uberexpressionspflanzen mehr akzessorische Seitentriebe als der Wildtyp. Insofern stellt sich
die Frage, ob die verdnderten Phanotypen der myb-Insertionslinien und der Pflanzen, die
MYB38 iiberexprimieren, auf Verdnderungen in den GA-Konzentrationen zuriickzufiihren sein
konnten. Dies konnte bedeuten, dass die Seitentriebbildung in Arabidopsis ebenfalls durch
Gibberellinsdure reguliert wird. Die Phénotypen der myb37- und 35S::MYB38-Pflanzen
wiirden somit nahe legen, dass erhohte GA-Level die Bildung von Achselmeristemen
inhibieren, wéhrend erniedrigte GA-Level die Bildung von Seitentrieben fordern. Sakamoto et
al. (2001) konnten zeigen, dass in Tabak eine Unterdriickung der Aktivitit des GA-
Biosynthesegens GA 20-Oxidase durch das Homeodoménenprotein NTHIS5 eine
Voraussetzung fiir die Aufrechterhaltung des nicht determinierten Zustands der SAM-Zellen
darstellt. In der Tat wurden bei exogener Applikation von GA Verdnderungen im
Sprossverzweigungsmuster beobachtet. Pflanzen, die mit GA gespriiht wurden, wiesen weniger
Seitentriebe auf als nicht gespriihte Kontrollpflanzen (Napp-Zinn, 1967). Aufgrund dieser
Hinweise wire es interessant, die myb-Insertionslinien auf verdanderte GA-Konzentrationen hin
zu untersuchen. Da die friihbliilhenden Pflanzen in den vorliegenden Analysen jedoch
gegeniiber Kontrollen keine verdnderte Rosettenblattanzahl aufwiesen, muss auch in Betracht
gezogen werden, dass das frithere Blithen auf einer schnelleren Entwicklung der Pflanzen
beruht und nicht durch erhohte GA-Konzentrationen verursacht wird. Ebenso konnten die
anderen Defekte auf einer spezifischen Funktion der Blind-homologen MYB-Gene beruhen, die

nicht tiber GA vermittelt werden.
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7 Zusammenfassung

Mit dem R2R3-MYB-Gen Blind aus Tomate wurde ein Faktor beschrieben, der die Anlage von
Achselmeristemen reguliert (Schmitz et al, 2002). Im Arabidopsis thaliana-Genom gibt es
eine Untergruppe von sechs R2R3-MYB-Genen, die homolog zu Blind sind und die innerhalb
der MYB-Doméne 76% bis 86% Identitit in der Aminosduresequenz aufweisen. Ziel dieser
Arbeit war es, eine dem Blind-Faktor aus Tomate entsprechende Funktion in Arabidopsis zu
identifizieren. In mehreren Screenings von Insertions-Populationen wurden fiir die Halfte der
Mitglieder der Blind-homologen Untergruppe — MYB37, MYB38 sowie MYB84 — Knock-out-
Linien identifiziert. Diese mutanten Allele wurden sowohl einzeln als auch in jeder moglichen
Kombination in Doppel- und Tripelmutanten unter Kurztagbedingungen charakterisiert.
myb37 und verschiedene Doppelmutanten sowie die Tripelmutante zeigen unterschiedliche
Defekte in der Sprossverzweigung. In der Tripelmutante war die Expression des STM-Gens,
das als Marker fiir die meristematische Identitdt von Zellen gilt, in dlteren Blattachseln nicht
mehr nachzuweisen. Dies ist ein Beleg dafiir, dass in den myb-Mutanten keine lateralen
Meristeme angelegt werden. Folglich sind MYB37, MYB38 und MYB84 an einem frithen
Schritt der Etablierung von lateralen Meristemen beteiligt. In der vorliegenden Arbeit wurde
damit erstmals in Arabidopsis thaliana eine Funktion von MYB-Transkriptionsfaktoren bei der
Anlage von Achselmeristemen sowohl in der vegetativen als auch der reproduktiven Phase
nachgewiesen. Die Kombination der mutierten MYB-Gene zeigte, dass die Funktionen der
einzelnen Proteine zum einen redundant und zum anderen komplementdr zueinander sind.
Damit ermdglichen MYB37, MYB38 und MYB84 in ihrer Kombination eine Feinregulation der
Verzweigung entlang der Sprossachse, indem sie in unterschiedlichen Entwicklungsstadien

der Pflanzen auf die Initiation von lateralen Meristemen Einfluss nehmen.

Knock-out-Linien, die ausschlieBlich in langen Fotoperioden kultiviert wurden, wiesen in den
Analysen  ihrer = Verzweigungsphidnotypen  keinen der  oben  beschriebenen
Verzweigungsdefekte auf. Unter diesen Bedingungen war lediglich die Bildung von
akzessorischen Seitentrieben aus Stdngelbléttern reduziert. Die unterschiedliche Auspragung
des Phinotyps der myb-Mutanten offenbarte somit eine Abhédngigkeit der Initiation von

Achselmeristemen von der Tageslidnge.



Zusammenfassung

Untersuchungen zur Transkriptakkumulation von MYB37, MYB38 und MYB84 mittels RT-
PCR und RNA-in-situ-Hybridisierungen zeigten, dass MYB38 ubiquitdr exprimiert wird,
wiahrend MYB37 und MYB84 in der vegetativen und reproduktiven Phase spezifisch in den
Zentren von Blattachseln, den Orten der Entstehung von lateralen Meristemen, exprimiert
werden. MYB37- und MYB84-Transkripte markieren daher wahrscheinlich in einem sehr

frithen Stadium Achselmeristemgriinderzellen.

Analysen von myb37 las-4- bzw. myb84 las-4-Doppelmutanten ergaben, dass in Arabidopsis
mindestens zwei unabhingige Regulationswege existieren, die die Anlage von
Achselmeristemen kontrollieren. Expressionsstudien mittels RNA-in-situ-Hybridisierungen
bestitigten diese Hypothese, da die Gene MYB37 und LAS nicht in einer regulatorischen
Abhidngigkeit zu einander stehen. Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass die beiden
Regulationswege wihrend der reproduktiven Phase in redundanter Weise neben der Initiation
auch die Aufrechterhaltung und Identitdt von Achselmeristemen kontrollieren. Bisher waren

diese Funktionen von LAS noch nicht bekannt.

Untersuchungen zur Proteinfunktion von MYB37, MYB38 und MYB84 mittels des Hefe-Zwei-
Hybrid-Systems deuten auf eine Proteininteraktion zwischen MYB37 und bHLH88 hin.
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8 Abstract

The tomato Blind gene encodes a MYB transcription factor that controls the formation of
lateral meristems (Schmitz et al, 2002). The Arabidopsis thaliana genome contains a subgroup
of six R2R3-MYB genes, which are homologous to Blind and show 76% to 86% sequence
identity within their MYB-domains. The aim of this work was to identify a Blind-
corresponding function in Arabidopsis. Several insertion line populations were screened for
knock-outs in the Blind-homologous genes from Arabidopsis. For the genes MYB37, MYB38,
and MYB84 insertion lines were identified. These mutants were characterized under short day
conditions one by one as well as in all possible combinations of double mutants and a triple
mutant. myb37, the double mutants and the triple mutant showed different defects in shoot
branching. In the triple mutant, expression of STM, which is referred to as a meristem identity
marker, was no longer detectable in older leaf axils. This demonstrates that lateral meristems
are not initiated in the triple mutant and suggests that MYB37, MYB38 and MYB84 are
involved in an early step of axillary meristem formation. Therefore, this study demonstrates
for the first time that in Arabidopsis thaliana MYB transcription factors play a role in the
regulation of lateral meristem formation during the vegetative phase and the reproductive
phase of development. Combinations of the mutated MYB-genes revealed, that the respective
proteins function both in a redundant and a complementary manner. This mechanism leads to
a fine tuning of shoot branching along the shoot axis and may be instrumental to adapt the

process of shoot branching to environmental conditions.

Knock-out lines which were cultivated under long day conditions did not show any of the
branching defects observed in short photoperiods. In long days, only the formation of
accessory side shoots from cauline leaf axils was reduced. Thus the different phenotypes of

the myb mutants also revealed a dependence of axillary meristem initiation on day length.

Studies on transcript accumulation of MYB37, MYB38, and MYB84 by RNA in situ
hybridizations showed a ubiquitous expression of MYB38, whereas both, MYB37 and MYB84,

were found to be transcribed specifically in the centers of leaf axils, where lateral meristems
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are formed. These findings indicate that MYB37 and MYB84 transcripts mark axillary

meristem founder cells at a very early stage.

Analyses of myb37 las-4 and myb84 las-4 double mutants suggested that two pathways
regulate the formation of lateral meristems in Arabidopsis. Expression studies of LAS and
MYB37 by RNA in situ hybridizations confirmed this hypothesis. In addition to these findings
it was shown that both pathways act redundantly during the reproductive phase of
development controlling not only the initiation of lateral meristems but also their maintenance

and their identity. Until now this function was not known for LAS.

Studies on protein function of MYB37, MYB38 and MYB84 using the yeast two hybrid system
indicate an interaction between MYB37 and bHLH88.

97



Danksagung

Danksagung

Meiner Arbeitsgruppe danke ich fiir die angenehme Atmosphire und fiir Hiltbereitschaft im
Labor, auBlerdem fiir die Bereitschaft zur Diskussion. Insbesondere gilt dies fiir Dr. Gregor
Schmitz, der stets offen fiir Fragen und Diskussionen war und zahlreiche Anregungen zu
dieser Arbeit gegeben hat. Prof. Dr. Klaus Theres danke ich fiir die engagierte Betreuung
dieser Arbeit. Dariiber hinaus danke ich ihm ebenfalls fiir viele freundliche und konstruktive
Diskussionen.

Riidiger Simon danke ich fiir fachlich exzellente Unterstiitzung bei der Etablierung der RNA-
in-situ-Hybridisierungen.

AulBerdem danke ich Peter Huijser und Coral Vincent fiir ihre Hilfsbereitschaft.

Bei Karin Klein mochte ich mich bedanken fiir die Hilfe bei der Bildbearbeitung.

Prof. Dr. Wolfgang Werr danke ich fiir die Ubernahme des Zweitgutachtens dieser Arbeit und
Prof. Dr. Martin Hiilskamp fiir die Ubernahme des Vorsitzes der Priifungskommission.

98



	2.1  Material
	2.1.1  Chemikalien
	2.1.2   Enzyme
	2.1.3  Verbrauchsmaterialien
	2.1.4 Antkörper
	2.1.5  Organismen
	2.1.5.1  Bakterien
	2.1.5.2 Hefen
	2.1.5.3 Pflanzen
	2.1.6  Vektoren
	2.1.6.1 Vektoren zur Transformation in E.coli
	2.1.6.2 Hefe-Vektoren
	2.1.6.3 Pflanzen-Vektoren
	2.1.7  Oligonukleotide
	2.1.8  Lösungen und Kulturmedien
	2.1.9  Computerprogramme und Datenbanken

	2.2 Methoden
	2.2.1  Isolierung von DNA
	2.2.2  Isolierung von RNA aus Pflanzen
	2.2.3  cDNA-Synthese / RT-PCR
	2.2.4  Polymerase Ketten Reaktion (PCR)
	2.2.5  Nick-Translation
	2.2.6  Southern-Blot und –Hybridisierung
	2.2.7  Inkubationsbedingungen für Bakterien
	2.2.8  Inkubationsbedingungen für Hefen
	2.2.9  Wachstumsbedingungen für Pflanzen
	2.2.10 Transformation und Selektion von Bakterien
	2.2.11 Transformation und Selektion von Hefen
	2.2.12 Transformation und Selektion von Pflanzen
	2.2.13 Sequenzierungen
	2.2.14 RNA in situ-Hybridisierungen (RNA-ISH)
	2.2.14.1  Beschreibung der Sonden
	2.2.14.2   Präparationen und Durchführung der Hybridisierung
	2.2.15 Screenings der UWBC-Population

	2.3 Verwendete Abkürzungen
	3.1 RT-PCR-Analyse der Blind-homologen MYB Gene in Arabidops
	3.2  Identifizierung von Knock-out Linien
	3.3 Etablierung einer Methode zur Analyse des Verzweigungsph
	3.4 Analyse der Anlage von Achselmeristemen in myb-Insertion
	3.4.2.1 Analyse der myb37-Insertionslinie
	3.4.2.2 Analyse der myb38- und myb84-Insertionslinien
	3.4.3.1 Analyse der myb37 myb38 Doppelmutante
	3.4.3.2 Analyse der myb37 myb84 Doppelmutante
	3.4.3.3 Analyse der myb38 myb84 Doppelmutante
	3.4.3.4 Analyse der myb37 myb38 myb84 Tripelmutante

	3.5 Phänotypanalyse der Anlage von Achselmeristemen in R2R3 
	3.6 Überexpression des MYB38-Gens unter der Kontrolle des Bl
	3.7  Charakterisierung des Expressionsmusters von MYB37, MYB
	3.7.2.1 Transkriptakkumulation von MYB37 in 4 Wochen alten S
	3.7.2.2  Transkriptakkumulation von MYB37 in zwei Wochen alt
	3.7.3.1 Untersuchung von reproduktiven Sprossapices
	3.7.3.2 Untersuchung von jungen Blütenknospen

	3.8  Integration der MYB37-Funktion in den Prozess der Achse
	3.8.2 In der myb37 myb38 myb84-Tripelmutante unterbleibt die

	3.9 Untersuchungen zu möglichen Interaktionspartnern von MYB
	3.9.1  Mutationen in bHLH-Genen verusachen Defekte bei der A
	3.9.2 Allgemeine Bemerkungen zum Hefe-Zwei-Hybrid-System
	3.9.3 Konstrukte für die Analyse von Interaktionen zwischen 
	3.9.4 Untersuchungen zu Proteinwechselwirkungen zwischen MYB
	3.9.4.1 Untersuchungen von MYB- und bHLH-Proteinen mittels H
	3.9.4.1.1 Analyse der autoaktivierenden Wirkung von MYB- und
	3.9.4.1.2 Untersuchungen zu Interaktionen zwischen MYB- und 
	3.9.4.2 Charakterisierung des Verzweigungsphänotyps von bhlh

	4.1 Blind-homologe MYB-Gene aus Arabidopsis thaliana kontrol
	4.2 Die Bildung von Achselmeristemen in Arabidopsis wird dur
	4.3 MYB37- und MYB84-Transkripte akkumulieren in Achselmeris
	4.4 Regulation des Blühzeitpunkts durch MYB37

