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Kapitel 1

Einleitung

Mais ist eine aus Mittel- oder Stidamerika stammende Nutzpflanze, die heutzutage welt-
weit angebaut wird. Wie kaum eine andere alte Kulturpflanze ist Mais auf seine landwirt-
schaftliche Eignung optimiert. Insbesondere die weibliche Infloreszenz, der Maiskolben,
mag dabei als geniale ,,Erfindung® der Indios vor ca. 7000 Jahren erscheinen, er ist je-
doch hochstwahrscheinlich nur das Ergebnis einer Ziichtung mit Hilfe einfacher Selekti-
onsverfahren. Die drastische morphologische Umgestaltung der weiblichen Infloreszenz
von Teosinte, der Vorldauferpflanze von Mais, zum Maiskolben, zeigt besonders deutlich

das erstaunliche Entwicklungs-Potential, welches in hoheren Pflanzen vorhanden ist.

Momentan werden viele Untersuchungen zur Aufkldrung von Entwicklungskontroll-
genen durchgefiihrt, um die Entwicklungsprozesse besser zu verstehen. Durch Verinde-
rung der Expression dieser Gene kommt es zur Bildung neuer Pflanzenformen. In Mais
sind viele Mutanten bekannt, die in ihrer Entwicklung verdndert sind. Solche Mutan-
ten sind wichtige Hilfsmittel zur Identifizierung von Entwicklungskontrollgenen und zum
Verstdandnis ihrer Funktion. Tunicatel ist eine dieser Mais-Mutanten. Die vorliegende
Arbeit beschiftigt sich mit einem Kandidaten-Gen fiir den TUI-Locus und mit nahe
verwandten putativen Entwicklungskontrollgenen. Um die vorgestellten Analysen bes-
ser nachvollziehen zu konnen, ist ein Verstdndnis der Maisentwicklung, der Morpholo-
gie der Tunicatel-Mutante und der Familie der MADS-Doménen-Transkriptionsfaktoren
hilfreich.

1.1 Morphologie und Morphogenese einer Maispflanze

1.1.1 Der modulare Aufbau von Mais

Mais (Zea mays ssp. mays) gehort zu den Siigrdsern (Poacea), einer Familie der mono-
kotylen Pflanzen. Siilgriser zeichnen sich durch verschiedene morphologische Merkma-
le aus; so ist der modulare Aufbau des oberirdischen Pflanzenteils charakteristisch. Jede
Pflanze besteht aus einer linearen Abfolge von sich wiederholenden Einheiten, den Phyto-
meren (s. [SCANLON und FREELING 1998] und darin enthaltene Zitate). Jedes Phytomer
besteht aus einem Blatt, dem dazugehorigen Knoten (Nodium), dem unterhalb des Kno-

tens befindlichen Stingelsegmentes (Internodium) und einer Seitenknospe. Das Blatt ist
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Abbildung 1.1: Schematische Darstellung des Aufbaus des oberirdischen Teils einer Maispflanze. Links die
Maispflanze und rechts vergroBert ein Phytomer, das Strukturelement, aus dem Siilgriser aufgebaut sind.
Abkiirzungen: R = Rispe oder Fahne (ménnliche Infloreszenz), K = Kolben (weibliche Infloreszenz), Sp =
Blattspreite, Sc = Blattscheide, L = Ligula (Blatthdutchen), A = Aurikel (Ohrchen), I = Internodium (Stin-
gelsegment), N = Nodium (Stiangelknoten) und SK = Seitenknospe. Aus: [SCANLON und FREELING 1998].

aus der proximalen Blattscheide und der distalen Blattspreite aufgebaut, welche durch das
Blatthzutchen (Ligula) und die Ohrchen (Aurikel) voneinander abgegrenzt werden (vgl.
Abb. 1.1). Alle vegetativen und floralen Strukturen der Maispflanze werden aus Phyto-
meren aufgebaut, auch wenn es in verschiedenen Fillen zu extremen Modifikationen von

Form und Funktion der Phytomeren-Elemente kommt.

1.1.2 Phytomer- und Blattentwicklung

Wihrend der Entwicklung einer Maispflanze entsteht jedes Phytomer aus einer
Gruppe von Initialzellen (founder cells), die vom Sprossapikalmeristem (SAM)
bzw. von einem lateralen Meristem abstammen. Wihrend der weiteren Ent-
wicklung bilden sich Untergruppen, die jeweils fiir die Entstehung von Blatt,
Nodium, Internodium bzw. der Knospe verantwortlich sind. Aus den Zellgrup-
pen entwickeln sich Organprimordien, die auswachsen und sich differenzieren
[POETHIG und SZYMKOWIAK 1995, SCANLON und FREELING 1998].

Zu Beginn der Blattentwicklung liegen die Blattinitialzellen auf einer Seite der
jungen Sprossachse, an der Peripherie des SAMs. Von hier aus bezieht die Gruppe

weitere Zellen rings um den Umfang der Sprossachse mit ein; aus dieser Initialzellgruppe
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entsteht das Blattprimordium [POETHIG und SZYMKOWIAK 1995, POETHIG 1997].
Im Gegensatz zu der Entwicklung der Dikotylen, in denen das Blattprimor-
dium durch Wachstum von blastozones (Randzonen mit Mersitem-dhnlichen
Aktivititen [HAGEMANN und GLEISSBERG 1996]) laterale  Blattbereiche  bil-
det, sind diese im Maisblatt schon als Bereiche des Primordiums angelegt
[POETHIG 1997, SCANLON und FREELING 1998]. Es gibt drei unterscheidbare Wachs-
tumsphasen in der Entwicklung des Maisblattes. In der primordialen Wachstumsphase
hat zunichst das ganze Maisblattprimordium meristematischen Charakter, d.h es teilen
sich alle Zellen; es wichst nicht durch die Aktivitidt eines Interkalarmeristems, wie
frither vermutet wurde. In der zweiten Phase bildet sich die Ligula-Region. Spreite
und Ligula wachsen durch weitere Zellteilungen und Zellstreckung aus. In der dritten
Phase wichst nur noch die Blattscheide, die Zellteilungen finden anfangs entlang der
gesamten Linge der Blattscheide statt, und sind spiter auf die Scheidenbasis beschrinkt
[SYLVESTER et al. 1990, POETHIG und SZYMKOWIAK 1995].

1.1.3 Entwicklungskontrollgene in der Blattentwicklung

Viele der Erkenntnisse iiber Entwicklungsprozesse in Mais und in anderen Pflanzen
sind durch Analysen von Zell-Linien in Mosaik-Mutanten gewonnen worden,
z.B. [JOHRI und COE JR. 1983, POETHIG und SZYMKOWIAK 1995]. Durch den
zunehmenden FEinsatz von molekulargenetischen Methoden bei der Erforschung von
Pflanzenentwicklungsprozessen, vor allem in der Bliitenentwicklung der Dikotylen
[THEISSEN und SAEDLER 1999], wurden daran beteiligte Entwicklungskontrollgene
identifiziert. Ausgangspunkt von Gen-Identifizierungen waren in vielen Fillen Mutanten,
die durch abweichende Entwicklungsprozesse verdnderte Pflanzen-Phénotypen bildeten.

Aus Mais sind erst wenige Gene bekannt, die die Blattentwicklung kontrol-
lieren. Ein Antagonist der Blattinitiierung ist das erste klonierte Homoobox-Gen
aus Pflanzen, KNOTTEDI (KNI). Das Gen wird im Wildtyp im gesam-
ten SAM exprimiert, in Blidttern und Blattprimordien aber herunterreguliert
[SMITH und HAKE 1992, JACKSON et al. 1994]. Das KN1-Homo6odoménen-
Protein ist wichtig fiir die Aufrechterhaltung des Meristemstatus der Zellen
[VOLLBRECHT et al. 1991, SMITH und HAKE 1992] und ist damit fiir die Funktion
von SAM und Infloreszenzmeristemen notwendig [VOLLBRECHT et al. 2000]. In der
Knotted1-Mutante wird KN1 ektopisch in den Blittern exprimiert und fiihrt dadurch zur
Bildung von Knétchen auf den Blattrippen. ROUGH SHEATHI1 und LIGULELESS3
sind ebenfalls KNOTTEDI-ihnliche-Homoobox-Gene (KNOX-Gene) mit dhnlichen
Funktionen. Ein Antagonist dieser drei Gene ist ROUGH SHEATH?2. Dieses Gen
kodiert fiir einen putativen MYB-dhnlichen Transkriptionsfaktor, der in den jungen
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Abbildung 1.2: Schematische Darstellung eines Grasdhrchens (links) und eines Grasbliitchens (rechts).
Abkiirzungen: Bl = Bliitchen, sBI = steriles Bliitchen, uHS = untere Hiillspelze, oHS = obere Hiillspelze,
Ra = Rachilla (Ahrchenachse), Fk = Fruchtknoten, N = Narbe, St = Stamina, Lo = Lodiculae (Schwellkor-
perchen), P = Palea (Vorspelze) und L = Lemma (Deckspelze). Aus: [BELL und BRYAN 1991], verindert.

lateralen Organprimordien an der Herunterregulierung der KNOX-Expression beteiligt
ist [TIMMERMANS et al. 1999, TSIANTIS et al. 1999]. Interaktionspartner dieser Gene
sind kaum bekannt, sind aber von groBem Interesse fiir ein weiteres Verstindnis der

Regulation des Blattentwicklungsprozesses.

1.1.4 Aufbau von Grasinfloreszenzen und -bliiten

SiiBgraser sind stets windbliitig, und ihre unscheinbaren Bliiten, oft Bliitchen genannt,
sind zu mehreren, oder selten allein, in Ahrchen angeordnet. Die einzelnen Ahrchen be-
sitzen gewohnlich zwei Hiillspelzen, von denen die untere die Ahrchenachse (Rachilla)
mit den Bliitchen triigt. Die Bliitchen sind jeweils von einer adaxialen Deckspelze (Lem-
ma) und einer abaxialen Vorspelze (Palea) umgeben. Zwischen diesen Spelzen befinden
sich meist zwei Schwellkorperchen (Lodiculae), drei Staubblitter (Stamina) und ein pseu-
domonomerer Fruchtknoten (vgl. Abb. 1.2).

Uber die evolutiondre Verwandtschaft der Deck- und Vorspelze und der Schwell-
korperchen mit den Perianth-Organen der dikotylen Bliite bestand lange Uneinigkeit
[CLIFFORD 1987]. Neueste Untersuchungen zeigen, dass mutmaBlich Orthologe der Ge-
ne, die in dikotylen Pflanzen an der Bestimmung der Kelchblatt- bzw. der Kronblattidenti-
tit beteiligt sind, eine dhnliche Funktion in Reis und in Mais fiir die Deck- und Vorspelze
bzw. fiir die Schwellkorperchen iibernehmen [AMBROSE et al. 2000, KANG et al. 1998].
Dies deutet darauf hin, dass die Schwellkorperchen homologe Organe zu den Kronblit-
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tern und die Deck- und Vorspelzen homolog zu den Kelchblittern sind [KANG et al. 1998,
AMBROSE et al. 2000, THEISSEN et al. 2000].

Die Ahrchen sind in rispigen, ihrigen oder traubigen Gesamtbliitenstinden zusam-
mengefasst. Hier bildet Mais eine gewisse Ausnahme. Die Pflanzen sind monézisch. Die
ménnliche Infloreszenz bildet eine endstindige Rispe, auch Fahne genannt. Die weibliche
Infloreszenz dagegen ist ein seitenstindiger Kolben, ein Infloreszenztyp, der sonst nicht

bei den Siilgridsern zu finden ist.

Der Maiskolben ist von Hiillbldttern, auch Lieschblitter genannt, umgeben. Den
Lieschblittern fehlen in vielen Fillen die Blattspreiten, der Kolben wird nur von den
Lieschblattscheiden umgeben. Der Kolben selbst besteht aus der Kolbenspindel, auf der
im reifen Zustand die Maiskorner sitzen. Die Ahrchen der Maisinfloreszenzen legen
stets zwei Bliitchenanlagen an. Wihrend der Entwicklung der weiblichen Infloreszenz
abortieren die unteren Bliitchen aber in der Regel. Alle Bliitchen, sowohl in den
weiblichen, als auch in den ménnlichen Infloreszenzen werden zwittrig angelegt, im
Laufe der Entwicklung kommt es zur Abortion der Stamina und der Schwellkorperchen
in den weiblichen Bliitchen bzw. zur Abortion der Fruchtknoten in den minnlichen
Bliitchen.

1.2 Tunicatel - eine beriihmte Mais-Entwicklungs-

mutante

Die Tunicatel-Mutante von Mais, auch als Spelzmais oder pod corn bekannt, hat seit
ihrer ersten Beschreibung die Aufmerksamkeit von Botanikern und Maisgenetikern auf
sich gezogen. Besonders eindrucksvoll ist der Phinotyp des Maiskolbens. Hier sitzen die
Maiskorner nicht offen auf dem Kolben, wie im Wildtyp, sondern sie sind einzeln von

langen, blattartigen Spelzen umhiillt (s. Abb. 1.3).

Dieser Phinotyp wurde von dem Naturforscher A. SAINT-HILAIRE als urspriinglich
gewertet, denn die iibrigen SiiBgridser haben von Spelzen eingeschlossene Friichte, Ka-
ryopsen genannt [SAINT-HILAIRE 1829]. Nach einem Tunicate-Maiskolben, den er aus
Brasilien erhalten hatte, beschrieb er die Pflanze als neue Varietidt mit dem Namen Zea
Mais var. tunicata [SAINT-HILAIRE 1829]. Zu der Zeit war der tatsidchliche wilde Vor-
fahre von Mais, Teosinte (Zea mays ssp. parviglumes), noch nicht identifiziert worden
[WEATHERWAX 1935].

Auch spitere Maisgenetiker [MANGELSDORF 1974] haben den Tunicate-Phénotyp
fiir urspriinglich gehalten, aber bei dieser Beurteilung nie beriicksichtigt, dass die Hiill-
funktion bei vielen SiiBgriasern nur von Deck- und Vorspelzen erfiillt wird, und nicht von

den Hiillspelzen, wie das in der Tunicate-Mutante der Fall ist. Weiterhin wurde nicht wirk-



Abbildung 1.3: Phénotyp eines Tunicate-Maiskolbens (oben) und eines Wildtyp-Maiskolbens (unten) im
Vergleich. Die Korner des Tunicate-Maiskolbens sitzen nicht nackt auf dem Kolben sondern sind einzeln
von Spelzen umbhiillt.

lich in Betracht gezogen, dass die nahen Mais-Verwandten dauerhafte, verholzte Hiillspel-

zen haben und nicht wie Tunicate feine, papierartige Hiillspelzen.

Die Erkenntnis, dass Teosinte der Vorfahre von Mais ist, setzte sich schlieflich auf
Grund verschiedener, u.a. auch molekularbiologischer Ergebnisse durch [BEADLE 1939,
GALINAT 1983, ILTIS 1983, DOEBLEY 1990, WANG et al. 1999]. Es ist anzunehmen,
dass Mais vor etwa 5.000 bis 10.000 Jahren aus der Wildpflanze Teosinte domestiziert
wurde.

Auch auf Grund der Fehleinschitzung der Bedeutung der Tunicate-Mutante
fir die Evolution von Mais, ist die Mutante sehr intensiv untersucht wor-
den. Genetische Analysen zeigten, dass es sich um ein codominantes Merk-
mal handelt [COLLINS 1917, MANGELSDORF und GALINAT 1964] und der
TUNICATE-Locus auf dem langen Arm von Chromosom 4 lokalisiert ist
[HAYES und CHANG 1939]. Nach neuen Nomenklaturregeln der Maisgenetiker

(http://www.agron.missouri.edu/maize_nomenclature) wird der
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Abbildung 1.4: Phdnotypen der Tul-A 158-Planzen unter MPIZ- Anzuchtbedingungen. Links eine weibliche
Tul-Infloreszenz, rechts eine Tul -Fahne im Vergleich mit einer Wildtyp-Fahne (Mitte).

Locus mit einer zusitzlichen Ziffer benannt und heif}t jetzt TUNICATE]I oder TUI.

Weitere Untersuchungen ergaben, dass die Ausprigung des Tul-Phédnotyps mit
den Umweltbedingungen und dem genetischen Hintergrund stark variieren kann
[MANGELSDORF 1974]. Ein jedoch stets auftretender Phinotyp ist die Verlingerung
der Hiillspelzen in den Maiskolben. Andere Veridnderungen, die nicht immer auftreten,
sind die Verzweigung der Maiskolben, die Entwicklung der unteren Bliitchen in der
weiblichen Infloreszenz und die Entwicklung von Fruchtknoten in den maénnlichen
Infloreszenzen. Auch eine Verlingerung des den Kolben tragenden Seitentriebs wird
manchmal beobachtet, wodurch der Kolben nicht mehr von den Lieschblittern umgeben
wird. Sogar die Kolbenspindel kann stark verlidngert sein, wodurch der Kolben eher das
Aussehen einer Grasihre erhilt [MANGELSDORF 1974].

Auch die fiir diese Arbeit unter Gewichshausbedingungen angezogenen heterozygo-
ten Tul-A158-Pflanzen besaBen stark verlidngerte Hiillspelzen, verzweigte weibliche In-
floreszenzen, welche kaum Korner bildeten, und stark feminisierte terminale Infloreszen-
zen (s. Abb. 1.4).

Es wurde viel iiber den moglichen Ursprung von Tunicate bzw. die Haufigkeit des Tu-
nicate-Mutationsereignisses spekuliert. Da Tunicate-Pflanzen oder Tunicate-Kolben an
vielen Orten in Siidamerika und einigen in Nordamerika gefunden wurden, gab es die
Vermutung, dass es mehr als ein Mutationsereignis gegeben hat [COLLINS 1917]. Es sind



allerdings keine Berichte iiber eine spontanes Auftreten von Tunicate-Mutanten beim An-
bau von Zuchtrassen bekannt. H. CUTLER entwickelte eine neue Idee iiber das verbrei-
tete Vorkommen von Tunicate in Amerika. Seine Studien haben ergeben, dass Tunica-
te-Kolben von Medizinmédnnern der siidamerikanischen Indios als Medizin-Bestandteil
benutzt werden [CUTLER 1944]. Vorfahren dieser Medizinminner wanderten in vorko-
lumbianischen Zeiten von Stidamerika in den Siidwesten von Nordamerika, wie alte Fel-
senmalereien von buckligen Flotenspielern, genannt ,,Kocopelli*, zeigen. Da sich in den
gleichen Regionen, in denen diese Felsenmalereien auftreten, auch alte Tunicate-Kolben
auffinden lassen, vermutet H. CUTLER, dass die vorkolumbianischen Medizinmanner die
Tunicate-Mutante sowohl bewahrt als auch verbreitet haben. Nach dieser Theorie konnten
alle Tunicate-Pflanzen auf ein einziges ursichliches Mutationsereignis zuriickzufiihren

sein. Ein unabhiéngiges Tul -Allel wire dann nicht bekannt.

Auch Untersuchungen in neuerer Zeit bedienten sich der Tul-Mutante. Gendosis-
Analysen zeigten, dass die Tul-Mutation einen gain-of-function-Charakter besitzt, d. h.
die Ausprigung des Phénotyps war positiv korreliert mit der relativen Tul-Gendosis
[POETHIG 1987]. Untersuchungen an Mais-Mutanten, welche somatische Mosaike be-
ziiglich der Anwesenheit der chromosomalen Region von Tul waren, zeigten, dass Tul
zumindest in der Fahne zellautonom wirkt [JOHRI und COE JR. 1983], d. h. das Entwick-
lungsprogramm der Tul-Zell-Linien, wurde von den Zellen selbst bestimmt und nicht

von den umliegenden Zellen beeinflusst.
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1.3 Die Familie der MADS-Box-Gene — eine wichtige Fa-
milie fiir die Steuerung von Entwicklungsprozessen

in Pflanzen

1.3.1 Bliitenentwicklung in Dikotylen

Die Erforschung der Infloreszenz- und Bliitenentwicklung hat gerade in den
letzten zehn Jahren groBe Fortschritte gemacht; einen Uberblick geben
[THEISSEN und SAEDLER 1999]. Mit molekularen Methoden wurden Kompo-
nenten eines regulatorischen Gen-Netzwerks entdeckt, welches die Infloreszenz- und
Bliitenentwicklungsprozesse steuert. Dieses Netzwerk erscheint, abgesehen von einigen
Modifikationen, in allen bisher untersuchten eudikotylen Modellpflanzen sehr dhnlich
und es wird daher vermutet, dass ein solches Netzwerk der Bliitenentwicklung aller

Eudikotylen zugrunde liegt.

Das Gen-Netzwerk kann in verschiedene Ebenen eingeteilt werden: auf der ober-
sten Ebene stehen Bliitezeit-Gene, welche durch Umwelteinfliisse aktiviert oder inhibiert
werden konnen. Diese Gene bewirken ein Umschalten von vegetativer zu reproduktiver
Entwicklung, wodurch wahrscheinlich direkt oder auch mittelbar Meristemidentitéitsgene
aktiviert werden. Die Meristemidentititsgene bewirken die Transition vom vegetativen
Meristem zum Infloreszenzmeristem und vom Infloreszenzmeristem zum Bliitenmeri-
stem. In den Bliitenmeristemen werden durch die Aktion von Kataster-Genen (cadastral
genes) die Grenzen der verschiedenen Bliitenwirtel festgelegt. Durch Aktivierung der
Bliitenorgan-Identititsgene, welche innerhalb jedes Wirtels die Aktivierung weiterer Gen-
Kaskaden bewirken, wird die Realisierung der jeweiligen Organ-Charakteristika erreicht.
Diese Bliitenorgan-Identitidtsgene werden auch als Homootische-Selektor-Gene oder als
ABC-Gene bezeichnet, da im klassischen Modell der Bliitenentwicklung drei Klassen von
homootischen Funktionen postuliert werden, die A-, B- und C-Klasse. Diese spezifizie-
ren einzeln oder in Kombinationen die Kelchblatt- (nur A), die Kronblatt- (A und B), die
Staubblatt- (B und C) und Karpell-Identitéit (nur C) [COEN und MEYEROWITZ 1991].

Der Ausfall einer dieser Funktionen oder die Etablierung einer Funktion am falschen
Bliitenort fiihrt zu homdootischen Verdnderungen der Bliite, wie dies in verschiedenen
Infloreszenz- und Bliitenmutanten beobachtet wird. So fehlt z. B. der globosa-Mutante
aus Antirrhinum majus die B-Funktion. Anstelle von Kronbléttern bildet sie daher einen
zweiten Wirtel Kelchblitter aus und anstelle der Staubblitter entwickeln sich Karpelle
[TROBNER et al. 1992].

Viele Gene des regulatorischen Netzwerkes gehoren zur Familie der MADS-Box-

Gene. Diese groBe Genfamilie ist in allen Eukaryonten vertreten. Die MADS-Box
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kodiert fiir eine 60-Aminosiduren-lange DNA-Bindedomine, die MADS-Domine.
Die Abkiirzung MADS steht fiir die ersten vier gefundenen Vertreter dieser Familie:
MCMI1, AGAMOUS, DEFICIENS und SRF [SCHWARZ-SOMMER et al. 1990]. Die
MADS-Box-Gene sind nicht nur prominent unter den Bliitenorgan-Identititsgenen
vertreten, sondern werden auch auf weiteren Netzwerkebenen gefunden. Die von
ithnen kodierten MADS-Domaénen-Proteine sind modular aufgebaute Transkripti-
onsfaktoren. In Samenpflanzen gehoren sie vorrangig zu den MIKC-Typ-Proteinen
[MUNSTER et al. 1997]: Meist beginnen sie N-terminal mit der MADS-Doméne (M),
es folgt die intervening-Region (I), die Keratin-dhnliche Region (K) und schlieBlich die
C-terminale Region (C). Die MADS-Domiine ist die am stirksten konservierte Doméne
und ist hauptverantwortlich fiir die DNA-Bindung, aber sie hat auch Funktionen in der
Dimerisierung und Bindung von zusitzlichen Faktoren. Am wenigsten stark konserviert
ist die C-Domine [THEISSEN et al. 1996, RIECHMANN und MEYEROWITZ 1997].

Sequenzanalysen und Phylogenierekonstruktionen der MADS-Box-Genfamilie haben
gezeigt, dass die Familie aus verschiedenen Subfamilien besteht [THEISSEN et al. 1996,
PURUGGANAN 1997, MUNSTER et al. 1997]. Mitglieder einer Subfamilie besitzen oft
sehr dhnliche Expressionsmuster und Funktionen. Das bedeutet, dass z. B. Gene, die an
der Bildung gleicher homootischer Funktionen beteiligt sind in der Regel in der gleichen
Subfamilie zu finden sind. Es handelt sich in vielen Fillen wahrscheinlich um orthologe

Gene.

Die Etablierung der verschiedenen Subfamilien war vermutlich von Bedeu-
tung fiir die Evolution der homootischen Funktionen der Bliitenorganbildung
[THEISSEN und SAEDLER 1999].

1.3.2 Bliitenentwicklung in Monokotylen

Das regulatorische Netzwerk der Bliitenentwicklung ist bislang am besten in hoheren
Eudikotylen erforscht. Verschiedene Untersuchungen, insbesondere an Mais und
Reis, haben aber gezeigt, dass auch in Monokotylen sowohl MADS-Box-Gene der
Subfamilien vorkommen, deren Mitglieder in Dikotylen Bliitenorgan-Identititsgene sind
[SCHMIDT et al. 1993, CHUNG et al. 1994, CHUNG et al. 1995, THEISSEN et al. 1995,
MENA et al. 1995, MENA et al. 1996, KANG etal. 1998, LOPEZ-DEE et al. 1999,
MOON et al. 1999, AMBROSE et al. 2000, KYOozZUKA et al. 2000], als auch MADS-Box-
Gene der Subfamilien, die andere Rollen in der Infloreszenz- und Bliitenentwicklung
haben [KANG et al. 1995, GRECO et al. 1997, HEUER et al. 2000, JEON et al. 2000].
Die Expressionsmuster dieser Gene sind, wenn man die morphologischen Unterschiede
zwischen Monokotylen und Dikotylen beriicksichtigt, sehr @hnlich zu denen ihrer

Verwandten in Dikotylen und legen daher zum groBlen Teil identische Funktionen nahe.
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Analysen von Funktionsverlust-Mutanten (loss-of-function-Mutanten) haben fiir einzelne
Gene gezeigt, dass sie tatsdchlich an der Bereitstellung der homdootischen Bliitenorgan-
Funktionen beteiligt sind [MENA et al. 1996, KANG et al. 1998, AMBROSE et al. 2000].

Am Max-Planck-Institut fiir Ziichtungsforschug (MPIZ) in Koln wurden in den
letzten Jahren weitere MADS-Box-Gene aus Monokotylen kloniert. Ziel dieser
Klonierungen war die Erweiterung des Wissens iiber die Vorginge, die zur Bildung
der Monokotylen-Infloreszenzen und -Bliiten fiihren, auch in Hinsicht auf mog-
liche Anwendungen in der Pflanzenziichtung. Aus Gerste und Mais wurden neue
MADS-Box-Gen-cDNA-Klone isoliert und analysiert (Gerste: [SCHMITZ et al. 2000];
Mais: [CACHARRON 1998, MUNSTER et al. 2000] und G. THEISSEN, T. MUNSTER,
W. FAIGL und S. WERTH personliche Mitteilung). Nicht alle diese Gene gehoren
Subfamilien an, die bekanntermaBlen an der Bliitenentwicklung beteiligt sind.

1.3.3 Spielen MADS-Box-Gene eine Rolle in der vegetativen Pflan-

zenentwicklung?

Regulatorische Gen-Netzwerke sind am Ablauf vieler Entwicklungsprozesse
beteiligt. Das bekannteste Beispiel ist die Embryonalentwicklung von Tieren
[McGINNIS und KUZIORA 1994]. Es wird vermutet, dass alle komplexen Entwick-
lungprozesse durch Gen-Netzwerke gesteuert werden, u. a. auch die Entwicklung des
vegetativen Sprosses, die Wurzelentwicklung und die Pflanzen-Embryonalentwicklung.
Homo6obox-Gene spielen in der Regulation der Spross- und Blattentwicklung eine
bedeutende Rolle [REISER et al. 2000]. Auch eine Beteiligung von MADS-Box-Genen
in solchen Gen-Netzwerken, die vegetative Entwicklungsprozesse steuern, ist
wahrscheinlich. Es sind MADS-Box-Gene bekannt, die hauptsichlich in vegetativen
Organen exprimiert werden: z. B. AGL12 und AGL17 in der Wurzel [HECK et al. 1995],
AGL15 im Embryo [ROUNSLEY etal. 1995], FLC in Wurzel und Rosettenblittern
[SHELDON et al. 1999] und die Mitglieder der STMADS11-Subfamilie in fast allen un-
tersuchten vegetativen Organen [CARMONA et al. 1998, GARCIA-MAROTO et al. 2000,
HARTMANN et al. 2000, SCHMITZ et al. 2000, MAO et al. 2000].

Auch einige der am MPIZ gefundenen Mais-MADS-Box-Gene wurden hauptsdchlich

in vegetativen Organen exprimiert.

1.3.4 Eine Mutation in einem MADS-Box-Gen konnte ursichlich fiir
den Tunicate-Phinotyp sein
Einige Aufschliisse iiber den Ablauf von Entwicklungsprozessen konnen von Entwick-

lungsmutanten gewonnen werden. Diese weichen in ihrer Entwicklung von wildtypischen

Pflanzen ab. Die Abweichung kann z. B. dadurch hervorgerufen werden, dass durch den
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Ausfall eines Genproduktes ein Entwicklungsprozess blockiert ist, so dass die Pflanzen
sich nach einer bestimmten Entwicklungsphase nicht mehr weiter entwickeln. Ebenso
kann ein Entwicklungsprogramm am falschen Ort ablaufen, wodurch es zu homootischen
Mutationen kommen kann, d. h. es bilden sich vollstindige Organe am falschen Ort. Das
Programm kann auch zur falschen Zeit ablaufen, diese Anderungen nennt man hetero-
chronisch. Der Phidnotyp solcher Mutanten kann unterschiedlich ausfallen. Er ist abhéingig
von der Art der Interaktion der verschiedenen Entwicklungs-Regulationsmechanismen.
Werden die Entwicklungsprozesse unabhingig voneinander reguliert, so kann es zur
Ausprdagung unterschiedlicher Identititen in einem Organ kommen. So tragen z.B. in
Teopod-Mutanten Maisblitter, die in wildtypischen Pflanzen adulte Charakteristika ent-
wickeln, sowohl juvenile als auch adulte Merkmale. Viele Entwicklungsmutanten kon-
nen sowohl als homootische als auch als heterochronische Mutanten interpretiert wer-
den. So fiihrt z. B. die Ausprdgung eines vegetativen Entwicklungsprogramms in Primel-
Infloreszenzen zu Transformationen von Tragblittern (Brakteen) zu echten Blittern. Dies
kann als falscher Zeitpunkt fiir die Auspriagung des Programms, ndmlich nach statt vor
der floralen Transition, oder als falscher Ort fiir das Programm, nimlich im Infloreszenz-
meristem statt im SAM, verstanden werden [CONWAY und POETHIG 1993].

In Mais ist eine groBe Anzahl von Entwicklungsmutanten bekannt, die im
Laufe der verhiltnismidfig langen Geschichte der Maisgenetik gesammelt wurden
[NEUFFER et al. 1997]. Ein groBer Teil von ihnen betrifft die Bliitenentwicklung
[VEIT et al. 1993]. Viele der mutanten Loci wurden chromosomal lokalisiert
[NEUFFER et al. 1997]. Ein Ansatz zur Aufklirung von Entwicklungsprozessen ist
die Suche nach Genen, deren Mutation ursdchlich fiir solche verinderte Phinotypen
ist. Eine Maoglichkeit, Entwicklungskontrollgene zu identifizieren, ist die Analyse
von Genfamilien, von denen bereits Mitglieder bekannt sind, die an der Steue-
rung von Entwicklungsprozessen beteiligt sind. Solche Genfamilien sind z.B. die

Homoobox-Genfamilie oder die MADS-Box-Genfamilie.

Um in einer bestimmten Spezies weitere Mitglieder der entsprechenden Familie zu
finden, verwendet man Homologie-basierte Methoden. Auf diese Art wurden z. B. die
ersten Mitglieder der MADS-Box-Genfamilie aus Mais gefunden [SCHMIDT et al. 1993,
THEISSEN et al. 1995]. Die identifizierten Gene lassen sich, zumindest in Mais, durch
Genkartierungsverfahren mit RFLP-Markern [BURR und BURR 1991] einem chromoso-
malen Ort zuordnen. Ist in dem ermittelten Abschnitt ebenfalls der verdnderte Genlocus
einer Entwicklungsmutante lokalisiert, so hat man ein Kandidaten-Gen fiir diese Ent-
wicklungsmutante. Weitere Analysen miissen dann zeigen, ob der Kandidaten-Genlocus
wirklich mit dem Ort der Mutation iibereinstimmt.

Es wurde vermutet, dass die Mais-Entwicklungsmutanten indeterminatel (idl),
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barrenstalk1, tasselseed4 und Polytypic earl durch Mutationen in verschiedenen
Mais-MADS-Box-Genen entstanden sind [SCHMIDT et al. 1993]. Fiir idl konnte
jedoch mittlerweise nachgewiesen werden, dass die Mutation eines anderen Gens,
welches fiir ein Zink-Finger-Protein kodiert, ursédchlich ist [COLANSANTI et al. 1998].
Der Kandidaten-Gen-Ansatz kann also auch in die Irre fithren. Bisher konnte nur
fir eine bekannte Entwicklungsmutante, silkyl (si), gezeigt werden, dass der
sil-Phénotyp durch eine Mutation in einem Mais-MADS-Box-Gen hervorgerufen wird
[AMBROSE et al. 2000]. Dieser Nachweis wurde allerdings mit Transposon-tagging
erbracht.

Die Kartierung der neu am MPIZ gefundenen Mais-MADS-Box-Gene hat zur Iden-
tifizierung weiterer Loci gefiihrt, die in der Néhe eines in Entwicklungsmutanten verin-
derten Genortes kartieren. Einer dieser Orte liegt auf dem langen Arm des Chromosoms
4, auf dem sich der TUI-Locus befindet. In dessen Nihe kartiert das MADS-Box-Gen
ZMM19.

1.4 Ziel der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es, durch Charakterisierung des Mais-MADS-Box-Gens ZMM 19
Hinweise zu erhalten, ob eine Mutation in diesem Gen urséchlich fiir den Tul-Phénotyp
ist.

Schwerpunkte dieser Arbeit bildeten dabei eine morphologische Charakterisierung
der Tul-Mutante und Expressionsstudien von ZMM19. Es wurde auflerdem die phylo-
genetische Verwandtschaft von ZMM19 zu anderen MADS-Box-Genen geklirt und drei

nahe verwandte Gene wurden in die Expressionsstudien eingeschlossen.



Kapitel 2

Material und Methoden

2.1 Chemikalien, Enzyme

Die verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen Amersham-Buchler (Braun-
schweig), BIOMOL Feinchemikalien (Hamburg), Difco BD Biosciences (Sparks, USA),
Dynal A.S. (Oslo, Norwegen), Eurogentec (Seraing, Belgien), Fluka (Deisenhofen),
Gibco BRL Life Technologies (Karlsruhe), Merck (Darmstadt), National Diagnostics
(Atlanta, USA), Qiagen (Hilden), Pall Gelman Sciences (Rof3dorf), Pharmacia Biotech
Europe (Freiburg), Riedel de Haen (Hannover), Roche Diagnostics (Mannheim), Carl
Roth (Karlsruhe), Sartorius (Gottingen), Seakem (Rockland, USA), Serva (Heidelberg),
Sherwood Medical (Schwalbach) und Sigma (Miinchen) bezogen und hatten in der Regel
den Reinheitsgrad p.A.

Die Enzyme stammten von den Firmen Gibco BRL Life Technologies (Karlsruhe),
MBI Fermentas (Vilnius, Litauen), New England Biolabs Inc. (Beverly, USA), Promega
(Heidelberg), Roche Diagnostics (Mannheim) und Stratagene Cloning Systems (La Jolla,
USA).

Oligonukleotide stammten von den Firmen MBI Fermentas (Vilnius, Litauen), Meta-
bion (Martinsried) und MWG-Biotech (Ebersberg).

2.2 Medien, Puffer, Losungen

Medien, Puffer und Losungen wurden, sofern nicht anders angegeben, nach den in SAM-
BROOK [1989] beschriebenen Protokollen hergestellt.

2.3 Plasmide und Bakterienstamme

Die verwendeten Mais-cDNA-Klone (s.u.) befanden sich in den Vektoren ,,pGEM-T*
(Promega, Heidelberg) oder ,,pBluescriptlIKS+*“ bzw. ,,pBluescriptlISK+* (Stratagene,
La Jolla, USA). Als Wirtszellen fiir die Plasmidpropagation wurde der Escherichia coli-
Stamm JM 109 benutzt.

14
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2.4 Mais-cDNA-Klone

Die fiir diese Arbeit verwendeten Mais-MADS-Box-Gen-cDNA-Klone stammen aus
cDNA-Banken die mittels mRNA aus Maislinie T232 hergestellt wurden und wurden von
W. FAIGL oder S. WERTH in unserer Arbeitsgruppe kloniert. Die Klone reprédsentieren
folgende Gene:

Klon-Name Gen-Name
wif4123 ZMM19
wfe7a8 ZMM?20
wf4105 ZMM21

Fiir ein viertes MADS-Box-Gen, ZMM?26, lag kein cDNA-Klon vor. Das Gen wur-
de aufgrund seiner grofen Sequenzidhnlichkeit mit ZMM19 bei der Sequenzierung des
ZMM19-Locus entdeckt (T. MUNSTER und W. FAIGL, personliche Mitteilung). Matri-
zen fiir RNA-Sonden wurden mittels PCR mit ZMM?26-spezifischen Oligonukleotiden
auf einem cDNA-Pool aus Lieschblittern (Maislinie C) amplifiziert und anschliefend

zur Kontrolle sequenziert.

Subklone der KNOTTED1-cDNA, pKS-kn3’, pSK-kn5’ und pSK-knbox, wurden von
D. Jackson [JACKSON et al. 1994] zur Verfiigung gestellt und zur Herstellung von Kon-
trollsonden fiir die in situ-Hybridisierung verwendet.

Eine cDNA der cytosolischen Glycerinaldehyd-Dehydrogenase aus Mais, GAPDH,
wurde von W. MARTIN zur Verfiigung gestellt und wurde ebenfalls zur Herstellung von

Kontrollsonden fiir die in situ-Hybridisierung verwendet.

2.5 Pflanzenmaterial

Fiir die vorliegende Arbeit wurden folgende Maislinien (Zea mays ssp. mays) verwendet:

(Die Abkiirzungen bedeuten: CIMMYT = Centro International para Mejoramiento
del Mais y Triego (http://www.cimmyt.cgiar.orqg); IPK = Institut fiir Kultur-
pflanzenforschung, Gatersleben (http://www.ipk-gatersleben.de); MGSC =
Maize Genetic Stock Center (http://w3.aces.uiuc.edu/maize—-coop/);
MPIZ = Max-Planck-Institut fiir Ziichtungsforschung, Koln; ACE = accesion evolution,
lokale Mais-Stammsammlung der Arbeitsgruppe am MPIZ.)
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Name Beschreibung Quelle Lager-Nr.
C Inzuchtlinie, w22 farbveriandert MPIZ ACE99
[SCHWARZ-SOMMER et al. 1984]
T232 Inzuchtlinie [EDWARDS et al. 1987] MPIZ ACE100
Al58 Inzuchtlinie Universitit
Bergamo,
Italien
Tul-A158  Tunicate-Phénotyp, Tul -Referenzallel MGSC 416A
[MANGELSDORF und GALINAT 1964]
Tul-1 abgeschwichter Tu-Phénotyp MGSC 416B
[MANGELSDORF und GALINAT 1964]
Tul-d abgeschwichter Tu-Phénotyp MGSC 416D
[MANGELSDORF und GALINAT 1964]
Tul-md abgeschwichter Tu-Phénotyp MGSC 416F
[MANGELSDORF und GALINAT 1964]
W23M14 heterogene Linie, in die Tul-A158 im MGSC 416A
MGSC eingekreuzt wurde
Tu*5090B  Tunicate-Phénotyp MGSC Tu*5090B
TUNICA9  Durango 101, Tunicate-Phénotyp, aus CIMMYT 10633
Mexico
CRCHIH Chihuahua 289, Tunicate-Phinotyp, aus CIMMYT 10634
Mexico
ZEA41 Tunicate-Phinotyp IPK ZEA41
ZEA48 Tunicate-Phinotyp IPK ZEA48
Cornelll, Maiskolben mit Tunicate-Phénotyp Cornell
-2, -3, 4 University,
USA
TuMPIZ1 Tunicate-Phinotyp MPIZ Ausstellung
Hsfl1- Hairy-sheath-frayedI -Phénotyp MGSC 528A
N1595 [BERTRAND-GARCIA und FREELING 1991]

Die Maispflanzen wurden im Gewichshaus unter Langtagbedingungen angezogen.

2.6 Rasterelektronenmikroskopische Studien

Pflanzenmaterial fiir die Untersuchungen mit dem Rasterelektronenmikroskop (REM)

wurde nach dem Ernten auf feuchten Tiichern bei Raumtemperatur transportiert und ma-

ximal 6 h aufbewahrt. Die Organe wurden unter dem Binokular freipréipariert, ohne Fi-
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xierung auf der Objektplatte befestigt und in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Was-
serkristalle auf der Objektoberflache wurden durch Erwdarmung der Objektplatte mit den
tiefgefrorenen Objekten von -184 °C auf -100 °C unter Vakuum entfernt. Die so vorbe-
reiteten Objekte wurden mit Gold in einem ,,CT 15000 Crytrans System‘ (Oxford Instru-
ments, England) bedampft und mit einem ,,DSM 940 Rasterelektronenmikroskop* (Zeiss,
Oberkochen) mikroskopiert. Bilder wurden digital aufgenommen.

2.7 Isolierung von Plasmid-DNA und PCR-Produkten

Plasmid-DNA wurde mit dem ,,Qiagen Plasmid Maxi Kit* nach Anleitung des Herstellers
(Qiagen, Hilden) aufgereinigt. PCR-Reaktionen wurden nach den in SAMBROOK [1989]
beschriebenen Protokollen durchgefiihrt. Die PCR-Produkte wurden mit dem ,,High Pure
PCR Product Purification Kit* (Roche, Mannheim) aufgereinigt.

2.8 Isolierung von genomischer DNA aus Mais

Genomische DNA aus Mais wurde mit einer verdnderten DIECA-Methode

[SCHWARZ-SOMMER et al. 1984] aus Blattspreiten aufgereinigt.

2-3 g tiefgefrorenes gemorsertes Blattmaterial (ca. eine Blattspreite) wurden in 15
ml DIECA-Puffer (50 mM Tris-HCL, pH 7,8, 50 mM EDTA, 0,1 M NaCl, 7 mM Mer-
captoethanol, 1% (v/v) Lauroylsarcosin und 100 mM Natrium-Diethyldithiocarbaminat)
suspendiert. Nach 90 Minuten Inkubation bei 4 °C wurden die unloslichen Komponenten
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde mit einem Volumen Phenol/Chloroform geschiittelt.
Nach einer weiteren Zentrifugation wurde der wissrige Uberstand mit einem Volumen
kaltem Isopropanol versetzt und sanft geschiittelt. Der DNA-Niederschlag wurde abzen-
trifugiert, in 2 ml TE (pH 8,0) gelost, iiber Nacht einer RNase-Behandlung (20 ug/ml
RNase A, 37 °C) ausgesetzt. Es wurde ein Proteinase-K-Verdau angeschlossen (0,2%
SDS, 0,25 mg/ml Proteinase K, 30 Minuten 37 °C, 10 Minuten 50 °C). Die DNA-L6sung
wurde in drei Schritten, mit Phenol, mit Phenol/Chloroform und mit Chloroform extra-
hiert und nach Zugabe von Natriumacetat (0,3 M) mit 2 Volumina Ethanol gefillt. Der
DNA-Niederschlag wurde abzentrifugiert, gewaschen, getrocknet und in 0,5 ml TE auf-

genomien.

2.9 Isolierung von Gesamt-RNA

Zur Herstellung von Gesamt-RNA wurde Pflanzenmaterial unter fliissigem Stickstoff
gemorsert und die RNA mit Hilfe des ,,Total-RNA-Reagenzes* (BIOMOL, Hamburg)
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nach Anleitung des Herstellers gewonnen (10 ml Reagenz je 1 g Pflanzenmaterial). Auf-
gereinigte Gesamt-RNA wurde in deionisiertem Formamid aufgenommen und bei —20 °C
aufbewahrt.

2.10 Herstellung von cDNA

Ausgangsmaterial fiir die cDNA-Synthese war Gesamt-RNA, die aus Lieschblittern
bzw. weiblichen Infloreszenzen einer heterozygoten Tul-A158-Pflanze bzw. nur aus
Lieschblittern einer Wildtyp-Pflanze (W23M14) gewonnen wurde. Die Aufreinigung
von poly(A)"-RNA erfolgte mit Hilfe von ,,0ligo(dT)25-Dynabeads* (Dynal, Oslo)
nach Herstellerangaben. Die Synthese von cDNA wurde mit ,,SuperscriptlI-Polymerase
(Gibco) nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Die 20 ul PCR-Ansitze wurden 1 : 25 mit
Wasser verdiinnt (500 pl) und in Aliquots eingefroren.

2.11 RNA-Gel-Blot-Analyse

Gesamt-RNA fiir die RNA-Gel-Blots wurde, sofern nicht anderes angegeben, aus der

Maislinie C gewonnen.

RNA fiir Standard-RNA-Gel-Blots wurde aus folgenden Pflanzenteilen gewonnen:
Blattspreite (Blatt 5 oder 6; 6 Wochen alt), Wurzel (gesamt; 4 Wochen alt), Keimling
(oberirdischer Teil; 15 Tage nach Aussaat), Lieschblatt (von nachfolgenden weiblichen
Infloreszenzen, Lieschblitter aus Maislinie C besallen keine Lieschblattspreiten), weibli-
che Infloreszenzen (3 mm bis 2,5 cm grof3), médnnliche Infloreszenzen (5 mm bis 2,5 cm

grof3) und Korner (15 bzw. 20 Tage nach Befruchtung).

Die RNA-Gel-Blots mit RNA aus verschiedenen vegetativen Organen umfassten
folgendes Material: Keimling (s.0.), Coleoptilen (7 und 10 Tage alt), undifferenzierte
Blattscheide und Blattspreite (Blatt 6; 4 Wochen alt), ausdifferenzierte Blattscheide
und Blattspreite (Blatt4; 6 Wochen alt), Vorblatt und Lieschblitter der weiblichen
Infloreszenz (13 Wochen alt) und Nodien (von 0,3 mm oberhalb des 4. Nodiums bis 0,3
mm unterhalb des 5. Nodiums; 6 Wochen alt).

Fiir RNA-Gel-Blots aus Blittern verschiedener Altersstufen wurde Blattmaterial im
Abstand von einer Woche aus einer Population gleichaltriger Pflanzen jeweils von Blatt
4 (von unten gezihlt) geerntet: Blattscheide (vom Nodium bis 1 cm unterhalb des Blat-
thdutchens), Ligula (Bereich von 1 cm unterhalb bis 1 cm oberhalb des Blatthdutchens)
und Blattspreite (ab 1 cm oberhalb des Blatthdutchens ca. 10 cm aufwiirts).

Im Fall aller Tunicatel-RNA-Gel-Blots wurden die Pflanzenteile von ca. 13 Wochen
alten Pflanzen kurz vor Pollenreife geerntet: Blattspreite, Lieschblatt (alle Lieschblitter
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bestanden nur aus Scheiden), Zweig einer médnnlichen Infloreszenz und eine ca. 2-3 cm

grofle weibliche Infloreszenz.

Jeweils 2 ug Gesamt-RNA pro Spur wurden auf einem denaturierenden
Formaldehyd-Gel aufgetrennt und auf eine positiv geladene Nylonmembran (,,positiv
geladene Nylonmembran® Roche, Mannheim; oder ,,Biodyne+“ von Pall, RoBdorf),
nach Anleitung der Firma Roche transferiert. Als Sonden fiir die Hybridisierung dienten
antisense-Digoxigenin- (DIG-) bzw. antisense-Fluoreszin-markierte RNA-Molekiile, die
mittels in vitro-Transkription hergestellt wurden (,,T7-“ oder ,,T3-RNA-Polymerase*,
Roche, Mannheim).

Als Vorlagen fiir die run-off-Transkription dienten etwa 200 - 400 bp grofle
cDNA-PCR-Fragmente. Fir ZMM19 wurden cDNA-PCR-Fragmente entsprechender
GroBe durch PCR-Starter-Oligonukleotidensequenz mit geeigneten Restriktionsschnitt-
stellen ausgestattet (s. Anhang C.2) und nach entsprechendem Restriktionsverdau in
»pBluescriptlIKS+“ kloniert. Als Transkriptionsvorlagen wurden PCR-Fragmente
erstellt, die diese cDNA-Subklonen zusammen mit den rechts und links davon gelegenen
T7- und T3-Promotor-Startsequenzen aus dem Vektor iiberspannten (s. Anhang C.2). Fiir
ZMM?20, ZMM?21 und ZMM?26 wurden die Transkriptionsvorlagen mittels PCR direkt
auf dem jeweiligen cDNA-Klon erstellt. Die Fragmente trugen an den Enden T7- bzw
T3-Promotor-Startsequenzen, die aus den PCR-Starter-Oligonukleotiden (Sequenzen s.
Anhang C.2) stammten [GANDRILLON et al. 1996].

Als Vorlage fir RNA-Gel-Blot-Sonden wurden die C-Region bzw. die 3’-
untranslatierte Region (UTR) der jeweiligen MADS-Box-Gen-cDNA benutzt.

Hybridisierung erfolgte in ,,DIG-Easy*“-Hybridisierungslosung (Roche, Mannheim)
nach Angaben des Herstellers, ebenso wie die Detektion, mit der Ausnahme, dass an-
stelle von zwei finalen Waschschritten vier Waschschritte vor der Detektion durchgefiihrt
wurden. Die Detektion erfolgte mit dem Chemoluminiszenz-Substrat ,,CDP-Star* (Ro-
che, Mannheim) auf lichtempfindlichem Film.

2.12 In situ-Hybridisierung

Die in situ-Hybridisierung wurde im wesentlichen wie bei [CACHARRON et al. 1999] an-
gegeben durchgefiihrt, nur dass die zwei stringenten Waschschritte fiir 30 Minuten in 0,3x
SSC bei 60 °C, statt 60 Minuten in 0,1x SSC, durchgefiihrt wurden.

Die Hybridisierungssonden (DIG-markierte RNA-Molekiile) wurden wie fiir die
RNA-Gel-Blots beschrieben hergestellt, nur dass die I-, K-, C-Region und der 3’-UTR
der jeweiligen MADS-Box-cDNAs als Vorlage benutzt und sowohl sense- als auch
antisense-RNA-Sonden erstellt wurden. Antisense-RNA-Sonden von der C-Region und
dem 3’-UTR waren identisch mit den RNA-Gel-Blot-Sonden.
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Als Kontrollsonden wurden DIG-markierte antisense-RNA-Molekiile der
KNI1-cDNA und der cytosolischen GAPDH-cDNA hergestellt. Als Vorlage fiir die
Transkription dienten PCR-Fragmente, die die kompletten KNI-Subklone bzw.
die GAPDH-cDNA zusammen mit den rechts und links davon gelegenen T7- und

T3-RNA-Polymerase-Promotorsequenzen aus den pBluescript-Vektoren iiberspannten.

Fir die Hybridisierungen wurden weibliche Mais-Infloreszenzen der Linien
Tul-A158 oder W23M14 verwendet und wie bei [CACHARRON et al. 1999] fixiert.
Maisgewebe-Schnitte (8 um dick) wurde mit dem Mikrotom hergestellt und fortlaufende
Schnittserien fiir die Hybridisierungen mit ZMM19-sense, ZMM19-antisense und
Kontrollsonden eingesetzt. Die hybridisierten Schnitte wurden in ,,Entellan® (Merck,
Darmstadt) eingebettet und mit dem Photomikroskop ,,Axiophot* (Zeiss, Oberkochen)
mit digitaler Kamera ,,SPOT 1.3.0“ (INTAS, Gottingen) fotografiert.

2.13 Nachweis der Expression von Allelen durch einen
Single-Nucleotide-Polymorphism

Die Sequenzen der cDNAs des in W23M14-Wildtyp-Pflanzen gefundenen ZMM19-
Allels und eines in Tul-A158-Pflanzen gefundenen Allels unterscheiden sich an Posi-
tion 243 stromab des Start-ATG (A = Position 1) in einem Nukleotid (ZMM19 W23M14.
T, ZMM19 Tul-Al5S, C) (T. MUNSTER, personliche Mitteilung); es handelt sich da-
bei um einen stillen Austausch, der keine Anderung der Proteinsequenz mit sich bringt.
Dieser Single-Nucleotide-Polymorphism wurde ausgenutzt, um zwischen der Expressi-
on der beiden ZMM119-Allele zu unterscheiden. Es wurde eine PCR durchgefiihrt, die
die Region von Postition 148 bis 311 amplifizierte (Oligonukleotid-Startersequenzen
pTM28 und pTM32 s. Anhang C.2). Vorlagen fiir die PCR waren cDNA-pools aus
Wildtyp-Lieschblatt (W23M14), aus Tul -Lieschblatt und -Kolben (TulA158/+). 50 ul-
PCR-Ansatz enthielten: 1 ul cDNA-Pool, 0,1 mM je Oligonukleotid, 0,1 mM je NTP, 1x
Roche-PCR-Puffer und 0,25 ul Tag-Polymerase (Roche, Mannheim). PCR-Zyklus: 2 Mi-
nuten 95 °C; 30 Sekunden 95 °C; 30 Sekunden 64 °C; 1 Minuten 72 °C; Schritt zwei
bis vier 34 Mal wiederholen; 10 Minuten 72 °C. Die entstandenen PCR-Produkte wurden
aufgereinigt und in beiden Richtungen sequenziert. Die sich ergebenden Fluoreszenzin-

tensitidtskurven der verschiedenen Sequenzen wurden ausgewertet.

2.14 Sequenzierung

Die Sequenzierungen wurden von der ,,Automatischen DNA-Isolations- und Sequenzier-
einheit* (ADIS) des Max-Planck-Institutes fiir Ziichtungsforschung durchgefiihrt. Se-
quenzierungen wurden auf Sequenziergeriten ,,Abi Prism 377 und ,,3700* (Applied Bio-
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systems, Weiterstadt) durchgefiihrt. Die photometrische Detektion erfolgte mit Hilfe von
Fluoreszenzfarbstoff-markierten, zum Kettenabbruch fiihrenden Nukleotiden, ,,BigDye-
terminator chemistry* (Applied Biosystems, Weiterstadt), wihrend des Gel- bzw. Kapil-

larlaufs (Anregung mit Laserlicht).

2.15 Computeranalyse

Fiir die Erstellung von Multiple-Sequence-Alignments und deren Darstellung wurden
die Programme PileUp, Pretty und Prettybox des GCG-Paketes (Genetics
Computer Group, Madison, USA, http://www.gcg.com/) mit verschiedenen
Parametern verwendet. Fiir Vergleiche einzelner Sequenzen wurden die Programme
Gap und BestFit benutzt. Vorhersagen von Restriktionsschnittstellen und Amino-
sduresequenzen wurden mit Map oder MapSort gemacht, Sequenzstiicke wurden
mit Assemble zusammengesetzt. Suchen nach &dhnlichen Peptidsequenzen wurde
mit dem Programm NetBLAST in nicht redundanten Teilen der verschiedenen Gen-
und Peptiddatenbanken (GenBank des National Center for Biotechnology Information
(NCBI), http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) durchgefiihrt. Alle diese Programme
stammen ebenfalls aus dem GCG-Paket. Stammbaumrekonstruktionen wurden nach
der neighbor-joining-Methode wie bei [THEISSEN etal. 1996] angegeben
erstellt. Offentlich zuginglige Gensequenzen finden sich auf der MADS-homepage
(http://www.mpiz-koeln.mpg.de/mads/).

Fluoreszenzintensititskurven wurden mit dem Program gnuplot von T. WILLIAMS
und C. KELLEY ausgedruckt.



Kapitel 3
Ergebnisse

3.1 Das MADS-Box-Gen ZMM19 Kkartiert in der Nahe
von TUNICATEI1

Ziel dieser Arbeit war es, den Kandidatengen-Status des MADS-Box-Gens ZMM 19 fiir
den TUNICATE]1 -Locus niher zu untersuchen.

Ausgangspunkt fiir die Untersuchungen war die Identifizierung von neuen
Mais-MADS-Box-Genen am MPIZ (T. MUNSTER, W. FAIGL und S. WERTH,
personliche Mitteilung). Vier dieser Gene, ZMM19, ZMM?20, ZMMZ21 und ZMM?26,
bzw. deren putative Proteine, zeigten eine besonders hohe Sequenzihnlichkeit, wie
im folgenden noch dargestellt wird. Fiir diese vermutlich nahe verwandten Gene
wurde eine Bestimmung der chromosomalen Lokalisation durchgefiihrt. Sie wurden
anhand von Restriktionsfragmentldngen-Polymorphismen (RFLP) in Mais-recombinant-
inbred-Linien [BURR und BURR 1991] kartiert (S. WERTH und B. BURR, personliche
Mitteilung). Die Gene befinden sich an folgenden Positionen auf der Karte des
Brookhaven National Laboratory (BNL):

o ZMM19 auf dem langen Arm von Chromosom 4 (ca. 4L 145)
o ZMM?20 auf dem kurzen Arm von Chromosom 1 (ca. 1S 53)
e ZMM?2] auf dem kurzen Arm von Chromosom 9 (ca. 9S 23)

o /ZMM?26 auf dem langen Arm von Chromosom 5 (ca. 5L 215)

Die Lage der Gene auf den Mais-Chromosomen ist schematisch in Abb. 3.1 dargestellt.

Eine Uberpriifung der chromosomalen Regionen der Gen-Loci ergab, dass in zwei
Fillen ebenfalls in der Nihe ein Gen-Locus einer Entwicklungsmutanten zu finden ist.
In der Ndhe von ZMM 19, welches zwischen RFLP-Marker npi192 und npi253B kar-
tiert, liegt auch der TUNICATE]I-Locus, in etwa zwischen den Markern bnl10.05 und
wsu(nia3) [NEUFFER et al. 1997]. Ebenso wird in der Nihe von ZMM26, welches zwi-
schen den Markern umc68 und wsu(nia5) kartiert, der HAIRY-SHEATH-FRAYED1 -

22
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Abbildung 3.1: Chromosomale Lokalisation verschiedener MADS-Box-Gene und Entwicklungsmutanten
von Mais. Die Zuordnung zu chromosomalen Orten basiert auf der Karte des Brookhaven National Labo-
ratory (http://burr.bio.bnl.gov/acemaz.html). Die Gene sind rechts von den Chromosomen
angegeben und sind ihren ungefihren chromosomalen Orten durch Pfeile zugeordnet. In dieser Arbeit ni-
her charakterisierte Gene sind durch Kistchen gekennzeichnet. Die Informationen iiber die Gen-Loci der
Entwicklungsmutanten stammen aus NEUFFER [1997]. Diese Loci sind auf der Karte durch dunkelgraue
vertikale Striche links von den Chromosomen dargestellt. Dickere schwarze Boxen geben die ungefihren
Orte der Centromeren an. Abkiirzungen: cM = Centimorgan, sil = silkyl, Hsfl = Hairy-sheath-frayed|l,
Tul = Tunicatel.

Locus gefunden. Da in dieser Region die Markerdichte gering ist, ist diese Kartierung
allerdings ungenau.
Als MADS-Box-Gen kodieren ZMM 19 und ZMM?26 fiir putative Transkriptionsfak-

toren. Ein solcher sollte bei einer Uberexpression einen dominanten gain-of-function-
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ZMM19 ZMM20 ZMM21 ZMM?26

ZMM19 - 58,2 73,1 93,9
ZMM20 68,2 - 52,5 57,8
ZMM21 82,1 62,8 - 70,8

ZMM26 94,7 67,4 80,7 -

Tabelle 3.1: Identitit und Ahnlichkeit der Aminosiuren der vier neuen MADS-Dominen-Proteine aus Mais
in Prozent. Die Sequenzidentititen und Sequenzihnlichkeiten wurden mit dem Programm Gap des GCG-
Programm-Paketes ermittelt. Verwendete Parameter waren: gap weigth = 8, gap length weight = 2. Werte
der Sequenzidentitit sind oberhalb der Diagonalen und Werte der Sequenzihnlichkeit sind unterhalb der
Diagonalen angegeben.

Phinotyp hervorrufen. Ein solcher Phinotyp wurde fiir die Tunicatel -Mutante beschrie-
ben [MANGELSDORF und GALINAT 1964, POETHIG 1987]. Diese Tatsachen zusammen
mit der interessanten chromosomalen Lokalisation lieBen eine genauere Untersuchung

von ZMM 19 sinnvoll erscheinen.

Auch Hsf1 ist eine dominante Mutante [BIRD und NEUFFER 1985]. Hsfl-Pflanzen
sind durch einen verinderten Blattphénotyp gekennzeichnet, es bilden sich blattscheiden-
artige Auswiichse an den Blattspreiten. Da ZMM?26 erst im Laufe der Charakterisierung
von ZMM 19 entdeckt wurde, wurde es nicht eingehend untersucht. Die hier dargestellten
Untersuchungen konzentrierten sich auf ZMM 19 als Kandidaten-Gen fiir TU1.

Um zu einer Entscheidung zu gelangen, ob der Tunicate I -Phénotyp durch eine Verin-
derung des genomischen Locus von ZMM19 hervorgerufen wird, schied ein Transposon-
tagging zur Beweisfiihrung aus (s. Kapitel 4.2.1). Es mussten stattdessen andere verfiig-
bare Informationsquellen ausgenutzt werden. So wurde die Expression von ZMM19 im
Wildtyp und in Tul-Mutanten untersucht. In verschiedenen Studien wurden jedoch auch
einzelne oder alle der nahe verwandten Gene von ZMM 19 eingeschlossen. Durch Charak-
terisierung auch dieser Gene sollten z. B. fundiertere Hinweise auf Wildtyp-Funktionen
erhalten werden. Diese sollten helfen, die mogliche Rolle von ZMM19 beim Zustande-
kommen des Tunicate I -Phinotyps zu verstehen. Aulerdem wurden die Gene in einzelnen

Experimenten als Kontrollen verwendet.

Der Sequenzvergleich zeigt, dass Sequenzidhnlichkeiten von 68% bis 95% zwischen

den vier putativen Proteinen bestehen (s. Tabelle 3.1).
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3.2 RNA-Gel-Blot-Untersuchungen in Wildtyp-Pflanzen

Um in einem ersten Ansatz zu untersuchen, in welchen Organen die vier Mais-Gene vor-
rangig exprimiert werden, wurde ihre Expression mittels RNA-Gel-Blot-Analyse unter-
sucht. Die dafiir verwendeten Pflanzenteile waren Blattspreite, Wurzel, Keimling, Liesch-
blatt (bestand nur aus Blattscheide), unreife Kolben, unreife Fahne und unreife Korner.

Die ermittelten Expressionsmuster sind in Abb. 3.2 dargestellt.

Die Expression von ZMM 19 ist sehr stark im Lieschblatt, eine deutliche Expression
ist aber auch in der Blattspreite nachzuweisen. In allen anderen Organen ist nur ein sehr
geringes Expressionsniveau vorhanden (Abb. 3.2 und gleicher Blot mit ldngerer Expositi-
on, nicht gezeigt). Das Expressionsmuster von ZMM?26 ist nicht wesentlich unterschied-
lich von dem von ZMM 19. Wegen der hohen Sequenzéhnlichkeit beider Gene muss eine
Kreuzhybridisierung der Sonden in Betracht gezogen werden. Fiir die RNA-Gel-Blot-
Hybridisierungen wurden antisense-Sonden passend zur C-Region bzw. zur 3’-UTR ver-
wendet, die Sequenzihnlichkeit in dieser Region betrigt 89%, was eine Kreuzhybridisie-
rung vermuten ldsst. In anderen RNA-Gel-Blot-Analysen unter denselben Bedingungen
konnen aber deutliche quantitative Unterschiede zwischen der Expression von ZMM19
und ZMM?26 nachgewiesen werden (s. Abb. 3.3). Das zeigt, dass die RNA-Gel-Blot-
Bedingungen stringent genug sind, um wesentliche Expressionsunterschiede zwischen
ZMM19 und ZMM?26 nachzuweisen. Da die hier gefundenen Expressionsstirken nahezu
identisch sind, kann geschlossen werden, dass beide Gene annédhernd gleich exprimiert

werden.

Das Expressionsmuster von ZMM?20 weist Unterschiede zu den beiden bisher be-
schriebenen auf. Neben einer starken Expression im Lieschblatt ist eine schwéchere,
aber deutliche Expression auch in Wurzel und Keimling nachzuweisen. Im Gegensatz
zu ZMM19 fehlt aber die Expression in der Blattspreite.

ZMM?21 schlieBlich wird in Blattspreite und Keimling etwa gleich stark exprimiert,
aber nur sehr schwach im Lieschblatt und in anderen Organen iiberhaupt nicht.

Alle vier untersuchten Gene werden hauptsichlich in vegetativen Organen exprimiert.
Sie werden nicht oder nur in geringem Mafle in Infloreszenzen exprimiert. Eine Expres-
sion im Korn ist nur fiir ZMM19 und ZMM?26 andeutungsweise nachweisbar. Alle Gene
scheinen mit verschiedenen Spezifititen in blattartigen Organen abgelesen zu werden, sie
sind danach vermutlich an der Blattentwicklung beteiligt. Fiir drei der Gene findet sich die
starkste Expression im Lieschblatt, wo daher eine wichtige Funktion der Gene vermutet
werden sollten. Eine deutliche Expression in der Wurzel findet sich nur fiir ZMM?20.
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Abbildung 3.2: Expressionsmuster von ZMM19, ZMM?20, ZMM21 und ZMM?26 in unterschiedlichen
Maisgeweben. RNA-Gel-Blot-Analysen wurden mit Gesamt-RNA aus Blattspreite (B), Wurzel (W), Keim-
ling (Ke), Lieschblatt (L), jungen weiblichen Infloreszenzen (wI), jungen ménnlichen Infloreszenzen (ml)
und unreifen Koérnern (Ko) durchgefiihrt. Als Sondenvorlagen wurden Teile der C-Region und die 3’-UTR
der jeweiligen cDNAs verwendet (s. 2.11). Als Ladekontrolle sind die rRNA-haltigen Abschnitte der Ethi-
diumbromid gefirbten Gele gezeigt, die jeweils auf die oberhalb abgebildeten RNA-Gel-Blot-Membranen
geblottet wurden. Fiir ZMM19 und ZMM?20 wurde dieselbe Membran benutzt. Die ermittelten Transkript-
langen betragen 1,1 kb fiir ZMM19; 1,1 kb fiir ZMM?20; 1,2 kb fiir ZMM21 und 1,3 kb fiir ZMM26.
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3.3 RNA-Gel-Blot-Untersuchung mit Tul -Pflanzen

3.3.1 Ektopische ZMM19-Expression in Tul-A158-Pflanzen

Eine Expression von ZMM 19 wurde im Wildtyp hauptsichlich in vegetativen Organen
gefunden. Es wurde ebenfalls die Expression in Tunicatel-Pflanzen untersucht. Diese
sind durch starke Veridnderungen im Kolben und geringere auch in der Fahne gekenn-
zeichnet, zeigen ansonsten aber keine auffallenden phénotypischen Verinderungen. Es
wurde daher angenommen, dass zumindest in den betroffenen Organen eine verdnder-
te ZMM19-Expression gefunden werden sollte, wenn tatsidchlich eine Veridnderung des
genomischen Locus von ZMM 19 ursichlich fiir den Tul-Phénotyp ist.

Um mogliche Unterschiede zwischen wildtypischer ZMM19-Expression und der Ex-
pression in Tul-Pflanzen optimal nachzuweisen, wurde eine Population von 30 Pflan-
zen untersucht, die sowohl Wildtyp- als auch Tul -Pflanzen enthielt. Die Population ging
aus einer Kreuzung einer heterozygoten Tul-A158-Pflanze mit einer Wildtyp-Pflanze
(W23M14) hervor, d. h. die Nachkommen waren vom Genotyp entweder wiederum he-
terozygot Tunicatel (Tul/+) oder homozygot Wildtyp (+/+). Die Pflanzen segregierte
also fiir den Tul-Phinotyp und wiesen ansonsten keine auffilligen Unterschiede auf.
Tul-Pflanzen konnten kurz nach Erscheinen der Fahne von wildtypischen Pflanzen unter-
schieden werden. Da mit der Vergro3erung der Spelzen, die oft erst im spiteren Entwick-
lungsstadium sichtbar wird, auch eine Feminisierung der Fahne einhergeht, lieBen sich
die Tunicatel -Pflanzen durch Narbenfidden in der terminalen Infloreszenz leicht identifi-
zieren. In diesem Stadium wurden Blattspreite, Lieschblitter, unreife Kolben und Fahne

geerntet und RNA daraus isoliert.

Vergleicht man nun die mRNA-Expressionsmuster von ZMM19 in wildtypischen
und Tul-A158-Pflanzen (s. Abb. 3.3) so stellt man ein dhnliches Expressionsniveau in
Blattspreite und Lieschblatt in allen Pflanzen fest. Unterschiede im Expressionsniveau
findet man dagegen in jungen Kolben und in der Fahne. Wihrend die Tul-A158-Pflanzen
eine starke ZMM19-Expression im Kolben und eine schwichere auch in der Fahne zei-
gen, ist die Expression in diesen Organen der Wildtyp-Pflanzen, wie auch schon zuvor ge-
funden, sehr gering bzw. nicht nachweisbar. Die Expression von ZMM19 in Tul-A158-
Pflanzen erfolgt also genau in den Organen ektopisch, in denen der Tul-Phénotyp zu
beobachten ist. Eine solche ektopische Expression konnte fiir 15 Tul-A158-Pflanzen ge-
zeigt werden, wihrend 15 wildtypische Pflanzen keine solche Expression zeigten (nur
Pflanzen 1-5 in Abb. 3.3 gezeigt). Das Expressionsniveau der ektopischen ZMM]19-
Expression ist positiv korreliert mit der Auspriagung des Phénotyps, d.h. in den stidrker
verdnderten Maiskolben ist, im Vergleich mit den weniger stark verdnderten Fahnen, eine
hohere ZMM 19-Expression vorhanden.
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Abbildung 3.3: Expressionsmuster von ZMM19, ZMM?20, und ZMM26 in drei Wildtyp- und zwei Tul-
A158-Pflanzen. RNA-Gel-Blot-Analysen mit Gesamt-RNA von Blattspreiten (B), Lieschblatt (L), Fahne
kurz vor Pollenreife (F) und unreifen Kolben (K). Die RNA stammte aus verschiedenen Pflanzen einer
segregierenden Population, die aus einer (Tul-A158/+ x +/+) Kreuzung hervorging. Die Nummer der
Pflanze und der Phénotyp (Tul oder WT) ist oberhalb der RNA-Gel-Blot-Spuren vermerkt. Weiteres wie
Abb. 3.2

Die ektopische ZMM19-Expression konnte entweder die direkte Ursache des Tul-
Phinotyps sein, oder es konnte die Folge einer durch andere Faktoren verursachten Initi-
ierung eines Blattidentitits-Programms sein, in dessen Rahmen eben auch ZMM19 hoch-
reguliert wird.

Es wurde daher die Expression der beiden anderen im Lieschblatt exprimierten Gene,
ZMM?20 und ZMM?26, untersucht (s. Abb. 3.3). Es wurden diese beiden Gene ausgewdihlt,
da sie, aufgrund der grolen Sequenzidhnlichkeit und des @hnlichen Expressionsmusters,
wahrscheinlich Funktionen in den gleichen Entwicklungsprozessen wie ZMM19 haben.
Beruht der Tul-Phénotyp also auf einer Mutation eines Regulatorgens auf einer hoheren
Ebene des putativen Gen-Netzwerkes, so sollte eine allgemeine Hochregulierung aller
Blatt- oder Blattscheidenentwicklungs-Gene inklusive ZMM19 beobachtet werden. Es
sollte dann mit groBer Wahrscheinlichkeit eine Hochregulierung aller drei MADS-Box-
Gene beobachtet werden

Uberpriift man darauthin die Ergebnisse der RNA-Gel-Blot-Analyse, so findet man fiir
ZMM?20 keine Abweichung der Expression in den untersuchten Organen der Tul-A158-

Pflanzen von der Wildtyp-Expression. Dieses Ergebnis deutet nicht auf eine allgemeine
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Hochregulierung des Blatt- oder Blattscheiden-Entwicklungsprozesses hin, sondern auf

eine spezifische ZMM19 Beteiligung.

Im Gegensatz zu ZMM20 zeigt ZMM?26 eine etwas erhohte Expression in den Kol-
ben der Tul-A158-Pflanzen, allerdings in wesentlich geringerem Malle als ZMM 19. Hier
stellt sich allerdings die Frage, ob es sich um ein echtes ZMM?26-Signal handelt, oder
ob es sich nur um Kreuzhybridisierung wegen der groBen Ahnlichkeit der Sonden han-
delt. Dieser zweite Fall ist wesentlich wahrscheinlicher, da das Hybridisierungssignal von
ZMM26 im Kolben — anders als das im Blatt und Lieschblatt — wesentlich geringer als
das von ZMM19 ist. Geht man von Kreuzhybridisierung aus, so ist keine Hochregulie-
rung von ZMM?26 zu finden.

Die beobachtete ektopische Expression erscheint daher spezifisch fiir ZMM19. Die
Ursache dieser Expression kann eine Mutation in ZMM19 sein, dann sind ZMM 19 und
TUI identisch. Es ist aber auch moglich, wenn auch unwahrscheinlich, dass die spezifi-
sche Hochregulierung von ZMM19 durch ein unbekanntes Gen bzw. dessen Genprodukt
verursacht wird, welches nur auf ZMM19 wirkt, und nicht auf die anderen dhnlichen
Gene. Dieses Gen miisste ebenfalls in der chromosomalen Region von TU1 lokalisiert

sein.

3.3.2 Verringerte ektopische ZMM19-Expression in schwicheren
Tul-Mutanten

Neben der Tul-A158-Linie gibt es noch mindestens drei Tul-Linien, die aus Tul-A158
hervorgegangen sind, aber einen schwicheren Phiinotyp haben. Diese Linien sind: Tul-I,
Tul-d und Tul-md [MANGELSDORF und GALINAT 1964]. Der Charakter dieser Linien
ist nicht vollstindig geklért — es konnten schwiéchere Allele von Tul-A158 sein — gene-
tische Analysen lassen jedoch auch die Deutung zu, dass es sich bei dem TUNICATE]I -
Locus um einen aus drei Komponenten zusammengesetzten Locus handelt. Die drei Kom-
ponenten sind dann Tul-I, Tul-d und Tul-m, wobei die Komponente Tul-m nie von Tul-
d getrennt werden konnte [MANGELSDORF und GALINAT 1964, MANGELSDORF 1974].

Von diesen drei Linien zeigte Tul-d den schwichsten Phédnotyp (s. Abb. 3.4). In
Tul-d-Kolben waren die Korner nur teilweise von Spelzen bedeckt, wihrend in den an-
deren Linien die Spelzen mehrere Zentimeter lang wurden. Die Phinotypen von Tul-md-
und Tul-I-Pflanzen waren unter Gewichshaus-Anzuchtbedingungen nicht voneinander
unterscheidbar, sie waren aber schwicher als der Phidnotyp von Tul-A158. Das zeigte
sich vor allem in der Fahne, die bei Tul-A158-Pflanzen an der Basis lange Spelzen auf-
wies (s. Abb. 1.4). Diese Verldngerung der Spelzen in der ménnlichen Infloreszenz war
in den schwicheren Linien kaum zu bemerken, auflerdem wurde die Fahne zu einem

deutlich geringeren Anteil feminisiert. Die Kolben waren in Tul-A158-, Tul-md- und
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Abbildung 3.4: Kolben einer heterozygoten Tul-d-Pflanze.

Tul-I-Pflanzen stark verdndert, d. h. es bildeten sich nicht nur lingere Spelzen, sondern in
den Spelzen bildeten sich hiufig anstelle der Kérner neue Infloreszenzen. Die so entstan-
denen Kolben hatten Verzweigungen wie die Fahne, die einzelnen Vezweigungen waren
aber von Lieschblatt-dhnlichen Strukturen umgeben (s. Abb. 1.4). Die Kolben der Tul-I-
und Tul-md-Pflanzen waren in der Regel kleiner als die der Tul-A158-Pflanzen, zeigten

sonst aber keine Unterschiede.

Es wurde die Expression von ZMM19 in den Organen jeweils einer Pflanze der drei
schwicheren Tul-Linien ermittelt. Zum Vergleich wurde die Expression in einer Tul-
A158-Pflanze ebenfalls untersucht. Die gefundenen Expressionsmuster waren einander
dhnlich. Zumindest fiir die Tul-I- und Tul-md-Pflanze ist eine ektopische Expression
von ZMM19 in den weiblichen Infloreszenzen nachzuweisen, wihrend die Expression in
Blattspreite und Lieschblatt nicht von der im Wildtyp abweicht (s. Abb. 3.5 und Vergleich
mit Wildtyp in Abb. 3.3). Die Expressionsstdrken in den weiblichen Infloreszenzen sind
allerdings schwicher als die in den Tul-A158-Pflanzen, eine Expression in der ménnli-
chen Infloreszenz ist in den Tul-I- und Tul-md-Pflanzen fast nicht nachweisbar. Fiir die
Tul-d-Pflanze ist eine nur sehr geringe ektopische ZMM19-Expression in der weiblichen

Infloreszenz nachzuweisen und keine in der méannlichen Infloreszenz.

Die Expressionstirken stimmen qualitativ mit den beobachteten abgeschwéchten Phi-
notypen iiberein, d. h. die Expression von ZMM19 im Kolben nimmt in der Reihenfol-
ge: Wildtyp, Tul-d, Tul-1bzw. Tul-md bis Tul-A158 zu, und in derselben Reihenfolge
nimmt die Ausprdagung der Tunicate I -typischen phéinotypischen Effekte zu. Ebenso stim-
men die nachgewiesenen ZMM19-Expressionstirken qualitativ mit den in den ménnli-

chen Infloreszenzen beobachteten phéanotypischen Effekten iiberein.

Die Kontrollhybridisierung mit ZMM?20 zeigt keine Hochregulierung dieses Gens pa-
rallel zu ZMM19 an.
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Abbildung 3.5: Expressionsmuster von ZMM 19 und ZMM?20 in Tul -Linien mit verschieden stark ausge-
prigten Phinotypen. Oben: RNA-Gel-Blot-Analysen mit Gesamt-RNA von Blattspreiten (B), Lieschblatt-
scheiden (L), Fahne kurz vor Pollenreife (F) und unreifen Kolben (K). Die RNA stammte aus verschiedenen
Tul-Linien. Der Name der jeweiligen Linie ist oberhalb der RNA-Gel-Blot-Spuren vermerkt (Tul-1, Tul-d,
Tul-md, Tul = Tul-A158). Die Pflanzen sind jeweils heterozygot. Weiteres wie Abb. 3.2. Unten: Bewer-
tung der Auspriagung des veridnderten Phdnotyps, + = schwach, ++ = mittel, +++ = stark.

3.4 Rasterelektronenmikroskopische Charakterisierung

von weiblichen Tul -Infloreszenzen

Eine detaillierte Charakterisierung der morphologischen Verdnderungen in Tul-Pflanzen
sollte eine Grundlage schaffen, um zu beurteilen, ob der Tul-Phénotyp durch eine mog-
liche Aktion von ZMM19-Genprodukt in den Pflanzen erklérbar ist.

Um den Phénotyp der Tul-A158-Pflanzen besser zu charakterisieren, wurde daher
die Entwicklung weiblicher Infloreszenzen mit dem Rasterelektronenmikroskop (REM)
analysiert. Fiir die frithen Entwicklungsstadien, ausgehend von der Bildung der ersten
Ahrchenpaar-Primordien bis zum Beginn der Narbenfadenentwicklung in den Ahrchen
(d. h. Entwicklungsstadien A bis I [CHENG et al. 1983]), werden keine morphologischen
Unterschiede gefunden (s. Abb. 3.6 A und B). Solche Unterschiede werden erst in der
nachfolgenden Entwicklung sichtbar, d. h. ab Stadium J.

Die #uBeren Hiillspelzen von Tul-A158-Ahrchen wachsen dann linger aus als die von

Wildtyp-Ahrchen und zeigen eine andere Zellstruktur an der abaxialen Oberfliche (vgl.
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WT

Abbildung 3.6: REM-Aufnahmen von weiblichen Ahrchen aus Wildtyp-Pflanzen und aus heterozygoten
Tul-A158-Pflanzen in verschiedenen Entwicklungsstadien (obere bzw. untere Reihe im Bild). In A und B
sind friihe Stadien der Ahrchenentwicklung gezeigt. Es sind in diesen Stadien noch keine morphologischen
Unterschiede zwischen Wildtyp- und Tul-A158-Ahrchen zu erkennen. In A sind die Hiillspelzenprimordien
noch sehr klein. Sie wurden vom Ahrchenprimordium gebildet und sitzen jetzt unterhalb und oberhalb des
Primordiums (Entwicklungsstadium C nach CHENG [1983]). In B sind die Hiillspelzenprimordien gréBer.
Sie verdecken groBe Teile der zwei Bliitchenanlagen jedes Ahrchens. In den oberen Bliitchenprimordien
sind jetzt alle reproduktiven Organe angelegt, die unteren Bliitchen (verdeckt) abortieren im Normalfall,
ebenso wie die drei Stamina des oberen Bliitchens (Entwicklungsstadium F-G nach CHENG [1983]). Die
Karpelle des oberen Bliitchens entwickeln sich weiter und bilden die Narbenfdden wie in C zu erkennen ist.
Erst jetzt sind Unterschiede zwischen Wildtyp-Ahrchen und Tul-A158-Ahrchen zu erkennen. Die Hiill-
spelzen sind bei den Tul-A158-Ahrchen linger, haben mehr Trichome an den Riindern und besitzen eine
andere abaxialen Zellstruktur als die Wildtyp-Ahrchen (Entwicklungsstadium J-K nach CHENG [1983]).
Abkiirzungen: HS = Hiillspelzenanlage, uHS = untere HS, oHS = obere HS, C = Karpellanlage, S = Sta-
menanlage, N = Narbenfaden.

Abb. 3.6 C). AuBerdem bilden sich in manchen Tul-A158-Ahrchen zwei Narbenfiden (s.
Abb. 3.6 C), was auf eine fehlende Unterdriickung des unteren Bliitchens zuriickzufiihren
ist. Die Entwicklung des unteren Bliitchens in Tul-Pflanzen ist, ebenso wie die Femini-
sierung der Fahne (Unterdriickung der Karpell-Abortion), abhingig von der Maislinie und
den Anzuchtbedingungen. Da eine fehlende Unterdriickung der Entwicklung des unteren

Bliitchens auch fiir andere Mais-Mutanten beschrieben wird, z. B. in Country Gentleman
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Abbildung 3.7: REM-Aufnahmen von abaxialen Oberflichen von Hiillspelzen eines Wildtyp-Ahrchens
und eines Ahrchens aus einer heterozygoten Tul-A158-Pflanze (Entwicklungsstadium wie in Abb. 3.6
C) und von der abaxialen Oberfliche einer jungen Lieschblattscheide. An der Oberfliche der Tul-A158-
Hiillspelzen sind Blatthaaranlagen zu entdecken, wie auch an der Lieschblattscheiden-Oberfliche. Die
Wildtyp-Hiillspelze besitzt nur an den Spelzenrdndern einzellige Blatthaaranlagen. Abkiirzungen: HS =
Hiillspelze, oHS = obere Hiillspelze, uHS = untere Hiillspelze, C = Karpell, T = Trichomanlage (Blatthaar-
anlage).

[NEUFFER et al. 1997], wurden die weiteren Untersuchungen auf die spezifischere Ver-

dnderung, die verdnderte Morphologie der Hiillspelzen in Tul -Pflanzen, beschrinkt.

Untersuchungen an abaxialen Oberflichen junger Hiillspelzen aus Tul-A158-
Pflanzen zeigen die Anlagen vieler Blatthaare, welche auf der Spelzenoberfliache verteilt
sind. Solche Trichomanlagen sind in den Wildtyp-Hiillspelzen nur an den Réndern
der Spelzen zu finden (s. Abb. 3.7). Eine dhnlich Trichom-reiche abaxiale Oberfliche
findet sich an Blattscheiden (s. Abb. 3.7); die Tul-A158-Hiillspelzen zeigen also,
was die Bildung von Blatthaaren angeht, Ahnlichkeiten zu Blattscheiden. Dies wurde
auch schon von GALINAT [1957] festgestellt, der entdeckte, dass Tul-Hiillspelzen
Blatthaare und Spaltoffnungen an sowohl adaxialen als auch abaxialen Oberfliche
tragen, keine verholzten Zellen besitzen und eine blattartige Nervatur haben. Alle diese
Merkmale sind in Mais charakteristisch fiir Blétter und finden sich nicht in Hiillspelzen.
Die Bildung von groBen Mengen an Blatthaaren auch an abaxialen Oberflichen
ist insbesondere charakteristisch fiir Blattscheiden und wird in Blattspreiten kaum
beobachtet [ GALINAT 1957].

Durch die REM-Untersuchungen konnte bestitigt werden, dass der spezifische Tul -
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Phénotyp in einer Verlingerung der Hiillspelzen in den weiblichen Infloreszenzen be-
steht. Es wurde eine Veridnderung ihrer morphologischen Charakteristik von Hiillspelzen-
Identitit zu Blatt-Identitit beobachtet, wobei insbesondere blattscheidenartige Merkale
zu finden sind.

3.5 In situ-Hybridisierung mit Wildtyp- und Tul-

Pflanzen

Bei MADS-Box-Genen aus Pflanzen stimmt im allgemeinen der Expressionsort mit dem
Funktionsort iiberein. Durch die RNA-Gel-Blot-Analyse wurden einige Expressionsor-
te von ZMM19 im Wildtyp, wie Lieschblatt und Blatt, herausgefunden. Um genauere
Ideen iiber die Funktion von ZMM19 zu erhalten, sowohl im Wildtyp als auch in Tul-
A158-Pflanzen, sollten die Expressionsorte mit Hilfe der in situ-Hybridisierung besser

eingegrenzt werden.

Zum Vergleich zwischen Wildtyp- und Tunicatel-Pflanzen wurden erste Untersu-
chungen an Schnitten durch junge weibliche Infloreszenzen beider Pflanzentypen ge-
macht (s. Abb. 3.8 A und B). In weiblichen Infloreszenzen aus Wildtyp-Pflanzen ist, aul3er
in den umgebenden Lieschblittern, keine wesentliche ZMM 19-Expression (violette Fér-
bung) zu entdecken. Die Expression in den Lieschblittern ist innerhalb des Gewebes nicht
raumlich differenziert.

In weiblichen Infloreszenzen aus Tul-A158-Pflanzen liegt ein hohes ZMM]19-
Expressionsniveau vor, angezeigt durch die starke violette Anfidrbung (s. Abb. 3.8 C und
D). Das in situ-Signal ist iiber alle Bereiche der weibliche Infloreszenz verteilt, jedoch
ist die Verteilung nicht gleichmiBig. Das entdeckte Expressionsmuster ldsst sich nicht

offensichtlichen Strukturen, wie z. B. Hiillspelzen-Primordien, zuordnen.

Es wurde erhofft, durch Vergleichshybridisierungen mit Sonden von Markergenen
das ZMM19-Expressionsmuster in Tul-A158-Infloreszenzen besser verstehen zu kon-
nen. Dafiir wurden Sonden der Gene KNI, welches besonders in Meristemen transkri-
biert wird, und GAPDH, welches besonders in stoffwechselaktiven Zellen transkibiert
wird, verwendet. Vergleiche der gefundenen Expressionsmuster in jungen Stadien der
Ahrchenbildung (Abb. 3.9, Bildreihe A) lassen vermuten, dass die KN1-Expression die
Expression von ZMM 19 verhindert. Die KNI-Expression ist im gesamten Zentrum der
Ahrchenprimordien, wo sich das Meristem befindet, lokalisiert. ZMM19 dagegen, wird
am duferen Rande des Primordiums exprimiert. Die Vergleichshybridisierung mit einer
GAPDH-Sonde, zeigt eine starke, riumlich nicht differenzierte Expression im gesamten

Primordium an. Hieraus kann geschlossen werden, dass innerhalb des Primordiums noch
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Abbildung 3.8: In situ-Hybridisierung an Lingsschnitten durch weibliche Infloreszenzen von Wildtyp-
und Tul-A158-Pflanzen mit Digoxigenin-markierten ZMM19-RNA-Sonden, in antisense- oder in sen-
se-Orientierung (Details s. 2.12): Wildtyp sense A, Wildtyp antisense B, Tul-A158 antisense C und D.
Violette Farbungen zeigen Expression an. Der Maf3stabsbalken entspricht 200 um fiir Bilder A-C und 800
um fiir Bild D. Abkiirzungen: Li = Lieschblatt, AP = Ahrchenprimordium, uHS = untere Hiillspelze.

wenig rdumliche Differenzierung besteht und die ZMM19-Expression nicht dadurch be-
schriankt wird.

In etwas dlteren Primordien (Abb. 3.9, Bildreihe B) nimmt die KNI -Expression mit
zunehmender Organdifferenzierung ab, wihrend die ZMM19-Expression sich raumlich
ausdehnt. In dem dritten gezeigten Stadium (Abb. 3.9, Bildreihe C), das in der Organdif-
ferenzierungsphase liegt, ist keine KNI -Expression mehr nachweisbar und die ZMM19-
Expression erstreckt sich iiber das ganze Ahrchenprimordium. In den Primordien ist die
ZMM19-Expression nicht gleichmifBig. Sie folgt einem komplexen Muster, zu dessen

Erkldrung weitere Untersuchungen erforderlich sind.

Die in situ-Hybridisierung konnte keinen wesentlichen Beitrag leisten, die Funktion
von ZMM19 zu erhellen. Es wurden die RNA-Gel-Blot-Untersuchungen insofern be-
stétigt als eine Expression von ZMM19 in jungen Lieschblittern nachgewiesen werden
konnte. Ein Gewebespezifitit von ZMM19 innerhalb der Lieschblitter lief sich nicht zei-
gen. Die Untersuchungen von Tul-A158-Kolben bestitigte ebenfalls die RNA-Gel-Blot-
Untersuchungen, indem ebenfalls die ektopische Expression von ZMM19 nachgewie-
sen werden konnte. Die ZMM 19-Expression wurde in der ganzen Infloreszenz gefunden.
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Abbildung 3.9: In situ-Hybridisierungen auf Lingsschnitten durch Ahrchenprimordien in weiblichen In-
floreszenzen von Tul-A158-Pflanzen. Als Sonden wurde Digoxigenin-markierte GAPDH-antisense-RNA,
KN1-antisense-RNA, ZMM19-antisense-RNA oder -sense-RNA verwendet. Jede Zeile beinhaltet Mate-
rial gleichen Entwicklungsstadiums. A: Ahrchenprimordien werden angelegt (entspricht Stadium A nach
CHENG [1983]), B: Ahrchenprimordien beginnen mit Bildung von Organprimordien (entspricht Stadium
B bis C nach CHENG), C: Ahrchenprimordien besitzen Hiillspelzen-Primordien, obere und untere Bliit-
chenprimordien bilden sich (entspricht Stadium D bis E nach CHENG). Die Gennamen und Sondenorien-
tierungen beziehen sich auf die darunterliegenden Spalten. Violette Farbungen zeigen Expression an. Der
MafBstabsbalken rechts entspricht 100 um. Abkiirzungen: Li = Lieschblatt, AP = Ahrchenprimordium, uHS
= untere Hiillspelze, oBP = oberes Bliitchenprimordium.
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Das gefundene rdumliche Expressionsmuster konnte keinen Infloreszenz-Strukturen, wie
z.B. den Anlagen der Hiillspelzen, zugeordnet werden. Allerdings findet die ZMM19-
Expression in jungen Stadien nicht an den Orten statt, an denen KNI exprimiert wird.

Dies konnte darauf hindeuten, dass das Gen eher fiir laterale Organe spezifisch ist.

3.6 PCR-Nachweis einer verianderten ZMMI19-
Promotor-Region in Tunicate-Pflanzen unterschied-
licher Herkunft

Um den Nachweis zu fiihren, dass eine genetische Veridnderung in einem Locus ursédchlich
fiir einen mutanten Phinotyp ist, ist eine zweite unabhingige Mutation in denselben Lo-
cus mit dhnlichem mutantem Phénotyp sehr hilfreich. Durch Sequenzierung groBer Tei-
le des uns vorliegenden ZMM19 Tul-158_Ajlels (W. DELEU, T. MUNSTER, W. FAIGL
UND S. WERTH, personliche Mitteilung) konnte als mogliche ursdchliche Mutation eine
Insertion eines Fragmentes eines MuDR-dhnlichen Elementes in die putative Promotor-
Region des ZMM19-Locus ermittelt werden (s. Kapitel 4.1.5). Mit zwei diagnostischen
Oligonukleotiden (s. Anhang C.2), die zum einen in der 5’-untranslatierten Region des
ZMM19-Gens (Position —215) und zum anderen in der inserierten Sequenz im putativen
ZMM19-Promotor (Postion —1063) oberhalb des Translationsstarts (ATG = 1) banden,
konnte zwischen Wildtyp-Allel und dem ZMM19 Tul-158_A[Jle] unterschieden werden. In
dieser diagnostischen Tul-A158-PCR wurde nur dann mit genomischer DNA ein PCR-
Fragment erhalten, wenn die MuDR-#hnliche Insertion oberhalb des Translationsstarts

vorhanden war.

Mit einer solchen PCR und einer Kontroll-PCR mit Oligonukleotiden, die auf das
ZMM 19 W23M14_pjje] passten, wurden Tunicate-Linien aus verschiedenen Quellen un-
tersucht, um moglicherweise ein unabhingiges ZMM19 Tul_AJlel zu entdecken. Folgen-
de Linien wurden untersucht: Tul-A158, Tul-I, Tul-d, Tul-md, Tu*5090B, TUNICAD®9,
CRCHIH, ZEA41, ZEAA48, Cornelll, Cornell2, Cornell3, Cornell4 und TuMPIZ].

Die Linien Tul-l, Tul-d und Tul-md sind aus Tul-A158 hervorgegangen
[MANGELSDORF und GALINAT 1964], zeigen aber einen schwicheren Phinotyp. Es
ist daher zu vermuten, dass weitere Mutationen in TUI zu einer Abschwichung des
Phénotyps gefiihrt haben. Welcher Art diese Mutationen sind, ist allerdings unklar.
Es gibt Hinweise aus Kreuzungen dieser Linien, dass in Tul-A158 ein Genlocus
dupliziert oder sogar verdreifacht in enger Nachbarschaft vorliegt und so einen
»zusammengesetzten Locus® bildet [MANGELSDORF und GALINAT 1964]. Es wurde
daher vermutet, dass die abgeschwichten Phinotypen auf den Verlust einer der

,Komponenten“ des ,,zusammengesetzten Locus* zuriickzufiihren sind. Die in der
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putativen Promotor-Region von ZMM19 Tul-158 gefundene Insertion lie aber auch
andere Deutungen dieser schwiécheren Linien zu. Von diesen schwicheren Linien wurde

jeweils eine phinotypisch mutante Pflanze untersucht.

Tu*5090B stammt, wie die vorher genannten Linien, aus dem Maize Genetic Stock
Center. Fiir diese Linie war nicht bekannt, ob der mutante Genlocus allelisch zu TU1 ist.
Von dieser Linie wurden 10 Pflanzen angezogen, von denen 5 Pflanzen einen Tunicate-

Phénotyp zeigten.

Die Linien TUNICA9 und CRCHIH stammen aus Sammlungen von Samen durch E.
HERNANDEZ-XOLOCOTZI (1968 in Durango und 1975 in Chihuahua, beides in Mexi-
co). Beide Sammlungen stellten sich bei der Anzucht als heterogen heraus, was u.a. an
unterschiedlichen Farbung der Narbenfidden und der Korner festgemacht werden konnte.
Es wurden von jeder Sammlung 10 Pflanzen untersucht, wobei im Fall von TUNICA9 6
Pflanzen mit Tunicate-Phidnotyp und im Fall von CRCHIH nur eine Pflanze mit Tunica-

te-Phénotyp auftraten.

Die Linien Cornelll - Cornell4 stammen aus der Cornell University, wo die Mais-
kolben mit verldngerten Spelzen als Anschauungsmaterial dienten. Sie sind unbekannter
Herkunft. Da die gefundenen Korner nicht mehr keimfidhig waren, wurde aus ihnen direkt
DNA extrahiert und fiir die PCR eingesetzt. Dieser Ansatz war nur fiir die Linien Cornell I

und Cornell4 erfolgreich.

Die Linien IPK-40 und IPK-41 stammen aus der Samenbank des IPK in Gatersleben,
wohin sie 1948 iiber den botanischen Garten aus Budapest bzw. aus Debrecen gelangt
sind. Es wurden jeweils 10 Pflanzen angezogen von denen 6 respektive 5 Pflanzen einen

Tunicate-Phinotyp zeigten.

Die Linie MPIZ1 stammte aus dem MPIZ; der Kolben diente als Ausstellungsobjekt;
seine Herkunft ist unbekannt. Es wurden 5 Pflanzen angezogen, von denen 3 den Tunica-
te-Phénotyp zeigten.

Mit genomischer DNA aus allen untersuchten Pflanzen, d. h. mit 60 Pflanzen, wur-
de die diagnostische PCR durchgefiihrt. Fiir alle phidnotypisch veridnderten Pflanzen, d. h.
mit 31 Pflanzen, wurde in der diagnostischen PCR ein PCR-Fragment von gleicher Grée
erzielt (etwa 850 bp) wie mit Tul-A158 genomischer DNA. Bei der PCR mit genomi-
scher DNA aus den wildtypischen Pflanzen trat dieses Fragment nie auf, wéihrend in der

Kontroll-PCR jeweils ein wildtypisches Fragment erhalten wurde.

Jeweils ein PCR-Fragment jeder Linie wurde sequenziert, wobei die erhaltenen Se-
quenzen eine sehr hohe Ahnlichkeit untereinander aufwiesen (s. Anhang D.3). Die PCR-
Fragmente konnten allerdings nicht durchgéngig sequenziert werden. Ein Vergleich mit
der bekannten putativen Promotor-Region des ZMM1 9 Tul-158_Aje]s ergab, dass von

der Position —395 an, wenn stromauf sequenziert wurde, oder von Position —404 an, wenn
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stromab sequenziert wurde, die ermittelte Sequenz abrupt unlesbar war. Das plotzliche
Abbrechen der ansonsten recht eindeutigen Sequenz lieB3 darauf schlieen, dass ab den
Abbruchstellen zwei verschiedene Sequenzen vorlagen. Da aber die Sequenzierungen aus
beiden Richtungen bis zu den entsprechenden Stellen eindeutige Sequenzen ergaben, kann
geschlossen werden, dass zwei nahezu identische genomische Sequenzen existieren, die
sich nur durch eine Deletion von vermutlich 9 bp unterscheiden. Dies lidsst vermuten,
dass eine Duplikation zumindest dieser Region auf genomischer Ebene vorhanden ist.
Maoglicherweise ist aber auch der komplette verdnderte Locus dupliziert. Die Duplikati-
on zumindest der untersuchten Sequenz ist aber in allen untersuchten Linien vorhanden
und nicht nur in ZMM19 Tu1-158 Eipe Klonierung der PCR-Fragmente zur genauen Auf-

schliisselung der duplizieren Sequenzen muss noch unternommen werden.

Es wurde in allen 12 untersuchten Tunicate-Linien nahezu die gleiche putative
Promotor-Region wie im sequenzierten ZMM 19 Tul-158_Ajje] gefunden. Der Abbruch
der Sequenzihnlichkeit zu der in einer wildtypischen Pflanze gefundenen Sequenz
liegt in allen Sequenzen an derselben Position. Die verdnderte Region wurde nie in
den wildtypischen Pflanzen gefunden. Es ist daher zu vermuten, dass alle diese Linien
auf das gleiche Mutationsereignis zuriickzufiihren sind. Moglich ist ebenfalls, dass
die beobachte Korrelation zwischen verinderter Promotor-Region und Phénotyp rein
zufillig ist, dagegen spricht aber die Zahl der beobachteten Ubereinstimmungen. Es ist
eher anzunehmen, dass die auftretende Verdnderung mit dem TUI-Locus gekoppelt ist.
Das bedeutet, dass die beiden Loci entweder nahe beieinander liegen oder identisch
sind. Diese Frage kann durch eine Erhohung der Zahl der untersuchten Pflanzen gepriift
werden. Es darf bei einem solchen Test keine Pflanze auftreten, die den Tul-Phénotyp
zeigt, aber keine Mutation in ZMM 19 aufweist, wenn gezeigt werden soll, dass die Loci

identisch sind.

Ein eindeutiger Beweis durch ein unabhingiges ZMM19-Allel, welches ebenfalls den
Tul-Phénotyp hervorruft, konnte aus Mangel an solchen Allelen nicht erbracht werden.

3.7 Nachweis der unterschiedlichen Expression
von ZMMI19-Allelen in heterozygoten Tul-
A158-Pflanzen durch einen Single-Nukleotide-
Polymorphism

Das wildtypische ZMM19 W23M14_Alle] und das ZMM19 Tul-AI58_Ajle] unterscheiden
sich in ihrer kodierenden Region in einem Basenpaar 243 bp stromabwiérts vom Trans-
lationsstart (T. MUNSTER, personliche Mitteilung). Anhand dieses Single-Nucleotide-
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Abbildung 3.10: Unterschiedliche Expression zweier ZMM19-Allele in Wildtyp- und heteroyzgoten Tul-
A158-Pflanzen. Die gezeigten Fluoreszenzintensititskurven sind das Ergebnis der Sequenzierung des
Antisense-Strangs von ZMM19-spezifischen PCR-Fragmenten, die auf unterschiedlichen cDNA-Pools am-
plifiziert wurden. Die fiir die Herstellung der cDNA verwendeten Pflanzen bzw. Organe sind oberhalb der
Kurven angegeben (Wildtyp-Lieschblatt, (Tul-A158/+)-Lieschblatt und (Tul-A158/+)-Kolben). Die drei
Kurven unterscheiden sich im wesentlichen nur in der T- bzw. C-Fluorezenzintensititskurve an der mit
Pfeil gekennzeichneten Position. Die zu den Fluoreszenzintensititskurven zugehorigen antisense cDNA-
Sequenzen sind links oben angegeben, die Position des SNP ist mit einem Pfeil gekennzeichnet.

Polymorphism (SNP) konnen die beiden Allele unterschieden werden. Dies wurde aus-
genutzt, um zu untersuchen, welches der beiden Allele in einer heterozygoten Tul-A158-
Pflanzen exprimiert wird. Insbesondere war natiirlich die ektopische Expression von
ZMM19 in Tul-A158-Kolben von Interesse, aber es wurde ebenfalls die Expression in
Lieschblittern von wildtypischen und Tul-A158-Pflanzen untersucht.

Fiir diese Untersuchung wurde RNA aus Lieschblittern wildtypischer Pflanzen und
aus Lieschblittern und Kolben heterozygoter Tul-A158-Pflanzen gewonnen, daraus
cDNA hergestellt, und schlieBlich wurde mit PCR eine Region um den SNP herum,
jeweils aus jedem cDNA-Pool, amplifiziert. Die PCR-Fragmente wurden sequenziert und

die erhaltenen Fluoreszenzintensitidts-Kurven miteinander verglichen (s. Abb. 3.10).
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In den Lieschblittern von W23M14-Pflanzen war wie fiir homozygote Pflanzen er-
wartet, anhand des SNPs nur die Expression des ZMM 19 W23M14_A[lels nachzuweisen.

In Lieschblittern der Tul-A158-Pflanze wurden dagegen zwei Allele exprimiert, das
ZMM 19 W23M14_Ajje] und das ZMM19 Tul-A158_AJje]. Die Expression beider Allele
erfolgte nicht im gleichen AusmaB, d.h. die Fluoreszenzintensititskurven im fraglichen
Bereich haben unterschiedlich hohe Maxima, wobei die des ZMM19 Tul-A158_Ajlels ho-
her war. Ein solches Phidinomen der ungleichen Expression wird auch von anderen Studien
an heterozygoten Pflanzen berichtet, ohne dass die Ursache dafiir geklirt ware.

Im Kolben der Tul-A158-Pflanze, wo also ZMM19 ektopisch exprimiert wurde, ist
praktisch nur ein Allel, das ZMM 19 Tul-A15 8—Allel, nachzuweisen. Eine Expression des
Wildtyp-Allels kann nicht nachgewiesen werden.

Die RNA-Blot-Untersuchungen haben gezeigt, dass nur ZMM19 ektopisch in den Tu-
nicatel -Maiskolben exprimiert wird, nicht aber die nahe verwandten Gene ZMM?20 und
ZMM26. Es konnte nun zusitzlich gezeigt werden, dass die ektopische Expression spezi-
fisch nur ein Allel betrifft, nimlich das ZMM 19Tul 'A158—Allel, welches die verdanderte
putative Promotor-Region aufweist.

Eine Erkldrung dieses Ergebnisses ist, dass die gefundene Verdnderung im
ZMM 19 Tul-A158_AJle] die Ursache fiir die ektopische Expression von ZMM]19 ist,
welche daraufhin den verdnderten Phénotyp verursacht. Das wiirde bedeuten, dass
ZMM19 identisch mit TUNICATE] ist.

Es gibt noch eine weitere Erklirungsmoglichkeit. Die ektopische Expression des
ZMM 19 Tul-AI58_Ajle] kinnte dadurch hervorgerufen sein, dass ein unbekannter Tran-
skriptionsfaktor, welcher in Tul-Pflanzen veridndert vorliegt, dann spezifisch die ver-
dnderte Promotor-Region erkennt und die Transkription von ZMM19 initiiert. Das den
Faktor kodierende Gen muss ebenfalls in der TUI-Region kartieren. Letztere Erkldrung
erscheint sehr unwahrscheinlich. Die wahrscheinlichere Erkldrung der gefundenen Er-
gebnisse ist, dass eine Verdnderung im ZMM19-Locus die Ursache fiir die ektopische

Expression ist.

3.8 Sequenzvergleich und phylogenetische Analysen

Da die ZMM19-Expressionsstudien nur wenig Information iiber die Funktion des Gens
geben konnten, wurden nahe verwandte Gene identifiziert. Von der Zuordnung von
ZMM19 in eine Subfamilie lie sich einiger Aufschluss iiber die Funktion erhoffen.

Die Familie der MADS-Doménen-Proteine aus Pflanzen, d. h. vorrangig die MIKC-
Typ-Proteine [MUNSTER et al. 1997], zu denen auch ZMM19 gehort, sind insbesonde-
re in der MADS-Domiéne konserviert. In vergleichenden Untersuchungen, die mit die-
ser Genfamilie durchgefiihrt wurden, z. B. [THEISSEN et al. 1996, MUNSTER et al. 1997,
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RIECHMANN und MEYEROWITZ 1997], hat sich gezeigt, dass nah verwandte Proteine,
die in gleiche Subkladen eines phylogenetischen Baumes fallen, oft gleiche oder dhnliche
Funktionen erfiillen. So werden z. B. Teile der B-Funktion in der Bliitenentwicklung von
AP3 in Arabidopsis thaliana, von DEFICIENS in Antirrhinum majus und von SILKY'1
in Zea mays [THEISSEN et al. 2000, AMBROSE et al. 2000] zur Verfiigung gestellt. Diese
Proteine gehoren der gleichen Subklade an.

Ebenso kann auch fiir verwandte paraloge Genpaare in Mais beobachtet werden, dass
diese eine starke Redundanz sowohl in den Expressionsorten [CACHARRON 1998], als
moglicherweise auch in der Funktion besitzen [THEISSEN et al. 1995, MENA et al. 1996,
SCHMIDT und AMBROSE 1998, THEISSEN et al. 2000].

Die Identifizierung von putativen Orthologen wie auch von nahen Paralogen war al-
so gleichermafen von Interesse. Um moglichst viel tiber die Funktion von ZMM19 zu
erfahren, sollten daher nah verwandte Gene aus Mais und aus anderen Arten identifi-
ziert werden. Es wurde ein Sequenzvergleich und eine anschlieBende Stammbaumanalyse
durchgefiihrt. In diese Analysen wurden putative Proteinsequenzen von verdffentlichten
MADS-Box-Genen aus den Siilgriasern Reis (Oryza sativa), Gerste (Hordeum vulgare),
Weizen (Triticum aestivum), Mohrenhirse (Sorghum bicolor) und Mais (Zea mays) ein-
geschlossen. AuBBerdem wurden putative Proteinsequenzen von unveroffentlichten Mais-
Genen, die am MPIZ neu entdeckten wurden (G. THEISSEN, personliche Mitteilung)
aufgenommen. Weiter wurden auch MADS-Dominen-Proteine aus dikotylen Pflanzen
in die Analyse eingeschlossen, z. B. aus den Modellpflanzen Acker-Schmalwand (Ara-
bidopsis thaliana) und Lowenmiulchen (Antirrhinum majus) und aus zwei Solanaceen,
Kartoffel (Solanum tuberosum) und Tomate (Lycopersicon esculentum). Es wurden au-
Berdem ZMM19-dhnliche Proteinsequenzen in Gen- und Proteindatenbanken mit dem
Programm NetBlast gesucht. Durch diese Suche konnten mehrere ZMM19-4hnliche
Proteine aus dikotylen Pflanzen gefunden werden, die ebenfalls in die Stammbaumanaly-

se eingeschlossen wurden.

Die einzelnen verwendeten Gensequenzen und die zugehdrigen Artnamen lassen sich
Abb. 3.11 entnehmen.

Vor der Stammbaumanalyse wurden die Sequenzen der MADS-Domiinen verglichen
und anhand ihrer Sequenzihnlichkeit zu einem Multiple-Sequence-Alignment zusam-
mengestellt (s. Anhang D.1).

Aus diesem Sequenzvergleich ergibt sich, dass ZMM19 in die Subfamilie der
STMADS|11-3hnlichen MADS-Box-Gene fillt, eine erst in jiingster Zeit entdeckte Sub-
familie [CARMONA et al. 1998, GARCIA-MAROTO et al. 2000, HARTMANN et al. 2000,
MAoO et al. 2000].
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Die Mitgliedschaft in einer Subfamilie kann durch Anwesenheit von cha-
rakteristischen Aminosduren in der MADS-Dominen-Sequenz definiert werden
[THEISSEN et al. 1996]. Charakteristische Aminosduren, sind solche, die sich an
derselben Position in mindestens 75% der Mitglieder der Subfamilie finden, aber nur in
maximal 5% der Mitglieder anderer Subfamilien. Die charakteristischen Aminosduren
der STMADSI11-dhnlichen Proteine wurden nédher bestimmt. Da dieser Analyse nicht
alle bekannten MADS-Box-Sequenzen zugrunde gelegt wurde, sind nur die wirklich
eindeutig erscheinenden Aminosduren aufgefithrt. Nach den momentan verfiigbaren
Sequenzinformationen sind fiir die Subfamilie der STMADSI1 1-dhnlichen Proteine die
Aminoséduren E an Position 4, A an Position 16, R an Position 26 und D an Position 42
der MADS-Domine charakteristisch (vgl. Anhang D.1).

Innerhalb der STMADS11-Subfamilie sind Untergruppen zu erkennen, die weitere
charakteristische Aminosduren miteinander teilen. So separieren sich die Proteine aus
Grisern von den aus Dikotylen durch die Aminoséduren R an Position 5 und A an Position
15, die Proteine aus Dikotylen sind dagegen durch die Aminosiuren K an Postion 10 und
D an Position 12 gekennzeichnet. Dies lidsst vermuten, dass alle STMADS11-dhnlichen
Gene der Griser auf ein gemeinsames Vorgédngergen zuriickzufiihren sind, und ebenso die

der dikotylen Pflanzen auf ein ihnen gemeinsames Vorgingergen.

Ein Sequenzvergleich der kompletten Aminosdurensequenzen der STMADSI11-
dhnlichen Proteine, offenbart ein konserviertes Sequenzmotiv im C-terminalen Bereich
der Proteine, welches bei anderen MADS-Doménen-Proteinen nicht gefunden wurde.
Das Motiv lautet: DxxDxSD(V,T)SL(K,R)LGLP (s. Anhang D.2, Sequenzvergleich mit
anderen Subfamilienvertretern nicht gezeigt). Die starke Konservierung eines solchen
Motivs in der ansonsten schwach konservierten C-Region ldsst vermuten, dass diese
Region von Bedeutung fiir die Funktion der Proteine ist. Hierzu wurden keine weiteren
Untersuchungen durchgefiihrt, da diese den Rahmen der Arbeit {iberschritten hétten.

An den MADS-Dominen-Sequenzvergleich wurde eine Stammbaumanalyse mit der
gleichen Auswahl an Proteinen, hauptsichlich aus monokotylen und dikotylen Pflanzen,
angeschlossen. Sie wurde nach dem Verfahren des neighbor—-joining durchgefiihrt.
Es flossen die Sequenzen der ersten 170 Aminoséduren der Proteine, das entspricht in etwa
der M-, I- und K-Domidne, in die Analyse ein (vgl. [MUNSTER et al. 1997]). Die Sequenz
der C-Domine wurde nicht beriicksichtigt, da die MIKC-Typ-Proteine in dieser Region
stark variieren und es durch Probleme beim Multiple-Sequence-Alignment zu Verzer-
rung der Topologie des Stammbaums kommen kann. Der aus der Analyse resultierende
Stammbaum ist in Abb. 3.11 dargestellt.

Wie schon nach dem Multiple-Sequence-Alignment zu erwarten, zeigt auch die
Phylogenie-Rekonstruktion, dass die Gruppe der STMADSI11-dhnlichen Proteine eine
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Der Stammbaum zeigt die phylogenetische Verwandtschaft zwischen verschiedenen

MIKC-Typ-Proteinen (MADS-Dominen-Proteine aus Pflanzen). Namen derjenigen Spezies, aus welchen
die jeweiligen Gene isoliert wurden, sind in Klammern angegeben. Proteine aus Monokotylen sind durch
Boxen gekennzeichnet, die in dieser Arbeit untersuchten STMADS1 1-dhnlichen Proteine aus Mais sind
schwarz hinterlegt dargestellt. Zahlen an manchen Kanten geben bootstrap-Werte in Prozent an, Subfami-
lien sind durch Klammern an der rechten Seite markiert.
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eigene Klade bildet. Innerhalb dieser Subfamilie sind zwei weitere Subkladen zu finden.
So bilden die Proteine aus Grésern die eine und die aus dikotylen Pflanzen die andere
Subklade.

Die letztgenannten Gruppe enthdlt die Proteine STMADS11, STMADSI6,
SVP, JOINTLESS, AGL24 und CICINT1, PAUKAWI1 und CANLINI1. Die Ge-
ne STMADSII und STMADSI16 stammen aus der Kartoffel und besitzen eine
fir MADS-Box-Gene eher ungewohnliche Expression in vegetativen Organen
[CARMONA et al. 1998, GARCIA-MAROTO et al. 2000]. SVP und AGL24 stammen
aus der Acker-Schmalwand. SVP wird ebenfalls hauptsidchlich in vegetativen
Pflanzenteilen exprimiert, die knock-out-Mutante besitzt einen Friihe-Bliite-Phédnotyp
[HARTMANN et al. 2000]. Von AGL24 ist bislang nur eine cDNA Sequenz veroffentlicht
(accession number: AF005158). Ebenso liegen die folgenden drei Sequenzen nur
als GenBank-Veroffentlichung vor: CICINTI steht fiir ein Gen (accession number:
AF101420) aus Zichorie (Cichorium intybus). CANLINI1 (accession number:
AF144623) steht fiir ein Gen aus Canavalia (Canavalia lineata) und PAUKAWI
(accession number: AF060880) fiir ein Gen aus dem Blauglockenbaum (Paulownia
kawakmii), einer Verwandte des Lowenmaéaulchens. JOINTLESS ist ein Gen aus der
Tomate mit ubiquitdrer Expression [MAO et al. 2000].

Unter den Getreide-MADS-Box-Genen der STMADS 1 I-Subfamilie finden sich ne-
ben ZMM19 die drei schon bekannten Mais-Gene: ZMM20, ZMM?21 und ZMM?26. Au-
Berdem findet sich hier ein Gen aus Reis (accession number: AB003322), welches fiir
diese Studie ORYSAT6 genannt wurde, und ein jiingst veroffentlichtes Gen aus Gerste,
BM1, welches ebenfalls in vegetativen Organen exprimiert wird [SCHMITZ et al. 2000].
In der Stammbaumanalyse fallen ZMM19 und ZMM26 mit dem Reisprotein ORYSAT6
eng zusammen, ZMM?20 und BM1 fallen ebenfalls in eine Subklade.

Ein weiteres zu der Gruppe gehorendes Gen ist GGM12, ein MADS-Box-Gen aus
Gnetum gnemon, einer Gymnosperme ([WINTER et al. 1999] und A. BECKER, pers. Mit-
teilung). In der Stammbaumanalyse liegt das putative Protein basal in der STMADS11-
Klade. Nach der hier durchgefiihrten Stammbaumanalyse ist der bootstrap-support fiir
die Zugehorigkeit zu dieser Subfamilie mit 98 % sehr hoch. Betrachtet man zusitzlich
die Multiple-Sequence-Alignments (vgl. Anhang D.1 und Anhang D.2), so stellt man
fest, dass GGM12 die meisten charakteristischen Aminosiuren in der MADS-Domine
und das Sequenzmotiv am Ende des C-Terminus mit den anderen STMADS1 1-dhnlichen

Proteinen teilt. Seine Zugehorigkeit zu dieser Subfamilie wird dadurch ebenfalls bestétigt.
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3.9 Expression von ZMM19 und ZMMZ20 in vegetativen

Organen

3.9.1 Expression in verschiedenen Blatt-Typen und Nodien

Die Stammbaumanalysen haben ergeben, dass ZMMI19 zu der Subfamilie der
STMADSI11-idhnlichen Gene gehort. Von diesen ist nur fiir ein Gen aus monokotylen
Pflanzen, fiir BM 1, das Expressionsmuster veroffentlicht. Expression wird ausschlieBlich
in vegetativen Organen gefunden, dort besonders in Blattscheiden und in Nodien
[ScHMITZ et al. 2000].

Es wurden daher zwei weitere RNA-Gel-Blot-Analysen mit ZMM19 und ZMM?20
durchgefiihrt, um die Spezifitit dieser Genen besser zu charakterisieren. Die erste Analyse

wurde mit RNA aus verschiedenen Blatt-Typen und aus Nodien durchgefiihrt (s. Abb.
3.12).

Die untersuchten Gene zeigten beide eine fast gleich starke Expression in differenzier-
ten Nodien wie in differenzierten Lieschblittern, wihrend in sehr jungen Maisgeweben
(Keimling, Koleoptile, junge Blitter) nur schwache Expression zu finden war. Relativ
starke Expression wurde fiir ZMM20 — und in einem etwas geringeren Rahmen auch fiir
ZMM19 — in Blattscheiden gefunden. Die Expression in den Vorblittern der weiblichen
Infloreszenz, die ebenfalls wie Lieschblitter hauptsichlich aus Blattscheide bestehen, war

von einem dhnlichen Niveau wie die Expression in Blattscheiden.

Diese Expressionsstudien zeigen, dass die beiden Gene ZMM 19 und ZMM?20 nicht
spezifisch fiir ein vegetatives Organ sind, sondern in verschiedenen Organen exprimiert
werden. Beide Gene zeigen eine wesentliche Expression in Blattscheiden und in Nodien,
und ZMM19 auch in geringerem Maf3e in Blittern. Die Expression der Gene ist zeitlich
differenziert, in jungen Pflanzen wird kein Transkript bzw. eine nur geringe Transkript-

menge gefunden. In dlteren Pflanzen wird ein hoheres Expressionsniveau gefunden.

3.9.2 Blitter verschiedener Entwicklungsstadien

Nach den vorhergegangenen Untersuchungen und den Studien von [CARMONA et al. 1998,
SCHMITZ et al. 2000] war zu vermuten, dass die STMADS]I1-ihnlichen Gene an der
Kontrolle der vegetativen Entwicklung beteiligt sind. Insbesondere fiir Griser, wo die
Gene zeitlich und rdumlich differenzierte Expressionsmuster zeigen, kann vermutet
werden, dass die Funktionen der Gene mit den verschiedenen zu durchlaufenden
Entwicklungsphasen zusammenhingen. Es wurden daher in einer weiteren RNA-Gel-
Blot-Analyse die Expression von ZMM19 und ZMMZ20 in verschiedenen Altersstadien

untersucht. Dafiir wurde aus einer Population von Maispflanzen jeweils im Abstand von
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Abbildung 3.12: Expressionsmuster von ZMM19 und ZMM?20 in vegetativen Organen. RNA-Gel-Blot-
Analysen mit Gesamt-RNA aus Keimling (Ke), Koleoptile (K1), junger Blattscheide (jSc), junger Blattsprei-
te (jB), ausdifferenzierter Blattscheide (Sc), ausdifferenzierter Blattspreite (B), Vorblatt der weiblichen In-
floreszenz (V), jungen Lieschblittern (L) und ausdifferenzierten Nodien (N). Weiteres wie Abb. 3.2.

einer Woche ein Blatt aus gleicher Position, Blatt 4 (von unten gezihlt), geerntet. Aus
drei Regionen des Blattes, Blattscheide, Blatthdutchen und Blattspreite, wurde RNA
gewonnen und fiir die RNA-Gel-Blots eingesetzt (s. Abb. 3.13).

Es wurde fiir diese Untersuchungen Blatt 4 ausgewihlt, da es relativ frith angelegt
wird, d. h. die Expression auch schon in einer frithen Lebensphase studiert werden kann,
es aber nicht zu den Blittern gehort, die automatisch eine juvenile Blattidentitit haben
[MOOSE und S1sco 1996]. Das Blatt erhilt die juvenile Blattidentitét also erst wihrend

der normalen Entwicklung der Maispflanze.

Die 3 Wochen alten Blitter zeigen noch keine duflerlich sichtbare Differenzierung
zwischen Blattscheide und Blattspreite, diese ist erst in den 4 Wochen alten Blittern
zu erkennen. In diesen 3 Wochen alten Blittern ist keine Expression von ZMM19 oder
ZMMZ20 zu erkennen. Offensichtlich ist die Expression von ZMM19 im jungen Blatt 4
mit beginnender Differenzierung sehr hoch, insbesondere in den sich differenzierenden
Blattscheiden. Im &lteren Blatt geht die Expression zunéchst zuriick, nimmt aber in etwa

mit Beginn der reproduktiven Phase wieder zu, die Pflanzen sind dann 10 Wochen alt.

Die Expression von ZMM]19 ist also zeitlich schwankend. Die Datenlage reicht al-
lerdings nicht aus, um wesentliche Schliisse auf eine Funktion von ZMM19 in den
Entwicklungsphasen zu ziehen. Weitere Studien mit Bléttern von fritheren Phytome-
ren, die soweit bekannt, immer juvenile Identitit tragen, oder von spiteren Phytomeren,

die z.T. Blitter mit gemischt juveniler/adulter Identitdt oder nur adulter Identitdt haben
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Abbildung 3.13: Expressionsmuster von ZMM 19 und ZMM?20 in Maisblatt 4 in zeitlicher Reihe. RNA-Gel-
Blot-Analysen wurden mit Gesamt-RNA aus verschieden alten Blittern durchgefiihrt. Folgende Blattorgane
wurden verwendet: Woche 3: junges Blatt (jB), Woche 4-8: jeweils Blattscheide(Sc), Ligula-Region (Li)

und Blattspreite (B) und Woche 10: nur Blattscheide und Ligula-Region. Weiteres wie Abb. 3.2.

[MOOSE und S1SCcO 1996], wiren dafiir notwendig.

ZMM?20 wird ebenfalls zeitlich schwankend exprimiert. Es sind in der durchgefiihrten

Analyse allerdings keine zwei Expressions-Maxima wie fiir ZMM 19 beobachtet worden.



Kapitel 4
Diskussion

4.1 Belege fiir die Identitiat von TUI und ZMM19

Die hier vorgestellten Untersuchungen zielen auf die Beantwortung der Frage ab, ob TU1
und ZMM 19 identische Gene sind.

Die hier vorgestellten Untersuchungen erbrachten Belege, die die Identitédt der beiden
Loci unterstiitzen. Durch die Anzahl dieser Belege wird eine Art Indizien-Beweis gefiihrt,
demzufolge der Tul-Phénotyp durch eine ektopische Expression von ZMM19 in Mais-
kolben und Maisfahne hervorgerufen wird. Es wird plausibel gemacht, dass die Ursache
der ektopischen Expression eine Mutation oder eine Abfolge von Mutationen in der puta-
tiven Promotor-Region des ZMM19-Locus ist. Durch die Mutation bzw. die Mutationen
entstand demzufolge das ZMM19 Tul-A158_A[lel, welches fiir die ektopische Expression
von ZMM19 in Tul -Pflanzen verantwortlich ist.

Eine endgiiltige Kldrung war im Rahmen dieser Arbeit allerdings nicht zu erreichen,
wie in Abschnitt 4.2.1 noch ausgefiihrt wird.

Die einzelnen Belege werden im Weiteren eingehender beleuchtet.

4.1.1 Tul und ZMM19 kartieren in der gleichen Region

Die Loct von Tul und ZMMI19 liegen nach Kartierung sehr nahe beieinander.
Tul liegt auf der Karte der University of Missouri, Columbia (UMC EST-Karte,
[DAVIS et al. 1999]) etwa bei Position 118,2 und ZMM 19 etwa bei Position 115, beides
auf Chromosom 4. Da die Kartierungsergebnisse in beiden Fillen einen Fehler von + 3
cM zulassen ([NEUFFER et al. 1997] und MPIZ-Kartierungsergebnisse) ist eine Identitit
der Loci gut moglich.

Eine ungefidhre Abschidtzung der Anzahl der Gene in dieser Region ergibt sich
aus der Lidnge eines cM und der Gendichte. Bei einer Genom-Linge von Mais,
von 2,4x10° bp [SANMIGUEL et al. 2000] und einer Genomkartenlinge von etwa
2000 cM [DAVIS et al. 1999] betrigt die mittlere Lénge eines cM 1200 kB. Bei
der Sequenzierung der Mais adh-Region wurden in 225 kB neun Gene gefunden
[TIKHONOV et al. 1999], d.h. etwa ein Gen pro 25 kB. Verallgemeinert man dieses

49



50

Ergebnis, ergibt sich ein Erwartungswert von 50 Genen pro cM. Die obige Abschitzung
enthdlt verschiedene starke Vereinfachungen. So sind die Kartierungseinheiten keine
physikalische Lingeneinheiten, sondern nur relative Abstidnde der Gene, auf Grund der
Rekombinationshédufigkeiten. Die Gendichte ist ebenfalls variabel, so ist das Maisgenom,
wie das anderer Griser, aus genreichen Abschnitten und groBen, nahezu genfreien
Regionen aufgebaut [BARAKAT et al. 1997]. Die adh-Region ist wahrscheinlich ein
genreicher Abschnitt, durch die Abschitzung von 50 Genen pro cM wird daher
vermutlich die Anzahl an tatsédchlich in Mais gefundenen Genen iiberschitzt. Diese grobe
Abschitzung zeigt aber, dass in den kartierten Regionen von Tul bzw. von ZMM]19
vermutlich etliche Gene vorhanden sind, d. h. eine sichere Zuordnung von Gen-Locus zu
einem Mutanten-Locus ist durch die durchgefiihrte Kartierung alleine nicht moglich, sie
gibt nur Hinweise auf Kandidaten-Gene.

4.1.2 Uberexpression von Transkriptionsfaktoren fiihrt zu dominan-

ten gain-of-function-Phanotypen

Es hat sich gezeigt, dass Mutationen, die die ektopische Expression eines Transkriptions-
faktors hervorrufen, einen dominanten gain-of-function-Phénotyp bewirken. Ein solcher
Phinotyp konnte z. B. bei den Mais-Mutanten B-Peru [RADICELLA et al. 1992], Knot-
tedl [HAKE 1992] und in weiteren knox-Gen-Uberexpressions-Mutanten wie Gnarley 1
[FOSTER et al. 1999] und Rough Sheathl [SCHNEEBERGER et al. 1995] beobachtet wer-
den.

Die genetischen Charakteristika von Tul stimmen mit einem solchen
Uberexpressions-Szenario perfekt iiberein. Tul ist eine eine codominante Mu-
tante und eine Gendosis-Analyse zeigte, dass der Phdnotyp umso stirker ausgepragt ist,
je hoher die relative Gendosis von Tul ist [POETHIG 1997]. Das ist mit der Annahme,

dass Tul eine gain-of-function-Mutation darstellt, gut vereinbar.

Es wurde daher vermutet, dass der Tul-Phinotyp durch eine Mutation in einem Gen,
welches fiir einen Transkriptionsfaktor kodiert, verursacht wird. Hierdurch ist das Spek-
trum an Genen verringert, die Kandidaten-Gene fiir TU1 sind, selbst wenn in der Néhe
TU1 weitere Gene identifiziert werden. Die Wahrscheinlichkeit, dass ZMM19 vom TU1 -

Locus kodiert wird, ist dadurch wesentlich vergroBert.

4.1.3 Korrelation zwischen morphologischer Verinderung und
ZMM19-Expressionsniveau
Die wildtypische Expression von ZMM 19 ist im wesentlichen auf vegetative Organe be-

schrinkt (s. Abb. 3.2 und 3.12). Dieses Expressionsmuster ist in Tul-A158-Pflanzen ver-

dndert. In diesen Pflanzen wird zusétzlich eine starke ektopische Expression von ZMM19
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in den weiblichen Infloreszenzen und eine etwas schwichere Expression in den ménnli-
chen Infloreszenzen gefunden (s. Abb. 3.3). Die ektopische Expression findet also genau
in den Strukturen statt, deren Morphologie in Tul-Pflanzen veridndert ist. Die phénoty-
pischen Veridnderungen innerhalb einer Pflanze sind umso ausgeprigter, je stirker die
Expression von ZMM 19 ist. So ist die weibliche Infloreszenz am auffélligsten veridndert
und dort ist auch das ZMM19-Expressionsniveau am hochsten (s. Abb. 3.3).

Eine entsprechende positive Korrelation zwischen Auspriagung der phidnotypischen
Effekte und dem ZMM19-Expressionsniveau findet man ebenfalls bei der Analyse der
schwicheren Tul-Mutanten, Tul-md, Tul-1und Tul-d. Die vier Mutanten zeigen in der
genannten Reihenfolge Kolben-Phédnotypen abnehmender Ausprigung, und korreliert ein
in entsprechender Reihenfolge abnehmendes ZMM 19-Expressionsniveau in den Kolben
(s. Abb. 3.5).

Die unterschiedlich starken phédnotypischen Ausprigungen lassen sich als gain-of-
function-Phinotypen erkliren, die durch die verschieden stark ausgepriigte Uberexpres-

sion des ZMM19-Gens hervorgerufen werden.

Ein Vergleich der Tul-A158-Mutante mit einer in der Literatur beschriebenen,
transgenen Uberexpressions-Mutante macht obige Erklirung noch plausibler. Der
Phiinotyp der 35S::STMADS16-sense-Tabakmutante wird durch die Uberexpression
des STMADS16-Gens aus der Kartoffel hervorgerufen [GARCIA-MAROTO et al. 2000].
Die Stammbaumanalyse hat bereits gezeigt, dass STMADS16 wie ZMMI19 in die
Subfamilie der STMADSI1-dhnlichen Gene gehort (s. Abb. 3.11). Bei der Analyse
verschiedener, unabhiingiger transgener Linien der STMADSI16-Uberexpressions-
Mutante, stellten die Autoren eine positive Korrelation zwischen der Hohe des
Expressionsniveaus und den phéinotypischen Verdnderungen in den Infloreszenzen fest,
d.h. die Pflanzen mit den stirksten phinotypischen Veridnderungen hatten auch die
stiarkste STMADS16-Expression.

Die nahe Verwandtschaft von STMADSI16 zu ZMMI19 ldsst vermuten, dass
die Uberexpression von ZMMI19 einen vergleichbaren gain-of-function-Phiinotyp
hervorrufen sollte, was die Vermutung unterstiitzt, dass die Uberexpression von ZMM19
die Ursache des Tul-Phinotyps ist.

Angemerkt sei noch, dass die Uberexpression des Kartoffelgens in einem heterolo-
gen System erfolgte, also nicht in der Kartoffel, sondern in Tabak. Tabak besitzt ein zu
STMADS16 sehr dhnliches Protein, welches sich nur durch den Austausch von vier Ami-
nosduren unterscheidet [GARCIA-MAROTO et al. 2000]. Es ist daher zu erwarten, dass
Artefakte durch die Benutzung des heterologen Systems vernachlissigbar sind.
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4.14 ZMMI19 wird in vegetativen Strukturen exprimiert, haupt-

siachlich in Blattscheiden und Nodien

Da die Orte der Expression von MADS-Box-Genen meist identisch mit den Orten der
Genfunktion sind, sind die Orte der ZMM 19-Expression fiir ein Verstdndnis der ZMM19-
Funktion von Interesse. Es konnte gezeigt werden, dass ZMM 19 in wildtypischen Pflan-
zen besonders stark in Blattscheiden, in Lieschblittern, welche hauptsichlich aus Blatt-
scheiden bestehen, und in Nodien exprimiert wird (s. Abb. 3.12). Die Funktion von
ZMM 19 sollte nach diesen Ergebnissen also in der vegetativen Entwicklung liegen. Ins-
besondere in der Blattscheiden- und der Nodien-Entwicklung ist die hauptsidchliche Funk-

tion zu vermuten.

Die Analyse des Tul-A158-Phinotyps hat gezeigt, dass die wesentlichen Veridnde-
rungen in den Infloreszenzen zu finden sind. Dort sind vor allem vegetative Strukturen,
hauptsichlich die Hiillspelzen, verdndert. Diese besitzen in der Tul-A 158-Mutante blatt-
scheidenihnliche Identitét. Die reproduktiven Organe der Tul-A158-Pflanzen sind in vie-
len Fillen unverédndert, d. h. Stamina und Karpelle sind, zumindest nach oberflachlicher
Analyse, ununterscheidbar vom Wildtyp.

Die vorrangige Verinderung der Tul-A158-Pflanzen ist durch eine Uberexpression
eines Blatt-Entwicklungskontrollgens gut erkldrbar. Die Funktion des Genproduktes
konnte die Auslosung und Aufrechterhaltung eines Blatt- oder Blattscheiden-
Entwicklungsprogamm sein. Wird das Gen ektopisch in Infloreszenzen exprimiert,
so werden nur die Organe beeinflusst, die die Kompetenz besitzen, auf das Signal zu
reagieren. Organe die blattdhnlich sind, wie z. B. die Hiillspelzen, werden auf dieses
Signal anders reagieren, als Organe mit geringerer Ahnlichkeit zu Blittern, wie z. B.
Karpelle. In den blattdahnlichen Organen konnte das ausgeloste Programm parallel zu
dem normalerweise initiierten Programm ablaufen, oder es konnte an seiner Stelle
ablaufen. Der Charakter der Tul -Hiillspelzen ldsst darauf schlieBen, dass beides passiert.
Die entstehenden Strukturen weisen sehr groBe Ahnlichkeit zu Blattscheiden auf.
Die Expressionsorte von ZMM19 lassen aber nicht vermuten, dass das Gen fiir ein
einzelnes vegetatives Organ spezifisch ist. Da Hiillspelzen umgestaltete Blattscheiden
darstellen [GALINAT 1957], konnte ein ektopisch exprimiertes Blatt-Identitdtsprogamm
die Bildung von blattscheidenartigen Charakteristiken auslosen, d.h. spezifische
Hiillspelzen-Charakteristiken werden nicht ausgeprigt, aber eine Beschrinkung auf
Blattscheide bleibt bestehen.

Eine Veridnderung der vegetativen Pflanzenmorphologie wird vermutlich deswegen
nicht beobachtet, weil ZMM19 in den meisten vegetativen Organen auch im Wildtyp
exprimiert wird, und ein im Vergleich zum Wildtyp deutlich erhohtes Expressionsniveau

nur in Infloreszenzen vorliegt (vgl. Blattspuren in Abb. 3.3).
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Abhiingig von der verwendeten Maislinie und von den Umweltbedingungen werden
weitere Verdanderungen in den Tul-Infloreszenzen beobachtet. So werden anstelle von
Ahrchen Kolbenseitenzweige gebildet. Dieses lésst sich als fehlende Determinierung der
entsprechenden Meristeme deuten. Besonders ausgeprégt ist der Phinotyp unter Bedin-
gungen, die vegetatives Wachstum befordern [LANGDALE et al. 1994]. Alle diese Effekte
kann man folgendermalen interpretieren: ZMM19 hat zwei Funktionen. Zum einen be-
fordert es das vegetative Wachstum oder die vegetative Phase. Das konnte bedeuten, dass
ZMM19 z. B. unter schlechten Beleuchtungsbedingungen stéirker exprimiert wird und da-
durch das vegetative Wachstum verstirkt und die vegetative Phase verldngert wird. Die
zweite Funktion ist dann die Determinierung der Organ-Identitit. In entsprechenden Or-
ganen, d.h. in der Blattscheide, nicht aber im Nodium, wird durch ZMM19 nicht nur
das Wachstum bestérkt, sondern auch ein Blattscheiden-Identitits-Programm ausgelost,
in dessen Verlauf die Ausbildung der Blattscheiden-Charakteristiken, z. B. entsprechende

Behaarung und Nervatur, bewirkt wird.

Ein Vergleich des Tul-Phédnotyps mit dem bereits erwidhnten 35S::STMADSI16-
sense-Uberexpressions-Phinotyps in Tabak zeigt auch hier einige Parallelelen. Auch
fir 35S::STMADS16-Tabakpflanzen wurde keine Veridnderung des vegetativen
Wuchshabitus beobachtet [GARCIA-MAROTO et al. 2000]. Eine verénderte Morphologie
wurde dagegen in den Infloreszenzen beobachtet. Die Verdnderungen bestanden in der
Verlidngerung der Infloreszenz-Internodien, in der Erhdhung der Anzahl der Bliiten,
im Auswachsen der sonst meist ruhenden Seitenknospen zweiter und dritter Ordnung
und in einer ldngeren Aktivitit des Infloreszenzmeristems. AuBerdem wurde eine
Transformation von Kelchblittern zu Blittern beobachtet, was besonders stark den
Veridnderungen der Hiillspelzen in Tul -Pflanzen gleicht. Weitere Bliitenorgane, wie z. B.

Karpelle, entwickelten ebenfalls blattdhnliche Charakteristiken.

Tul-Pflanzen und 35S::STMADSI16-sense-Tabakpflanzen weisen Veridnderungen
von entsprechenden Strukturen auf, z.B. wurden blattdhnliche Charakteristiken
in blatthomologen Strukturen wie Kelchblidttern und Spelzen ausgeprigt. Deter-
minierte oder ruhende Strukturen wie Ahrchen oder Seitenknospen wurden in
beiden Mutanten aktiviert. Die Ahnlichkeit endet allerdings in den bevorzugten
phénotypischen Ausprigungen. In Tul sind vor allem die Spelzen verédndert, wihrend
in 35S::STMADS16-sense-Pflanzen der Verzweigungshabitus der Infloreszenz am
stiarksten beeinflusst ist. Die jeweiligen Schwerpunkte der Auspriagung der Phinotypen
stimmen jedoch mit den wildtypischen Expressionsorten der jeweiligen Gene iiberein.
STMADS16 wird in der Kartoffel in allen vegetativen Organen exprimiert, am
stiarksten jedoch im Stingel und in den Blattspindeln. Dementsprechend ist besonders

das Verzweigungsmuster und die Linge der Seitenzweige in der Mutante veridndert.
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ZMM19 dagegen wird besonders in Blattscheiden exprimiert, aber auch in Nodien und
Blattspreiten, der Tul-Phénotyp betrifft vorrangig die blattihnlichen Organe in den
Infloreszenzen, aber es werden auch Veridnderungen des Verzweigungsmusters, z. B. im
Kolben, beobachtet.

Die Parallelen zwischen 35S::STMADSI16-sense-Tabakpflanzen und Tul-A158-
Pflanzen sprechen fiir die ektopische Expression von ZMMI19 als Ursache des

Tul-Phinotyps.

4.1.5 Die putative Promotor-Sequenz von ZMM]19Tul-A158

unterscheidet sich von der eines wildtypischen Allels

Parallel zu den in dieser Arbeit beschriebenen Expressionsstudien und morphologischen
Charakterisierungen wurde die Sequenzierung des ZMM19-Locus von Tul-A158- und
Wildtyp-Pflanzen begonnen (T. MUNSTER, W. FAIGL, W. DELEU und S. WERTH per-
sonliche Mitteilung). Zwischen den beiden Allelen konnten keine wesentlichen Unter-
schiede in grofen Teilen des untersuchten Bereiches gefunden werden (s. Abb. 4.1). Die
hier gefundenen Unterschiede sind als Ursache fiir die beobachtete unterschiedliche Ex-
pression wenig wahrscheinlich. Auffillige Sequenzunterschiede sind dagegen in der 5’-
Region, stromaufwirts des putativen Transkriptionsstarts, welcher etwa 200 bp stromauf-
wirts vom ATG-Startcodon liegt (S. WERTH, personliche Mitteilung), zu finden. Wih-
rend die Sequenzen der beiden Allele von Position -336 (beziiglich ATG) bis in das erste
Intron hinein nahezu identisch sind, bricht diese Sequenzédhnlichkeit stromaufwérts ab-
rupt ab (s. Abb. 4.1). Die von Position -336 weiter stromaufwirts gelegene Region aus
der Tul-A158-Pflanze zeigt gewisse Sequenzihnlichkeit mit einem Teil eines MuDR-
Elements (accesion number: U75360), einem autonomen Mais-Transposon aus der Mu-
tator-Familie [HERSHBERGER et al. 1991, LISCH et al. 1995, JOANIN et al. 1997]. Diese
MuDR -dhnliche Sequenz stellt kein komplettes Mu-Transposon dar, da mindestens an der
einen Seite ein fiir solche Elemente charakteristisches terminal inverted repeat (TIR) fehlt.
Das Sequenzstiick von Position 1952 bis 2179 aus MuDR, welches eine Ahnlichkeit von
55% zur 5°-Region von ZMM19 Tul-A158 (Position -430 bis -657) aufweist, liegt in dem
kodierenden Bereich fiir MURA, der MuDR-Transposase [HERSHBERGER et al. 1991]
(s. Abb. 4.1).

Eine mogliche Erkldrung fiir die Mutationsereignisse, die am ZMM 19 Tul-A158_
Locus stattgefunden haben, ist eine Integration eines MuDR-dhnlichen Transposons
in die Promotor-Region des Gens. AnschlieBend konnte es zu chromosomalen
Rearrangements gekommen sein. Moglicherweise wurde dadurch das MuDR -Element
fragmentiert und die Mutation wurde dadurch irreversibel. Auch eine Duplikation des

kompletten veridnderten Locus konnte eine Folge der Insertion des Transposons sein.
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Abbildung 4.1: Schematische Darstellung des ZMM19-Locus aus drei verschiedenen Maislinien (Sequen-
zen: T. MUNSTER, W. FAIGL, W. DELEU und S. WERTH personliche Mitteilung). Ganz oben ein MafBstab
in 1 kb Schritten. Darunter zwei Allele aus wildtypischen Pflanzen, darunter ein Allel aus einer Tul-A158
Pflanze. Ganz unten links ein MuDR-Element und rechts Erlduterungen der verwendeten Graustufen und
Schraffierungen. Abkiirzungen: Restriktionsschnittstellen: E = EcoRI, H = HindIIl, EV = EcoRV; ATG =
Translationsstart, stop = Translationsstopp.

Welches Ausmal} die DNA-Rearrangements gehabt haben ist unbekannt. Weiter stromauf
sollte wieder Sequenzhomologie zu den wildtypischen Allelen gefunden werden. Eine
DNA-Gel-Blot-Hybridisierungen mit einer Sonde fiir die wildtypische -1000 Region
zeigt eine abweichende Bande in der ZMM 19 Tul-A158_pfianze, verglichen mit der
wildtypischen Pflanze, woraus geschlossen werden kann, dass diese Region in den
ZMM 19 Tul-A158_pflanzen vorhanden ist. Sie ist vermutlich weiter stromauf gelegen als
im Wildtyp. Die Sequenzierung des veridnderten ZMM 19 Tul-AI58_Ajlels wird weiter

verfolgt um definitive Aussagen iiber das AusmalBe der Verdnderung machen zu kdnnen.

In dieser Arbeit vorgestellte PCR-Untersuchungen zeigten, dass diese verdnderte Re-
gion von Position -1042 bis Position 307 (Start ATG = 1) in 12 untersuchten Tu-Linien
nahezu unverédndert vorlag (s. Anhang D.3). Regionen weiter stromauf wurden in diesen
Linien bislang nicht untersucht. Die Untersuchung von 18 Wildtyp-Allelen unterschied-
licher Herkunft zeigte in keinem Fall eine solche Insertion (W. DELEU, personliche Mit-
teilung).

Mais besitzt eine grole Anzahl an Transposons. Eine Verdnderung von Expressions-
starken und -mustern durch die Insertion eines Transposon in die kodierende Region, in

ein Intron oder in die Promotor-Region wurde hédufig beobachtet. Vielfach fiihrten die-
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se Mutationen zu einem Funktionsverlust. Es wurden aber auch Fille beobachtet, wo es
durch eine solche Insertion zu einer ektopischen Expression des mutierten Gens kommt.
Ein dominanter gain-of-function-Phéanotyp des Gens Knl wurde z. B. mehrfach unabhén-
gig durch Insertion von Transposons in das dritte Intron des Locus oder durch eine Dupli-
zierung des kompletten Locus gefunden [HAKE 1992]. Im Fall des B-Locus, der fiir ein
regulatorisches helix-loop-helix-Protein kodiert, existieren mindestens drei verschiede-
ne dominante Allele, BPeru, gBolivia ynq pMex7b _gie Transposon-Insertionen stromauf
vom Start-ATG aufweisen [SELINGER und CHANDLER 1999]. Der B-Locus reguliert die
Expression der Gene des Anthocyan-Biosynthesewegs; die drei erwidhnten Allele weisen
durch die Insertionen eine veridnderte Organ- oder Gewebespezifitit auf und verursachen

dadurch unterschiedliche Pflanzen-Farbungsmuster.

Diese Beispiele zeigen, dass auch die gefundene Insertion im ZMM 19 Tul-A158_

Locus der Verursacher der ektopischen Expression von ZMM19 sein konnte. Die voll-
stindige Klonierung und Sequenzierungen des Locus ist jedoch noch nicht abgeschlos-
sen. Es gibt Hinweise, dass eine Duplizierung des kompletten verdnderten Locus vorliegt,

wodurch auch die Uberexpression verursacht sein konnte.

4.1.6 Nur ZMM19Tul-A158 wird ektopisch exprimiert

Durch einen Single-Nucleotide-Polymorphism (SNP) zwischen ZMMI 9 Tul-A158
und ZMM19W23MI4 yonnte nachgewiesen werden, dass in einer heterozygoten
Tu-A158-Pflanze nur ZMM]9Tul-A158 ektopisch im Kolben exprimiert wird (s.
Abb. 3.10). Das ektopisch exprimierte Allel liegt stromab der verinderten putativen
Promotor-Region. Falls der ZMM19-Locus jedoch dupliziert sein sollte, muss gepriift
werden, ob die putative Promotor-Region der zweiten ,,Komponente* dhnlich aufgebaut
ist wie ZMM19Tul-A158 yofiir die Sequenzen der diagnostischen PCR sprechen. Es
steht dann die Uberpriifung noch aus, welche der duplizierten , Komponenten“ mit
dem SNP nachgewiesen wird, bzw. ob beide denselben SNP zeigen. In jedem dieser
Fille wird aber durch die alleinige ektopische Expression des Nicht-Wildtyp-Allels
gezeigt, dass es sich nicht um eine generelle Hochregulierung der ZMM19-Expression
handelt. Es ist dadurch unwahrscheinlich, dass der Tul-Phénotyp auf eine Mutation in
einem anderen Gen zuriickzufiihren ist, welches direkt oder mittelbar die Expression
von ZMM 19 beeinflusst, da in einem solchen Fall die Hochregulierung beider Allele zu

erwarten ware.
Es ist nicht vollstindig auszuschlieen, dass der Tul-Phinotyp ursédchlich auf ei-

ne Mutation in einem unbekannten Gen bzw. Genprodukt zuriickzufiihren ist, welches

spezifisch die veridnderte putatitve Promotor-Region erkennt und die Expression nur des
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ZMM 19 Tul-A158_AJlels induziert. Ein solches Gen muss allerdings in der gleichen Re-

gion wie ZMM 19 kartieren, was seine Existenz sehr unwahrscheinlich macht.

Eine endgiiltige Sicherheit, dass der Tul-Phinotyp ursichlich auf eine Mutation in
ZMM 19 zuriickgeht, konnte durch eine Eingrenzung der fraglichen Region durch ein bes-
sere Kartierung versucht werden. Eine anschlieBende Sequenzierung dieses Bereichs soll-
te allerdings keine weiteren Kandidaten-Gene aufzeigen. Eine andere Option des Nach-

weises wire die Suche nach einer Riickmutation (s. Abschnitt 4.2.1).

4.1.7 Korrelierung des Tul -Phéinotyps mit einem RFLP

Um die Identitit von TUI und ZMM 19 zu bekriftigen wurden Pflanzen einer segregie-
renden Tul-A158-Population analysiert. Es wurde iiberpriift, ob eine absolute Korrelation
zwischen dem Auftreten des Tul-Phénotyps und eines ZMM19-RFLP im kodierenden
Bereich vorhanden ist. Fiir 43 Pflanzen konnte eine solche Korrelation bereits gezeigt
werden (S. WERTH und L. WINGEN, unverdffentlichte Ergebnisse). Diese Analyse soll
auf ca. 240 Pflanzen erweitert werden, um dadurch die Identitit der beiden Loci statistisch

weiter abzusichern.

AuBerdem konnte nachgewiesen werden, dass in der putativen Promotor-Region
ZMM19-HindlII-RFLPs zwischen ZMM19Tul-AI58 ynd zwischen den daraus
hervorgegangenen schwicheren Tul-Mutanten auftreten. Dies konnte bedeuten, dass
die schwicheren Tul-Mutanten Teil-Revertanten darstellen, d.h. dass die schwi-
cheren Phinotypen auf Anndherungen des ZMMI19-Locus an den Wildtyp-Zustand
zuriickgefiihrt werden konnten. Damit wiirden sie sehr wichtige Indizien fiir die
Beweisfiihrung der Identitdt von TUI und ZMM 19 liefern. Daher werden die Klonierung
und Sequenzierung der kompletten Loci unternommen (T. MUNSTER, W. FAIGL,
Z. MENG, L. WINGEN UND G. THEISSEN). Es wire auBerdem wiinschenswert,
dass die Bewertung der Phdnotypen im gleichen genetischen Hintergrund stattfindet.
Bisher wurden die aus dem Maize Genetic Stock Center bezogenen Samen fiir die
Untersuchungen verwendet. AFLP-Untersuchungen zeigten, dass die verwendeten
Linien nicht vollstindig isogen sind (L. WINGEN und S. EFFGEN, unverdffentlichte
Daten). Eine mehrfache Einkreuzung des TUI-Locus in isogene Maislinien wurde aus

Zeitgriinden nicht unternommen, wire aber wiinschenswert.

4.2 AbschlieBende Bewertung der Beweise

Die in dieser Arbeit gewonnen Belege machen die Identitéit von TUI und ZMM19 hoch-
wahrscheinlich. Als einzige alternative, wenn auch wenig plausible, Erkldarung kommt die

Existenz eines weiteren Gens, welches seinerseits ZMM 19 reguliert, in Betracht.
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Die vorgestellte Form des Beweises ist nicht iiblich in der Maisgenetik. Es
wurden eine ganze Anzahl an Mais-Gen-Loci durch Nachweis von Mutationen
in verschiedenen unabhédngigen Allelen mit &dhnlichem Phénotyp identifiziert,
z.B. Knottedl [HAKE et al. 1989], liguleless2 [WALSH et al. 1997], terminal earl
[VEIT et al. 1998], rough sheath2 [TSIANTIS etal. 1999] und viele andere. Zwei
Methoden zu unabhingigen Allelen zu gelangen, und die Griinde warum sie im
Rahmen dieser Arbeit nicht anwendbar waren, werden der Vollstindigkeit halber
weiter unten aufgefiihrt (s. Abschnitt 4.2.1). Nicht immer werden solche unabhingige
Allele als notwendig fiir die Beweisfithrung angesehen, wie das Beispiel von Hooded
aus Gerste zeigt [MULLER et al. 1995]. Hier konnten die Autoren auf Grund von
verschiedenen Belegen zeigen, dass der dominante Hooded-Phénotyp auf einer Mutation
in einem KNI-dhnlichen Gen beruht, obwohl fiir Hooded kein unabhingiges Allel
gefunden werden konnte. Die wesentlichen Hinweise waren das Auftreten einer 305-bp
langen Duplikation im vierten Intron des KNOX3-Gens und damit korreliert die
Ausbildung des Hooded-Phinotyps. Ebenso konnte eine Uberexpression von KNOX3 in

Gersten-Infloreszenzen nachgewiesen werden.

Da die Expressionsdaten die Identitit von ZMM19 und TU1 hochplausibel machen,
sollte die vollstindige Sequenzierung des Locus und die genauere Analyse der Unter-

schiede der schwicheren Allele zur Abrundung dieses Beweises geniigen.

4.2.1 Vorgehensweisen zur Generierung unabhiingiger Allele
Transposon-tagging Experimente

Ein Nachweis, ob ein bestimmtes Gen ursédchlich fiir einen mutanten Phidnotypen ist,
ist relativ aufwiindig zu fiihren. Fiir die Identifizierung eines Gen-Locus einer Mutan-
te bedient man sich gerne der Transposon-Mutagenese, wobei das gesuchte Gen durch
ein bekanntes Transposon mutiert wird und damit durch dieses Transposon markiert ist
(Transposon-tagging). Im Falle einer loss-of-function-Mutante kann man das Transposon
in wildtypische Pflanzen einbringen und nach dhnlichen mutanten Phénotypen suchen.
Will man eine gain-of-function-Mutante untersuchen, wie es fiir Tul der Fall wire, so
wird man das Transposon in einer wildtypischen Linie durch Kreuzung mit einer homo-
zygot mutanten Linie in die Nachkommen einbringen. Unter diesen Nachkommen muss
nach wildtypischen Pflanzen gesucht werden. In diesen sollte der mutante Locus erneut
mutiert sein, wobei die zweite Mutation einen knock-out verursacht haben sollte. Man
wird daher versuchen, in der chromosomalen Umgebung der Transposons offenen Le-
seraster zu finden, um dadurch das erneut mutierte Gen zu identifizieren. Wenn natiirlich
schon ein Kandidaten-Gen bekannt ist, wird bevorzugt in diesem nach Verdnderungen

gesucht werden.
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Dieser Ansatz war jedoch im Rahmen dieser Arbeit nicht durchfiihrbar, da die An-
zahl an notwendigen Pflanzen fiir ein solches Experiment die Moglichkeiten des Insti-
tuts liberschritten hitten. AuBBerdem ist die Fertilitdt der Tul-Pflanzen unter den MPIZ-
Anzuchtbedingungen stark verringert, so dass es Schwierigkeiten gemacht hitte, die not-

wendige Zahl an Pflanzen iiberhaupt zu erzeugen.
Uberexpression in transgenen Pflanzen

Ein guter Nachweis, dass die Uberexpression eines Gens bzw. der Ausfall eines Gens ver-
antwortlich fiir einen mutanten Phénotyp ist, ist oft mit Hilfe von transgenen Pflanzen zu
erreichen. Fiir ein solches Experiment kloniert man das Gen von Interesse, bzw. bevor-
zugt die cDNA, unter Kontrolle eines Promotors in einen Transformationsvektor. Diesen
bringt man in die Pflanzenspezies ein, aus der es stammt. Es handelt sich also um eine
Transformation in einem homologen System. Will man eine Uberexpression erreichen,
so wird man sense-cDNA unter die Kontrolle des Promotors stellen, soll ein Genausfall

erreicht werden, so benutzt man antisense-cDNA.

Im Idealfall wird das Konstrukt in einer Kopie in das Genom der Pflanze integriert,
im Normalfall wird jedoch die Integration von vielen Kopien beobachtet. Als Promotor
wurde in vielen verdffentlichten Studien der 35S-Promotor des Cauliflower Mosaik Virus
benutzt. Dieser Promotor bewirkt meist eine starke ubiquitire Expressions des Transgens,
wodurch verschiedene Nebeneffekte, wie z. B. co-supression von sense-Konstrukten, auf-

treten konnen.

Ein Transformationsexperiment zum Nachweis der Identitdt von mutantem Locus und
Kandidaten-Gen wurde fiir JOINTLESS, einem STMADS11-dhnlichen Gen aus der To-
mate, erfolgreich durchgefiihrt [MAO et al. 2000]. Hier handelte es sich allerdings um
eine loss-of-function-Mutante, und der Nachweis wurde sowohl durch Komplementati-
on der Mutante durch Transformation mit einem 35S::JOINTLESS sense-Konstrukt, als
auch durch Ausschaltung des Gens im Wildtyp durch ein antisense-Konstrukt gefiihrt.

Es wurde bereits ein 35S::ZMM19 sense-Konstrukt kloniert, um eine Mais-
Uberexpressionsmutante zu erzeugen (W. DELEU, personliche Mitteilung). Im
Gegensatz zu Arabidopsis, welche relativ einfach zu transformieren ist, ist die
Transformation von Grésern nicht trivial. Unter den Grésern ist die Transformation von
Reis gut etabliert, die Mais-Transformation ist jedoch mit etlichen Problemen behaftet,

welche die Transformation zu einer schwierigen Herausforderung machen.

Auch die Versuche der Transformations-Einheit des MPIZs, Mais mit dem
35S::ZMM19-Vektor zu transformieren, schlugen mehrfach aus nicht geklédrten Griinden
fehl. SchlieBlich gelang es, aus einem transformierten Kallus Pflanzen zu regenerieren

(A. SEIDEL, personliche Mitteilung). Diese transformierten Pflanzen stehen momentan



60

zur Analyse bereit, es zeigen sich bislang allerdings keine auffillige Tul-dhnlichen
Phinotypen. Die Ursache hierfiir ist nicht geklért, da aber noch keine Analysen der
putativ transgenen Pflanzen stattgefunden haben, wird hier auf iibereilte Spekulationen
verzichtet. Sollte sich jedoch herausstellen, dass eine co-supression stattfindet, was
bei der Verwendung des 35S-Promotors in Mais nicht selten beobachtet wird (W.
WERR und W. DELEU, personliche Mitteilungen) miisste die Verwendung eines
geeigneteren Promotors erwogen werden. Dieser konnte z.B. die Expression nur in
floralen Geweben bewirken. Bei einer co-supression wire ein loss-of-function-Phéanotyp
zu erwarten. Dieser ist im Fall von ZMM19 moglicherweise nicht zu beobachten,
weil ZMM19 und ZMM?26 redundante Funktionen haben konnten. Dann wire eine
Doppel-knock-out-Mutante nétig, um phénotypische Effekte zu erhalten.

4.3 Die Rolle der STMADS11-Familie in der Pflanzen-
entwicklung

Am MPIZ konnten vier neue Mais-MADS-Box-Gene isoliert werden, welche Mitglieder
der relativ neu entdeckten STMADS 1 1-Subfamilie sind. Einem dieser Gene wurde im
Rahmen der hier beschriebenen Untersuchungen besonders viel Aufmerksam gewidmet,
dessen Identitit mit TUNICATEI plausible gemacht wurde. Die Untersuchungen waren
daher von der Suche nach Hinweisen bestimmt, die diese Vermutung unterstiitzten oder
auch wiederlegten. Die dabei entdeckten Eigenschaften der Gene sind aber, iiber diese Be-
weisfithrung hinaus, fiir ein besseres Verstindnis der vegetativen Entwicklung von Mais
interessant. Aus Vergleichen mit STMADS 1 I -dhnlichen Genen aus anderen Pflanzen sind
Riickschliisse auf generelle Vorginge der vegetativen Entwicklung von héheren Pflanzen
zu erwarten. Dies gibt moglicherweise Einblicke in die Evolution der Entwicklung der

Pflanzenbauplénen.

Da dies ein spannendes Thema ist und sich au3erdem einige der Indizien fiir die Iden-
titdt von TUI und ZMM19 auf die nahe phylogenetische Verwandtschaft verschiedener
Gene stiitzen, wird eine Betrachtung der evolutiondren Verwandtschaften und eine Spe-
kulation iiber die moglichen Aufgaben der Gene im Pflanzen-Entwicklungsprozess hier
angestrengt.

4.3.1 Verwandtschaftsverhaltnisse der STMADS11-ahnlichen Gene

Die im Rahmen dieser Arbeit ndher charakterisierten MADS-Box-Gene ZMM]19,
ZMM?20, ZMM21 und ZMM?26 gehdren zu den STMADSI1-dhnlichen Genen. Diese
erscheinen in der Phylogenierekonstruktion als monophyletische Gruppe mit Vertretern

aus mono- und dikotylen Angiospermen sowie aus Gymnospermen. Dies fiihrt zu
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der Annahme, dass bereits der letzte gemeinsame Vorfahre von Angiospermen und
Gymnospermen, der etwa vor 300 Millionen Jahren [GOREMYKIN et al. 1997] existierte,
mindestens ein STMADS]1-dhnliches Gen besessen hat [BECKER et al. 2000].

Diese Monophylie spiegelt sich vermutlich noch in der Ahnlichkeiten der Expressi-
onsmuster wieder. Alle bislang untersuchten Gene werden hauptsichlich in vegetativen
Organen exprimiert und haben vermutlich auch dort ihre Funktion. Spekuliert man frei
tiber die Funktion dieser Gene, so wird man eine Beteiligung an der Regulation von
Entwicklungsprozessen in den vegetativen Phasen vermuten. Eine solche liegt nahe, da
andere MIKC-Typ-MADS-Box-Gene, die bevorzugt in Infloreszenzen und Bliiten expri-
miert werden, wichtige Funktionen in der Steuerung der Bliitenentwicklung iibernehmen.
Die Gen-Untergruppen der STMADS 1 1-Subfamilie aus Dikotylen und Monokotylen er-
scheinen nach den vorliegenden Sequenzinformationen von acht cDNAs aus Dikotylen
(eine davon unvollstindig) und sechs cDNAs aus Monokotylen ebenfalls monophyle-
tisch, was vermuten lédsst, dass eine Radiation des Vorldufergens erst nach der Diver-
genz von Monokotylen und Dikotylen vor etwa 160-200 Millionen Jahren passiert ist
[WOLFE et al. 1989, GOREMYKIN et al. 1997].

Innerhalb der Eudikotylen hat es eine Radiation der STMADS1 1 -Subfamilie gegeben,
was daraus ersichtlich ist, dass aus Arabidopsis zwei Vertreter der Subfamilie bekannt
sind, die sich in zwei Subkladen befinden (s. Abb. 3.11). Es hat vermutlich friih in der
Geschichte der Eudikotylen eine Duplizierung stattgefunden, noch vor dem Artbildungs-

prozess, der zur Entstehung von Arabidopsis gefiihrt hat.

Die vier Mais-Gene scheinen in mindestens zwei Subkladen zu fallen, eine Radiation
auch innerhalb der Monokotylen ist daher wahrscheinlich (s. Abb. 3.11).

Die Stammbaumanalyse der STMADSI1-Subfamilie ldsst auf eine Radiation der
Subfamilie in den Samenpflanzen schlieen. Das konnte zusammen mit der angenomme-
nen Funktion in der vegetativen Entwicklung bedeuten, dass diese Familie eine wichtige
Rolle in der Evolution der Pflanzenbaupldnen gespielt hat, welche sich aus urspriing-
lich recht einfachen Formen zu der heutigen Vielfalt an unterschiedlichen Strukturen ent-
wickelt hat. Seit der Landeroberung der Pflanzen hat eine Diversifizierung dieser Baupli-
ne stattgefunden, an deren Realisierung Entwicklungskontrollgene maf3geblich beteiligt
sein miissen. Von verschiedenen Genfamilien, die an Regulationsprozessen in der vegeta-
tiven Entwicklung beteiligt sind, wird ebenfalls vermutet dass sie an dieser Evolution der
Baupline beteiligt waren, so z. B. die Familie der Homdbox-Gene [REISER et al. 2000]
und die der R2ZR3 Myb-Gene [RABINOWICZ et al. 2000]. Nach den hier dargestellen Un-
tersuchungen ist auch fiir die STMADS]1 I -Subfamilie eine solche Funktion denkbar.

Weitere Einblicke versprechen die Aufklidrung der Funktionen der STMADSII-

dhnlichen Gene in den Entwicklungsprozessen und die Analyse von Wechselwirkungen
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Abbildung 4.2: Die Loci ZMM19 und ZMM?26 liegen in homologen Bereichen der Mais-Chromosomen 4
und 5 (nur Abschnitte aller Chromosomen gezeigt, Mais-Chromosomen schwarz und Reis-Chromosom
2 grau dargestellt). Die Zuordnung zu chromosomalen Orten beruht auf der University of Missoury,
Columbia UMC-EST-Karte [DAVIS et al. 1999], fiir Mais und der RiceGenes-Karte (http://ars-
genome.cornell.edu/rice) fiir Reis. Die Loci der Maisgene und der vermutetete Locus von ORY-
SAT6 sind durch vertikale graue Boxen, die Loci der Mutanten Tul und Hsf1 sind durch breitere vertikale
graue Boxen eingezeichnet. Zahlen an den Loci sind map units in cM. Homologe Marker sind durch Linien
verbunden, gestrichelte Linien verbinden die Mais-Chromosomen, diinne durchgezogene Linien verbinden

Mais-Chromosomen mit dem Reis-Chromosom.

untereinander und mit anderen Genen.

4.3.2 ZMM19 und ZMM26 sind rezente Paraloge

Da ZMM19 und ZMM?26 einen besonders hohen Grad an Sequenzihnlichkeit aufweisen
(s. Tab. 3.1), liegt die Vermutung nahe, dass es sich, wie in verschiedenen anderen Fillen,
z.B. ZMMS8 und ZMM 14 [CACHARRON 1998], um ein junges Paar paraloger Gene han-
delt, das bei der Entstehung von Mais durch eine Hybridisierung zweier sehr dhnlicher
Genome vor 21 Millionen Jahren entstanden ist [GAUT und DOEBLEY 1997]. Diese Ver-
mutung wird unterstiitzt durch die Untersuchung angrenzender molekularer Marker der
jeweiligen chromosomalen Regionen (s. Abb. 4.2). Die Marker sind mit der Ausnahme

einer Inversion kolinear angeordnet.
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Da die Stammbaumanalyse beide Gene zusammen mit ORYSAT6 in eine Subklade
platziert, handelt es sich bei dem Reisgen vermutlich um ein orthologes Gen zu dem
Mais-Genpaar. Diese Vermutung konnte durch eine Kartierung des Reisgens gepriift
werden. Nach vergleichenden Kartierungen von molekularen Markern im Reis- und
Maisgenom [WILSON et al. 1999] sind die Regionen um die Maisgene ZMM19 und
ZMM?26 homolog zu einer Region auf dem langen Arm von Reis-chromosom 2.
Nach den Reis-Chromosomenkarten der RiceGenes-Gendatenbank (http://ars-
genome.cornell.edu/rice) sollte ORYSAT6 in der Nihe von Marker rz446
(Reis-Chromsom 2; Position 169,2 cM) gefunden werden (vgl. Abb. 4.2).

4.3.3 Haben ZMM19 und ZMM?26 redundante Funktionen?

Durch seinen allotetraploiden Ursprung besitzt Mais eine groe Anzahl paraloger Gen-
paare. Fiir das Paar ZMM19 und ZMM26 war an einigen Stellen der Untersuchungen
von Interesse, ob sie redundante Funktionen haben. Es stellt sich also die Frage, welche
evolutiondre Krifte auf ein solches Genpaar wirken. Die Gene ZMM 19 und ZMM?26 zei-
gen ein sehr dhnliches Expressionsmuster, was die Vermutung nahelegt, dass die Funktion
der beiden Gene sehr dhnlich geblieben ist. Im Fall einer Diversifizierung von durch Po-
lyploidisierung generierten Genpaaren wird beobachtet, dass die stiarksten Unterschiede
in der Entwicklung von neuen Expressionsmustern zu erwarten sind [WENDEL 2000].
Diversifizierung ist aber nicht die einzige Moglichkeit der Evolution zweier Gene glei-
cher Funktion, sondern es kann auch ein Gen ausgeschaltet werden bzw. es werden Fille
beobachtet, wo beide Genkopien erhalten bleiben und beide Gene unter Selektionsdruck
mit normaler Rate weiter evolvieren. Diese Beobachtung wird darauf zuriickgefiihrt, dass
in polyploiden Organismen das Transkript- bzw. Proteinniveau auf das Vorhandensein
zweier Genkopien optimiert wird. Fillt spéter eine Kopie aus, so wird das regulatorische
Netzwerk aus dem Gleichgewicht gebracht [WENDEL 2000]. Diese Erkldarung wird da-
durch plausibel, dass in Polyploiden das Expressionsniveau oft positiv mit der Anzahl
an Genkopien korreliert ist. Da beobachtet wird, dass ZMM19 und ZMM?26 an gleichen
Orten exprimiert werden, ist demnach zu erwarten, dass beide Gene relativ redundante

Funktionen haben.

Eine Idee iiber die Funktion von ZMM 19, ndmlich die Auslosung eines vegetativen
Programms, wurden aus der Analyse der Tul-Mutante gewonnen. Auch fiir ZMM?26 ist
moglicherweise eine Mutante bekannt, Hsf1 (vgl. Abb. 4.2). Da auch diese Mutante do-
minant ist, wire auch hier eine Uberexpression, niamlich von ZMM?26, Ursache des Phi-
notyps. Der Hsf1-Phénotyp unterscheidet sich vom Tul-Phinotyp. Das muss aber nicht
bedeuten, dass beide Gene unterschiedliche Funktionen haben, sondern konnte auch durch

unterschiedliche ektopische Expressionsmuster erklirt werden. Hsf1 zeigt blattscheiden-
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artige Auswiichse auf den Blattspreiten. Auch diese Mutante scheint also Blattscheiden-
Identitit ektopisch zu realisieren. Diese Ahnlichkeit konnte auf eine gemeinsam Funktion
von ZMM 19 und ZMM?26 hindeuten, dafiir wire jedoch zuerst nachzuweisen ob ZMM?26
mit Hsf1 identisch ist und ZMM19 mit Tul.

Auch durch die Herstellung von knock-out-Mutanten konnte die Redundanz der
Funktionen iiberpriift werden. Im Falle der Redundanz sollte eine einfache knock-out-
Mutante keinen verdnderten Phéanotyp aufweisen. Erst die Doppel-knock-out-Mutante,
d.h. sowohl ZMM19-knock-out als auch ZMM26-knock-out, sollte einen verinderten
Phédnotyp haben. Auf der Grundlage der vorliegenden Informationen kann {iiber
deren Aussehen nur spekuliert werden. Da ZMM19 moglicherweise die Nodien- und
Blattscheiden-Identitit determiniert und/oder die vegetative Phase verlidngert, konnten
die Pflanzen gedrungener sein, weil die Ausbildung von Blattscheiden ausbliebe oder
reduziert wére und die meristematischen Aktivititen in Blatt und Nodien reduziert
wiren. Aulerdem konnte die Doppelmutante eine weniger prominente vegetative Phase
haben und daher friither blithen, wie das fiir die SVP-knock-out-Mutante beobachtet wird
[HARTMANN et al. 2000].

4.3.4 Welche gemeinsame Funktion hat die STMADS11-Subfamilie,
und welche Unterschiede gibt es zwischen den Untergruppen?

Alle untersuchten STMADS]11-dhnliche Gene, mit Ausnahme von AGL24, besitzen
ein konserviertes Sequenzmotiv in der C-Region (s. Anhang D.2). Die Bedeutung
dieses Motivs ist nicht bekannt, die starke Konservierung lédsst jedoch auf eine wichtige
Rolle des Motivs schlieen und deutet auf eine Gemeinsamkeit in der Wirkungsweise
aller dieser Gene hin, wie z. B. ein gleichartiger posttranslationaler Regulationsmecha-
nismus oder Interaktionen mit Partnerproteinen bei der Bildung groBerer Komplexe
[EGEA-CORTINES et al. 1999]. Fiir zwei Mitglieder der Subfamilie, nimlich SVP und
BM |, wurde alternatives Spleilen nachgewiesen. Vor diesem Hintergrund ist es moglich,
dass AGL24 das konservierte Motiv in der C-Region nur deswegen nicht aufweist, weil
die in GenBank vorliegende Sequenz eine kurze Spleiform darstellt und das ldngere
Transkript nicht bekannt ist.

Die untersuchten STMADSI1-dhnlichen Gene zeigen Expression in vegetativen
Pflanzenteilen, eine Funktion an diesen Orten ist wahrscheinlich. Die bisher untersuchten
Gene aus Eudikotylen werden in nahezu allen vegetativen Organen exprimiert, d.h.
in Wurzel, Stingel und Blittern [CARMONA et al. 1998, HARTMANN et al. 2000,
GARCIA-MAROTO et al. 2000, MAO et al. 2000]. Eine zeitliche Differenzierung der
Expression ist nicht zu erkennen. Die bekannten Gene aus Monokotylen zeigen eine

gewisse Spezialisierung in Bezug auf ihre Expressionsorte. BM1 wird hauptsichlich in
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Nodien und Blattscheiden exprimiert [SCHMITZ et al. 2000]. Eine @hnliche Spezifitit
wurde auch fiir ZMM?20 gefunden, allerdings wird dieses Gen als einziges der unter-
suchten Maisgene auch in Wurzel exprimiert (s. Abb. 3.2). Nach Stammbaumanalyse
sind ZMM?20 und BM1 putative Orthologe (s. Abb. 3.11). Die drei anderen Maisgene

werden nicht oder kaum in Wurzel exprimiert (s. Abb. 3.2).

Eine detailliertere Analyse der Expressionsorte der Mais-Gene mittels in situ-
Hybridisierung lieBe weitere Schliisse auf die Funktion der Gene in monokotylen
Pflanzen zu. So ist z.B. die Expression von ZMM19 in Nodien und Internodien
gezeigt, ob aber eine Gewebespezifitit innerhalb dieser Organe vorhanden ist, wie fiir
STMADSI11 im Stingel gefunden [CARMONA et al. 1998], ist nicht bekannt. Aus den
Untersuchungen an Tul-A158-Kolben bzw. Ahrchen ist eine priferentielle Expression
in lateralen Regionen der Primordien, zumindest nicht in KNI-exprimierenden
Meristemen, zu erkennen (vgl. Abb. 3.9). Moglicherweise sind die lateralen Regionen
mit den Phytomer-Initialzellen identisch, moglicherweise mit den Blatt-Initialen oder

aber mit keiner dieser Zellgruppen.

Weitere Ideen iiber die Aufgabe der Subfamilie kann man aus der Analyse von Mu-

tanten gewinnen.

Die short vegetative phase-Mutante (svp) von Arabidopsis zeigt, wie der Name
andeutet, einen frithblilhenden Phénotyp. Die Mutationen wurden durch Insertion
eines En-Elementes in die kodierende Region bzw. durch ein unvollstindiges Aus-
schneiden des Elementes aus dieser Region verursacht und fiihrten zu Funktionsverlust
[HARTMANN et al. 2000]. Durch diese Mutationen wird ein schnelleres Durchlaufen der
vegetativen Phase hervorgerufen, was an der geringeren Anzahl an Rosettenblittern und
Hochblittern, der schnelleren Transition von juveniler zur adulten Blattform und, damit
gekoppelt, der frithen Trichom-Bildung auf den abaxialen Seiten der Rosettenblitter zu
erkennen ist. Dieser Phinotyp ist insbesondere unter Kurztagsbedingungen festzustellen,
aber in abgeschwichter Form auch unter Langtagsbedingungen. Die Pflanzen bleiben
also Photoperioden-sensitiv [HARTMANN et al. 2000].

Die 35S::STMADS16-sense-Tabakpflanzen wurden wegen ihrer Parallelen mit der
Tul-Mutante schon erwiihnt. Die Uberexpression von STMADS16 fiihrt zu keinen phé-
notypschen Veridnderungen wihrend der vegetativen Entwicklung. Die vegetative Phase
wird allerdings unter Kurztagbedingungen beschleunigt, es kommt zu frither Bliite. In der
Infloreszenz wird eine stirkere Verzweigung und eine Umwandlung von Kelchblittern in
Blitter beobachtet [GARCIA-MAROTO et al. 2000].

Eine weitere Mutante ist jointless, eine loss-of-function-Mutante, die durch eine Dele-

tion des ersten Exons des JOINTLESS -Gens der Tomate hervorgerufen wird. Die mutan-

ten Pflanzen bilden keine Abscissionsschichten im Stiel der Friichte. Aulerdem revertiert
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das Infloreszenzmeristem nach der Bildung von nur wenigen Bliiten zuriick zu einem
vegetativen Meristem [MAO et al. 2000].

Die Tul-Mutante, also vermutlich eine ZMM1 9—Uberexpressions—Mutante, hat kei-
nen Einfluss auf Bliitezeit. Der Phinotyp der Mutante wurde bereits hinreichend darge-
stellt.

Vorliufige Uberexpressions-Studien von ZMM19 unter Kontrolle des 35S-Promotors
in Arabidopsis (T. MUNSTER, W. FAIGL, W. DELEU, S. WERTH und L. WINGEN) zei-
gen eine Verdnderung der Blattformen in den transgenen Pflanzen. Die Hochblitter zeigen
eine Rosettenblatt-dhnliche Form, und die Kelchblitter sind stark vergroBert und wirken
ebenfalls blattidhnlich. In einigen Fillen konnten spétbliihende Mutanten beobachtet wer-
den.

Zusammengefasst kann zu den beobachteten Phénotypen gesagt werden, dass die
Uberexpression von STMADS]1-ihnlichen Genen in einigen Organen zu einer Ver-
starkung des vegetativen Charakter fithrt. Welche Organe betroffen werden, ist wahr-
scheinlich von zwei Faktoren abhingig. Der erste Faktor ist die Kompetenz des Or-
gans, ein vegetatives Programm umzusetzen. So werden z. B. Kelchblattprimordien in
der STMADS 16-Mutante stédrker beeinflusst als Karpellprimordien. Der zweite Faktor ist
die Spezifitit des Gens. So verleiht ZMM19 eher Blattidentitdt, wiahrend STMADS16
starker den Verzweigungshabitus beeinflusst.

Weiter wird ein Einfluss der Gene auf die Dauer der vegetativen Phase beobachtet.
Die Funktionsverlust-Mutante svp wird in ihrer vegetativen Phase beschleunigt, wihrend
die Funktionsgewinn-Mutante 35S::STMADSI16 unter Kurztagsbedingungen ebenfalls
schneller bliiht. Die Gene der STMADS11-Subfamilie scheinen demnach in den Prozess
der Phasentransition involviert zu sein. In welcher Weise der Prozess beeinflusst wird,
mag aber von Interaktionspartnern abhédngen, die in den verschiedenen Pflanzenarten ver-
schieden sein konnen, da die Pflanzen auch unterschiedlich auf Umweltbedingungen, wie
z. B. Photoperiode, reagieren konnen. Fiir eine Abhiingigkeit der ZMM 19-Expression von
Entwicklungs-Phasen sprechen die zwei Expressionsmaxima im Verlauf der vegetativen
Entwicklung (s. Abb. 3.13).

Die Funktionen der STMADSI1-dhnlichen Gene kann man also in zwei unter-
schiedliche Kategorien unterteilen. Zum einen sind sie in die Determinierung der
Identitdt von vegetativen Organen involviert, wie z.B. die der Abscissionsschicht
in Tomate [MAO et al. 2000], und zum anderen scheinen sie an der Regulation der
Dauer der vegetativen Phasen beteiligt zu sein, wie z.B. die svp-Mutante zeigt
[HARTMANN et al. 2000]. Die Gene aus Monokotylen zeigen ein stirker differenziertes
Expressionsmuster als die aus Dikotylen. Dies kann bedeuten, dass diese Gene stidrker

an der Regulation der Organidentitét beteiligt sind, und ihre Verwandten aus Dikotylen
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ihre Aufgaben eher in der Regulation der Phasentransition haben. Der Phénotyp der
Jjointless-Mutante spricht jedoch eher gegen diese Deutung, da hier trotz Expression
in nahezu allen untersuchten Geweben, der Phédnotyp hauptsidchlich im Fehlen der
Abscissionsschichten besteht. Moglicherweise steckt ein anderer Mechanismus hinter
der Aktivitat der STMADS]1 1 -dhnlichen Gene, ndmlich die Aktivierung von Meristemen
oder meristemartigen Geweben, eventuell mit Ausnahme des SAM. Der Ausfall des
Genproduktes in jointless fithrt demnach zum Fehlen der Trennschichten, weil der
Bildung der Trennschichten eine Zellproliferation vorausgeht. Die Reversion der
Identitiat des Infloreszenzmeristems konnte darauf schlieBen lassen, dass in diesem
Fall auch das Infloreszenzmeristem des Genproduktes bedarf, was in Einklang mit
der Expression von JOINTLESS auch im Infloreszenz- und Bliitenmeristem steht.
Die untersuchten gain-of-function-Mutanten zeigen eine verstiarkte Meristemaktivitit,
d.h. in Hochblittern von Arabidopsis werden z.B. die meristemartigen Randbereiche
aktiviert, wodurch es zu runden anstelle von lanzettlichen Blattformen kommt. In
Tul kommt es zur Verldngerung der Hiillspelzen durch die Aktivitit der eher basalen
Meristemzonen. Ebenfalls durch meristemartige Aktivitditen kommt es zu Verldngerung
von Infloreszenz-Seitenverzweigungen in Tul und 35S::STMADS16-Mutanten. Auch
die Wildtyp-Expressionsmuster von BM1 und ZMM 19 in Blattscheiden, und fiir BM1 in
einer einzelnen meristematischen Zellschicht des ersten Nodiums [SCHMITZ et al. 2000],
mag auf eine Funktion in der Regulation der Meristemaktivitit hindeuten, da diese

Gewebe besonders stark an Wachstumsprozessen beteiligt sind.

An dieser Stelle kann nur dariiber spekuliert werden, welche der erwédhnten Aspek-
te tatsdchlich von den STMADS11-dhnlichen Genen reguliert werden und welche durch
Wechselwirkungen mit anderen Genen zu erkliren sind. Sicherlich werden weitere Un-
tersuchungen dieser interessanten Subfamilie einige Einsichten in die Regulation der ve-

getativen Pflanzenentwicklung vermitteln.



Kapitel 5

Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde eine groBle Zahl an indirekten Beweisen gesammelt,
die die Vermutung unterstiitzen, dass das MADS-Box-Gen ZMM19 vom TUNICATEI -
Locus (TU1) kodiert wird.

Die Tul-Mutante, auch Spelzmais genannt, ist eine der bekanntesten Mais-Mutanten
tiberhaupt. Thr phinotypisches Hauptmerkmal sind die langen, blattartig auswachsenden
Hiillspelzen der weiblichen Maisinfloreszenz (Maiskolben), die die reifen Korner um-
geben. Im Wildtyp sind diese Hiillspelzen unscheinbar und die Korner sitzen nackt auf
dem Kolben. Auch die ménnliche Infloreszenz (Fahne) besitzt verldngerte Hiillspelzen,
wenn auch hier der Phinotyp schwiicher ausgeprigt ist. Elektronenmikroskopische Stu-
dien zeigten, dass die verinderten Hiillspelzen blattscheidenartige Charakteristiken ent-

wickeln.

Am Max-Planck-Institut fiir Ziichtungsforschung wurden vier bislang unbekannte
Mais-MADS-Box-Gene identifiziert. Diese gehoren zu der relativ neu entdeckten
STMADSI11-Subfamilie. MADS-Box-Gene kodieren fiir Transkriptionsfaktoren, sie
spielen u.a. eine wichtige Rolle bei der Regulation der Bliitenentwicklung der hoheren

Pflanzen, sind aber auch an anderen Regulationsprozessen beteiligt.

Die chromosomale Lokalisierung der Gene ergab, dass eines von ihnen, ZMM19, in

der Nihe von TUI auf dem langen Arm des Mais-Chromosoms 4 kartiert.

Tul hat einen codominanten gain-of-function-Phinotyp. Solche genetische Eigen-
schaften werden hiufig durch die ektopische Expression von regulatorischen Genen her-
vorgerufen. Da ZMM 19 fiir einen mutmaBlichen Transkriptionsfaktor kodiert, wird es als
Kandidaten-Gen fiir den TUI -Locus niher analysiert.

RNA-Blot-Experimente zeigten, dass ZMM 19 im Wildtyp stark in Blittern und Nodi-
en exprimiert wird, nicht aber in Infloreszenzen. Fiir das Gen wurde daher eine Rolle in
der vegetativen Entwicklung, mit einer hauptsédchlichen Funktion in der Blattscheiden-
und Nodien-Entwicklung, postuliert. Es konnte gezeigt werden, dass die Expression des
Gens in Tul-A158-Pflanzen verindert ist. In den mutanten Pflanzen findet man eine star-
ke ektopische Expression des Gens in Kolben und Fahne, d.h. genau in den Strukturen,
die phédnotypisch verindert sind. Das Expressionsniveau von ZMM 19 ist positiv korreliert

mit der Stirke der phénotypischen Verdnderung.
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Es sind mindestens drei aus Tul-A158-Pflanzen hervorgegangene Tul-Linien be-
kannt, die einen schwicheren Phinotyp zeigen. Auch fiir diese Pflanzen konnte gezeigt
werden, dass es eine positive Korrelation zwischen Auspriagung des Phidnotyps und dem
ektopischen Expressionsniveau von ZMM19 gibt.

Eine parallel zu dieser Arbeit durchgefiihrte DNA-Blot-Untersuchung einer segregie-
renden Tul-Population (Tul/+ x +/4) von 43 Pflanzen zeigte, dass ein ZMM19-RFLP
strikt mit dem Auftreten des Tul-Phinotyps korreliert ist. Des Weiteren wurde begonnen
ZMM 19 Tul-A158 ypq wildtypische Allele zu sequenzieren, um die fiir die phinotypi-
schen Effekte ursichlichen Sequenzunterschiede zu finden. Es wurde dabei festgestellt,
dass die Allele in gro3en Teilen des untersuchten Bereichs keine signifikanten Unterschie-
de aufweisen. Im 5’-Bereich der Allele aber, 336 bp stromauf vom Start-ATG, endet die

Sequenzihnlichkeit zwischen ithnen. Im ZMM 19 Tul-A158

wird dort eine DNA-Sequenz
gefunden, die bis zu 55% Ahnlichkeit zu einem Bereich aus einem MuDR-Element be-

sitzt.

Diese veridnderte Sequenz wurde nahezu identisch in 12 untersuchten Tul-Linien ge-
funden, auch in den drei Linien mit schwécher ausgepriagtem Phéanotyp. Parallel zu dieser
Arbeit durchgefiihrte DNA-Blot-Untersuchungen mit Tul-A 158 und den drei schwiche-
ren Linien konnten mit einer weiter stromauf bindenden ZMM19 Tul-A158_promotor-
Sonde einen RFLP zwischen den Linien detektieren. Das ldsst vermuten, dass Unter-
schiede in der 5’-Region von ZMM 19 verantwortlich fiir die unterschiedlich stark ausge-

pragten Phinotypen sind.

Durch einen Single-Nucleotide-Polymorphism (SNP) ldsst sich das wildtypische
ZMM19W23MI4_Alle]l von einem ZMM19Tul-Al58_Alle] unterscheiden. Dieser
Unterschied wurde ausgenutzt, um nachzuweisen, dass in heterozygoten Tul-Pflanzen
nur das ZMM 19 Tul-A158_Ajje] ektopisch exprimiert wird. Hierdurch wird gezeigt,
dass nicht eine allgemeine Hochregulierung von ZMM 19 die Ursache der ektopischen

Expression ist, sondern dass nur der veridnderte Locus spezifisch hochreguliert ist.

Die Gesamtheit der Ergebnisse ist konsistent mit der Erkldrung, dass der
Tul-Phinotyp durch die Expression eines vegetativen Entwicklungsprogramms
in den Infloreszenzen hervorgerufen wird, dessen Ursache die ektopische Ex-
pression von ZMM19 auf Grund einer Verdnderung in der Promotor-Region des
ZMM 19 Tul-A158_AJjels ist. Nach dieser Erkldrung ist TU! identisch mit ZMM19.
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5.1 Kurz-Zusammenfassung

Tunicatel (Tul) ist eine berithmte Mais-Mutante. Der wesentliche Phinotyp ist eine Ver-
langerung und blattscheidenartige Verdnderung der sonst unscheinbaren Hiillspelzen in
den Maiskolben.

Das Gen ZMM 19 kartiert in der Ndhe von TU1 auf Mais-Chromosom 4. ZMM 19 ko-
diert fiir einen putativen MADS-Doménen-Transkriptionsfaktor. RNA-Blot-Experimente
zeigten, dass ZMM19 im Wildtyp stark in Blattscheiden und Nodien exprimiert wird,
nicht aber in Infloreszenzen. Fiir das Gen wird daher eine Rolle in der Regulation vegeta-
tiver Organidentitit postuliert. In Tul-A 158-Pflanzen wurde eine ektopische Expression
von ZMM19 in Kolben und Fahne nachgewiesen, d. h. genau in den phénotypisch ver-
dnderten Strukturen. Das ZMM19-Expressionsniveau ist positiv korreliert mit der Stédrke
der phinotypischen Auspriagung.

Durch die partielle Sequenzierung der ZMM19-Allele von WT und Tul wurde ge-
zeigt, dass die putative Promotor-Region des ZMM 19 Tul-AI58_Ajle]s eine Insertion ei-

nes MuDR -dhnlichen Fragmentes aufweist.

Mit Hilfe eines Single-Nucleotide-Polymorphism der ZMM19-Allele lieB sich zei-
gen, dass in heterozygoten Pflanzen nur das ZMM 19 Tul-A158_AJlel ektopisch exprimiert
wird, d.h. die Hochregulierung von ZMM19 ist durch die Verdnderung der Promotor-
Region bedingt.

Die Gesamtheit der Ergebnisse ist konsistent mit der Erkldrung, dass der
Tul-Phinotyp durch die Expression eines vegetativen Entwicklungsprogramms
in den Infloreszenzen hervorgerufen wird, dessen Ursache die ektopische Ex-
pression von ZMM19 auf Grund einer Verdnderung in der Promotor-Region des
ZMM19 Tul-A158_Ajiels ist.
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5.2 Abstract

Tunicatel (Tul) or pod corn is a well-known maize mutant. The most prominent phe-
notype is the elongation and the leaf-sheath-like transformation of the normally minute

glumes in the cob.

The gene ZMM19 is located near TUI on maize chromosome 4. ZMM19 encodes a
putatitive MADS-domain transcription factor. RNA-blot analysis showed that in wildtype
ZMM19 is expressed strongly in leaf-sheaths and nodes, but not in inflorescences. Thus
a role in regulation of vegetative organ identity is suggested for ZMM 19. Ectopic expres-
sion of ZMM 19 is found in ear and tassel of Tul-A158-plants, in exactly those structures
which are phenotypically altered in the mutant. The expression level of ZMM19 is posi-
tively correlated with the strength of phenotypic change.

ZMM19 alleles from wildtype and Tul were partially sequenced in parallel to this
work, and it was shown that ZMM 9 Tul-AI58 jg changed by an insertion of a MuDR-
like transposon fragment upstream of transcription start site.

Using a single nucleotide polymorphism, it was demonstrated that in heterozygous
plants only ZMM 19Tul-AI58 i ectopically expressed. Thus it was shown that the upre-

gulation is specific for the altered promoter region.

The most simple and consistent explanation for all these findings is that the Tul phe-
notype is caused by the expression of a program for vegetative development in the inflo-
rescences, which is caused by the ectopic expression of ZMM19 due to changes in the

promoter region of the ZMM19 Tul-A158
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Anhang A

Nomenklatur

Die in dieser Arbeit verwendete Nomenklatur weicht von der von der US-
amerikanischen Wissenschaftlergemeinschaft der Maisgenetik vorgeschlagenen ab
(http://www.agron.missouri.edu/maize_nomenclature), da diese nicht
immer eindeutig ist und dadurch die Verstidndlichkeit dieser Arbeit gelitten hitte. Es

wurden folgende Nomenklatur verwendet:

Begriff Schreibweise Beispiel
rezessive Mutante Kleinbuchstaben; kursiv silkyl, sil
dominante Mutante Erster Buchstabe grof3, weiter in Tunicatel, Tul

Kleinbuchstaben; kursiv

Protein Grof3buchstaben ZMM19
Genlocus Groflbuchstaben; kursiv TUNICATE],
TUI
Allel eines Locus Genlocus  mit  hochgestelltem ZMMI19 W23M14
Allelnamen

Wenn aus dem Zusammenhang hervorgeht, welcher Locus gemeint ist, werden

folgende Vereinfachungen verwendet:

Wildtyp-Allel GroBbuchstaben; kursiv ZMM19

rezessives Allel Name der rezessiven Mutante mit silkyI-R, sil-R
Spezifizierung des Allels

dominantes Allel Name der dominanten Mutante mit Tunicatel-A158,
Spezifizierung des Allels Tul-A158

Fremdsprachige Ausdriicke, mit Ausnahme der englischsprachigen Zusammenfas-
sung, wurden in kursiven Buchstaben wiedergegeben, ebenso wie lateinische Speziesna-
men. Personennamen wurden in Kapitédlchen dargestellt. Computerprogrammnamen und
URLSs wurden in Schreibmaschinenschrift gesetzt. Produktnamen wurden in Anfiihrungs-

zeichen gesetzt.
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Anhang B

AbKkiirzungen

35S

Abb.

al.

bp

BNL

Bsp.

bzw.

ca.

cDNA
CIMMYT

cm
cM
Denhardts
d.h.

DIG
DNA
EST

g

GAPDH
h

Hsfl

IPK

kb
Knl

MADS

Promotor des Cauliflower Mosaic Virus
Abbildung

alii

base pair(s), Basenpaar(e)

Brookhaven National Laboratory
Beispiel

beziehungsweise

circa

komplementire DNA

Centro International para Mejoramiento del Mais y Triego;

(http://www.cimmyt.cgiar.orq)
Zentimeter

Centimorgan

Hybridisierungslosung [SAMBROOK et al. 1989]
das heil3t

Digoxigenin

Desoxyribonukleinsédure

Expressed Sequence Tag

Gramm
Glycerinaldehydphosphat-Dehydrogenase
Stunde

Hairy-sheath-frayedl

Institut fiir Kulturpflanzenforschung, Gatersleben;
(http://www.ipk-gatersleben.de)
kilo base (pairs), Kilobasen-(paare)

Knottedl

liter

Akronym fiir eine konservierte DNA-Sequenz

meter oder milli
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MGSC

MPIZ
mRNA
MuDR

NTP

p.a.
PCR

REM
RFLP
RNA
RNase

SAM
SDS
sec
sil
SNP
SSC
Taq
TE
TIR
Tu
UMC

UTR
URL
vIv
WT
z. B.

85

Mol

Maize Genetic Stock Center, USA;
(http://w3.aces.uiuc.edu/maize-coop/)
Max-Planck-Institut fiir Ziichtungsforschung, Koln
messenger-RNA

Robertsons’ Mutator Element; [HERSHBERGER et al. 1991]
mikro

Ribonukleosidtriphosphat

zur Analyse

Polymerase Chain Reaction (Polymerasekettenreaktion)
potentia hydrogenii

Rasterelektronenmikroskop
Restriktionsfragmentlidngen-Polymorphismus
Ribonukleinsdure

Ribonuklease

siche

Sprossapikalmeristem

Natriumlaurylsulfat

Sekunde

silkyl

Single-Nucleotide-Polymorphism
Natrium-Citrat-Puffer [SAMBROOK et al. 1989]
Thermus aquaticus

Tris-EDTA-Puffer [SAMBROOK et al. 1989]
Terminal Inverted Repeat

Tunicate

University of Missoury, Columbia, USA
(http://www.agron.missouri.edu)
untranslatierter Bereich

Unique Resource Lokator

Volumen/Volumen

Wildtyp

zum Beispiel

Allgemein iibliche Abkiirzungen fiir den Einbuchstaben-Aminosédurecode, fiir Nu-

kleotide und chemische Substanzen wurden nicht aufgeiihrt.



Anhang C

Sequenzen

C.1 cDNAs

Die Nukleinsiduresequenzen sind in den bezifferten Zeilen angegeben, die daraus abgelei-

teten Aminosiuresequenzen jeweils in der Zeile darunter.

C.1.1 c¢DNA-Sequenz von ZMM19 (Klon wf4123, Maislinie T232)

1
61
121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841
901
961
1021

CCTCTCCTCTCCTTCCGCATCACACACCACGACTCCCAACCGCCGGTITGGCTTTGCTGCT
CCGAGCTCTTCCTCTTCCACACCCGCCCTCTCICTTGGGTCGGCGGCCGAGTGTCTGCGT
CGTCCACGGAGATCAGGGATCGGCGGCGGGGTATGGCGAGGGAGCGACGGGAGATAAAGA

M A R E R R E I K R

GGATAGAGAGCGCGGCGGCGCGGCAGGTCACGTTICTCCAAGCGCCGCCGCGGCCTCTTCA
I E S A A A R Q V T F S K R R R G L F K

AGAAGGCTGAGGAGCTCTCCGTGCTGTGCGATGCCGACGTCGCGCTCATCGTCTTCTCCT
K A E £E L s v L ¢ b A D V A L I V F S S

CCACGGGAAAGCTCTCCCAGTTCGCCAGCTCCAGTATGAATGAGATCATTGACAAGTACA
T 6 K L.s ¢ F A S S S M N E I I D K Y S

GCACACATTCTAAAAACCTGGGGAAAGCAGAACAGCCTTCACTTGACTTGAACTTAGAAC
T H S K N L G K A E 0 P S L D L N L E H

ATAGCAAATATGCAAATTTGAATGAGCAACTTGTGGAAGCAAGCCTTCGACTCAGGCAGA
S K Yy A N L N E QO L V E A S L R L R QO M

TGAGAGGTGAAGAACTTGAGGGATTGAGTGTTGAAGAACTCCAGCAATTGGAGAAGAATC
R 6 E E L £E 66 L S VvV E E L 0 O L E K N L

TGGAATCTGGTCTGCATAGGGTGCTTCAAACAAAGGATCAACAATTCTTGGAACAGATCA
E S G L H R V L 0 T K D 0 ©© F L E QO I S

GCGACCTCGAACAAAAGAGTACACAACTGGCAGAGGAGAACAGGCAACTGAGGAATCAAG
bp L E ¢ K s T ¢ L A E E N R Q L R N Q V

TATCCCACATACCCCCAGTTGGCAAGCAATCAGTTGCTGATACTGAAAATGTTATCGCTG
s H I P P V G K 0 S VvV A D T E N V I A E

AAGATGGGCAATCCTICTGAATCAGTCATGACTGCGTTGCATTCTGGGAGTTCACAGGATA
b 6 o s S E s v w™M T AL H S G S S Q D N

ATGATGATGGTITCGGATGTCTCTCTAAAATTAGGGCTGCCTTGTGTTGCATGGAAGTGAA
b b G s bv s L K L 6 L P C V A W K *

AAAACAAGATGGTCTIGTGTTGATCTGGGTGGAGCTGCGGCTTCAGCAGATAGGCACTTGT
GTTATTGTCTTATGGACGACCCCCGACTACTGCAATAATCTTGCATCGGAAGCGAGATCA
GTTAACCTGATTTGTCATCCTTGTGGCTTCATGATGCGATGTTGCGCTTGTACCGTTTGC
TAGGATGTTAACTGGACTAGAATCGTGTCTACTTTTGTACTGCTCGTGAATCCTATCTAC
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1081
1141

C.1.2

61

121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781

841
901
961
1021
1081

87

TTTGTGCTATCCAAAGTTATGACCTACCACTTGCATCGGCATGGCGCGCCGGCCGTAAGC
TGTGCTCAAGCATGCATGCTTCGTGTTAAAAAAAAAAAAAAAAAAARAA

cDNA-Sequenz von ZMM20 (Klon wfd4e7a8, Maislinie T232)

CCAGCTAGTCAAAGTAACCACGCGTGCTGCTTCATCTCTCCCTTCCTTCCTGCCGTGTGG
TTGTTGGCAGCCGCAGCGGCGGCGCCCGCGGGTGGAGGAGCAGGAGAGGCGGCGCCATGG
M VvV -

TCGGGACCGGGAAGAGGGAGCGGATAGCGATACGGAGGATCGACAACCTGGCGGCCAGGC
G T 6 K R E R I A I R R I D N L A A R Q-

AGGTGACCTICTCCAAGAGGCGGCGGGGCCTGTTCAAGAAGGCCGAGGAGCTCTCCATCC
v T F s K R R R G L F K K A E E L s I L -

TCTGCGACGCCGAGGTCGGCCTITGTCGTCTTCTCCGCCACCGGCAAACTCTTCCACTTCG
c b A EV G L VVF S A T G K L F H F A-

CCAGCTCCAGCATGAAGCAGGTAATCGATCGGTACGACTCTCATTCCAAGACTCTCCAGA
s s s M K ¢ v I D R Y D S H s K T L QO R -

GGTCCGAACCGCAGTCGTCTCAACTGCAGTCACATATGGATGACGGCACTTGTGCAAGGC
s E p Q s s 9 L. ¢ s H M D D G T C A R L -

TAAAGGAGGAACTTGCTGAAACAAGCCTTAAGCTCAGGCAGATGAGAGGAGAGGAGCTCC
K ¢ E L. A E T S L K L R 0 M R G E E L Q-

AGAGGCTGAGCGTCGAACAGCTGCAGGAGCTCGAGAAGACCCTCGAATCCGGCCTCGGCT
R L. s v E L Q9 E L E K T L E S G L G S -

CTGTACTCAAAACCAAGAGCCAAAAAATCCTITGACGAGATCAGCGGTCTGGAAAGAAAGA
v L X T K s ¢ K I L D E I S G L E R K R -

GAACGCAGCTGATCGAGGAGAACTCAAGGCTGAAGGAGCAAGTGACACGGATGTCGAGGA
T ¢ L I E E N S R L K E 0 v T R M S R M-

TGGAGACGCAGCTTGGCGCCGATCCAGAGTTCGTGTACGAGGAAGGGCAGTCGTCTGAAT
E T o L.¢6 A D P E F VY E E G Q S S E S -

CCGTGACGAACACGTCCTATCCGCGCCCGTCCACCGACACCGACGACTGCTCCGACACAT
v T N T s Y P R P s T D T D D C S D T S -

CGCTCAGGCTCGGGCTACCACTCTITCAGCTCCAAGTGACGGAGATTTGACATGTCCGGTA
L R L G L P L F S S K *

GCGGAGCGGTGCCGATTGCTTGCCCTTCTCCGCTCTAGATAGGTCTGGATTGGGGGAGAG
CAAGCACTGCTGGATCGGGAAGACCCAAGTGACCAACGCGTCGCATCAGAATAAGGCATT
TTGAGTGCTGTATGATGTGTGTATTCTGGCTCTGAAAGTGAGACCTGCTTTTGTTATAAT
ACATACATACAGGCAGCATGGCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAA



88

C.1.3 cDNA Sequenz von ZMM?21 (Klon wf4105, Maislinie T232)

61

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781
841
901
961
1021

TCGTGGGCGTAGGACGAGAGAGAGGATCGGCGGCGGCGTGTGGGAGATGGCGCGCGAGAG
M A R E R

GCGGGAGATACGGCGGATAGAGAGCGCGGCGGCGCGGCAGGTGACCTTCTCCAAGCGLCCG
R E I R R I E S A A A R Q V T F S K R R

GCGCGGGCTIGTTCAAGAAGGCGGAGGAGCTCGCCGTGCTGTGCGACGCCGACGTCGCGCT
R 6 L ¥ K K A E E L A V L C D A D V A L

CGTCGTGTTCTCCGCCACCGGCAGGCTCTCGCAGTTCGCGAGCTCCAGTGTGAATGACAT
v v ¥F S A T G R L &S Q F A S S S V N D I

CGTTGACAAGTACAGTACACATTCTAAGAATCTGGGGAAATCACATCAGCAGCCTTCTAT
v D K ¥ s T H § K N L G K S H O O P S I

TGATTTGAATGTAGAGCAGAGCAAATACAGCGGCTTGAACGAGCAACTTGCTGAAGAAAC
p L N VE O S K Y S G L N E O L A E E T

TAATGGACTTAGACAGATGAGAGGTGAAGACCTTGAGGGATTGAGTGTAGAGGAATTGCA
N G L R O M R G E D L E G L S V E E L H

CCGAATGGAAAGGAAACTTGAAGCAGGACTGCATAGAGTGATTAGTACAAAGGACCAGCT
R M E R K L £ A G L H R V I S T K D Q L

ATTCATGCAACAAATCGGCGAATTACTGCAAAAGGGCACACAGCTAGAAGATGAGAACAG
F M O 0O I G E L L O K G T o L E D E N R

GCGTCTAAAAGAACAAATGCCTCAGGTGCTAACGGCTGGCACAATGGTGGTTGCTGCTGC
R L XK. E o M P Q0 VL T A G T M V V A A A

TGCAGAAAATATCCTCACTGAAGACGGGCAGTCGTCTGAATCTGTAATGACTGCATTGCA
A E N I L T EE D G Q S S E S VvV M T A L H

TTCAGGAAGCTCGCTCGACTGTGATGATGGTTCCGATATATCCTTGAAGTTGTCGTTGCC
s G s s L Db C D D G S D I 5 L K L S L P

TTGAAAGGAAGGACCATCGCATCGCATGTITATCTGCATGAGTGGGGCTGACACCAGTGCT
*

TCTAAGAAGACAAAGACTGGGATAGTCCCATTCGCGGCATTATATTGGTTTAACCAGATG
TGCTGTCCTTGTGCATGTCTGTACTTCAAAGTGGCTAACGCGAAATTTGTATATATAAT.

AGTGTATGCGCTGCGTTATCTTCGTTCTAAAAATCTGTATTGTITTCGTTGCTGGTGCTAT
ATTTGTTGGTGTATTATATATATGCACTTAACTGTTATCTCTATTCTATTAAGAACATAA
TATAGACACATGATGCTAAAAAAAAAAAAAAAARAARA
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C.1.4 partielle Sequenz von ZMM?26 (Maislinie C)

61

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721
781
841
901
961
1021
1081

CGATGGCGAGGGAGAGGCGGGAGATAAAGAGGATAGAGAGCGCGGCAGCGAGGCAGGTCA
M A R E R R E I K R I E S A A A R Q V T

CGTTCTCCAAGCGCCGCCGCGGCCTCTTCAAGAAGGCCCAGGAGCTCTCCGTGCTGTGCG
F S K R R R G L F K K A Q E L s Vv L C D

ATGCCGACGTCGCGCTCATCGTCTTCTCCTCCACGGGGAAGCTCTCCCAGTTCGCCAGCT
A D VAL I VF S s T GG K L s QQ F A S S

CCAGTATGAATGAGATAATTGACAAGTACAACACGCATTCTAAAAACCTGGGGAAAACAG
s M N E I I D K Y N T H S K N L G K T E

AACAGCCTTCGCTIGGACTTGAACTTAGAGCATAGCAAATATGCAAATTTGAATGAGCAAC
¢ p s L D L N L E H S K Y A N L N E O L

TTGCGGAAGCAAGCCTTCGACTCAGGCAGATGAGAGGTGAAGAACTTGAGGGATTGAATG
A E A S L R L R O M R G E E L E G L N V

TTGAAGAACTCCAGCAGTTGGAGAAGAACCTGGAATCTGGTCTGCATAGGGTGCTTCAAA
EE L © ¢ L E K N L E S G L H R V L Q T

CAAAGGATTCTCAATTCTTGGAACAGATCAATGACCTCGAGCGTAAGAGTACGCAGCTGG
K b s ¢ ¥ L £E ¢ I N D L E R K S T O L A

CAGAGGAGAACATGCAACTGAGAAATCAAGTATCCCAGATACCCCCAGCTGGCAAGCAAG
EE N M O L RN OQ V S O I P P A G K Q A

CAGTTGCTGATACTGAAAATGTTATTGCTGAAGAAGGGCAATCCTCTGAATCAGTGATGA
v A D T E N V I A E E G Q S S E S V M T

CTGCGTTGCACTCTGGGAGTTCACAGGATAATGATGGTGGTTCGGATGTATCTCTAAAGT
A L H S G s S ¢ D N D G G S D V S L K L

TAGGGCTGCCTTGCGTTGCATGGAAGTAAACAGGAAATGAGGCTCCTTGTCGATTICTGGG
G L P C V A W K *

TGTGGATGTGGGTGTGGGTGGAGCTGCGGCCTCAGCGGATAGGCACTTGTGTATGGTTTT
ATGGACGACCGGCCCCCGACTACGTACTGCAATAATCTTGCATTGGAAGCGAGATCGGTT
AACCTGATTITGTCATCCTTGTGGCTTCATGATGCGATGTTCCGCTTGTACCGTTTGCTAG
CATGTTAACTGAATTTTTAGAATCGCATATACTTTTGTTCTTATATATCACTGTCGTACT
GCTCGTAAGATGTATCTACTTTATTCTATCCAATGTTGTAACCTATCACCTACCAACTTC
CCTACTGTTTTGGCGCGCCGCAAGCTTTGCTCAAGCATGCTTCATGTTTGTTAAAAAAAA
AAAAAAAAAA



90

C.2 Oligonukleotide

Die meisten aufgelisteten Oligonukleotide (Primer) wurden fiir PCR-Experimente
dieser Arbeit benutzt. Einige Primer wurden jedoch fiir die Erstellung von in situ-
Hybridisierungssonden verwendet, die nicht im experimentellen Teil dargestellt wurden.

Der Vollstindigkeit halber sind sie hier trotzdem erwéhnt.

Wenn eine Position angegeben ist, so ist immer die erste/letzte Position der
Oligonukleotid-Anbindung beziiglich des Translationsstarts (ATG = 1) des entsprechen-
den Gens bzw. der entsprechenden cDNA gemeint.

Unterstrichene Sequenzen sind T7- bzw. T3-Promotor-Sequenzen mit einer Verldngerung
von 10 bp am 5’-Ende, die fiir die Anbindung der Polymerasen notwendig ist.

Erstellung von in vitro-Transkriptionsvorlagen von Klonen in ,,pGEM-T* und
sspBluescriptIIKS/SK+

pBS_before_T3 (5’- cggataacaa tttcacacag g -3’)
pBS_before_T7 (5’- ggcgattaag ttgggtaacg -3°)
Das resultierende PCR-Fragment schlie3t T3- und T7-Promotor-Sequenzen aus den Vek-

toren ein.

Subklonierung von ZMM19-cDNA-Fragmenten in pBluescriptIIKS+

Primer-Name Sequenz Position
p_wif4123_1 (5- ggtcgggggc ccagtgtctg ¢ -37) -55/-35
p_wif4123_2  (5’- cacggagagc tcctcagee -37) 109/91
p_wif4123_3  (5’- gctgaggggc cctecgtget g -37) 92/112

p_wf4123_4  (5’- cagaggagag ctcatcttca gcg -3°)  584/562

p_wf4123_5  (5’- gctgaagatg ggccectecte tg -37) 563/584

p_wif4123_6  (5’- catgcttgag ctcagcettac gg -3’) 1000/979
Durch die Primer wurden Restriktionsschnittstellen eingefiigt, wodurch gerichtet in den
Vektor kloniert werden konnte (gerade Nummern: Sacl, ungerade Nummern: Apal). Da-
durch ergibt sich, dass die in vitro-Transkription mit T7-Polymerase antisense-RNA-
Molekiile und mit T3-Polymerase sense-RNA-Molekiile erzeugt.

Erstellung von in vitro-Transkriptionsvorlagen von ZMM2(0-cDNA

Primer-Name  Sequenz Position
p_wife7a8_1_t7 (5’- gccgaatgtt aatacgactc actataggge gaccggaacg gg -37) 85/94

p_wfe7a8_2_t3 (5’- ccaagcttca ttaaccctca ctaaagggag getecttcag ¢ -37) 524/514

p_wife7a8_3_t7 (5’- gccgaatgtt aatacgactc actataggge gagetgaagg age -3°)  514/524

p_wfe7a8_t3 (8- ccaagcttca ttaaccctca ctaaagggag agecatgetg cc -37) 927/917
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In vitro-Transkription mit T3-Polymerase erzeugt antisense-RNA-Molekiile und mit T7-

Polymerase sense-RNA-Molekiile.

Erstellung von in vitro-Transkriptionsvorlagen von ZMM?21-cDNA

Primer-Name Sequenz

Position

p_wf4105_1_t7 (5°- gccgaatgtt aatacgactc actataggge gagtgggcgt agg -3°)  -43/-33

p_wif4105_2_t3 (5’- ccaagcttca ttaaccctca ctaaagggag gttcaageeg ¢ -37) 2971287

p_wif4105_3_t7 (5°- gccgaatgtt aatacgactc actataggge gacggcettga acg -3°)  285/295

p_wf4105_4_t3 (5°-

ccaagcttca ttaaccctca ctaaagggag gegagettee -3°)

630/619

p_wf4105_5_t7 (5°- gccgaatgtt aatacgactc actataggge gaagetcget cg -3°)  620/631

p_wf4105_6_t3 (5’- ccaagcttca ttaaccctca ctaaagggag acagttaagt gc -3°) 949/938
In vitro-Transkription mit T3-Polymerase erzeugt antisense-RNA-Molekiile und mit T7-

Polymerase sense-RNA-Molekiile.

Erstellung von in vitro-Transkriptionsvorlagen von ZMM26-cDNA

Primer-Name Sequenz

Position

p_zmm26_1_t7 (5’- gccgaatgtt aatacgactc actatagggc ggagctctce gtg -3°) 101/115

p_zmm26_2_t3 (5’- ccaagcttca ttaaccctca ctaaagggag geccttcttc age -3°) 5771567

p_zmm26_3_t7 (5’- gccgaatgtt aatacgactc actatagggc cctctgaate agtg -37) 583/596

p_zmm26_4_t3 (5°- ccaagcttca ttaaccctca ctaaagggag ggtaggtgat agg -3°)  1014/1002

In vitro-Transkription mit T3-Polymerase erzeugt antisense-RNA-Molekiile und mit T7-

Polymerase sense-RNA-Molekiile.

Primer fiir die Amplifikation der SNP-Region in ZMM19-cDNAs

Primer-Name Sequenz Position
ptm28 (5’- tccacgggaa agctctecca g -3°)  147/168
ptm32 (5’- cttgcttcca caagttgcete attc -3°)  311/287

Primer fiir die diagnostische Tul-PCR

Primer-Name
allatgds

wif52
promZMM19700ds
mutestus

Die Primer allatgds

Sequenz Position
(5°- gcctgectea taacatectt tg -37) -1063/-1042
(5’- gegtggaggg aggacagetg ¢ -37) 307/286
(5’°- cctgcetgtea tgetgtgeg -3°) -438/-420
(5’- gctccaattg gecaggtcgge -37) -215/-234
und wif52 wurden zum Nachweis der

5’-Region des

ZMM19Tul-AI58_Allels verwendet. PromZMM19700ds und wf52 wurden fiir
die Kontroll-PCR eingesetzt, welche das wildtypische Allel nachweist. Allatgds, wf52

und mutestus wurden fiir die Sequenzierung der Fragmente verwendet.



Anhang D

Multiple-Sequence-Alignments

D.1 MADS-Domaine
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Abbildung D.1: Multiple-Sequence-Alignment der Aminosduresequenzen der MADS-Doménen aller in

der Phylogenie-Rekonstruktion (s. Abschnitt 3.8) verwendeten Proteine. Das Alignment wurde mit dem

Computerprogramm PileUp (Parameter: gap creation penalty =8, gap extension pen-

alty = 2) erstellt, konservierte Aminoséuren sind durch eine Linie (-) reprisentiert, Unterschiede durch

die Aminoséure-Abkiirzung und Liicken durch einen Punkt (.).
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AL AL AL R R R R AR R R R R R R R R e L L e ] AR AR A R A R A R VLLLVLLLLLLOLOL
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[CRCRCRURCNCRY] B [CRCRUNCRURCRCRUNCRURCRY) HEHBHHHHEB B HE VVLVLVLLVLOLVLUVOLOY RICRUNCICRUNCRUNCRURURC)
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