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Einleitung 1

1. Einleitung

MADS-Box-Gene (Schwarz-Sommer et al., 1990) codieren fur Transkriptionsfaktoren, die
mal3geblich an der Regulation einer Vielzahl von pflanzlichen Entwicklungsprozessen
beteiligt sind. Dazu zéhlen z.B. Wurzelentwicklung ebenso wie Blatt-, Bliten- und
Fruchtentwicklung. Die Regulation dieser unterschiedlichsten Entwicklungsprozesse ist
innerhalb der Angiospermen wie Arabidopsis thaliana, Antirrhinum majus und Petunia
hybrida mittlerwelle recht gut verstanden. Demgegentber fehlt fast jegliche Information tber
die entsprechende molekulare Entwicklung und deren Regulation in Gymnospermen. Die
Isolation und Charakterisierung von MADS-Box-Genen aus Gymnospermen und deren
anschlief¥ende Zuordnung zu bestimmten Entwicklungsprozessen konnte wichtige Einblicke
in die Entwicklung der Bedecktsamer geben. Wichtige Schllisselgene der
Pflanzenentwicklung wie die MADS-Box-Gene spielen hdchstwahrscheinlich auch eine Rolle
in der Evolution der in der Pflanzenentwicklung entstehenden Strukturen. So kdnnten durch
die Anayse von MADS-Box-Genen in phylogenetisch aussagekréftigen Taxa die
Mechanismen der Makroevolution moglicherwei se besser verstanden werden.

Unserem momentanen Wissensstand nach besald der letzte gemeinsame Vorfahre von
Angiospermen und Gymnospermen vor ca. 300 Millionen Jahren mindestens sieben MADS-
Box-Gene, die in ihrer Sequenz bereits divers waren und vermutlich unterschiedliche
Funktionen ausftihrten. Verdnderungen in Anzahl, Sequenz, Expression und Funktion dieser
urspringlichen MADS-Box-Gene konnte eine der Hauptursachen fir die Entwicklung neuer
Strukturen wéhrend der Evolution der Landpflanzen, wie z. B. Bliten- und Fruchtbildung
gewesen sein. Ein Vergleich der MADS-Box-Gene von Gymnospermen und Angiospermen
konnte demnach wertvolle Informationen Uber die Evolution spezifischer Charaktere der

Angiospermen geben.

1.1. Die Ausbildung neuer Strukturen wahrend der Evolution

Ernst Haeckel erkannte bereits im 19. Jahrhundert, daf3 ein deutlicher Zusammenhang
zwischen der Entwicklung von Lebewesen und deren Evolution besteht (Haeckel, 1866). In
dem von ihm formulierten ,Biogenetischen Grundgesetz® heilt es sinngemdl3, die
Entwicklung eines Organismus sei eine kurze und schnelle Zusammenfassung seiner

Phylogenie. Damals konnte Haeckel seine Theorie jedoch nur auf beschreibende Daten
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embryonaler Entwicklungsstadien verschiedener Tiere stitzen, so da der kausae
Zusammenhang zwischen Evolution und Ontogenese unklar blieb. Mit fortschreitender
molekularbiologischer Forschung wird aber immer deutlicher, dal3 die gleichen Gene, welche
die Entwicklung des Bauplans eines multizellularen Lebewesens steuern, auch in der
Evolution dieses Bauplans eine entscheidende Rolle gespielt haben missen und somit das
» Bindeglied* zwischen Evolution und Entwicklung darstellen (Theif3en und Saedler, 1995).
Diese, fur Entwicklung und Evolution &auRRerst wichtigen, meist homootischen oder
heterochronischen Gene entstammen einigen wenigen Multigen-Familien, die far
Transkriptionsfaktoren codieren und innerhalb von hierarchisch aufgebauten regulatorischen
Gennetzwerken agieren. Als am besten untersuchtes Beispiel sei hier die Familie der
Homoobox-Gene genannt, die eine Schlisselrolle in der Tierentwicklung und -evolution
spielen (Gehring, 1992; Slack et a., 1993; McGinnis und Kuziora, 1994).
Eine @nlich wichtige Funktion wie den Homoobox-Genen bei der Tierentwicklung kommt
den MADS-Box-Genen bei der Pflanzenentwicklung zu. MADS-Box-Gene kontrollieren die
unterschiedlichsten Bereiche der Pflanzenentwicklung und spielen besonders bei der
Festlegung der Organidentitéten innerhalb der Blite eine entscheidende Rolle (Meyerowitz et
a., 1994; Weigel und Meyerowitz, 1994; Theil3en und Saedler, 1999; Theil3en et al., 2000).
Viele Fragen der Makroevolution der Pflanzen kdnnen mit Hilfe von molekularen
Daten eventuell besser beantwortet werden als durch Paldobotanik allein, da Homologien von
morphologischen Strukturen unterschiedlicher Pflanzen nicht geklart werden missen. Zum
Beispidl ist in jungster Zeit mit molekularen Markern (18S rDNA, atpB, atpl, matR, und
rbcl) geklart worden, dal3 Amborella, eine buschartige Pflanze aus Neukaedonien, die
ursprunglichste aller rezenten Angiospermen ist (Qiu et al., 1999; Soltis et al., 1999). Dieses
Ergebnis hilft jedoch bei der Frage nach der ersten Blltenpflanze nur bedingt weiter, denn
vom heutigen Standpunkt aus kann nicht mit Bestimmtheit geklért werden, ob die Blite von
Amborella der urspriinglichen Angiospermen-Blite entspricht, oder aber einen abgeleiteten
Zustand reprasentiert. Molekularen Daten entsprechend, trennte sich die Linie, die zu den
rezenten Angiospermen fihrte, vor ca. 300 Millionen Jahren von der Gymnospermen-Linie
(Goremykin et al., 1997). Erst aus viel spéterer Zeit (vor ca. 130 Millionen Jahren) sind
Fossilien von Blitenpflanzen bekannt (Endress 1994; Crane et a., 1995). Innerhalb dieser
Zeitspanne kénnen sich die heute als urspringlich angesehenen Pflanzen wie Amborella oder
andere Vertreter der ,ANITA“-Gruppe, zu denen Nymphaeales, Illiciales, Trimenium und
Austrobeileya gehdren (Qiu et al., 1999; Soltis et a., 1999), sehr weit vom urspriinglichen
Angiospermen-Bl tentyp weg entwickelt haben. Allerdings zeigen viele fossile BlUten aus der
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frihen Kreidezeit eine starke Ahnlichkeit zu denen der rezenten , ANITA*-Gruppe (Crane et
a., 1995; Qiu et al., 1999). Dies ist ein Hinweis darauf, dal3 diese Pflanzen mdéglicherweise
doch nicht sehr stark vom urspriinglichen Blitentyp abweichen. Ein Merkmal der rezenten
und als urspringlich geltenden Angiospermen konnte in der Arbeit von Qiu et al. (1999)
charakterisiert werden: Die Mitglieder der basalen ,, ANITA“-Gruppe schlief3en ihre Karpelle
erst wahrend der Anthese durch sekretorisches Ausfillen des Karpellinnenraums, was
demnach auch fir den letzten gemeinsamen Vorfahren der rezenten Angiospermen
anzunehmen ist.

Moglicherwelse konnten durch Untersuchungen zur Blitenevolution auch die ersten Schritte
zur Klarung molekularer Mechanismen der Makroevolution unternommen werden. Fragen
beispielsweise nach dem Zusammenhang von durch Duplikation und Modifizierung neu
entstandener Gene und dem Entstehen neuer Strukturen konnten beantwortet werden.
Vorstellbar wére aber auch, dal3 eine Veranderung in der Interaktion der Gene fir Neuerungen
in der Evolution verantwortlich ist.

Der Vergleich von Transkriptionsfaktoren aus Gymnospermen und Angiospermen ermadglicht
auch das Stellen von spezielleren Fragen, wie z. B. ob die Gennetzwerke der Gymnospermen
genauso komplex sind wie die der Angiospermen. Und ob sie mdglicherweise aus jewells
orthologen Genen bestehen oder ob andere Gene é&hnliche Funktionen ausfihren.
Vergleichende Studien zwischen Modellpflanzen wie Arabidopsis thaliana oder Antirrhinum
majus mit der in dieser Arbeit gewdhlten Gymnosperme Gnetum gnemon kénnten diese

Fragen aufklaren.

1.2 MADS-Box-Transkriptionsfaktoren

MADS-Box-Gene (Schwarz-Sommer et a. 1990) codieren fir eine grof3e Familie von
Transkriptionsfaktoren, die in hohem Male an der Entwicklung von mehrzelligen
Organismen teilhaben (Shore und Sharrocks, 1995; Theif3en und Saedler, 1995; Theil3en et al.,
1996; TheifRen et al., 2000; Riechmann und Meyerowitz, 1997). Da MADS-Box-Proteine
vermutlich in allen eukaryotischen Lebewesen vorkommen, besald hdchstwahrscheinlich der
letzte gemeinsamen Vorfahre von Pflanzen, Pilzen und Tieren schon mindestens ein Protein
mit einer echten MADS-Box (Theil3en et al., 1996).
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Die MADS-Box-Genfamilie kann in 3 grof3e Abteilungen unterteilt werden: Die ARG80- oder
SRF-Genfamilie, die MEF2- dhnlichen Gene und die MIKC-Typ-Gene (Theif3en und Saedler,
1995; Theil3en et al., 1996; Hasebe und Banks, 1997; Munster et a., 1997). SRF-dhnliche
Gene kommen in Tieren und Pilzen vor, die mit ihnen verwandte monophyletische Gruppe
der AGL34-ahnlichen Gene wurde aber auch in Pflanzen gefunden (Alvarez-Buylla et al.,
2000). Die MADS-Box-Gene vom MIKC-Typ sind hingegen auf das Pflanzenreich
beschrankt und ndher mit MEF2-&hnlichen Genen verwandt as mit den SRF- oder ARG80-
dhnlichen (Alvarez-Buylla et a., 2000). Jedoch kann nicht ausgeschlossen werden, dal? sich
diese Genfamilien als noch weiter verbreitet herausstellen als bisher angenommen wurde
(TheilRen et a., 2000), da noch von keinem eukaryotischen Taxon die vollstéandige
genomische Sequenz in ausreichender Qualitét bekannt ist.

Die wichtigste funktionelle Gemeinsamkeit aller MADS-Box-Gene ist deren Kontrolle von
Entwicklung oder Zelldifferenzierung (Shore und Sharrocks, 1995). Als Beispiel seien hier
SRF aus dem Menschen und die zu den ARG80-8hnlichen Genen zéhlenden ARG80 und
MCM1 aus Béckerhefe genannt. Am besten untersucht ist die Funktion von MCM1 wahrend
der Determinierung von Hefe-Zelltypen. SRF, das aus diversen Vertebraten bekannt ist, ist in
die molekulare Kontrolle von muskel spezifischen Genen eingebunden. Das orthologe Gen aus
Drosophila melanogaster (Fruchtfliege) z. B. kontrolliert die Tracheenentwicklung und
andere Ontogeneseprozesse. ARG80 reguliert Gene, die Arginin umsetzende Enzyme codieren
und MCML1 ist an der Zellzyklus-Regulation beteiligt (Shore und Sharrocks, 1995; Johnson,
1995; Treismann, 1990).

Mitglieder der MEF2-Familie Uben hauptséchlich Kontrolle Uber muskel zell spezifische Gene
aus, haben aber mdglicherweise auch Funktionen in anderen Zelltypen (Olsen et al., 1995).

In der entwicklungsgeschichtlichen Linie, die zu Pflanzen flhrte, evolvierte der MIKC-Typ,
den die meisten bisher bekannten pflanzlichen MADS-Box-Gene zeigen. Dieser ist etwas
ndher mit MEF2-8hnlichen Genen verwandt als mit den anderen tierischen MADS-Box-
Genen und somit liegt die Vermutung nahe, dal3 der gemeinsame Vorfahre der MIKC-Gene
dhnlicher zu den MEF2- as zu den ARG80-dhnlichen Genen war (Theil3en et al., 2000;
Alvarez-Buyllaet al., 2000).

Die charakteristische modulare Struktur der pflanzlichen MADS-Box-Proteine ist in
Abbildung 1 (Seite 4) dargestellt. Bis auf wenige Ausnahmen zeigen alle bekannten
pflanzlichen MADS-Box-Proteine den gleichen Aufbau, der die MADS-Domane (M), die

intervening (1),
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die Keratin-ahnliche (K) und eine C-terminale (C) Doméne einschlief3t (Ma et a., 1991;
Purugganan et al., 1995; Theissen et a., 2000). Die MADS-Domane ist, nach der am
haufigsten verwendeten Definition, 57 Aminosdauren lang und die am stérksten konservierte
Region (Purugganan et al., 1995). Sie befindet sich meist am N-terminalen Ende des Proteins.

&

in- C=-Terminus

Abbildung 1. Schematische Darstellung der Doménenstruktur der MADS-Box-Proteine vom
MIKC-Typ. Die MADS-Box ist blau, I-Doméne und C-Terminus grau und die K-Doméne in
rot hinterlegt.

Nur sehr wenige pflanzliche MADS-Box-Proteine, wie z. B. AGAMOUS (Ma et al., 1996)
besitzen eine N-terminale Verlangerung vor der MADS-Box und werden deshalb als NMIK C-
Typ-Gene bezeichnet (Theil3en et a., 2000). Die MADS-Domane ist fur den grofdten Teil der
DNA-Bindeaktivitat des Proteins verantwortlich (Shore und Sharrocks, 1995). Ein Teil der
MADS-Doméne faltet sich zu einer antiparallel gedrehten Spirale von a-Helices, die flach auf
der kleinen Furche der DNA liegt (Pellegrini et a., 1995). Dabei wird die DNA je nach
gebundenem MADS-Box-Protein auf spezifische Weise gebogen, wobei jedoch der
prinzipielle Mechanismus des Verbiegens der DNA bei allen MADS-Box-Proteinen gleich ist
(West und Sharrocks, 1999). Ahnlich konserviert wie die Proteinsequenz der MADS-Box ist
auch die Nucleotidsequenz ihrer Bindestellen. Diese werden CArG-Boxen (CC-A-reich-GG)
genannt und basieren auf der Konsensus Sequenz CC(A/T)sGG (Hill et a., 1998). Diese
Sequenz ist in den Promotorsequenzen von MADS-Box-Genen und vielen anderen Genen
vorhanden, die von MADS-Box-Genen reguliert werden (Shore und Sharrocks, 1995).

Die I-Doméne schliefdt sich direkt an die MADS-Box an, ist sehr variabel in Lange
und Sequenz und nur sehr schwach konserviert (Ma et a., 1991; Munster et al., 1997). In
wenigen MADS-Box-Genen aus Arabidopsis thaliana konnte gezeigt werden, dal3 die I-
Doméne eine Hauptrolle bei der spezifischen DNA-Bindung der Protein-Dimere spielt
(Purugganan et al., 1995).

Stromabwarts der 1-Doméne befindet sich die K-Doméne, die weder in MADS-Box-Genen
von Tieren noch in denen von Pilzen vorkommt (Theif3en und Saedler, 1995; Theil3en et dl.,
1996). Innerhalb dieser Region im MADS-Protein sind hydrophobe Aminosduren in einem
regelmalligen Muster so angeordnet, dal3 eine amphipathische Helix gebildet wird, die mit

anderen solchen Helices in Wechselwirkung treten kann, um Dimere zu bilden (Shore und
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Sharrocks, 1995; Riechmann und Meyerowitz, 1997). Durch die regelméig angeordneten
hydrophoben Aminosauren ist die K-Domane besser konserviert als die I-Doméne oder die C-
Domane.

Die C-Doméne ist das variabelste Strukturmodul der pflanzlichen MIKC-Typ-MADS-Box-
Gene, sowohl in Lange als auch in Sequenz. Sie spielt eine Rolle bei der Aushildung von
terndren Komplexen zwischen MADS-Box-Genen (Egea-Cortines et al., 1999) und anderen
Transkriptionsfaktoren und tragt zur Transktiptionsaktivierung bel (Theil3en et al., 2000). An
Dimerisierung oder DNA-Bindung hingegen scheint die C-Doméne zumindest bel den
daraufhin untersuchten MADS-Box-Proteinen nicht beteiligt zu sein (Zachgo et al., 1995).
Phylogenierekonstruktionen der MADS-Box-Genfamilie zeigen, dal3 diese aus mehreren gut
abgrenzbaren Subfamilien besteht, wobei die Mitglieder jeder Subfamilie &hnliche
Funktionen und Expressionsmuster aufweisen (Doyle, 1994; Theil3en et al., 1996; MUnster et
a., 1997; Theil3en und Saedler, 1995; Theil3en et a., 1996). Viele dieser Genfamilien spielen
besonders in der Blutenentwicklung, aber auch in vieden anderen pflanzlichen
Entwicklungsprozessen eine Schllsselrolle as Entwicklungskontrollgene. Die Entstehung
dieser Genfamilien, die so bedeutende Prozesse steuern, mul3 ein wichtiger Schritt in der
Evolution der Pflanzen gewesen sein (Theil3en et a., 2000). Um diesen Sachverhalt klaren zu
konnen, missen MADS-Box-Gene aus phylogenetisch informativen Taxa wie z.B.
Monokotylen, basalen Angiospermen, Gymnospermen, Farnen und Moosen untersucht
werden und nicht nur, wie bisher grofdtenteils geschehen, in héheren Angiospermen wie
Arabidopsis, Antirrhinum oder Petunia (Theil3en und Saedler, 1999).

1.3 DieRolleder MADS-Box-Genein der Spezifizierung von Blutenor ganidentitét

Einige pflanzliche MADS-Box-Gene wie beispielsweise DEFICIENS (DEF) aus Antirrhinum
majus und AGAMOUS (AG) aus Arabidopsis thaliana legen wahrend der Entwicklung der
Blite die Organidentitéten fest (Sommer et a., 1990; Yanofsky et a., 1990). Drel
verschiedene Klassen von floralen Organidentitétsfunktionen (homéotischen Funktionen)
koénnen unterschieden werden: A, B und C (siehe auch Abbildung 2, Seite 7). Die A-Funktion
legt die Identitét von Sepalen fest, A- und B-Funktion zusammen spezifizieren Petalen, B-
und C-Funktion spezifizieren Stamina, und die C-Funktion alein legt Karpelle fest (Haughn
und Sommerville, 1988; Weigel und Meyerowitz, 1994). In einigen bisher untersuchten
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Wildtyp-Bliten, wie z. B. in Arabidopsis, werden A-Funktionsgene hauptsachlich in Wirtel
eins und zwel, B-Funktionsgene in Wirtel zwei und drel, und C-Funktionsgene im dritten und
vierten Wirtel exprimiert. Daher sind die Organe innerhalb der Blite kreisformig umeinander
angeordnet (Weigel und Meyerowitz, 1994; Riechmann und Meyerowitz, 1997). Das ABC-
Modell der Blutenentwicklung basiert zum grofdten Tell auf der Analyse von Arabidopsis-
und Antirrhinum-Mutanten (Coen und Meyerowitz, 1991), ist als Modell aber nicht in der
Lage, ale beobachtbaren Phanotypen von Mutanten zu erklaren, und moglicherweise wird
sich die Wirklichkeit as bedeutend komplizierter darstellen als das bisher herausgearbeitete
ABC-Modell (TheilRen et al., 2000).

Fast alle der bisher bekannten floralen Organidentitdtsgene stammen aus der Familie der
MADS-Box-Gene (zum Uberblick siehe Theifen et al., 2000; Riechmann und Meyerowitz,
1997). In Arabidopsis wird die A-Funktion durch die beiden Gene APETALAL (AP1) (Mandel
et a., 1992) und APETALA2 (AP2) (Jofuku et a., 1994) redlisiert, jedoch gehtrt AP2 nicht
zur MADS-Box-Genfamilie, sondern zur Familie der AP2-dhnlichen Gene (Okamuro et d.,
1997). Die B-Funktion wird von APETALA3 (AP3) (Jack et a., 1992) und PISTILLATA (PI)

Abbildung 2: ABC-Modell der
Blltenentwicklung mit einer schema

tischen Blite ener eudikotylen

Pflanze. Die A-Funktion (grin) aleine
spezifiziert Sepalen (grun), A und B
(violett) zusammen legen Petaen-
Organidentitat (violett) fest, B und C
(rot) zusammen definieren Stamina

(gelb) und C adleine spezifiziert

\ Karpelle (rot).

(Goto und Meyerowitz, 1994) ausgefuhrt und die C-Funktion von AGAMOUS (AG)
(Yanofsky et a., 1990). In Antirrhinum stellen DEFICIENS (DEF) (Sommer et al., 1990) und
GLOBOSA (GLO) (Trobner et a., 1992) die B-Funktion und PLENA (PLE) (Bradley et a.,
1993) die C-Funktion. Eine Ovula-spezifizierende D-Funktion wurde bislang nur in Petunia

s/
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hybrida durch Mutanten definiert und wird von FLORAL BINDING FACTOR7 und FLORAL
BINDING FACTOR11 (FBP7, FBP11) ausgefthrt (Colombo et al., 1995). Ein Arabidopsis D-
Funktionsgen wurde bislang noch nicht beschrieben, aufgrund von Sequenzadhnlichkeiten ist
aber AGL11 der bisher beste Kandidat fur die D-Funktion in Arabidopsis (Theif3en und
Saedler, 1999). Im Gegensatz zu AGL11, dessen Expression nicht im heranreifenden Samen
nachgewiesen werden kann, sind FBP7 und FBP11 aber auch an der Entwicklung von Samen
beteiligt und werden dort bevorzugt im maternalen Gewebe exprimiert (Colombo et a., 1997;
Wittich et al., 1999).

Mittlerwelle ist auch einiges an Wissen Uber die Regulation der floraden
Organidentitdtsgene zusammengetragen worden. Beispielsweise wird die Aktivitd der
funktionell redundanten SEPALLATA1-3 MADS-Box-Gene (vormals AGL2,4 und 9) aus
Arabidopsis thaliana bendtigt, um Aktivitét von B- und C-Funktionsgenen zu erhalten. Die
Quantitét, raumliche und zeitliche Verteilung der Expression der B- und C-Funktionsgene
scheint dabei in sepallatal-3 Dreifachmutanten nicht verandert zu sein, jedoch kann in
solchen Mutanten die vollsténdige Konversion der Organe des zweiten, dritten und vierten
Wirtels in Sepalen-ahnliche Strukturen und zusétzlich eine fehlende Determinierung der Blite
beobachtet werden. Diese Phédnomene sind auf direkte oder indirekte Interaktion der
SEPALLATA-Proteine mit AG oder AP3/PI zurtickzufiihren (Pelaz et al., 2000).

Parcy et al. (1998) konnten zeigen, dal? das florale Meristem-ldentitétsgen LEAFY (LFY) zwei
voneinander trennbare Funktionen hat, ndmlich BlUtenmeristeme zu spezifizieren und die
Expression von floralen Organidentitdtsgenen zu regulieren. LFY kann in Arabidopsis AP1
(A-Funktion) direkt aktivieren, ohne dal’ zusétzliche bliten- oder regionsspezifische Faktoren
vorhanden sein missen (Parcy et a., 1998, Wagner et al., 1999). Auch AG wird in
Arabidopsis direkt durch LFY aktiviert, allerdings ist dazu ein noch unbekannter zusétzlicher
Faktor X nétig (Busch et al., 1999). Auch die Aktivierung des B-Funktionsgens AP3 bendtigt
LFY in Kombination mit anderen Faktoren wie z.B UNUSUAL FLORAL ORGANS (UFO)
(Parcy et al., 1998). UFO ist wahrscheinlich kein Transkriptionsfaktor, denn es besitzt eine
konservierte F-Box, die andere Proteine ,ansteuert”, um deren Ubiquitin-Degradierung zu
.veranlassen® (Parcy et a., 1998). UFO konnte aso an der Degradierung eines
transkriptionalen Repressors der B-Funktionsgene AP3 und Pl betelligt sein (Zhao et 4.,
1999).

Viel weniger als Uber die Regulation der ABC-Gene ist Uber ihre Zielgene bekannt. Erst
kirzlich ist von Sablowsky und Meyerowitz (1998) ein direktes Zielgen von AP3 identifiziert
worden. Wenn dieses Gen, NAP, unter der Kontrolle des 35S-Promotors Uberexprimiert wird,
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fahrt das zu verkirzten Stamina und Petalen durch behinderte Zellexpansion. NAP1 spielt
vermutlich in der Transition zwischen Wachstum durch Zellteilung und Wachstum durch
Zéellstreckung eine Rolle (Sablowsky und Meyerowitz 1998).

1.4 Weiter e Funktionen von MADS-Box-Genen

Mehr as 40 MADS-Box-Gene sind bis dato in der Modellpflanze A. thaliana identifiziert
worden (Liljegren et a., 1998), von denen nur einige an der Identitdtsgebung der
Blltenorgane beteiligt sind. Die Funktionen von MADS-Box-Genen in der Entwicklung von
verschiedenen Organen sind vidlfdtig und reichen z. B. von Wurzelwachstum Uber die
Kontrolle des Bluhzeitpunktes bis zur Embryoentwicklung und auch in viele andere Bereiche
hinein und reagieren dabel oft auf die Verénderung von Umweltfaktoren.

FLOWERING LOCUS C (FLC) z. B. legt den richtigen Zeitpunkt der Transition zur
reproduktiven Phase der Pflanzenentwicklung als direkte Antwort auf Vernalisation fest und
agiert dabei unabhang von Gibberellinen als floraler Repressor (Sheldon et al., 2000).

Auch ANR1 reguliert Pflanzenentwicklung in Reaktion auf Umweltfaktoren. ANR ist eine
Komponente der Signaltransduktionskette, die bel Verflgbarkeit von NOs zu einer
Wurzelstreckung fuhrt (Zhang und Forde, 1998; Zhang und Forde, 2000).

AGL17 ist ein MADS-Box Gen aus A. thaliana mit ebenfalls wurzel spezifischer Expression,
Uber dessen genaue Funktion aber noch Unklarheit herrscht (Rounsley et al., 1995).

DefH125 codiert fur ein pollenspezifisches MADS-Box-Protein aus A. majus und zeigt eine
starke Homologie zu dem wurzel spezifischen MADS-Box Gen AGL17 (Zachgo et al., 1997).
Ein anderes wurzelspezifisches MADS-Box Gen ist NODULE MADS HOMOLOGY 7
(NMH7), das in Medicago sativa-Wurzelzellen nach deren Infektion mit dem Knéllchen-
bakterium Rhizobium meliloti exprimiert wird, um dann im Wirt die Expression von
Wurzelknéllchen-spezifischen Genen zu induzieren (Heard und Dunn, 1995; Kirby et al.,
1998).

AGL15 ist zwar nicht embryospezifisch, wird dort aber zehnmal so stark exprimiert wie in
anderen Pflanzentellen (Rounsley et al., 1995). AGL15-Protein akkumuliert stark in
Embryonalgewebe, das somatischen Ursprungs ist; ein AGL15-Ortholog aus Taraxacum
officinale (,, Habichtskraut*) konnte auch in embryonischem Gewebe nachgewiesen werden,

das aus einem apomiktischen Reproduktionsvorgang entstanden ist. Die genaue Funktion von
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AGL15 ist bislang noch unbekannt, es darf aber spekuliert werden, da3? AGL15 an der
Regulation der Expression von Genen wéahrend der frihen Embryogenese beteiligt ist. Die
Funktion von AGL15-éhnlichen Genen scheint sehr konserviert zu sein, da &hnliche
Expressionsmuster in Monokotylen und Dikotylen nachgewiesen werden konnte (Perry et al.,
1999).

Die MADS-Box-Gene AGL1, AGL5 und FRUITFUL (FUL, vormals AGL8) sind an der
Fruchtentwicklung von A. thaliana beteiligt (Liljegren et a., 1998).

Die Mitglieder der STMADSL1-Subfamilie werden hauptsachlich in vegetativen Geweben
exprimiert. STMADSI11-Transkript findet man unabhangig von Lichteinwirkung in allen
vegetativen Geweben in ungefahr gleicher Menge, jedoch etwas stérker in Leitgeweben
(Carmona et al., 1998). Auch das ebenfalls aus Kartoffeln (Solanum tuberosum) isolierte Gen
STMADSI6 scheint fur die vegetative Entwicklung von Pflanzen wichtig zu sein. STMADSL16
kann, wenn es unter der Kontrolle des 35S-Promotors tberexprimiert wird, die Folgen einer
Kurz-Tag-Photoperiode, namlich gréi3ere Blattanzahl und eine Verlangerung der Zeit bis zur
Bllte, reduzieren. Méglicherweise hangt STMADSL6-Expression mit Langenwachstum und
Erhaltung der Teilungsféhigkeit von Meristemen zusammen oder aber mit der Kontrolle von
Zéllteilungen, die zur Entwicklung von Organen entlang der Langsachse fuhren (Garcia-
Maroto et al., 2000).

Das zur STMADSL1-Subfamilie gehtérende Gen BM1 aus Hordeum vulgare (Gerste) wird, wie
auch STMADSL1, am starksten in Leitgeweben exprimiert, aber auch in einer einzelnen
meristematischen Zellschicht des ersten Nodus. Somit konnte BM1 eine Rolle in der
Regulation des vegetativen Sprol3wachstums spielen (Schmitz et al., 2000).

Mehrere Vertreter der STMADSL1-Subfamilie aus Zea mays sind in der Arbeitsgruppe G.
Theif3en bisher isoliert worden, zu denen zéhlen ZMM19, ZMM20, ZMM21 und ZMM26 (G.
Theil3en und T. Minster, personliche Mitteilung). Sie alle werden in vegetativen Geweben
stérker exprimiert als in den Fahnen oder Kolben von Mais (L.U. Wingen, personliche
Mitteilung). Unter denen aus Mais isolierten Genen ist ZMM19 besonders interessant, da es
hochstwahrscheinlich fir den Phanotyp der bekannten tunicate-Mutante (Neuffer et al., 1997)
verantwortlich ist. Im Wildtyp ist dieses Gen nur in den die Maiskolben umgebenden
Hullspelzen angeschaltet, in der Mutante jedoch im ganzen Kolben und in der Fahne. Das
fahrt zu einer Einhullung samtlicher weiblicher Maiskérner mit kleinen Hullspelzen. Die
mannlichen Bliten von Mais werden bei starken Phanotypen teilweise verweiblicht und von

Hullspelzen umgeben. Die ektopische Expression von ZMM19 kommt wahrscheinlich durch



Einleitung 11

die Insertion eines Mu-Transposons in der Promotorregion des Gens zustande (L.U. Wingen
und G. Theil3en, personliche Mitteilung)

Der einzige bisher genauer untersuchte Vertreter der STMADSL1-Subfamilie aus Arabidopsis
thaliana ist das Gen SHORT VEGETATIVE PHASE (SVP), da hierfir eine Mutante zur
Verfligung steht. Es reprimiert dosisabhéngig die Bildung von Infloreszenzen, indem es alle
Phasen der vegetativen Entwicklung verlangert und ist dabei nicht abhangig von
Photoperiodik oder Vernalisation. SVP konnte auf zwei verschiedene Arten die florale
Transition beeinflussen: Es konnte direkt die Infloreszenz-Entwicklung blockieren oder aber

einen positiven Regul ationseffekt auf einen floralen Repressor haben (Hartmann et al., 2000).

1.5 Anthophyten oder Anti-Anthophyten?

Die monophyletische Gruppe der ,, Samenpflanzen® (Spermatophyta) umfaldt Angiospermen
(BlUtenpflanzen oder Bedecktsamer) und Gymnospermen (Nacktsamer). Gymnospermen
bestehen aus vier verschiedenen rezente Gruppen, den Koniferen, den Cycadeen, den
Gnetophyten (mit nur 3 Gattungen Welwitschia, Gnetum und Ephedra) und Ginkgo (mit der
einzigen Art Ginkgo biloba). Viele Fragen zur Evolution der Angiospermen und ihrer Bllte
konnen besser verstanden werden, wenn diese mit ihren nachsten Verwandten, ihrer
Schwestergruppe verglichen werden kdnnen. Da Samenpflanzen nur aus Angiospermen und
Gymnospermen bestehen, ist die Schwestergruppe der Angiospermen innerhalb der
Gymnospermen zu suchen oder aber sie besteht aus den Gymnospermen als Ganzes.
Gemessen an einigen morphologischen Merkmalen stehen die Gnetales den Angiospermen
ndher al's die anderen Gymnospermen-Gruppen. Beispielsweise fihren Gnetales eine spezielle
Form der doppelten Befruchtung durch und besitzen Hullstrukturen um Ovula und
Antherophoren. Daher wurden sie in der Vergangenheit in vielen Arbeiten als mogliche
Vorfahren der Angiospermen postuliert. Als Clade der Anthophyten wurden Anfang des
letzten Jahrhunderts von Arber und Parkin (1907 und 1908) Angiospermen und Gnetales
zusammengefalét. Spater wurden dann noch die ausgestorbenen Samenfarne Bennettitales und
Pentoxylon von Doyle (1994) zu den Anthophyten hinzugefiigt (siehe auch Crane et al., 1995;
Doyle, 1996). Einige Studien behaupten sogar, der Ursprung der Angiospermen liege
innerhalb der Gnetophyten (Hickey und Taylor, 1996).
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Anthophyten-Hypothese und der auf
molekularen Daten basierenden Hypothese der Verwandtschaftsverhditnisse zwischen

Gnetales, Angiospermen und Gymnospermen (nach Winter et a., 1999)

Die Verwandtschaftsverhaltnisse zwischen den verbleibenden drei Gymnospermen-Gruppen
der Koniferen, Ginkgo und Cycadaceae erschienen unterschiedlich je nach verwendetem
morphologischen Merkmal oder einbezogenem Fossilfund (Crane, 1985; Doyle und
Donoghue, 1989; Loconte und Stevenson, 1990; Rothwell und Serbert, 1994, Crane et a.,
1995; Doyle, JA. 1996; Hickey und Taylor, 1996; Doyle, JA., 1998a; Doyle JA., 1998b).
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Die sich durchsetzende Erkenntnis ist jedoch die basale Stellung der Cycadaceae innerhalb
der Gymnospermen (Chaw et al., 2000).

Phylogenierekonstruktionen mit molekularen Datensétzen ergaben ebenfalls zunéchst keine
eindeutigen Ergbnisse. Einige Studien plazierten die Gnetales als Schwestergruppe der
Angiospermen (Hamby et al., 1992; Malek et a., 1996; Stefanovic et a., 1998) und einige an
die Wurzel der gesamten Samenpflanzen (Albert et a., 1994). Wieder andere ordnen die
Gnetales, in Gegensatz zur Anthophyten-Theorie, als Schwestergruppe der Koniferen ein
(Hasebe et al., 1992; Barnabas et al., 1995; Fischer et al., 1996; Chaw et al., 1997, Shutov et
al., 1998).

Erst in den letzten Jahren zeigten verbesserte molekulare Datensétze mit grof3erer

Unterstitzung ihrer Ergebnisse, dal’ die Schwestergruppe der Angiospermen ale anderen
rezenten Samenpflanzen gemeinsam sind und dal3 Koniferen die nachsten Verwandten der
Gnetales sind. Winter et al. (1999) konnten zeigen, dal3 Gnetales-Gene aus vier verschiedenen
Subfamilien der MADS-Box-Genfamilie ahnlicher zu Koniferengenen as zu
Angiospermengenen sind. Auch Datensdtze mit den verschiedenen Phytochrom-Sequenzen
deuten stark auf diese Verwandtschaftsbeziehung hin (Donoghue und Mathews, 1998;
Schneider-Poetsch et al., 1998). Die langsam evolvierenden mitochondrialen Gene cox1 und
atpA in Kombination mit nucledren 18SrDNA und plastidaren rbcL. Sequenzen ergaben eine
enge Verbindung von Pinaceae und Gnetales (Bowe et al, 2000). Eine andere Studie, die
plastidare rbcL mit nucledrer rDNA und mitochondrialer rDNA kombinierte ergab ebenfalls,
da} die Pinaceae die Schwestergruppe der Gnetales sind und ale Gymnospermen
monophyletisch ursprungs sind (Chaw et al., 2000).
Qiu et a. (1999) berechneten eine Phylogenierekonstruktion der Angiospermen, wobei
Gymnospermen als Aulengruppe mit Sequenzen von 5 Genen (atpl, matR, atpB, rbcL und
18SrDNA) aus allen drei Genomen der Pflanzenzelle verwendet wurden. Im Zuge dieser
Untersuchung stellte sich einmal mehr heraus, dal3 die Gnetales eine Schwestergruppe der
Pinaceae und die Gymnospermen in ihrer Gesamtheit eine Schwestergruppe der
Angiospermen sind.

Da nach neueren Erkenntnissen die Angiospermen nicht ndher mit den Gnetales als
mit den anderen Gymnospermen verwandt sind, |&3t sich auch die Angiospermenblte nicht
von den zapfenadhnlichen Strukturen der Gnetal es ableiten. Wettstein kommentierte schon vor
knapp einhundert Jahren diese Tatsache, obwohl die Verwandtschaftsverhdtnisse innerhalb

der Samenpflanzen damals noch unklar war:
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»Eine in neuerer Zeit viel diskutierte Frage ist die nach der Herkunft der
Angiospermenblite. Unmittelbar 183 sich diese von den Bluten der hoheren
Gymnospermen nicht ableiten; solange diese Ableitung nicht sichersteht, ist sogar
die Kluft, welche die Angiospermen von den Gymnospermen trennt, grofRer als
die Kluft zwischen Pteridophyten und Gymnospermen [...].“ (von Wettstein,
1914, p. 447)

1.6 Gnetales als M odellgymnosper men

Die in dieser Arbeit untersuchte Gymnosperme Gnetum gnemon gehdrt zur Ordnung der
Gnetales. Im Jahr 1863 sandte der Osterreichische Naturforscher Frederic Welwitsch dem
damaligen zweiten Direktor des Royal Botanical Garden, Kew, England, J. Hooker, ein
Welwitschia mirabilis-Spezimen. Trotz grofRer morphologischer Unterschiede zwischen
Gnetum, Ephedra und Welwitschia erkannte Hooker die Zughdrigkeit dieser 3 Gattungen zur
gleichen Ordnung. Welwitschia betrachtete Hooker damals jedoch félschlicherweise noch als
Ubergangsform zwischen Angiospermen und Gymnospermen (Friedmann, 1996). Anfang des
zwanzigsten Jahrhunderts publizierten Arber und Parkin (1907 und 1908) dann Argumente fir
die Monophylie der Gnetales und begrindeten, wie im vorigen Kapitel erlautert, die
mittlerweile widerlegte Anthophytenhypothese, nach der innerhalb der Gymnospermen die
Gnetales die nachsten Verwandten der Angiospermen sind.
Die Gnetales umfassen drel zunéchst sehr unterschiedlich erscheinende Gattungen, die jedoch
einige wichtige Merkmale teilen:

(1) Die Reproduktionsorgane dieser Gymnospermen sind in zusammengesetzten

Strobili arrangiert.
(2) Siebesitzen Hillstrukturen um Ovula und Antherophoren.
(3) Diese Hullstrukturen bilden um das Ovulum eine spitze Micropyle, die einen
Pollinierungstropfen bildet.

(4) Alle Gnetales entwickeln Leitbindel im sekundaren Xylem.
Die in einigen Arbeiten entdeckten phytochemischen Gemeinsamkeiten zwischen Gnetales
und Angiospermen stellen sich als Konvergenzen heraus, da Gnetales ebenso wie

Angiospermen Kontakt zu Tieren as Pollinierer und Samenverbreiter haben (Kubitzki, 1990).
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Gnetum, Ephedra und maoglicherweise auch Welwitschia fuhren, im Gegensatz zu
allen anderen Gymnospermen, eine besondere Art der doppelten Befruchtung durch. Die
doppelte Befruchtung im eigentliche Sinne ist eine Autapomorphie der Angiospermen, deren
Endprodukt ein diploider Embryo umhdillt von einem triploiden Endosperm ist. Gnetum und
Ephedra entwickeln nach der doppelten Befruchtung aber einen zweiten diploiden Embryo,
der sich ontogenetisch und strukturell wie ein normal entwickelter Embryo verhdlt. Dieser
zweite Embryo entstammt, im Gegensatz zu dem Angiospermen-Endosperm, vom Schwester-
Nucleus der Eizelle. In anderen Koniferen entstehen nach der Befruchtung auch 2 diploide
Embryonen, allerdings wurden diese vorher von Spermienzellen befruchtet, die aus
verschiedenen Pollenschlauchen entlassen wurden, somit findet bel Koniferen keine doppelte
Befruchtung statt (Friedmann und Carmichael, 1996).

Die Gattung Ephedra umfaldt ca. 50, meist buschahnliche Arten, die in den semiariden bis
ariden Gebieten Asiens, Europas und Nord- und Sidamerika vorkommen. Die Blétter der
Ephedraceae sind schuppen- oder nadelférmig, und der Grofdteil der Photosynthese findet in
den jungen Trieben statt. Die kleinen und ovulaten Zapfen produzieren meist Beeren-ahnliche
Samen, die von Vogeln verbreitet werden. Nur wenige Arten werden durch Wind verbreitet
und bilden dementsprechend gefliigelte Samen aus (Price, 1996).

Ephedra wurde schon seit der Antike in China als Heilpflanze zum Senken von Fieber, gegen

Abbildung 4: Zeichnung
einer Ephedracea. A: Weib-
licher Strobilus von
Ephedra distachaya, B:
Mannlicher Strobilus von E.
distichaya, C: Zweig einer
méannlichen E. distichaya
Pflanze. Verandert nach
Kubitzki, 1990
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Husten, gegen Kreidauf-Schwache und als Stimulanz verwendet. In  européischen
Medizinbichern taucht es zuerst im Krauterbuch des Lonicerus aus dem Jahr 1557 auf. Nur
einige Arten, wie z.B. Ephedra helvetiva, E. sinica und E. major enthalten die Phenylaanin-
Derivate Ephedrin und Ephedradin, denen die heilende Wirkung der Pflanzen zugeschrieben
wird (Kubitzki, 1990).

Abbildung 5: Schema
zeichnung von Welwit-
schia mirabilis. A: Mann-
licher Strobilus von W.
mirabilis, B: Weiblicher
Strobilus von W. mira-
bilis, C: Gesamthabitus
von W. mirabilis. Veran-
dert nach Kubitzki, 1990

Welwitschia mirabilis, der einzige Vertreter der Gattung Welwitschia, ist eine sehr langlebige
Rosettenpflanze mit nur zwei bandférmigen, ledrigen Bléttern, die bis zu 6 m lang werden
konnen und auf einem sehr kurzen Stamm sitzen. Die ca. 100 Samen eines Zapfens bilden
verbreiterte Tragschuppen as flugeldhnliche Strukturen aus und werden durch Wind
verbreitet. Die Pflanze ist in der Namib-Wuste endemisch und kommt in den kistennahen
Regionen von Namibia und Angola vor (Price, 1996). Welwitschia war ein charakteristisches
Element der urspringlichen Wuistenflora der alten Welt, deren Urspriinge im zentralen
Gondwana im Jura oder in der Kreidezeit liegen. Heute ist der Bestand von Welwitschia
mirabilis stark gefahrdet, da sie zum einen zu intensiv gesammelt wurde und zum anderen als
Brennholz Verwendung fand (Kubitzki, 1990).

Die polytypische Gattung Gnetum umfaldt ca. 39 Arten, die, mit Ausnahme von 2
baumférmigen Arten, darunter die hier untersuchte Art Gnetum gnemon, Lianen sind. Gnetum
ist im Amazonasbecken, im tropischen West-Afrika, in Indien, China, Indochina, Malaysia,
auf den Philippinen, Neu Guinea und den Fidschi-Inseln verbreitet. Die Blétter der Gnetum-
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Arten sind kreuzgegenstandig angeordnet und bilden Blattvenen aus (Price, 1996). Als
Besonderheit unter den Gymnospermen gilt die Tatsache, dal3 Gnetum am Sprol3apex einen

gut definierten Korpus hat, der von einer Tunica umgeben wird, die sich nur antiklinal teilt.

Abbildung 6: Weibliche Reproduktionsorgane von Gnetum gnemon. A: ausgereifter
Strobilus mit 2 roten, bereits ausgereiften Samen und mehrere griinen Ovula, die sich nicht
weiter entwickelt haben, B: Aufsicht auf mittelalten, weiblichen Strobilus, C: medianer
Langsschnitt durch eine weibliche Reproduktionseinheit, D: Raster-Elektronen-Mikroskopie-
Aufnahme der inneren Hullstrukturen des jungen Ovulum. Abkirzungen: ah, &ulere
Hallstruktur; ¢, Cupula; ih, innere Hallstruktur; mh, mittlere Hallstruktur; n, Nucellus.
Verandert nach Takaso und Bouman, 1986; Endress, 1996

Die mittlere Hallstruktur verholzt, die aufRRere Hille der Samen wird fleischig und
fruchtahnlich und dient, wie bei Ephedra, zur Verbreitung. Die korkigen Frichte einiger Arten
werden schwimmend verbreitet, die Frichte der im Amazonas-Regenwald vorkommenden
Art Gnetum venosum werden von Fischen gefressen und verbreitet (Price 1996). Die Friichte
enthalten reichlich nahrhaftes Endosperm und werden von den Einheimischen in vielen Teilen
der Tropen gekocht oder gerdstet gegessen. In Asien werden die Fasern der Lianen zur
Seilherstellung verwendet (Kubitzki, 1990).
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Abbildung 7: Mannliche Reproduktionsorgane von Gnetum gnemon. A: mannlicher
Strobilus, B: mannliche und ovulate Zapfen eines Nodus; einige Antherophoren sind aus dem
Hullstrukturen herausgewachsen, C mannliche Reproduktionseinheit mit ausgewachsener
Antherophore, D medianer Langsschnitt durch einen ménnliche Reproduktionseinheit in
einem fruheren Entwicklungsstadium. Abkurzungen: a, Antherophore; h, Hullstruktur; o,
Ovulum; s, Mikrosporangium; za, Zentrale Achse des Strobilus. Verandert nach Hufford
(1996). Die Reproduktionseinheiten sind wirtelformig arrangiert und die weiblichen enthalten
mehrere Ovula. Integriert in die mannlichen Strobili findet man in fast alen Arten sterile
Ovula, die auch in einigen Fallen, wie bei z.B. Gnetum gnemon, fertil sein kdnnen (Kubitzki,
1990).
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Gnetum gnemon und Gnetum ula haben die Chromosomenzahl 2n = 44, jedoch ist trotz der
recht hohen Chromosomenzahl die nukledre Genomgréfie mit einem 2C-Wert von ca. 4,5 pg
DNA klein, was ca. 4,1 X 10° Basenpaaren des diploiden Genoms entspricht (Price, 1996).

Die Anzahl der Fossilien, die eindeutig den Gnetales zugerechnet werden kdnnen, ist
gering, da diese Pflanzengruppe nur sehr schwer von dikotylen Pflanzen zu unterscheiden ist,
und darlber hinaus die Gattung Ephedra reduzierte Blétter aufweist. Nur zwel Merkmale
werden in der Paldobotanik als Gnetales-spezifisch diskutiert: Gerippte (ephedroide) Pollen
und die Venation der Blatter von Gnetum und Welwitschia, bel der Xylembindel und
Blattadern miteinander verwachsen (Anastomose). Die ersten fossilen Pollen von Gnetales
stammen aus dem frihen Trias (vor 220 bis 180 Millionen Jahren) der ndrdlichen Hemisphére
und wurden wahrend des Jura (vor 180 bis 135 Millionen Jahren) haufiger. Erste Makro-
fossilien tauchen vereinzelt im spaten Trias auf (Masculostrobus clathratus und Piroconites
knesperti) (Crane, 1996).

1.7 MADS-Box-Gene aus Gnetum gnemon

Zu Beginn dieser Arbeit lagen die von Kai-Uwe Winter klonierten MADS-Box-Gene GGM1-
GGM?9 aus Gnetum gnemon vor (siehe auch Diplomarbeit von Kai-Uwe Winter und Winter et
a., 1999). Diese Genefallen in drei Klassen:
(1) MADS-Box-Gene, die zusammen mit Angiospermen-Genen in sehr gut
charakterisierte Subfamilien fallen.
(2) MADS-Box-Gene, die zu Subfamilien gehodren, in denen es (noch) keinen
Angiospermen-V ertreter gibt.
(3 MADS-Box-Gene, die zusammen mit Angiospermen-Genen Subfamilien bilden,
uber die nur wenig bekannt ist.
Der ersten Kategorie gehort GGM2 an, das putativ ortholog zu den B-Funktionsgenen der
Angiospermen, wie z.B. DEF und GLO aus A. majus oder AP3 und PI aus A. thaliana. Die
starke  Affinitdt dieses Gens zu den  Angiospermen-B-Funktionsgenen in
Phylogenierekonstuktionen  wird auch durch die ausschlieflich in mannlichen

Reproduktionsorganen stattfindende Expression unterstitzt (Winter et al., 1999). Auch die
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Gymnospermen-MADS-Box-Gene DAL11 und DAL12 aus Picea abies (Sundstrom et al.,
1999) fallen in die Subfamilie der B-Funktionsgene. In Angiospermen fixieren B-
Funktionsgene wahrend der Blitenentwicklung die Organidentitdt von Petalen und Stamina
(siehe Kapitel 1.1).

Ein weiteres MADS-Box-Gen aus Gnetum gnemon, das zusammen mit Angiospermen-Genen
in ene gut charakterisierte Subfamilie falt, ist GGM3. Es zeigt in
Phylogenierekonstruktionen zusammen mit DAL2 aus Picea abies (Tandre et al., 1995;
Tandre et al., 1998) eine deutliche Zugehdrigkeit zur Subfamilie der AG-ghnlichen Gene aus
Angiospermen (siehe Kapitel 1.3), wie z. B. AG aus A. thaliana oder PLE aus A. majus, die an
der Zuweisung von Organidentitdten der Karpellen und Stamina beteiligt sind. Wie auch die
anderen Mitglieder der AG-Subfamilie, wird GGM3 nur in Reproduktionsorganen exprimiert
(Winter et a., 1999)

Zu der zweiten Gruppe von MADS-Box Genen aus G. gnemon, die nicht mit
Angiospermen-Genen in eine Subfamilie fallen, gehdren GGM4, GGM5, GGM6, GGM7 und
GGMS8. Sie werden hauptsachlich in den Reproduktioneinheiten exprimiert und tber ihre
Funktion ist nur sehr wenig bekannt (Winter, 1997; Winter et al., 1999).

Mitglieder der dritten Gruppe umfassen MADS-Box-Gene aus G. gnemon, die mit MADS-
Box-Genen aus Angiospermen in Subfamilien falen, Gber deren Funktion nur sehr wenig
bekannt ist. GGM1 fallt wie auch DAL3 aus Picea abies (Tandre et a., 1995) in die
Subfamilie der TM3-ahnlichen Gene (Pnueli et a., 1991) und ist, wie seine Angiospermen-
Orthologen, gleichmallig in der Pflanze exprimiert. GGM9 liegt nach
Phylogeniererekonstruktionen in der Gruppe der AGL6-ahnlichen Gene (Theil3en et al., 2000)
wie z.B. auch die Gymnospermen-Gene PRMADS2 und PRMADS3 aus Pinus radiata
(Mouradov et al., 1998; Mouradov et al., 1999) und DAL1 aus Picea abies (Tandre et al.,
1995). Alle weisen eine auf die Reproduktionseinheiten beschrankte Expression auf (Winter
et al., 1999).

In dieser Arbeit sollten zusétzliche MADS-Box-Gene aus Gnetum gnemon isoliert werden
und durch Phylogenierekonstruktionen in die oben erwahnten drei verschiedenen Klassen
gruppiert werden. Weiter untersucht wurden dann hauptséchlich die Gene aus der letzteren
Gruppe, die zusammen mit Angiospermen-MADS-Box-Genen in bislang wenig bekannte
oder neue Subfamilien fallen. Dabei lag der Schwerpunkt der Untersuchungen auf GGM13,
das zusammen mit ZMM17 aus Zea mays (personliche Mitteilung S. Werth, T. Minster, G.
Theif3en) eine neue Subfamilie bildet und GGM12, das in die Subfamilie der STMADS11-
ahnlichen Gene (Carmonacet al., 1998) fallt.
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1.8 Zidleder Arbeit

Wie Angiospermen aus gymnospermen Vorfahren im Laufe der Evolution enstanden, ist ein
seit Uber einem Jahrhundert in der wissenschaftlichen Diskussion stehendes, bisher aber
ungekléartes Rétsel. Fehlende Fossilien aus der Anfangszeit der Angiospermen-Evolution und
der grol3en morphol ogische Unterschied zwischen Angiospermen und deren Schwestergruppe,
den Gymnospermen, erschweren die Losung dieser Fragestellung mit Hilfe klassischer
botanischer Methoden.
MADS-Box-Transktiptionsfaktoren nehmen eine wichtige Stellung innerhalb von
regulatorischen Netzwerken ein, die vielféltige Bereiche der pflanzlichen Entwicklung
steuern. In dieser Arbeit sollten MADS-Box-Gene aus der Gymnosperme Gnetum gnemon
isoliert, analysiert und mit putativen orthologen Genen aus Angiospermen, wie z .B.
Arabidopsis thaliana und Antirrhinum majus verglichen werden. Durch das Arabidopsis-
Genom-Sequenzierungs-Projekt stehen zunehmend Sequenzen von MADS-Box-Genen aus A.
thaliana in den Sequenz-Datenbanken fir komperative Studien zur Verfigung. Experimente
wie vergleichende Expressionsstudien zwischen MADS-Box-Genen aus Gnetum gnemon und
solchen aus Angiospermen sollten dartiber Auskunft geben, ob sich Sequenzahnlichkeit von
orthologen Genen auch in Ahnlichkeiten der raumlichen und zeitlichen Expression der Gene
widerspiegelt. Dabel stand immer die Frage nach der Konservierung der Genfunktion
zwischen Gymnospermen- und Angiospermen-MADS-Box-Genen im Vordergrund. Bisher
sind erst wenige MADS-Box-Gene aus Gymnospermen beschrieben worden, und deren
Funktion ist weitgehend ungeklart geblieben.
In dieser Arbeit sollte versucht werden, auch die Frage nach der Komplexitéd der MADS-
Box-Genfamilie in Gymnospermen zu beantworten, indem zusétzlich zu den schon klonierten
MADS-Box-Genen (Kai-Uwe Winter, 1997) noch mehr MADS-Box-Gene isoliert und
analysiert werden sollten. Nach ausfiihrlichen Phylogenierekonstuktionen wurden die
isolierten Gene in folgende drei Kategorien aufgeteilt:

(1)) MADS-Box-Gene aus Gnetum gnemon, die gemeinsam mit sehr gut

charakterisierten Angiospermen-Genen in eine Subfamilie fallen,

(2) Gene, Uber deren putative Angiospermen-Orthologe nur sehr wenig bekannt ist
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(3) MADS-Box-Gene aus Gnetum gnemon, zu denen (noch) keine orthologen Gene
aus Angiospermen isoliert wurden

MADS-Box-Gene aus Gnetum gnemon, die in die zweite Gruppe fielen, wie z. B. GGM12 aus
der STMADSL1-Subfamilie oder GGM13 und das dazu orthologe Gen aus Zea mays, ZMM17,
wurden in dieser Arbeit genauer untersucht. Das Schwerpunkt der weitergehenden
Charakterisierungen wurde auf vergleichende detaillierte Expressionsstudien gelegt, die einen
Hinweis auf die Konservierung der Genfunktionen geben sollten. Die so gewonnenen
Erkenntnisse sollte auch dazu verwendet werden, die Ausstattung an MADS-Box-Genen des
letzten gemeinsamen Vorfahren von Gymnospermen und Angiospermen vor ca. 300
Millionen Jahren zu rekonstruieren.
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2. Materialien und M ethoden

2.1 Pflanzenmaterial

In dieser Arbeit wurde Material von Gnetum gnemon der Botanischen Gérten Bochum und

Karlsruhe verwendet.

2.2 Chemikalien, Enzyme, Primer und Radioisotope

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden, soweit nicht anders angegeben, von
den Firmen BIOMOL (Hamburg), Clontech (Heidelberg), Difco Lab. (USA), Faust (Koln),
Fluka (Schweiz), Gibco-BRL (Neu-lsenburg), Merck (Darmstadt), National Diagnostics
(Grof3britannien), Promega (Heidelberg), Qiagen (Hilden), Riedel de Haen (Hannover), Roche
(Mannheim), Roth (Karlsruhe), Seakem (USA), Serva (Heidelberg) und Sigma (M nchen)
bezogen und hatten in der Regel den Reinheitsgrad p. A.

Die eingesetzten Enzyme stammen von den Firmen New England Biolabs (USA), Stratagene
(Heidelberg), Promega (Heidelberg), Gibco-BRL (Neu-lsenburg) und Roche (Mannheim).
Alle enzymatischen Reaktionen wurden unter den von den Herstellern empfohlenen

Bedingungen durchgefihrt.

Die verwendeten Primer wurden von den Firmen MWG (Ebersberg) und Gibco-BRL (Neu-

Isenburg) bezogen.

Radioisotope wurden von den Firmen Amersham Pharmacia (Braunschweig) und Hartmann
Analytics (Braunschweig) geliefert. Die spezifische Aktivitét des [a*P]dCTP betrug ~3000

Ci/mmol.
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2.3 Medien, Puffer und L 6sungen

Alle Medien, Puffer und Ldsungen wurden, sofern nicht anders angegeben, nach den in
Sambrook et al. (1989) beschriebenen Protokollen hergestellt.

2.4 Bakterienstamme, Bakteriophagen und Plasmidvektoren

Bakterienstamme
Name Verwendung Anbieter/Referenz
Escherichia coli JM109 Plasmidtransformation Promega (Heidelberg)/

Y anisch-Perran et al., 1985

Agrobacterium Transformation von Arabidopsis  Abteilung Schell, MPI/
tumefaciens GV 3101 thaliana Van Larebeke et al., 1974
Escherichia coli Wirtszellen fur Uni-ZAP XR Stratagene (Heidelberg)/
XL1-Blue MRF Bullock et al., 1987
Escherichia coli SOLR Wirtszelle fur Phagmid Stratagene (Heidel berg)

Hay und Short, 1992
Plasmidvektor en:
Name Verwendung Anbieter/Referenz
pGem-T Klonierung von PCR-Produkten Promega (Heidelberg)/
Summerton et al., 1983

pBluescript SK (+/-) Klonierung von PCR-Produkten Stratagene (Heidelberg)/
Alting-Mees und Short,
1989
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Phagmide:
Name Verwendung Anbieter/Referenz
Uni-ZAP XR Klonierung und in vivo Stratagene (Heidelberg)/

Exzision von cDNA Short et al., 1988

2.5 I'solierung von Plasmid-DNA aus Escherichia coli —Bakterien

Die Isolierung von Plasmid-DNA wurde mittels alkalischer Lyse (verandert nach Birnboim,
1979) durchgefthrt. Plasmid-DNA, die in einen hoherem Reinheitsgrad vorliegen sollte,
wurde nach der Lyse entweder phenolisiert, mit dem ,, QIAprepSpin Plasmid Miniprep Kit*

(Qiagen, Hilden) oder dem ,, Plasmid Mini-Kit* (Roche, Mannheim) weiter aufgereinigt.

2.6 Aufreinigen von PCR-Produkten und Gelelution

PCR-Produkte, die zur weiteren Verarbeitung einen hohen Reinheitsgrad aufweisen muf3ten,
wurden mit einem der folgenden Produkte aufgereinigt: , High Pure PCR Product Purification
Kit* (Roche), ,,PCR Purification Kit* (Qiagen) oder ,, QIAquick Gel Extraction Kit* (Qiagen).
Die Aufreinigungen erfolgten nach den Protokollen der Hersteller.

2.7 I solierung von Gesamt-RNA und PolyA™ -RNA

Gesamt-RNA aus Gnetum gnemon und Zea mays wurde mit dem ,BIOMOL Total RNA
Reagent” der Firma BIOMOL (Hamburg) isoliert. Aus 0,5 g bis 2,0 g Pflanzengewebe wurde
nach Angaben des Herstellers RNA isoliert und entweder in DEPC-behandeltem H,O oder in
deionisiertem, reinen Formamid aufgenommen.

PolyA™-RNA wurde aus Gesamt-RNA der verschiedenen mittels Oligo (dT)25-Dynabeads
(Dynal, Hamburg) nach Angaben des Herstellers prapariert.
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2.8 Transfer von Nukleinsaur en auf Nitrozellulosemembranen

2.8.1 DNA-Gdtransfer

Jewells 10 pg DNA wurden nach Herstellerangaben mit verschiedenen Restriktions-
endonukleasen verdaut. Der Transfer auf Hybond N*-Nitrozellulosemembran der Firma
Amersham (Braunschweig) wurde nach Herstellerangaben oder nach den in Sambrook et al.
(1989) beschriebenen Protokollen durchgefihrt.

2.8.2 RNA-Gdtransfer

Je 10 pg Gesamt-RNA wurden im denaturierenden Agarosegel (7 % (v/v) Formaldehyd, 1,5
% (w/v) Agarose, nach Sambrook et a. 1989) aufgetrennt und anschlief3end auf PALL-
Biodyne-Transfermembran (PALL, Grofbritannien) transferiert. Dabei wurden die vom
Hersteller empfohlenen Protokolle mit geringen Veradnderungen befolgt. Das denaturierende
Gel wurde dreimal fir 2 min in H,0 gewaschen, dann 40 min in 50 mM NaOH, 10 mM NaCl,
danach 25 min in 100 mM Tris-HCI pH 7,5 und abschlief?end 20 min in 10 x SSC inkubiert,
bevor der Kapillartransfer auf die Membran stattfand.

2.9 Radioaktive Markierung von DNA-Fragmenten

Radioaktiv markierte Sonden zum Hybridisieren von Northern- und Souther ntransfers wurden
nach zwei verschiedenen Protokollen hergestellt. Bei der linearen PCR mit [a**P]dCTP nach
Fischer et a. (1995) wurde die Sonde vom wenig konservierten 3'-Ende der MADS-Box-
Gene synthetisiert, um genspezifische Sonden zu erhalten. Fur die random-priming-Methode
wurden 50 pug PCR-Fragment der cDNA eingesetzt, mit H,O auf ein Volumen von 20 pl
eingestellt und 10 min bel 96 °C denaturiert. Dazu werden 3 pl Oligo Puffer (500 mM Tris-
HCI, pH 7,2; 100 mM MgSO,, 1 mM DTT), 2 ul BSA (2 mg/ml), 2 pl (2 U/ul) Klenow-
Fragment (Promega, Heidelberg) und 5 pl [a*2P]dCTP gegeben. Der Reaktionsansatz wurde

bei Raumtemperatur fir mindestens 2zwel Stunden inkubiert. Nach beiden
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Markierungsprotokollen wurde die radioaktive Sonde mit dem ,,High Pure PCR Purification
Kit* (Roche, Mannheim) nach Herstellerangaben aufgereinigt.

2.10 PCR-gestiitze M ethoden

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) zur spezifischen Amplifikation von DNA-Fragmenten
wurde in UNO- oder TRIO-Thermoblocks der Firma Biometra (Gottingen) durchgefihrt.
Tag-DNA-Polymerase (Roche, Mannheim), ,Expand High Fidelity PCR System" (Roche,
Mannheim), und Pfu Turbo-DNA-Polymerase (Stratagene, Heidelberg) wurden dazu nach den
Angaben der Hersteller verwendet. Das Reaktionsgemisch bestand aus 1-100 ng template-
DNA, je 20 pMol Primer, 1 x PCR-Puffer (fir Tag-Polymerase den PCR Puffer der Firma
Roche, Expand High Fidelity PCR System Puffer Nr. 2 fur das Polymerase-Gemisch aus dem
»Expand High Fidelity PCR System* und den zur Pfu-Turbo-Polymerase gehorenden Puffer
der Firma Stratagene, Heidelberg), 100 uM dATP, 100uM dTTP, 100uM dGTP, 100 puM

dCTPund 2,5 U der jewelligen Polymerase in einem Gesamtvolumen von 20 - 50 pl.

2.10.1 3'RACE-PCR (Rapid Amplification of cDNA Ends)

Die Isolierung der partiellen MADS-Box cDNAs von GGM10-GGM19 erfolgte nach der 3*-
RACE-Methode nach Frohman et al. (1988). Die Sequenzen von samtlichen verwendeten
Primern sind im Anhang N aufgefihrt.

Reverse Transkription: 50 pg RNA frisch isolierte mRNA aus Gnetum gnemon wurde mit 25
pM Adapterprimer PO19 oder ABO5 versetzt, fir 3 min auf 65 °C erhitzt und auf Eis
abgekihlt. Dazu wurden 4 pl 5 x First Strand-Puffer und 2 pl 0,1 M DTT gegeben (beides
von Gibco-BRL, Neu-Isenburg). Das Gemisch wurde auf 42 °C angewarmt bevor 1 pl (200
U) Superscript 11 Reverse Transcriptase (Gibco-BRL, Neu-1senburg) hinzugefiigt wurde. Die
Inkubation erfolgte 2 Stunden lang bei 42 °C und wurde durch Zugabe von TE-Puffer auf 500
ul abgestoppt.
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Amplifikation der cDNAs. Mit Hilfe eines MADS-Box-spezifischen und des RACE-Adapter
Primers (P018 bzw. AB07) wurde die PCR unter folgenden Bedingungen durchgefihrt: 2 min
bei 94 °C (Denaturierung); 34 Zyklen mit je 30 sec Denaturieren bei 94 °C, Annealing bei 54
- 58°C fur 30 sec und eine Minute Synthesezeit bei 72 °C. Das Reaktionsgemisch setzte sich
zusammen wie oben beschrieben. Die amplifizierten cDNAs wurden aufgereinigt und in
pGem-T (Promega, Heidelberg) kloniert.

2.10.2 5'RACE-PCR (Rapid Amplification of cDNA Ends)

Die Isolierung der 5'-Enden von unvollstdndigen cDNAs wurde mit Hilfe des ,,3'/5° RACE
Kit* der Firma Roche (Mannheim) nach Herstellerangaben vorgenommen. Die Auflistung der

verwendeten Primer befindet sich im Anhang N dieser Arbeit.

2.10.3. RAGE-PCR (Rapid Amplification of Genomic Ends)

Anhand der Herstellerangaben des ,,Universal Genome Walker Kits* (Clontech, Heidelberg)
wurden genomische Fragmente in 5'-Richtung synthetisiert. Genomische DNA wurde mit
Restriktionsenzymen (Hindlll, EcoRI, EcoRV, Xbal oder BamH1) verdaut. Die durch den
Restriktionsverdau entstandenen sticky ends der genomischen DNA wurden mit Klenow -
Fragment aufgeflllt, bevor daran der RAGE-Adapter Primer (Sequenz siehe Anhang N)
ligiert wurde.

Mit einem genspezifischen (GS1) und einem adapterprimerspezifischen Primer (AP1) wurde
unter folgenden Bedingungen die Polymerase-K ettenreaktion durchgefiihrt: Nach einem 10-
minUtigen Denaturierungsschritt bei 94 °C wurde ,High Fidelity Polymerase” (Roche,
Mannheim) zugegeben (Hot Sart). Darauf folgten 7 Zyklen mit je 25 sec. Denaturieren bei 94
°C und 3 min Synthese bei 72 °C. Der anschlieffende Denaturierungsschritt wurde 32 Zyklen,
die je 25 sec. lang bei 94 °C durchgefihrt und danach wurde 3 min bei 67 °C synthetisiert.
Abschlief3end wurden in siebenminitiger Synthese bei 67 °C die unvollstandig synthetisierten
Fragmente vervollstandigt (Touch Down PCR). Daraufhin folgte ein zweite PCR, die

ebenfalls mit einem Hot Start begann und mit einem genspezifischen (GS2) und einem
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adapterprimerspezifischen Startermolekil (AP2) durchgefiihrt wurde. Danach schlossen sich
5 Zyklen mit 94 °C fur 25 sec. und 72 °C fur 3 min an. Die nachsten 20 Zyklen liefen mit 25
sec. bei 94 °C und 3 min bel 67 °C. Abschlief3end wurde in siebenminitiger Synthese bei 67
°C die PCR—Fragmente vervollsténdigt. Die entstandenen ca. 2 kB grof3en PCR-Produkte
wurden in den pGem-T Vektor (Promega, Heidelberg) kloniert und sequenziert.

2.11 I solierung der GGM 12 cDNA durch screening einer cDNA Bank

Zur Isolierung der Vollangen-cDNA von GGM12 wurden mir von Kai-Uwe Winter aus
unserer Arbeitsgruppe eine cDNA-Bank aus mannlichen und weiblichen Zapfen von Gnetum
Gnemon zur Verfiigung gestellt. Von dieser cDNA-Bank wurden 3 x 10° Phagen ausplattiert.
Diese wurden an Protran 85 Nylonfilter (Schleicher und Schuell, Dassel) gebunden und mit
einer durch lineare PCR (Fischer et a. 1995) hergestellten Sonde (siehe Kapitel 2.9) der
partiellen cDNA von GGM12 (Klon ab8-4) hybridisiert. Die auf den Filtern immobilisierte
Phagen-DNA wurde Uber Nacht mit der GGM12 Sonde bei 53 °C hybridisiert. Die
Hybridisierungsldsung bestand aus 5 x SSPE, 5 x Dehnhardts, 0,5 % SDS und 100 pg/ml
DNA aus Heringssperma. Anschlief3end wurden die Filter zweimal fur 15 minin 0,1 % SDS
und 2 x SSC bei Raumtemperatur und dreimal fir 20 min in 0,1 % SDS und 1 x SSC bei 53
°C gewaschen. Zum Vereinzeln der Plaques wurden drei Runden mit jeweils sinkenden
Phagenkonzentrationen durchgefiihrt. Der komplette offene Leserahmen von GGM12 (Klon
12c7) lag in den EcoRI/Sall-Schnittstellen des Plasmidvektors pBluescript SK (+/-) vor. Er
wurde mittels phagenspezifischer Primer amplifiziert und in den pGem-T Vektor (Promega,

Heidelberg) umkloniert und sequenziert.

2. 12 In-situ-Hybridisierung

In-situ-Hybridisierungen wurden mit geringfligigen Veranderungen wie in Winter et al. 1999
beschrieben durchgefihrt.
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2.12.1 Fixierung und Einbettung des Pflanzenmaterials

FAA 2 % (v/v) Formaldehyd
5% (v/v) Essigsdure
60 % (v/v) Ethanol (p. a)

Frisches Pflanzenmaterial von Gnetum gnemon wurde 48 Stunden in FAA bei
Raumtemperatur unter ca. 30-minitigem Anlegen von Vakuum fixiert. Anschliefend wurde
das Gewebe zweimal in 70 % Ethanol (p. a.) auf Eis gewaschen und in 70 % Ethanol (p. a.)
bei —20 °C aufbewahrt.

Zur Einbettung wurde das Pflanzengewebe dehydriert. Dazu wurde es fur jeweils 90 min bei
Raumtemperatur in 85 %, 95 % und zweimal 100 % Ethanol (p. a.) transferiert. Danach wurde
das Gewebe Uber eine Ethanol (p. a) / Histoclear-Reihe (3:1, 2:1, 1:1, 1:2, und zweimal
Histoclear, fur jewells 60 min bei Raumtemperatur) in Histoclear Uberfihrt. Zu dem mit
Histoclear abgesdéttigten Gewebe wurde flUssiges Paraplast Plus (Sherwood, USA) gegeben
und bel 62 °C inkubiert. In den folgenden 5 Tagen wurde das Paraplast je zweimal pro Tag
ausgetauscht und abschlief’end auf Eis zum Verfestigen abgekihlt.

Von den eingebetteten Gewebestiicken wurden mit Hilfe eines Microtoms (Leica) ca. 7 - 8
pum dicke Gewebeschnitte angefertigt, die auf einer 40 °C warmen Wasseroberflache
ausgebreitet und auf beschichtete SuperFrost Plus Objekttrager (Menzel-Gléaser) Uberfihrt
wurden.

Ein grolRer Teil der verwendeten eingebettete Fahnen und Kolben von Zea mays wurden mir

freundlicherweise von Luzie U. Wingen zu Verfligung gestellt.

2.12.2 Herstellen von DI G-mar kierten RNA-Sonden

Die in-vitro-Transkription der in 150 — 200 bp grof3e Fragmente subklonierten cDNAs wurde
mit dem ,, DIG-RNA-labelling Kit* der Firma Roche (Mannheim) durchgefihrt.
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Transkriptionsreaktion 200 ng aufgereinigtes PCR-Produkt der
subklonierten cDNA
2 ul 10 x Transkriptionspuffer (Roche)
3 ul DIG-NTP Gemisch (Roche)
2 ul T7-, T3- oder SP6-RNA-Polymerase
ad 20 pl H,O

Die Sonde wurde 2 Stunden lang bel 37 °C synthetisiert. Danach wurden 2 pl DNAsel
(10U/ul) zur Degradierung des eingesetzten PCR-, Templates* und 2 pl 20 mg/ml tRNA (aus
Saccharomyces cerevisiae) hinzugegeben und 15 min weiter bei 37 °C inkubiert. Die Zugabe
von 2 ul 0,2 M EDTA stoppte die Degradierungsreaktion. Zur Fallung der Sonde wurde diese
mit 7 pl 3 M NaOAc (pH 6,0), 1 pl 20 mg/ml tRNA (aus Hefe), 1 pl 10 mg/ml Poly(A), 170
ul mit DEPC behandeltem H,O und 210 pl Isopropanol versetzt und tUber Nacht bei —20 °C
inkubiert. Danach wurde die Sonde mit 80 % Ethanol gewaschen und in 100 pl deionisiertem
Formamid aufgenommen.

DIG-markierte RNA Sonden des KNOTTED Gens und des DEF-ahnlichen Klons M078
aus Zea mays wurden mir von Luzie U. Wingen zur Verfiagung gestellt. Die cDNA des
GAPDH-Gens aus Gnetum gnemon wurde unserer Arbeitsgruppe von Prof. William Martin

(Heinrich-Heine-Universitét Disseldorf) Uberlassen.

2.12.3 Vorbehandlung des Gewebes zur in-situ-Hybridisierung

Samtliche Loésungen wurden mit autoclaviertem Wasser angesetzt, um RNase-
Verunreinigungen zu minimieren.

Zur Entparaffinierung wurden die Gewebeschnitte dreimal 5 min in 100 % Histoclear
(National Diagnostics, Grofdbritannien), einmal in 100 % Histoclear : Ethanol (technisch)
(1:1) und zweima in 100 % Ethanol (technisch) bei Raumtemperatur getaucht. Durch
passieren einer Alkoholreihe, die mit 0,85 % NaCl angesetzt wurde (je 2 min in 95 % Ethanol,
85 % Ethanol, 70 % Ethanol, 50 % Ethanol, 30 % Ethanol, 0,85 % NaCl) wurde das Gewebe
rehydriert. Danach erfolgte eine 20-minitige Inkubation in 0,2 M HCI mit anschlief3endem
zweimaligem Waschen fur 10 sec in H,O. Daraufhin wurden die Schnitte 20 min in 2 x SSPE
bei 70 °C inkubiert.
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Proteinase K Puffer 20 mM Tris-HCI (pH 7,5)
2mM CaC|2

Der Proteinase K-Verdau wurde mit 1 pg/ml Proteinase K (Sigma, Minchen) in Proteinase K
Puffer bei 37 °C fur 30 min durchgefiihrt. Danach wurde das Gewebe 5 min in 2 x SSPE bei
Raumtemperatur gewaschen und durch eine zweiten Alkoholreihe dehydriert: 5 minin 0,85 %
NaCl, 70 % Ethanol, 95 % Ethanol, 100 % Ethanol). Anschlief3end wurden die Schnitte bei

Raumtemperatur getrocknet.

2.12.4 Hybridisierung

Die DIG-markierte Sonde wurde in der Regel in einer Konzentration von 100 ng Sonde pro

100 pl Hybridisierungsl6sung eingesetzt.

In situ-Hybridisierungsl sung 50 % Formamid
500 pg/ml tRNA (aus Saccharomyces cerevisiae)
100 pg/ml Poly(A)
300 mM NaCl
2 X TE Puffer (pH 7,0)
1 x Dehnhardt's Lésung
10 % Dextransulfat

Zuerst wurde die DIG-markierte Sonde mit H,O, tRNA und Poly(A) 2 min bel 80 °C
denaturiert und erst dann zum restlichen Hybridisierungsgemisch gegeben. Je nach Anzahl
und GrolRe der Gewebe pro Objekttréger wurde die Hybridisierung mit 40 — 70
Hybridisierungslésung durchgefiinrt. Die die Schnitte bedeckende Hybridisierungslésung
wurde mit einem Deckglas abgedeckt. Die Hybridisierung fand bei 50 °C tber Nacht im
Hybridisierungsofen (Hybaid, Heidelberg) statt.
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2.12.5 Nachbehandlung

Die hybridisierten Gewebe wurden zweimal in 3 x SSPE 5 min bei Raumtemperatur und
anschlief3end zweimal 30 min lang in 3 x SSPE bei 56 — 60 °C gewaschen.

NTE 1 mM EDTA

500 mM NaCl

10 mM Tris-HCI (pH 7,5)
Das Gewebe wurde nun zweimal fir 5 min bel Raumtemperatur in NTE equilibriert. Danach
folgte ein RNAse-Verdau mit 40 pg/ml RNAse in NTE be 37 °C far 30 min mit
anschlieffendem zweimaligen Waschen in NTE bei Raumtemperatur. Danach erfolgten
weitere SSPE-Waschgéange bei 56 — 60 °C fur je 30 min: Einmal in 1,5 x SSPE und zweimal
in 0,3 x SSPE.

Puffer | 100 mM Tris-HCI (pH 7,5)
150 mM NaCl
Zur Antikorper-Detektion wurde das Gewebe zunédchst in Puffer | far 5 min equilibriert.
Danach wurde es in Puffer | mit 0,5 % ,,Blocking Reagent* (Roche, Mannheim) fir 30 min
unter leichtem Schitteln inkubiert und anschlief3end in Puffer | mit 1 % BSA (Sigma,
Munchen) und 0,1 % Tween-20 getaucht, um freie Antikorper-Bindestellen zu blockieren.
Der Anti-Digoxygenin-Alkalische-Phosphatase Antikorper (Anti-DIG Fab) der Firma Roche
(Mannheim) wurde in Puffer | in einer Verdiinnung von 1:3000 auf die Objekttrager gegeben
und fir eine Stunde bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Ungebundene Antikorper
wurden anschlieffend mit 0,1 % Tween-20 in Puffer | bei standiger Bewegung durch

viermaliges Waschen (10, 15 und zweimal 20 min) entfernt.

Farbepuffer 100 mM Tris-HCI (pH 9,5)

100 mM NaCl

50 mM Mg.Cl
Die Gewebeschnitte wurden nun zweima fur 5 min in Farbepuffer equilibriert. Die
Farbreaktion fand Uber Nacht in 10 % PVA (Polyvinylalkohol, Sigma, Munchen) in
Farbepuffer mit 2 pl/ml NBT (75 mg/ml Nitroblau-Tetrazoliumsalz in 70 % (v/v)
Dimethylformamid, Sigma, Munchen) und 1,5 pl/ml X-P (50 mg/ml 4-bromo-4-chloro-3-
indolylphosphat in Dimethylformamid, Sigma, Minchen; auch BZIP genannt) bel 30 °C statt.
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Nach ausreichender Farbung des Gewebes wurden die Objekttrager zweimal fir 5 min
gewassert, luftgetrocknet und mit Entellan (Sigma, Munchen) versiegelt.

2.13 DNA-Sequenzierungen

Samtliche Sequenzierungsarbeiten sind von der ADIS- (Automatische DNA Isolierung und
Sequenzierung/Zentrale Analytik) Einheit des Max-Planck-Institutes fir Zichtungsforschung
mit Abi Prism 377 und 3700 Sequenziermaschinen (Applied Biosystems, Welterstadt) und der
BigDye-Terminations-Chemie (Applied Biosystems, Weiterstadt) durchgeftihrt worden.

2.14 Computer gestiitze Analysen

Zur Bearbeitung von Sequenzen wurden die Programmpakete ,MacVector™ 6.5 und
,AssemblyLIGN™ 1.0.9° benutzt, die unter dem Betriebssystem MacOS 8.0 liefen. Alle
nachfolgenden Programmpakete wurde unter dem Betriebssystem Digital Unix V4.0F OSF1
benutzt. Multiple Alignments wurden mit den Programmen , Pileup” (benutzt wurden die
Parameter der Grundeinstellung: gap creation penalty = 8; gap extension penalty = 2) des
,GCG* Programmpaketes Version 10.0 (Genetics Computer Group, Oxford Molecular
Group, Inc.) errechnet. Falls nicht anders angegeben, wurden Phylogenierekonstruktionen mit
der ,170er Doméne® (TheiBRen et al., 1996; Winter et a., 1999) errechnet.
Phylogenierekonstruktionen, die den ,,neighbor-joining“-Algorithmus (Saitu und Nei, 1987)
benutzten, wurden mit dem ,,Phylip”-Programmpaket (Felsenstein, 1993) ausgefihrt. Dazu
wurden die Programme , Protdist”, ,, Segboot”, ,, Neighbor* und ,Plottree” verwendet. Um
multiple sequence files des ,GCG" Programmpakets in ein von , Phylip* lesbares Format
umzuschreiben, wurde mir von Silke Fontein das,, Python Script” zur Verfligung gestellt.
Sequenzrecherchen wurden an der NCBI-Datenbank mit Hilfe des Programmes ,, netblast” des
,GCG"* Programmpaketes, oder an der dbEST-Datenbank mit datenbankeigenen
Suchmaschinen durchgefihrt (URL: http://ncbi.nih.gov/BLAST/).

Grafiken und Textdokumente wurden mit den Programmen Adobe Photoshop 3.0.5,
Canvas' 6.0, Clarisworks 5.0 oder Corel Draw 8.0 erstellt.
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3. Ergebnisse

3.1 Klonierung der cDNAsvon GGM10-GGM 19

Zur Isolierung von MADS-Box-cDNA-Klonen aus Gnetum gnemon wurden cDNA-pools aus
mannlichen und weiblichen Zapfen unreifen Samen as template und die in Anhang N
beschriebenen Primer zur 3'-RACE-PCR (Rapid Amplification of cDNA Ends), (nach
Frohmann et al., 1988; Munster et al., 1997; Winter et a., 1999) benutzt. Die MADS-Box-
Gene wurden GGM10-GGM19 genannt, nach Gnetum gnemon MADS10-19. GGM1-GGM9
waren schon von Kai-Uwe Winter wahrend seiner Diplomarbeit vor Beginn dieser Arbeit
isoliert und teilweise charakterisiert worden. GGM14-GGM19 wurden in Zusammenarbeit mit
Britta Grosardt, der technischen Assistentin unseres Projektes isoliert und charakterisiert.
GGM11, GGM12 und GGM15-GGM18 konnten aus mannlichen Zapfen isoliert werden.
GGM10, GGM13 und GGM14 wurden aus weiblichen Zapfen und GGM19 wurde aus
unreifen Samen isoliert. Um die wegen der Anwendung die 3'-RACE-Technik entstandenen
fehlenden 5'-Enden der cDNASs zu isolieren, wurden 5'-RACE-Experimente durchgefihrt.
Das 5'-Ende der cDNA von GGM13 wurde durch 5'-RACE-PCR mit RNA aus weiblichen
Zapfen und das 5'-Ende der cDNAs von GGM11 und GGM15-GGM17 wurde durch 5'-
RACE-PCR mit RNA aus mannlichen Zapfen isoliert (Primer siehe Anhang N). Die
komplette GGM12-cDNA wurde durch screenen einer cDNA Bibliothek von Gnetum gnemon
isoliert, die von Kai-Uwe Winter aus Zapfen hergestellt worden war. Dabei bestand die Sonde
aus der unvollstandigen cDNA des durch 3'-RACE isolieten GGM12-Klons. Das
Hybridiseren und Waschen der Filter wurde unter moderat stringenten Bedingungen
durchgefihrt. Die Sequenzen der cDNAS, soweit bekannt, sind in den Anhangen A (GGM10),
B (GGML11), C (GGM12), D (GGM13), E (GGM14), F (GGM15), G (GGM16), H (GGM17),
| (GGM18) und J (GGM19) dargestellt.

3.2. Phylogenetische Analysen von GGM10-GGM19 und ZMM17

Sequenzvergleiche der von MADS-Box-Genen aus Gnetum gnemon codierten Proteine
zeigen, dal? sie die fur Gefd3pflanzen typische MIKC-Doménenstruktur aufweisen (siehe
Abbildung 8). Der hohe Grad an Konservierung innerhalb der pflanzlichen MADS-Box-
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Abbildung 8: Phylogenetische Rekonstruktion, die die Verwandschaftsverhéltnisse zwischen
einer Tellmenge der pflanzlichen MADS-Box-Proteine zeigt. Die Genus-Namen der Arten,
aus denen die Gene isoliert wurden, sind in Klammern hinter den Proteinnamen angegeben.
MADS-Box-Proteine aus Gnetum sind in invertierten Kasten dargestellt, Proteine von anderen
Gymnospermen in schattierten Boxen und Farnproteine in offenen Kasten. Proteinnamen, die
nicht in einem Kasten erscheinen, reprasentieren Angiosperm—Sequenzen. Bootstrap-
Angaben in Prozent sind neben einigen relevanten Verzweigungspunkten angegeben und
zeigen die Unterstiitzung der Subfamilien (Theif3en und Saedler, 1995; TheiRen , Kim und
Saedler, 1996; MUnster et a., 1997; Winter et al., 1999; Becker et al., 2000) oder andere
wichtige Knotenpunkte. Auf der rechten Seite sind die Subfamilien beschriftet, die die in den
Klammern engeschlossenen Sequenzen umfassen. Subfamilien, die Sequenzen von
Angiospermen und Gymnospermen enthalten und deren bootstrap-support héher als 50 %

liegt, werden von einem Kreis umschl ossen.

Gene trifft auch fur die aus Gnetum gnemon isolierten Gene zu, wie aus Abbildung 9
entnommen werden kann. Die Anwesenheit einer ausschlief3lich bei Pflanzen vorkommenden
(TheiBen et al., 1996; Theillen und Saedler 1995), mit hydrophoben Aminosduren
durchsetzten K-Domaéne |&3t die Vermutung zu, dal3 auch die Gnetum-M ADS-Box-Gene Uber
diese Domane mit gleichen oder anderen Proteinen interagieren und so ein Signalnetzwek
bilden kdnnen. Andererseits sind I1-Region und C-Terminus innerhalb der Ghnetum-MADS-
Box-Gene sehr unterschiedlich in Lange und Sequenz, was auf diverse Aufgaben in DNA-
bindenden Dimeren und Tetrameren zur Transktiptionsaktivierung hinweist (Theil3en et al.,
1996; Shore und Sharrocks, 1995; Egea-Cortines et al., 1999).

Die hohe Ahnlichkeit der Gnetum-MADS-Box Gene zu alen anderen MIKC-Typ-Genen in
Bezug auf Domanenstruktur und Sequenz, besonders in der MADS- und K-Doméne, deutet
auf einen gemeinsamen Vorfahren adler MIKC-Typ MADS-Box-Gene hin, aus dem alle
anderen wahrend der Evolution durch Duplikation, Sequenzdiversifizierung und Fixierung
entstanden.

Die mit dem neighbor-joining-Algorithmus errechnete Phylogenierekonstruktion der 170-er
Doméne (Minster et al., 1997) in Abbildung 8 zeigt, dal? GGM10 mit der sehr geringen
bootstrap-Unterstitzung von 42 % mit AGL12 aus Arabidopsis thaliana zusammenfdllt. Da
dieser Wert unter 50 % liegt, kann nicht von einer Subfamilienzugehorigkeit gesprochen

werden (Becker et a., 2000). Allerdingsist diese schwache phylogenetische Beziehung der
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MADS-Domane I-Domaéane K-Domaéane
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GGV~ QNSELQKELR RKELLEDRHR ALQWQFQQLM GVDDPGS| SQ TMESSCVYSS VDDRTSFLAL QVSSPAVSSF RSVKPQKTLL NLI *~~~~~~ ~~

Abbildung 9: Vergleich der Aminosauresequenzen der Gnetum gnemon-MADS-Box-Gene mit Hilfe des “GCG”
Programmes “Pileup” unter Verwendung der Standard Parameter. Ein ,<* am Anfang einer Sequenz
kennzeichnet deren Unvollstandigkeit im 5° Bereich aufgrund der verwendete Isolierungsmethoden. Der ,,* “ am
Ende jeder Peptidsequenz symbolisiert ein Stop-Codon. Die MADS-Doméne ist blau, die K-Domane ist rot
hinterlegt, die dazwischenliegende I-Doméane und endstéandige C-terminale Doméane sind beschriftet. Innerhalb
der K-Domane sind die hydrophoben Aminosduren, die die Keratin-dhnliche Sruktur ausbilden, fett
hervorgehoben. Positionen, an denen mehr als 75 % der Sequenzen eine hydrophobe Aminosdure an der

jeweiligen Stelle besitzen, sind mit einem Stern oberhalb der Auflistung markiert.
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beiden Gene in mehreren Datensdtzen und unter Berechnung mit verschiedenen Algorithmen
gegeben. Im Gegensatz dazu liegt GGM11 eindeutig in der Gruppe der AGL6-dhnlichen
Gene, die in ihrer Gesamtheit mit 88 % bootstrap-Wert unterstitzt wird. Aus dieser
Subfamilie sind schon mehrere Gymnospermen-MADS-Box-Gene, z B. GGM9 aus Gnetum
gnemon (Winter, 1997, Winter et al., 1999), isoliert worden, die innerhalb der AGL6-
ahnlichen Gene eine Untergruppe mit 87 % bootstrap support bilden und sich gut von der
Angiospermen-Untergruppe abgrenzen, die mit 78 % unterstitzt wird. Die am néchsten mit
den AGL6-8hnlichen Genen verwandte Subfamilie, die AGL2-ghnlichen Gene, enthédlt neben
mehreren Angiospermen-Genen nur ein einziges Gen aus Pinus radiata und wird mit 99 %
bootstrap-Wert unterstiitzt.

Wie aus Abbildung 8 (Seite 36) zu entnehmen ist, falt GGM12 mit moderater bootstrap-
Unterstiitzung von 62 % in die Subfamilie der STMADSL1-ghnlichen MADS-Box Gene, was
unabhangig davon auch von der GGM12-Expression in vegetativem Gewebe unterstiitzt wird.
Auch ale anderen bisher untersuchten STMADSL1-8hnlichen Gene werden bevorzugt in
nicht-reproduktivem Gewebe exprimiert. Die Reprasentanten der Angiospermen-Sequenzen
werden mit 78 % bootstrap-Wert unterstiitzt und innerhalb der Angiospermen-Proteine
gpalten sich klar monokotyle (73 %) und dikotyle (70 %) Sequenzen auf.

Ein gut konserviertes Aminosauresequenzmotiv am Ende des C-terminalen Doméne, das bis
auf AGL24 alle anderen bisher bekannten Mitglieder der STMADSL1-Subfamilie und auch
GGM12 besitzen (siehe Abbildung 10, Seite 40), weist ebenso wie die GGM12-Position in
der Phylogenierekonstruktion (siehe Abbildung 8, Seite 36) auf die Verwandtschaft von
GGM12 mit den  STMADSIL1-éhnlichen Genen hin. Da fir die Berechnung der
Phylogenierekonstruktion nur die 170er Doméane der MADS-Box-Gene ohne C-terminale
Region verwendet wurden (Munster et al., 1997), ergeben sich hier mehrere voneinander
unabhangige Beweise, die die Zugehdrigkeit von GGM12 zur STMADSL1-Subfamilie
unterstitzen.

Der Sequenzvergleich in Abbildung 10 (Seite 40) zeigt, dal3 bei den meisten Genen im
STMADS-Motiv eingebettet eine putative Protelnkinase-C-Phosphorylierungssequenz liegt.
Diese putative Phosphorylierungsstelle ist im Protein von GGM12 durch den Austausch von
Lysin durch Histidin zerstort. GGM 12 besitzt jedoch ca. 20 Aminosauren vor dem STMADS-
Motiv auch eine solche Phosphorylierungsstelle. Auch AGL24, das eine verkirzte C-
terminale Doméne ohne Ahnlichkeit zum STMADS-Motiv aufweist, hat am C-terminalen

Ende eine putative Protei nkinase-C-Phosphorylierungssequenz.
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C-terminaler Tel der C-Domaneder STMADS11-ahnlichen Gene

181

STMADS- Mot i v 253

ACL24 TLERAKLTTL KEA*

STMADS16 El MKCGKLPLL TDWMEEGQS SESI I T.. TN NPDCQDDSSNA SLKLG .. GI' TAVEDDCSI T SLKLGLPFS*

SVP ENERLGVQ C NNVHAHGGAE SENAAV. . YE EGQSSESI TN AGNST. . . G APVDSESSDT SLRLGLPYGG *
BML MEMQ. VAADP LVWYDEGQS SESVTIN.. TS Y..PRPPLDT .......... .... EDSSDT SLRLGLSLFN SK*
ZMVRO METQ. LGADP . EFVYEEGQS SESVIN.. TS Y..PRPSTDT .......... .... DDCSDT SLRLGLPLFS SK*
ZMML9 VGEKQSV. ADT ENVI AEDGQS SESVMT. . AL HSGS. . SQDN .......... .... DDGSDV SLKLGLPCVA VK*
ZMVR6 AGKQAV. ADT ENVI AEEGQS SESVMI. . AL HSGS. . SQDN . ......... .... DGGSDV SLKLGLPCVA WK*
ORYSAT006 AEKQ V. VDT ENFVTE. GQ6 SESVMI. . AL HSGSSQSQDN . ......... .... DDGSDV SLKLGLPCGA WK*
ZM\R1 AGTMWAAAA ENI LTEDGQS SESVMT. . AL HSGS..SLDC .......... .... DDGSDI SLKLSLP*

TGVADS606 RGKQAV. TDV EHVPSEDGQS SESVTY. . TA H CGEP.. QDY GDSSDT SLKLGLW *
STMADS11 .. SQARLNEE GONVI EQGHS ADSI TNNRSL VNSH. . . DS. DT SLKLCLAFP*
GGML2 .. RYNNRAPL ENFEAEESLP | GQLLAHEPP QSQSSDSI ST SFSLKLGNGV VI PDNEVSDT SLHLGLPSHS *

Abbildung 10 zeigt einen Sequenzvergleich der C-terminalen Teile der C-Doméne
STMADS11-8hnlicher MADS-Box-Proteine. Die Namen der Proteine aus Monokotyledonen
sind gelb, aus Dikotyledonen blau und GGM 12 aus Gnetum gnemon griin unterlegt. Putative
Protein-Kinase-C-Phosphorylierungsstellen sind in hellgrin gedruckt. In der grauen Box am
C-Terminus ist ein die Phosphorylierungsstelle umgebendes Aminosauresequenzmotiv grau
unterlegt und die haufigsten Aminosauren sind in fett gedruckt. Dieser Sequenzvergleich
wurde mit dem Computerprogramm Pileup unter Standardparametern durchgefiihrt mit
Ausnahme von STMADSI1, das zusétzlich noch per Hand ausgerichtet wurde.
Accessonnummern der gezeigten Proteinee AGL24 (AF005158), BM1 (AJ249141),
ORYSAT006 (AB003322), SVP (AC006592), STMADSI11 (AF008651), STMADS16
(AF008652), alle anderen bezeichnen unverdffentlichte Gene der Arbeitsgruppe Theil3en.

Die Phylogenierekonstruktion in Abbildung 8 (Seite 36) zeigt eine neue Subfamilie, die der
GGM13-dhnlichen Gene. Zu ihr gehdren GGM13 aus Gnetum gnemon und das ebenfalls in
dieser Arbeit untersuchte Gen ZMM17, das von Susanne Werth, einer technischen Assistentin
der Arbeitsgruppe Theil3en, aus einer cDNA-Bank von Zea mays isoliert wurde. Auch AP3-2
aus der basalen Angiosperme Asarum europaeum (Kramer und Irish, 2000), das kirzlich in
die Sequenzdatenbank des NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/) eingetragen wurde,
liegt in der Subfamilie der GGM13-dhnlichen MADS-Box-Gene. Diese neue Subfamilie wird
mit 100 % bootstrap-Wert unterstiitzt. Auffallend an der GGM13-Subfamilie ist ihre
Verwandtschaft innerhalb dieser Phylogenierekonstruktion mit den B-Genen (DEF-, GLO-,
GGM2- und GGM15-8hnliche Gene), die mit einem moderaten bootstrap-Wert von 64 %
unterstitzt wird. Dieser Wert ist mit einem anderen Datensatz in der Phylogenie-
rekonstruktion von Becker et al. (2000) auf 75 % erhdht. In den noch folgenden Kapiteln
2.4.4. und 2.4.5. kann gezeigt werden, dal3 Mitglieder dieser Genfamilie trotz ihrer
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MADS-Doméne I-Domane K-Doméne

1 130
APL MERGRVQLKR | ENKI NRQVT FSKRRAGLLK KAHEI SVLCD AEVALWFSH KGKLFEYSTD SC. MEKI LER YERYSYAERQ LI AP. . ESDV  NTNVBMEYNR LKAKI ELLER NQRHYLGEDL
SQUA MERGKVQLKR | ENKI NRQVT FSKRRGGLLK KAHELSVLCD AEVALI VFSN KGKLFEYSTD SC. MDRI LEK YERYSFAERQ LVSN. . EPQS PANWILEYSK LKARI ELLOR NHRHYMGEDL
AR MCERGRI El KR | ENNTSRQVT FCKRRNGLLK KAYELSVLCD AEVALI VFSS RGRLYEYANN S.. VKATVER YKKAHTVGSS SGPPLLEHNA QQFYQQESAK LRNQ QVLQN TNRHLVCGDSV
ZMML MCERGRI El KR | ENNTSRQVT FCKRRNGLLK KAYELSVLCD AEVALWFSS RGRLYEYANN S.. VKATI ER YKKAHAVGSS SGPPLLEHNA QOQFYQQESVK LRNQ QVLQN TNRHLVCGDSV
DAL2 MGRGKI El KR | ENTTNRQVT FCKRRNGLLK KAYELSVLCD AEVALI VFSS RGRLYEFANH S.. VKRTI ER YKKT. CVDNN HGGVI SESNS . QYWQQEAGK LRQQ El LON ANRHLMEDGL
AGL6 MGRGRVEMKR | ENKI NRQVT FSKRRNGLLK KAYELSVLCD AEVALI | FSS RGKLYEFGSV G .| ESTI ER YNRCYNCSLS NNKP. .. EET TQSWCQEVTK LKSKYESLVR TNRNLLGEDL
AP3-2 S e e GGELLK KARELAI LCD AQLGVI | FSS SGKMFEFSSP PI SMREI I DR YQKL. . .. .. PVYD NQQVYCEI TR MKNEI DKLQA TMRHFAGEDL
[eeV k] MERGKI El KR | ENTTNRQVT FSKRRGGLLK KAHELSVLCD AELGLI | FSS SGKLFEYSSA SSSMKKI | ER YQKV. . . ... SGARI TEYD. NQHLYCEMIR MKNENEKLQT NI RRMMGEDL
ZMLT7 MERGKI El KR | ENSTNRQVT FSKRRGGLLK KANELAVLCD ARVGWI FSS TGKMFEYCSP ACSLRELI EQ YQHA. . . ... TNSHFEEI NH DQQI LLEMIR MKNEMEKLET G RRYTGDDL
a.o MGRGKI El KR | ENSSNRQVT YSKRRNG MK KAKEI SVLCD AHVSVI | FAS SGKMHEFCSP STTLVDMLDH YHKL. . . ... SGKRLVDPKH . EHLDNEI NR VKKENDSMQ  ELRHLKGEDI
Pl MERGKI El KR | ENANNRWT FSKRRNGLVK KAKEI TVLCD AKVALI | FAS NGKM DYCCP SMDLGAMLDQ YQKL. . . ... SGKKLWDAKH . ENLSNEI DR | KKENDSLQL ELRHLKGEDI
[ee MGRGKI EMKK | ENTNNRQVT FSKRRNGLMK KAQELAVLCD AEVGLI | FSS TGKLFQYC. . NTSMBQVLEK YHKS. .. ... PGVDHWDI EL . Q MGQELI K ERRENEKLRS KLRYMMGEDI
DEF MARGKI Q KR | ENQTNRQVT YSKRRNGLFK KAHELSVLCD AKVSI | M SS TQKLHEYI SP TTATKQLFDQ YQKA. . . ... VGVDLWS. SH YEKMQEHLKK LNEVNRNLRR El RORMGESL

B/Bsger gap
K-Domane C-terminale Doméane

131 260
APL QAVBPKELQN LEQQLDTALK HI RTRKNQLM YESI NELQKK EKAI QEQNSM LSKQ KEREK | LRAQREQWD QQNQGHNVPP PLPPQRHQ Q HPYM.SHQPS PFLNMGGLYQ EDDPMAMRRN
SQUA DSMSLKEI Q@5 LEQQLDTALK NI RTRKNQLL YDSI SELQHK EKAI QEQNTM LAKKI KEKEK El . AQQPQWE HHRHHTNASI MPPPPQYSMA PQF. . ... .. PClI NVGNTYE GEGANEDRRN
AR GNLSLKELKQ LESRLEKG S KI RARKSELL AAElI SYMAKR ETELONDHMT LRTKI EEGEQ QLQ QVTVAR SVAAAAAATN LELNPFLEMD TKCFFTGGPF ATLDWKCFLP GSLQQMLEAQ
ZMVL GNLSLKELKQ LESRLEKG S Kl RARKSELL AAEI NYMAKR ETELONDHWN LRTKI EEGEQ QLQ QVTVAQ SV. AAAAATD VELNPFLEMD TKCFFPGGPF ATLDMKCFFP GSL. QULEAQ
DAL2 TALNI KELKQ LEVRLEKG G RVRSKKNEM. LEEI DI MORR EHI LI QENEI LRSKI AECQN SHNTNMLSAP EYDALPAFDS RNFLHANLI D AAHHYAHQEQ TTLQLG ~~~ ~~~~~~~~~~
AGL6 GEMGVKELQA LERQLEAALT ATRQRKTQVM MEEMEDLRKK ERQLGDI NKQ LKI KFETEGH AFKTFQDLWA NSAASVAGDP NNSEFPVEPS HPNVLDCNTE PFLQ GFQQH YYVQGEGSSV
AP3-2 TSLTMNEMLQ LEQQLEI SVN KVRSRKEQLL QQQLDNLRRK ENMLEEQNRE LYRVI QDHHA ASM . EQKW DPSMLDHFGV FYQDDHQAAR SSMLQLSPQL HPFRLQPAQP NLQDANLLPH
[eeV k] TSLTMIELHH LGQQLESASS RVRSRKNQLM LQQLENLRRK ERI LEDQNSH LCRLLAEQQA AVE. . GVQEP LLEFGVFCPP PDNKTAAAAN AGPLHLGHHL PAFRLQPTQP NLQESSI VPN
ZMLT7 SSLTLDDVSD LEQQLEYSVS KVRARKHQLL NQQLDNLRRK EQ LEDONTF LYRM NENQQ AALTGEVKLG EMAPLAMLQP PPAFAHSATA YYGGESSSSG TALQLMSAAP QLHADDLGFR
a.o TTLNYKELMW LEDALENGTS ALKNKQVEFV RMVRKHNEWV EEENQSLQFK LRQVHLDPMN DNVMESQAVY DHHHHONI AD YEAQWPFAFR VQPMPNLQE RF* ~~~~~~~ ~~~~~~~~~~
Pl QSLNLKNLMA VEHAI EHGLD KVRDHQVEI L | SKRRNEKMM AEEQRQLTFQ LQQ . ... .. .... QEMAI A SNARGVWWNVRD HDGQ . FGYR VQPI QPNLQE KI MBLVI Df ~ ~~~~~~~~~~
[ee GELKI AQLEK LEHDLESALR LVRRKKDHAW DYQR. ... Tl LLKKVKLQYA LHEQVBRQLP MEVLAKAEEE ARQ LASTAE EGARQNMIFS FLPNASTQYA Rl A*

DEF NDLGYEQ VN LI EDVMDNSLK' LI RERKYKVI SNQ DTSKKK VRNVEEI HRN LVLEFDARRE DPHFGLVDNE GDYNSVLGFP NGGPRI | ALR LPTNHHPTLH SGGGSDLTTF ALLE* ~~~~~

C-terminale Domane
261

APL DLELTLEPVY NONLGCFAA* ~~~mmmmmm~ ~~
SQUA ELDLTLDSLY SCHLGCFAA* ~~~~nnm~~~ ~~
AR QRQVLATELN LGYQLAPPGS DAANNNPHHQ F*
ZML QRQVLATELN LGYQLAPPDT DVANNNPQQF *~

AGL6 SKSNVAGETN FVQOAVL* —~ ~
Q

Abbildung 11: Vergleich der Bgge-Proteinsequenzen ZMM17 und GGM13 mit anderen
pflanzlichen MADS-Box-Proteinen. Dieser Vergleich wurde mit dem Programm Pileup des
GCG-Programmpaketes mit den Parametern gap creation penalty = 12 und gap extension
penalty = 4 erstellt. Die MADS-, |-, K- und C-Doménen der Proteine sind durch Kasten
verdeutlicht. Positionen innerhab der K-Domane, auf denen sich in mindestens 75 % der Fdle
eine hydrophobe Aminosaure (L, |, V oder M) befindet, sind mit einem Sternchen markiert.
Eine Licke im alignment der I-Region aler B und Bgge Proteine weist auf eine

charakteristisch verkirzte I-Doméne hin und ist hier as B/Bgge gap bezeichnet.

phylogenetisch nahen Verwandtschaft mit den B-Genen vorwiegend in weiblichen
Reproduktionsorganen exprimiert werden. Aus diesem Grund und wegen ihrer
phylogenetischen Position als Schwestergruppe der B-Gene wird die Subfamilie der GGM13-
ahnlichen Gene nachfolgend Bs«er genannt.

Abbildung 11 zeigt einen Sequenzvergleich einiger B-Funktionsgene (DEF, GGM2, GLO und
Pl), Bsser-Gene und anderer MIKC-Doménen MADS-Box-Proteine. Die Parameter fur die
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Pl Motif-Derived

PaleocAP3 Motif

PD2 - VHNLYAFR LQPLH----P N----LQNE- GG ------ F GSRDLRLS

™6 - VHNLYAFR LQPLH ---P N----LQNE- GG ------ F GSRDLRLS

Pt AP3- 1a ---SH FAFR LHPN----QP N----LH N GGG ----- Y GFHNLHLA

Pt AP3- 1b ---SHLFAFR LHPN----QP N----LH N GGG ----- Y GFHNLHLA

PnAP3- 2 ---PNIFAFR LQPS----QP N----LH\N-- GGG ----- Y NCHDLRLA

DeAp3 ---ONIFAFR LQPS----QP N----LHD-- GGG ----- Y GSHDLRLA

CpAP3  ao-- VFSFR LQPS----QT N----LH\ND- -EE------ Y El HDLRLA

ROAP3 APQ - VFSFR LQPS----QP N----LHDD- -EE------ Y El HDLRLV

PhAP3 - - - PHFLGYN MQGN- - - - - P YHES- AHSDV TTANNI SSAY G YDLRLA

M AP3 N LHDT- G ------- F G HDLRLA

eeY - ONMTFSF- L-------- P N-o-Amee mmemomoas STQYARI A

a3 0 e PAFR LQPT----QP N----LQESS I V------- P NRPVLQL*

y4 Y,y 2 L-GFR LQPT----QP N----LQDPA APCGG ---L HGHGLQL*

AP3-2 oo LHPFR LQPA----QP N----LQDAN --------- L LPHDLQL*
Pl Motif

GLOBOSA Q MP- - FAFR VQPM - - - QP N-- - - LQERF

FBP1 H MP- - FAFR VQPM - -- QP N- - - - LQERL

NTGLO Q MP- - FAFR VQPM - - - QP N- - - - LQERF

Pl STI LLATA Q----FGYR VQP| ----QP N---- LQEKI MSLVI D

CpPI Q MP- PFTFQ LHPS----QP N----LQEI K

RoPI - 1 Q MPMPFTFR VQPA---- QP N---- LQDN

Pr DGL A--P--L-LR LQPN----QP N----LQDI GY

DAL11 ---PDPE-LR LQPN---- QP N---- LKDSGY

DAL13 A--P--L-LR LQPN----QP N----LQDI GY

Abbildung 12: Vergleich der C-terminalen Enden von GGM13 und ZMM17 mit einigen
MADS-Box Proteinen aus Angiospermen und Gymnospermen, verdndert nach Kramer and
Irish, 1998. GGM 13 und ZMM17 enthalten ein konserviertes Aminosauremotiv (Pl Motif-
Derived), das fur putative B-Funktionsgene typisch ist. Oben: TM6-ahnliche Proteine von
Eudicotyledonen (PD2 und TM6), DEF-dhnliche Proteine von basalen Angiospermen, dag
GGM2-Protein aus Gnetum gnemon, GGM 13 und ZMM17; Unten: GGM2-&hnliche Proteing
aus Gymnospermen (PRDGL, DAL11, DAL13) und einige GLO-dhnliche Proteine aus
Angiospermen. Regionen, die ein spezifisches Sequenzmotiv definieren, sind von farbigen
Késten umgeben. Innerhalb dieser Kasten wurde die haufigste Aminosdure auf einer
bestimmten Position fett gedruckt.

Berechung dieses alignments waren auf gap creation penalty = 12 und gap extension penalty
= 4 eingestellt. Aus diesem Vergleich wird leicht ersichtlich, dal3 die Bgge-Gene nahe mit den
B-Funktionsgenen verwandt sind. Besonders die strukturelle Gemeinsamkeit einer
Insertion/Deletion in der 1-Domane, die zur Verkirzung derselben fihrt und hier B/Bs gap
genannt wird, ist diagnostisch fir die B/Bgge-Superfamilie. Auch das Vorhandensein des bis

dato fur B-Funktionsgene spezifischen Aminosauresequenzmotiv Pl motif derived (Kramer
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and Irish, 1998) im nur sehr schwach konservierten C-Terminus deutet auf eine enge
Verwandtschaft zwischen B-Funktionsgenen und Bgge-Genen hin. Im Sequenzvergleich in
Abbildung 12 (Seite 36) falt besonders auf, dal’ die Bgge-Proteine weniger vom Konsensus
des Pl motif derived abweichen als einige der B-Funktionsproteine. Besonders einige Proteine
der B-Funktionsgene aus basalen Angiospermen, wie zum Beispiel PhAP3 (Peperomia hirta),
MfAP3 (Michelia figo) und auch GGM2 aus der Gymnosperme Gnetum gnemon weichen
besonders im vorderen Teil des Pl motif derived sehr stark von Konsensus ab, im MfAP3-
Protein scheint sogar das gesamte Pl motif derived deletiert zu sein.

Charakteristisch flr Bgger-Gene ist, soweit das den drel bisher zur Verfigung stehenden
Seguenzen entnehmbar ist, ein Alanin oder Tyrosin an Position 8 des derived Pl motif. Dort
habe ale putativen B-Funktionsgene Leucin, Serin oder Asparagin. Ein noch besserer
Indikator fur die Bsge-Gene sind die letzten 3 Aminosauren dieser Proteine, die an dieser
Stelle eine Leucin-Glutamin-Leucin  Sequenz  aufweisen. Alle B-Funktionsproteine
terminieren nicht nach dem letzten Leucin und in keiner dieser Sequenzen 183 sich ein von
Leucin umgebenes Glutamin feststellen. Aminosduren, die in B- und Bgge-Genen
Ubereinstimmen, stammen mit hoher Wahrscheinlichkeit von der Sequenz des Vorléufers aller
B- und Bgge-Gene ab, der sich im Laufe der Evolution in die B- und Bgge-Genlinie
aufgespalten hat.

Die Phylogenierekonstruktions (siehe Abbildung 8, Seite 36) zeigt, dal? sich innerhalb der B-
Funktionsgene die bootstrap-Unterstiitzung der einzelnen Gruppen jedoch drastisch
verringert, so dal? die gezeigte Phylogenierekonstruktion die Verwandtschaftsverhaltnisse der
DAL12/GGM15-, DEF-, GGM2- und GLO-Subfamilien nicht genligend gut darstellen kann.
Die Zugehdrigkeit zur DEF-, GLO-, DAL12/GGM15-, und der Gymnospermen B-
Funktionsclade GGM2 kann jedoch mit hoher Unterstiitzung von jeweils 84 % - 100 % fir
deren Mitglieder festgelegt werden.

In der in Abbildung 8 (Seite 36) gezeigten Phylogenierekonstruktion wird die in anderen
Veroffentlichungen wie z.B. Winter et a. (1999) durchaus gut unterstiitzte Subfamilie der
TM3-éhnlichen Gene in ihrer Gesamtheit nur mit 46 % bootstrap-Wert unterstiitzt. Innerhalb
dieser Subfamilie werden jedoch Gymnospermen-Gene mit 98 % und Angiospermen-Gene
mit 91 % unterstitzt.

Alle anderen, in der Literatur beschriebenen Subfamilien (Winter et al., 1999; Minster et al.,
1997; Theil3en et al., 2000; Becker et a., 2000), wie die CRM3-, AGL15-, AGL17-,GGM4-
und AGAMOUS Subfamilie werden mit jeweils 98 % - 100 % bootstrap-Wert unterstitzt.
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GGM14 und GGM18 fallen mit GGM4 und GGM8 (Winter et a., 1999) in die Subfamilie der
GGM4-&hnlichen Gen, die mit 99 % bootstrap-Wert unterstiitzt wird. Die einzigen Mitglieder
dieser Subfamilie sind die aus Gnetum isolierten Gene. GGM15 bildet zusammen mit DAL12
(Sundstrom et al., 1999) eine Subfamilie, die mit 93 % bootstrap-Wert unterstitzt wird. Beide
MADS-Box-Subfamilien beinhalten keinen Angiospermen-Vertreter und sind moglicherweise
gymnospermen-spezifisch. GGM10, GGM16, GGM17 und GGM19 gehdren zu keiner
Genfamilie, da sie mit keinem anderen Gen nahe genug verwandt sind, um mit einem
Gootstrap-Wert von mindestens 50 % als Subfamilie unterstiitzt zu werden.

In diesem Kapitel werden 5 Subfamilien (AG, AGL2, AGL6, GGM13 und STMADSL1)
vorgestellt, die in der Phylogenierekonstruktion (Abbildung 8) aus MADS-Box-Genen von
Gymnospermen- und Angiospermen bestehen. Leidiglich aus der Subfamilie der AGL2-
dhnlichen Gene ist kein Mitglied aus Gnetum isoliert worden. Unter den Vertretern der AG-
Subfamilie sind einige C-Funktionsgene zu finden. Die Funktion aller anderen oben
aufgefiihrten Subfamilien ist noch weitgehend unbekannt.

GGM4, GGM8, GGM14 und GGM18 bilden eine Subfamilie, die keinen Angiosperm-
Vertreter enthdlt und GGM16, GGM17 und GGM19 fallen in keine Subfamilie.

GGM13 aus Gnetum und ZMM17 aus Zea mays begrinden eine neue MADS-Box-Gen-
Subfamilie, Bgger genannt, die aufgrund ihrer Position in der Phylogenierekonstruktion
(Abbildung 8, Seite 36), strukturellen Ahnlichkeiten (siehe Abbildung 11, Seite 42) und des
Vorhandenseins eines Sequenzmotivs in der C-terminalen Domane (siehe Abbildung 12, Seite

35) eine nahe Verwandtschaft zu den B-Genen aufweist.

3.3. Genomische Southernblot-Analysen der Gene GGM10-GGM 19

Die Autoradiographien in Abbildungen 13-15 (Seiten 44-46) zeigen Southernblot-Analysen
von GGM10-GGM19 unter stringenten Hybridisierungs- und Waschbedingungen mit den
verschiedenen genspezifischen Sonden. Die Filter enthalten genomische DNA eines einzelnen
Gnetum gnemon Baumes aus dem botanischen Garten Bochum. Die Southernblot-Analysen
der Gene GGM14-GGM19 wurden von der technischen Assistentin Britta Grosardt
durchgefihrt. Mit Ausnahme von GGM10 (siehe Abbildung 13) und GGM18 (Abbildung 15)

zeigen dle
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Abbildung 13: Autoradiographien der genomischen Southernblot-Analysen von GGM10-
GGM13 nach Hybridisierung mit den jeweiligen genspezifischen Sonden unter stringenten
Bedingungen. Die genomische DNA stammt aus den Blétern eines einzelnen Gnetum-
gnemon-Exemplars des botanischen Gartens Bochum. Die verwendeten Restriktions-
endonukleasen sind oberhalb der einzelnen Spuren angegeben, die Grofen der DNA-Marker-
Fragmente sind links neben den Autoradiographien in Kilobasenpaaren angegeben.
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Abbildung 14: Autoradiographien der genomischen Southernblot-Analysen von GGM14-
GGM17 nach Hybridisierung mit den jeweiligen genspezifischen Sonden unter stringenten
Bedingungen. Die genomische DNA stammt aus den Bléttern eines einzelnen Gnetum-
gnemon-Exemplars des botanischen Gartens Bochum. Die verwendeten Restriktions-
endonukleasen sind oberhalb der einzelnen Spuren angegeben, die Grof3en der DNA-Marker-
Fragmente sind links neben den Autoradiographien in Kilobasenpaaren angegeben.
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Abbildung 15: Autoradiographien der genomischen Southernblot-Analysen nach
Hybridiserung mit GGM18- bzw. GGM19-spezifischen Sonden. Die verwendete
Restriktionsendonukleasen sind oberhalb der einzelnen Spuren angegeben. Die genomische
DNA stammt aus den Bléattern eines einzelnen Gnetum gnemon-Exemplars des botanischen
Gartens Bochum. Die Grofen der DNA-Marker-Fragmente sind links neben den
Autoradiographien angegben.

Southernblot-Analysen in mindestens einer Spur nur eine einzige Bande. Daher kann
angenommen werden, dal3 diese Gene in einfacher Kopienzahl vorliegen (single copy gene)
und es auch keine unterschiedlichen Allele gibt. GGM10 jedoch weist in jeder Spur
mindestens zwei Banden auf. Restriktionsanalysen dieses Genes zeigen jedoch Schnittstellen
fur Xbal und Hindll1 innerhalb der unvollstdndigen cDNA Sequenz, was die Doppelbanden in
diesen Spuren erklart. Also liegt auch GGM10 als Gen in Einzelkopie vor und besitzt keine
unterschiedlichen Allele. In der cDNA des Gen GGM18 kdnnen solche Schnittstellen fur die
im Souther nbl ot-Experiment verwendeten Restriktionsendonukleasen nicht gefunden werden.
Es kann daher davon ausgegangen werden, dal3 GGM18 in zwei Allelen vorliegt oder im
Genom von Gnetum gnemon ein zweites, zu GGM18 sehr dhnliches Gen existiert.

In Abbildung 16 (Seite 48) ist eine genomische Southernblot-Analyse zu sehen, die unter
moderat stringenten Bedingungen mit GGM12-spezifischer Sonden hybridisiert und

gewaschen wurde. In alen Spuren sind mindestens 3 verschiedene Banden zu sehen, die
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stérkste stammt von GGM12 selbst und eine der anderen von GGM6 (Winter, 1997; Winter et
a., 1999). Die Bande, die nicht zugeordnet werden kann, gehort zu einem Gnetum-MADS-
Box-Gen, das eine hohe Sequenzdhnlichkeit zu GGM12 aufweist, aber noch nicht isoliert
werden konnte.

Genomische  Southernblot-Analysen  unter  moderat  stringenten Wasch-  und
Hybridisierungsbedingungen mit GGM10-, GGM11- und GGM13-spezifischen Sonden
ergaben keine neuen Banden (Daten nicht gezeigt). GGM10 und GGM13 scheinen die
einzigen Vertreter ihrer Subfamilien in Gnetum gnemon zu sein, und die Subfamilie der
AGL6-ahnlichen MADS-Box Gene besteht nur aus GGM9 und GGM11.
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Abbildung 16: Autoradiographie eines Southernblots mit genomischer DNA aus Gnetum
gnemon, der mit einer GGM12-spezifischen Sonde unter moderat stringenten Bedingungen
gewaschen und hybridisiert wurde. Uber den einzelnen Spuren sind die verwendeten
Restriktionsendonukleasen angegeben und links neben dem Southernblot die Gréfzen der
verwendeten Markermolekile in Kilobasenpaaren. Die roten Pfeile markieren GGM12
Banden, die blauen Pfeile kennzeichnen Banden, die aus Kreuzhybridisierung mit GGM6

(Becker et al., 2000) hervorgegangen sind.
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3.4 Expressionsstudien

Um Erkenntnisse Uber Expressionsort und —zeit der verschiedenen MADS-Box-Gene zu
erlangen, wurden Northernblot-Experimente (Abbildung 17, Seite 50) durchgefthrt, und von
einigen Genen wurden zur genaueren Charakterisierung in-situ-Hybridisierungen ganzer
Gewebsschnitte angefertigt.

MADS-Box-Gene, die einer bestimmten Subfamilie angehdren, zeigen im algemeinen auch
ein sehr &hnliches Expressionsmuster. Aufgrund &hnlicher Expressionsmuster von
Angiospermen- und Gymnspermengenen allein kénnen sicherlich nicht orthologe Gene
identifiziert werden. Jedoch konnen Ahnlichkeiten im Expressionsmuster zweier Gene
zusétzlich zu phylogenetischen Analysen einen weiteren Hinweis auf deren Orthologie geben.
Dartber hinaus kann das Wissen Uber Expressionsort und —zeit der Gene einen ersten Hinwels
auf deren Funktion geben. Obwohl die Northern-Experimente nur eine sehr geringe
Auflésung zeigen, werden die verschiedenen MADS-Box-Gene aus Gnetum gnemon divers
exprimiert (siehe auch Winter et al., 1999).

GGM10- und GGM17-Transkripte konnten in keinem der uns zur Verfligung
stehenden Gewebetypen von Gnetum gnemon (Blatt, mannlicher und weiblicher Zapfen)
nachgewiesen werden. Moglicherweise wird werden diese beiden Gene in einem anderen
Gewebe z.B. der Wurzel exprimiert oder aber die Expressionsrate liegt unterhab eines
detektierbaren Niveaus.
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Abbildung 17: Autoradiographien der Northernblot-Analysen von GGM1l1, GGM12,
GGM14, GGM15, GGM16, GGM18 und GGM19 mit Gesamt-RNA aus Gnetum gnemon nach

Hybridisierung mit den jeweiligen genspezifischen Sonden. Die Herkunft der Gesamt-RNA

ist oberhalb der einzelnen Spuren angegeben. Links neben den Autoradiographien sind die

Léangen der mRNAs in kBp angegeben, rechts der Name des Gens. Das Foto des mit

Ethidiumbromid geférbten Northern-Gels vor dem Kapillarblotting dient als Ladekontrolle

und ist Uber den Autoradiographien gezeigt.
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3.4.1 Expressionsmuster der hauptsachlich auf mannliche Reproduktionseinheiten
beschrankten Gene GGM7 und GGM 15

Die Northernblot-Analysen von GGM7 (Daten nicht gezeigt, siehe Winter, 1997 und Becker
et a., 2000) und GGM15 (siehe Abbildung 17, Seite 50) zeigen fur GGM15 eine
ausschliefdliche und fur GGM7 eine vorherrschende Expression in mannlichen Zapfen. Daher
wurde die Expression dieser beiden Gene mittels in-situ-Hybridisierungen detaillierter
analysiert, wie Abbildung 18 zeigt.

Dabel ergab sich ein raumlich ausgedehntes Expressionsmuster fir GGM7, das in fast allen
Gewebetypen des mannlichen Zapfens nachzuweisen war (siehe Abbildung 18-A, Seite 52).
Besonders starke Expression fand sich im auf3eren Integument der sterilen Ovula und in noch
undifferenzierten Entwicklungsstadien der jungen Antherophoren. Auch die Regionen
unterhalb des sporogenen Gewebes wurden von der Digoxigenin-markierten antisense-
GGM7-RNA angefarbt. Die GAPDH-Positivkontrolle (William Martin, Heinrich-Heine-
Universitdt Dusseldorf, personliche Mitteilung) in Abbildung 18-E hingegen zeigt eine
wesentlich stérkere Expression, die besonders intensiv im Nucellus, im sporogenen Gewebe
der Antherophoren und in sehr jungen Antherophoren sichtbar ist. Sowohl die GGM7- als
auch die GGM15-sense-Negativkontrolle (Abbildung 18B und 18D) zeigen keinerle
deutliche Hybridisierungen, was auf eine sehr spezifische Hybridisierung der verwendeten
antisense-Sonden hindeutet.

Im Gegensatz dazu beschrankte sich die Expression von GGM15 auf die eng umgrenzten
Bereiche der Antherophoren innerhalb des mannlichen Zapfens von Gnetum gnemon (siehe
Abbildung 18C, Seite 52). Schon in einem sehr friihen Entwicklungsstadium grenzt GGM15-
Expression sehr scharf Antherophoren- von Integumentprimordien ab. Innerhalb der
Antherophoren konnte GGM15 mRNA sowohl in sporogenen als auch in den umgebenden
Geweben festgestellt werden. Jedoch lief3 sich auch in spéteren Entwicklungsstadien GGM15-
Transkript nie in Integumenten nachweisen. GGM15 wird daher friher und réumlich enger
begrenzt exprimiert as das putative orthologe der B-Funktionsgene, GGM2 aus Gnetum
gnemon (Winter et al., 1999). Die mégliche Assoziation von GGM15 mit den B-Genen 1803t
sich auch aus der Phylogenierekonstruktion in Abbildung 8 (Seite 36) entnehmen, in der
GGM15 eindeutig in die GGM2/DEF/GLO-Superfamilie féallt und mdglicherweise ortholog zu
DAL12 (Sundstrom et al., 1999) ist.
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Abbildung 18: Ji-sifu- Expressionsmuster von GOMT und GOMIF in jungen ménnlichen
Strobili von Cinetim gnemon. die mit Digoxigenin-markierter RNA hybridisiert wurden, A
wurde mit einer GOMT-gnfisense-Sonde zur Detektion des GOGM7-Transkripts
Uberschichtet, B mit emer GG 7-sense-Sonde als Negativkontrolle, In C zeigt die GOAM TS
antisense Sonde das spezifische Expressionsmuster der GGMWIS-mRNA i sporogenem
Gewebe, und in D wird die mit der GGM 1 5-sense-Sonde hybridisierte Negativkontrolle
gezeigt, Die mit der GAPDH-anitizsense-Sonde Giberschichtzten Priparate in E dienen als
Positivkontrolle, Die Schnitte sind jeweils so angeordnet, dab sich die jingeren Stadien des
Strobilus auf der rechien Seite befinden und sich die dlieren Entwicklungsstadien nach links
anschlieben. Bis aul C lilit sich m allen Schnitten auf der linken Seite emn steriles Ovulum
erkennen. Der Schemazeichmng F sind die Bezeichnungen der Strukturen innerhalb des
Strobilus entnehmbar. Der eingeblendete GriBenbalken entspricht in B 100 um und in allen
anderen Teilabbildongen 200 pm

Abkiirzungen: a. Antherophore: n. Nucellus: il dubere Hullstrulctur
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3.4.2 Expressionsmuster der AGL6-8hnliche Gene GGM9 und GGM11

Die mRNA-Transkripte von GGM9 (siehe Winter et a., 1999) und GGM11 (siehe Abbildung
17, Seite 50) sind sowohl im ménnlichen, als auch im weiblichen Zapfen von Gnetum gnemon
nachweisbar, nicht jedoch in Bléttern. Dabel ist die Expression von GGM11 in weiblichen
Zapfen um ein Viefaches starker als in mannlichen. AGL6-8hnliche Gene in Angiospermen
sind ebenfalls nur in reproduktiven Geweben exprimiert (Maet al., 1991; Jack et al., 1992).
In-situ-Experimente zeigen jedoch die feineren Unterschiede in der Expression von
GGM9 und GGM11, wie in Abbildung 19 zu sehen. In den untersuchten jungen mannlichen
Strobili zeigt GGM9 (siehe Abbildung 19A) einen sehr frihen Transkriptionsbeginn in einem
Entwicklungsstadium, in dem noch nicht zwischen sporogenem Gewebe und
Integumentprimordien unterschieden werden kann. Dort ist GGM9-Transkript in der
gesamten sich entwickelnden Antherophore nachweisbar. In etwas spéteren Stadien verringert
sich die Gesamttranskriptmenge jedoch drastisch und ist nur noch an der Basis des spéteren
sporogenen Gewebes zu sehen. In spateren Entwicklungsstadien mannlicher Strobili konnte
kein Transkript mehr nachgewiesen werden. Auch im weiblichen Zapfen konnte keine
GGM9-mRNA mehr nachgewiesen werden, obwohl Northern-Experimente eine etwa gleich
starke Expression von GGM9 in ménnliche und weiblichen Zapfen zeigen (Winter et al.,
1999).
Die GAPDH-Positivkontrolle fir die GGM11-und GGM9-in-situ-Experimente &3t eine
stérkere und réumlich weiter ausgedehnte Expression dieses Gens erkennen und ist deutlich
unterschiedlich zu GGM9 und GGM11. Die sense-Negativkontrollen dieser Experimente
zeigen keine spezifische Farbung innerhalb der mannlichen Zapfen. Die GGM-9 und GGM11-
anti sense-Sonden scheinen somit eine hohe Spezifitét zu besitzen.
GGM11-Expression (siehe Abbildung 19C, Seite 54) im jungen méannlichen Strobilus ist
stérker und auf engere Bereich beschrankt als GGM9-Expression. Auch hier kann ein sehr
friher Transkriptionsbeginn festgestellt werden. Anfanglich ist GGM11-mRNA in der
gesamten sich entwickelnden Antherophore anwesend und zieht sich in etwas dlteren Stadien
aus den Integumenten zurlck. Die verbleibende Expression ist in einer einzelnen, das
sporogene Gewebe umgebenden Zellschicht und in einer breiteren Zone unterhalb des
sporogenen Gewebes nachweisbar. In dem sterilen jungen Ovulum zeigt sich das GGM11-
Transkript in einer eng umgrenzten Region unterhalb des Nucellus und ist daneben in den

Primordien des inneren und mittleren Integuments sichtbar. Auch in sterilen Ovulaist
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Abbildung 19: [i-sitn-Expressionsstudien der AGLS-dhnlichen Goetim gnemon MADS-
Box<Gene GOMY und GG in jungen mdnnlichen Zapfen nach Hybridisierung mit
Digoxigenin-markierten RN A-Sonden. In A wurde eine GGMY-spezifische antisense-Sonde
zum Nachweis von Transkript und in B GOAS-spezifische sense-Sonde als Negativikontrolle
verwendet. In © wurde mit GGAM] -spezifischer antisense-Sonde hybridisiert und in D,
wiederum als Megatrvkontrelle, mut GO i -sense-Sonde. F zeigt die mit antisense
hybridisierte Positivkontrolle der GAPOST und F odie schematisierte Darstellung eines
minnlichen Strobilus von Gretum grenon. Die Schutte sind so gedrelt angeordnet, dab nul
Ausnahme von GO 3 links das sterile Ovulum liegl, daneben die am weitesten entwickelte
Antherophore und sich nach rechts die weniger weit entwickelten Antherophoren anschlielfien.

Derinallen Teilgraphiken emgespegelte Grolienbalken entspricht 200 pm.

Abkiirzungen: a, Antherophore, ih, duliere Hillstruktur, n, Nucellus
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GGM11-Transkript nicht in dem auf3eren Integument zu sehen. Auch das GGM9-Transkript
konnte bisher nicht in den weiblichen Zapfen nachgewiesen werden.

3.4.3 Expressionsmuster des STMADS11-dhnlichen Gens GGM12

GGM12 zeigt in den Northernblot-Analysen (siehe Abbildung 17, Seite 50), wie fir
STMADS11-dhnliche Gene typisch, eine besonders starke Expression in vegetativen Organen
(Carmona et a., 1998; GarciaMaroto et al., 2000; Schmitz et al., 2000). In Blattern konnte
ein Mehrfaches an GGM12-mRNA detektiert werden als in den Reproduktionsorganen. Dabel
wird GGM12 in méannlichen Zapfen mindestens doppelt so stark exprimiert wie in weiblichen
Zapfen. In der Blattspur konnten zusétzlich zu den in Reproduktionsorganen auftretenden
RNA-Banden welitere grof3ere Banden festgestellt werden. Eine mogliche Erkléarung fur diese
unterschiedlichen mRNA GroRen wéare differentielles Spleifen der GGM12-mRNA.
Andererseits konnte die GGM12-spezifische Sonde aber auch mit anderen GGM12-dhnlichen
MADS-Box Genen kreuzhybridisieren, was nach Betrachtung des unstringenten Southern-
Experimentsin Abbildungl6 (Seite 48) nicht ausgeschlossen werden kann.

In-situ-Hybridisierungen von Blattgewebe, Apikalmeristemen und Reproduktionseinheiten

mit GGM12-spezifischen Sonden ergaben kein reproduzierbares Ergebnis.

3.4.4 Expressionsmuster des Bgge-Gens GGM 13

GGM13 ist das einzig bisher aus Gnetum gnemon isolierte MADS-Box Gen, dessen
Expression auf weibliche Zapfen beschrankt ist, wie aus den Northernblot Analysen in
Abbildung 20 (Seite 56) ersichtlich ist. Die Expression dieses Gens ist, auch im Vergleich mit
anderen Transkriptionsfaktoren, sehr schwach.

In-situ-Hybridisierungen verschiedener Entwicklungsstadien des weiblichen Zapfens von
Gnetum gnemon mit GGM13 spezifischen Sonden zeigten die Anwesenheit des Transkriptsin
samtlichen untersuchten Entwicklungsstadien vom extrem jungen Zapfen bis hin zu
ausdifferenzierten Ovula.
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1.2 kB

Abbildung 20: Autoradiographien der Northernblot-Analysen mit Gesamt-RNA von Gnetum
gnemon (links) und Zea mays (rechts) nach dem Hybridisieren mit GGM13- bzw. ZMM17-
genspezifischen Sonden. Die Pflanzenteile, aus denen die Gesamt-RNA isoliert wurde, sind
Uber den Spuren angegeben. Links neben den Autoradiographien sind die Grofden der z. T.
mehreren Banden angegeben. Die Photos der mit Ethidiumbromid geféarbten Northern-Gele
vor dem Kapillarblotting unterhalb der Northernblots dienen al's Ladekontrolle

Die GAPDH-antisense-Sonde zeigt in jedem untersuchten Stadium eine deutlich
unterschiedliche Expression, die in frihen Stadien (Abbildung 21B und 21F, Seite 57) im
gesamten Zapfen zu finden ist und auch in spéteren Stadien (Abbildung 21J und 21N, Seite
57) noch deutlich erkennbar ist. Die in Abbildung 21C, 21G, 21K und 210 (Seite 57)
gezeigten Hybridisierungen mit GGM13-sense-RNA zeigen keine starken Signale. Beide
Ergebnisse lassen auf die hohe Spezifitdt der GGM13-antisense-Sonde schlief3en.
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Abbildung 21: In-situ-Expressionsmuster von GGM13 und GAPDH (Positivkontrolle) in
weiblichen Zapfen von Gnetum gnemon. Zur Hybridisierung wurden mit Digoxigenin
markierte RNA-Sonden verwendet. In A, E, | und M wurden GGM13-antisense-Sonden
verwendet, die GGM13 Transkripte detektieren. B, F, Jund N zeigen Hybridisierungen mit
Gnetum gnemon-GAPDH-antisense-Sonden. C, G, K und O wurden mit sense-Sonden der
GGM13-cDNA (Negativkontrolle) hybridisiert. Die schematischen Zeichnungen in D, H, L
und P verdeutlichen die verschiedenen Organe, die wéhrend der Ontogenie des weiblichen
Zapfens von Gnetum gnemon angelegt werden (Takaso und Bouman, 1986) A-D:
Langsschnitte durch einen sehr jungen Strobilus; E-H: Langsschnitte durch einen jungen
Strobilus in einem spéteren Entwicklungsstadium; 1-L: Langsschnitt durch ein junges
Ovulum; M-P. Medianer Langsschnitt durch ein fertig entwickeltes Ovulum. Der
eingespiegelte Langenbalken entspricht 50 um in A, 100 um in E und 200 umin M.

Abklrzungen: b, Tragschuppe (“bract*); c, Cupula; ca, zentrale Achse (,central axis®); ie,
innere Hullstruktur (,inner envelope®); me, mittlere Hullstruktur (,middle envelope®); n,

Nucellus; oe: &ul3ere Hillstruktur (,, outer envelope”)

Im sehr jungen Zapfen (Abbildung 21A, Seite 57) konnte GGM13 mMRNA an den Positionen
sichtbar gemacht werden, an denen in einem spéteren Entwicklungsstadium die Ovulainitiiert
werden. Aullerdem zeigt sich GGM13-Transkript auch noch in einer den gesamten
undifferenzierten Zapfen umgebenden Zellschicht. In Abbildung 21E (Seite 57) ist GGM13
Expression in einem ringférmigem Muster wiederum nur dort zu finden, wo sich spéter die
Cupula entwickeln wird. In jungen, sich entwickelnden Ovula (Abbildung 21I, Seite 57) ist
die GGM13 Expression auf den Nucellus und den inneren Teill der ihn umgebenen
Hullstruktur beschrankt. In fast ausgewachsenen Ovula (Abbildung 21M) konnte GGM13-
Transkript in der @uf3eren, den Nucellus umgebenden Zellschicht nachgewiesen werden. Auch
im unteren Teil der inneren Hullstruktur und in der inneren Halfte der mittleren Hullstruktur
konnte GGM13-mRNA visuaisiert werden. Die starke Farbung der inneren Zellschicht der
auleren Hullstruktur konnte sich nach Vergleich mit der etwas schwécher angeférbten sense-
Negativkontrolle als Artefakt herausstellen.
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3.4.5 Expressionsmuster des Bgger-GensZMM 17

Die Northernblot-Analyse in Abbildung 20 (Seite 56) zeigt, dal3 ZMM17 hauptséchlich in den
weiblichen Infloreszenzen von Zea mays, den Kolben, exprimiert wird. Schwache Expression
|&’t sich auch in den méannlichen Insfloreszenzen, den Fahnen feststellen. Wie auch bei
GGM13, dem anderen Mitglied der Bgger-Subfamilie, ist jedoch in vegetativem Gewebe auch
bei langerer Exposition der Autoradiographie keine Expression zu erkennen.

Genauere Untersuchungen des Expressonsmusters von ZMM17 durch in-situ-
Hybridisierungen zeigen, wie auch bei GGM13, einen sehr friihen Beginn der Expression im
Maiskolben und ein Aufrechterhalten dieser Expression bis in Entwicklungsstadien, in denen
die Blitenorgane schon ausdifferenziert sind.

Die Expression von KNOTTED1 (KN1) (Vollbrecht et al., 1991) innerhalb der Mais
Infloreszenzen unterscheidet sich in allen Entwicklungsstadien stark von der ZMM17-
Expression (siehe Abbildung 22B, 22F und 22J, Seite 60). KNL1 ist insgesamt stérker
exprimiert und kommt im Gewebe haupsachlich in Primordien vor. Die Hybridisierungen von
ZMM17-sense-Sonden als Negativkontrollen sind in Abbildung 22C, 22G und 22K (Seite 60)
zu sehen und ergeben kein sichtbares Signal.

Im Entwicklungsstadium F (Die Entwicklungsstadien der Mais-Infloreszenz sind nach Cheng
et al. (1983) definiert), ist ZMM17-Transkript in samtlichen Primordien des Ahrchens
nachzuweisen (siehe Abbildung 22A, Seite 60). Im Entwicklungsstadium I-K in Abbildung
22E (Seite 60) zog sich die ZMM17-Expression in das auswachsende Karpell (Seide) und in
das sich entwickelnde Ovulum zurtick, wahrend kein Transkript mehr in anderen Primordien
sichtbar ist. In dem Entwicklungsstadium kurz vor Reife der Infloreszenz kann die
anfangliche Expression von ZMM17 in Ovula nicht mehr nachgewiesen werden; jedoch bleibt
die Expression innerhalb des Karpells bestehen, wie Abbildung 221 (Seite 60) zeigt.

Damit zeigte ZMM17 eine dhnliche Expression wie sein putative orthologes Gen aus
Gnetum gnemon, GGM13. Beide Gene werden frih in der Entwicklung der weiblichen
Infloreszenz (bzw. des Zapfens) angeschaltet und behalten diesen Zustand bis zur Ausreifung
dieser Reproduktionsorgane bei. Zu diesem Expressionsmuster wurde jedoch im

Angiospermen-Gen ZMM17 eine neue Komponente hinzugeftgt, namlich die Expression im
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Abbildung 22: In-situ-Expressionsstudien der ZMM17 und KN1 (Positivkontrolle) mRNASs in
jungen weiblichen Infloreszenzen von Zea mays (Maiskolben) mittels Hybridisierung mit
durch Digoxigenin markierten RNA-Sonden. In A, E und | wurden antisense-.Sonden
verwendet, die das ZMM17 Transkript nachweisen. B, F und J zeigen die Hybridisierung mit
antisense Sonde von KN1, wéhrend in C, G und K die Hybridisierung mit sense-RNA als
Negativkontrolle vorgenommen wurde. Die schematischen Zeichnungen in D, H und L
verdeutlichen die verschiedenen Strukturen, die wahrend der Entwicklung des Maiskolbens
entstehen. Die Zuordnung der Schnitte zu verschiedenen Entwicklungsstadien wurde nach
Cheng et al. (1983) vorgenommen. A-D: Mediane Langsschnitte durch einen Maiskolben in
Entwicklungsstadium F; E-H: Langsschnitte durch ein Ahrchen des Stadiums | bis K; I-L:
Langsschnitt eines fast vollstandig entwickelten Ahrchens. Die eingespiegelten Langenbalken
entsprechen in A und E 100 pm und 200 pmin 1.

AbkUrzungen: g, Hullspelze (,glume*); |, Lemma; ovc, Primordium des inneren Integuments
(,ovule coat*); ovw, Karpellwand (,,ovule wall*); pp, Primordium des Pistills; sf, Primordium
der sterilen Bllte (, sterile flower”:untere Bllte, die abortiert wird); s, Seide (Karpdll); t,

Primordium des Stamens der fertilen oberen Blte, das spéter abortiert wird.

Karpell, das bekanntlich in Gymnospermen nicht vorhanden ist und eine Autapomorphie der
Angiospermen darstellt. Damit scheinen Bgge-Gene nicht nur in der Ovula-, sondern auch in
der Karpellentwicklung von Angiospermen eine Rolle zu spielen.

Um das Ergebnis der Northern-Anayse besser interpretieren zu konnen, wurde auch die
Expresson von ZMM17 in der Fahne durch in-situ-Hybridiserungen analysiert (siehe
Abbildung 23). Die Expression von ZMM17 ist in der mannlichen Infloreszenz im Vergleich
zum Maiskolben schwécher, durchlduft aber auch hier ale bisher analysierten
Entwicklungsstadien.

Wie auch bel den in-situ-Hybridiserungen des Maiskolbens kann in der
Kontrollhybridisierung von KN1-antisense-Sonden ein vollig anderes Expressionsmuster als
bei ZMM17-antisense-Hybridisierung gezeigt werden. Die Negativkontrolle der ZMM17-
sense-Hybridisierung 8% ebenfals Signale erkennen, die aber im Vergleich zu den
Hybridisierungen mit antisense-RNA schwécher sind.
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Abbildung 23: In-situ-Hybridisierungen von Digoxigenin-markierten ZMM17 und KN1
(Positivkontrolle) RNA Sonden auf mannlichen Infloreszenzen von Zea mays. A, D und E
wurden mit ZMM17-antisense-Sonden hybridisiert, die ZMM17-mRNA detektieren. B, E und
H wurden mit KN1-antisense-Sonden (Positivkontrolle) Uberschichtet und C, F und | mit
ZMM17-sense-Sonden als Negativkontrolle. A, B und C stellen Léngssschnitte mannlicher
Mais-Infloreszenzen im Entwicklungsstadium D dar; D, E und F zeigt enen
Ahrchenlangsschnitt in Stadium F; die langsgeschnittenen Ahrchen in G, H und | befinden
sich in Entwicklungsstadium 1-J. Das Einordnen der Strukturen innerhab der Mais-
Infloreszenz in verschiedene Entwicklungsstadien wurde nach Cheng et a. (1983)
vorgenommen. Die eingezeichneten Grolienbalken entsprechen in B 200 um und in alen
anderen Darstellungen 100 pum.

Abkirzungen: An, Anthere; 8H: aullere Hullspelze; dG: degenerierendes Gyndoceum; G,
Gynoceum; iH: innere Hillspelze; L: Lemma; P. Palea; oB: oberes Blitchen; uB: unteres

BlUtchen

Die in Abbildung 23A (Seite 62) gezeigten Schnitte lassen eine ZMM17 Expression im
oberen Teil der oberen Bluteprimordien ebenso wie in den Primordien des unteren BlUtchens
und der auleren Hullspelze erkennen. In diesem Entwicklungstadium &hneln sich die
Blltchenstrukturen der mannlichen und welblichen (siehe Abbildung 23A, Seite 62)
Infloreszenz sehr und das Expressionsmuster von ZMM17 in beiden Ahrchentypen
unterscheidet sich kaum. Das Entwicklungsstadium F in Abbildung 23D (Seite 62) zeigt eine
starke Expression im sich noch entwickelnden Gyndceum der oberen Bite. Eine schwéchere
ZMM17 Expression kann auch in den Primordien des unteren BllUtchens und der Palea
festgestellt werden. Jedoch kann das Signal innerhalb der beiden Hullspelzen nicht als
authentisch angesehen werden, da auch eine schwache Farbung der Hullspelzen in der sense-
Negativkontrolle zu sehen ist. Das élteste analysierte Entwicklungsstadium der Maisfahne, I-
J, ist in Abbildung 23G dargestellt. Erkennbare ZMM17-Hybridisierung fand nur in den
Antheren statt. Auf dieser Entwicklungsstufe ist die Degeneration des Gynbéceums schon
fortgeschritten und es konnte dort auch keine ZMM17-mRNA mehr nachgewiesen werden.
Auch innerhalb dieses Stadiums kann man in den sense-Negativkontrollen eine blaue
Digoxigenin-Farbung erkennen, so dal3 die Signale im unteren Blitchen, in der Hillspelze
und im Lemma artefaktisch sind. Aufgrund von Materialbeschaffungsproblemen konnten
spétere Entwicklungsstadien der Maisfahne leider nicht analysiert werden und deshalb keine
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Aussage darliber getroffen werden, ob die recht schwache Expression von ZMM17 in den
Antheren bis zu deren Reife anhalt oder aber vorher beendet wird.

3.5 Aufklarung der Exon/Intron-Struktur von GGM13 und ZMM17

Mittels PCR-Technik wurde der genomische Locus von ZMM17 (Sequenz siehe Anhang K)
identifiziert, indem die Primer so gelegt wurden, dal3 introntberspannende Bereiche
amplifiziert werden konnten.
Die Exon/Intron-Struktur von ZMM17 besteht aus 6 Exons und 7 Introns und ist, wie aus
Abbildung 24 (Seite 65) ersichtlich, in ihrem Aufbau sehr dhnlich der anderer Angiospermen
MADS-Box-Gene (Schwarz-Sommer et a., 1992; Theilen et al, 1995). Samtliche
identifizierten Introns zeigen ein GU am 5'-Donor- und ein AG am 3'-Akzeptor Ende, welche
die SpleifRfosomen as Introngrenzen erkennen und die zum Ausschneiden der Introns fihren
(Luehrsen et a., 1994). Die innerhalb der codierenden Region liegenden Introns weisen eine
Durchschnittslange von 329 Bp auf, was in der Grofienordnung pflanzlicher Introns liegt. Die
ZMM17-Introns weisen aulerdem im Vergleich zu den Exons einen relativ hohen A+T-
Gehalt auf, was ebenfalls zur Definition von Exon/Intron-Grenzen beitrégt (Luehrsen et al,
1994).
Die 3'-UTR-Region und die MADS-Doméne liegen bel ZMM17 auf dem ersten Exon, die I-,
K- und C-Doméne und das 5'-UTR sind auf die restlichen Exons verteilt. Das zweite Exon
fangt innerhalb eines Codons an. Eine Besonderheit des genomischen Locus von ZMM17 ist
das 162 Bp grofRe Exon 3, das moglicherweise durch Fusion zweier Exons zustande
gekommen ist. Im genomischen Locus von AGAMOUS finden sich an gleicher Stelle zwei
Exons mit je 62 Bp und 100 Bp. Das erste Exon geht mit 188 codierenden Basenpaaren acht
Basenpaare Uber die MADS-Box hinaus. Wie bei den meisten anderen genomischen Loci von
pflanzlichen MADS-Box-Genen wird die MADS-Box durch das erste Intron von den anderen
Domanen abgetrennt.
Exons funf und sechs, die in B-Funktionsgenen unterschiedliche Gréflen haben, sind in Bgger-
Genen in ihrer wahrscheinlich urspriinglichen Grof3e, namlich je 42 Bp, erhalten geblieben.
Die genomische Struktur von GGM13 (Sequenz siehe Anhang L) wurde auf gleiche
Weise determiniert wie die von ZMM17. Jedoch fehlen noch Daten Uber die Lénge und
Sequenz der ersten beiden Exons und Introns. Mit der Ausnahme des Introns 4 weisen alle
samtliche Introns die fir ZMM17 beschriebenen typischen 5°-Donor- und 3'-Akzeptor-Seiten.
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Abbildung 24: Vergleich der Transktiptionseinheiten von ZMM17, GGM13, DEFICIENS
(Schwarz-Sommer et al., 1992) und AGAMOUS (Yanofsky et a., 199): Die MADS-Boxen
sind in dunkelblau, andere kodierende Regionen hellblau hinterlegt. Hellgrau markiert sind
jeweils 5'-UTR (links) und das 3'-UTR (rechts). Schwarz dargestellt ist die N-terminae
Region von AG; Introns sind als griine Linie dargestellt. Verwandte Exons der verschiedenen
Gene sind mit Linien verbunden. Die Lange der Exons ist oberhalb, die der Introns unterhalb
der zu bezeichnenden Regionen angegeben. Die Exons und Introns wurden nach Theissen et
al. (1995) E1-7 bzw. | 1-7 genannt. Fragezeichen markieren nicht determinierte Strukturen

auf. Ebenso wie die ZMM17-Exons zeigen auch die Exons von GGM13 einen im Vergleich
mit den Introns viel hoheren A/T-Gehalt.
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Wie die genomischen Loci von DEF und ZMM17 zeigt auch GGM13 vor dem 3'-UTR kein
Intron. Die Exons 5 und 6 haben beide eine Lange von 42 Bp, was fir MADS-Box Gene mit
Ausnahme der B-Funktionsgene, bei denen diese Exons unterschiedliche Langen aufweisen
konnen, typisch ist. Exons 4 und 5 sind bei GGM13 wie bei DEF und AG separiert, was die
Vermutung nahelegt, dal3 es sich bei dem fusionierten Exon 4/5 von ZMM17 um einen
abgeleiteten Zustand handelt.

3.6 Analyse des putativen GGM13-Promotor s

Die Anwendung der RAGE-PCR (Rapid Amplification of Genomic Ends) erlaubte die
Isolierung eines ca. 1,5 kBp grof3en Promotorfragments stromaufwarts des langsten, durch 5°-
RACE-Klonierung bekannten 5 -UTR-Region von GGM13 (Sequenz siehe Anhang O).

Zur Suche nach TATA-Boxen wurde das Sequenzanalyse-Teilprogramm von MacVetor
verwendet. Dabei stellte sich heraus, dal3 die Promotorsequenz drel putative TATA-Boxen
beinhaltet, die bel — 680 (TATTATA), - 882 (TATTAAT) und -1209 (TATTTAA) starten.
Dabel liegt keine dieser Boxen im erwarteten Bereich von ca. 30 Bp vor dem putativen
Transkriptionsstart (Joshi, 1987a). Dieses Ergebnis konnte daraufhin deuten, dal3 das 5'-
Ende des 5'-UTR noch nicht erreicht ist und ca. 30 Bp hinter der letzten TATA-Box bei ca. -
650 liegen konnte.

Eine CArG-Box (Davies und Schwarz-Sommer, 1994; Hill et al., 1998), die in vielen
Promotoren von MADS-Box-Genen vorkommt, konnte in der putativen Promotor-Sequenz
von GGM13 nicht gefunden werden.

Fur eine mogliche Aktivierung von GGM13 durch ein LEAFY-Homolog aus Gnetum (fUr den
aktuellsten Uberblick tber die LEAFY aus A. thaliana siehe Ng und Y anofsky, 2000) spricht
das Vorhandensein einer putativen LEAFY-Bindestelle zwischen - 1172 und — 1167 mit der
Sequenz CCATGG, deren Kernsequenz exakt mit der LEAFY-Bindestelle im AGAMOUS
Promotor Ubereinstimmt (Busch et a., 1999). Moglicherweise aktiviert das LFY-Homolog
GGM13 in Gnetum genauso direkt wie AGAMOUS in Arabidopsis.
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4. Diskussion

4.1 Diversitat der MADS-Box-Genein Gnetum gnemon

In dieser Arbeit wurden zehn verschiedene MADS-Box-Gene aus Gnetum gnemon isoliert
(GGM10-GGM19) und in unterschiedlichem Umfang charakterisiert. Zusammen mit den
neun von Kai-Uwe Winter analysierten MADS-Box-Genen (Winter, 97; Winter et al., 1999)
zéhlt die MADS-Box-Genfamilie in Gnetum gnemon somit mindestens 19 Mitglieder. Nicht
stringente Southern-Hybridisierungs-Experimente weisen allerdings darauf hin, dal Gnetum
gnemon noch mehr MADS-Box-Gene als die bisher isolierten enthilt. Diese bisher isolierten
Gene liegen, wie Southern-Hybridisierungs-Experimente zeigen, mit Ausnahme von GGM18
alle als single-copy-Gene vor. Dall die MADS-Box-Genfamilie auch in anderen
Gymnospermen zahlreiche Mitglieder hat, zeigt auch die PCR-Klonierung von 61 Bp-
Fragmenten von 27 verschiedenen MADS-Box-Genen aus Picea mariana (Rutledge et al.,
1998). Die MADS-Box-Genfamilie in Gymnospermen &hnelt, wie von beiden Arbeiten
unterstiitzt wird, in ihrer Komplexitidt somit der MADS-Box-Genfamilie der Angiospermen.
Im Gegensatz zur Arbeit von Rutledge et al. (1998) liegen die isolierten MADS-Box-
Gene aus Gnetum gnemon jedoch fast alle als Vollaingen-cDNAs vor und kdnnen deshalb in
Phylogenierekonstruktionen analysiert werden. Phylogenetische Analysen ergeben, dal3 die 19
Gnetum gnemon-MADS-Box-Gene in 16 verschiedene Subfamilien fallen. Einige dieser
Subfamilien sind aus Angiospermen bekannt; so gehort GGM1 (Winter et al., 1999) zur
Familie der TM3-dhnlichen Gene, GGM2 (Winter et al., 1999) zu den DEF/GLO-dhnlichen
Genen, GGM3 (Winter et al., 1999) zu den AG-adhnlichen Genen, GGM9 (Winter et al., 1999)
und GGM11 zu den AGLG6-dhnlichen Genen und GGM12 zu den STMADSIL1-dhnlichen
Genen. GGM13 wiederum bildet zusammen mit dem Zea mays-Gen ZMM17 und dem erst
kiirzlich isolierten Gen AP3-2 aus Asarum europaeum eine neue Subfamilie, die in dieser
Arbeit zum ersten Mal beschrieben wird.
GGM4 (Winter et al., 1999), GGM8 (Winter et al., 1999) und GGM14 fallen mit einer
bootstrap-Unterstiitzung von 99 % in die Subfamilie der GGM4-dhnlichen Gene, eine
Subfamilie, aus der noch kein Vertreter aus Angiospermen bekannt ist. Auch die Subfamilie
der GGM15-dhnlichen Gene umfafit neben GGM15 bislang nur das aus Picea abies isolierte
DAL12 (Sundstrom et al., 1999). GGMS5 (Winter et al., 1999), GGM6 (Winter et al., 1999),
GGM7 (Winter et al., 1999), GGM10, GGM16, GGM17 und GGM19 kénnen zu diesem
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Zeitpunkt keiner Subfamilie zugeordnet werden. Die bootstrap-Werte der Knoten, die sie mit
anderen Gymnospermen- oder Angiospermen-MADS-Box-Genen verbinden, sind allesamt
kleiner als 50 %. Moglicherweise sind diese Gene Gymnospermen- oder gar Gnetum-
spezifisch, denkbar wire aber auch, dal Angiospermen-Orthologe von diesen Genen
existieren, aber bisher noch nicht isoliert worden sind. Jedoch konnte die komplette
Sequenzierung einiger Angiospermen-Genome diese Vermutungen bestdtigen. Teile der oben
aufgefiihrten Phylogenierekonstruktion stehen im Gegensatz zu Becker et al. (2000), in der
GGM5 mit GGM17 eine Subfamilie mit 57 %-iger bootstrap-Unterstiitzung bilden. Allerdings
ist dieser Wert recht niedrig und reicht fiir eine stabile Gruppierung dieser beiden Gene in
eine Subfamilie nicht aus, um mit einer anderen Auswahl an MADS-Box-Genen in
Phylogenierekonstruktionen reproduziert zu werden. Auch GGM1, das in Winter et al. (1999)
mit 88 %-iger und in Becker et al. (2000) mit 71 %-iger bootstrap-Unterstiitzung in die
Familie der TM3-dhnlichen Gene fillt, konnte in dieser Arbeit nicht in diese Subfamilie
eingeordnet werden. Moglicherweise spiegelt auch dieses Ergebnis die Abhingigkeit der
Topologie der Phylogenierekonstuktionen von der Auswahl der Taxa wider. Alle anderen, in
Winter et al. (1999) und Becker et al. (2000) beschriebenen Subfamilien, lassen sich auch in
der hier gezeigten Phylogenierekonstruktion (Abbildung 8, Seite 36) wiederfinden.

Die Expressionsmuster der isolierten MADS-Box-Gene aus Gnetum gnemon sind sehr
divers (siche Abbildung 17, Seite 50). Nur zwei Gene, GGM12 und GGM19, werden stirker
in Bléttern als in den Reproduktionseinheiten exprimiert. Alle iibrigen Gene werden stirker in
reproduktivem Gewebe exprimiert. GGM13 ist das einzige bisher gefundene Gnetum-MADS-
Box-Gen, das nur in weiblichen Reproduktionseinheiten exprimiert wird. Dagegen sind
GGM2 (Winter et al., 1999), GGM6 (Becker et al., 2000), GGM15, GGM16 und GGM18 nur
in mannlichen Reproduktionseinheiten angeschaltet. GGM4 (Becker et al., 2000), GGM7
(Becker et al., 2000), GGM11 und GGM14 werden stiarker in weiblichen als in mannlichen
Reproduktionseinheiten exprimiert. GGM3 (Winter et al., 1999), GGM8 und GGM9 werden
gleich stark in ménnlichen und weiblichen Reproduktionseinheiten exprimiert. Nur GGM1
(Winter et al., 1999) wird ubiquitir in Bléttern, maénnlichen und weiblichen
Reproduktionseinheiten angeschaltet. Die nur sehr begrenzte Auswahl an Organen, die zur
Northern-Analyse zur Verfligung stand, erklart moglicherweise die Abwesenheit von
Expressionssignalen der Gene GGM10 und GGM17 ebenso wie deren eventuell sehr
schwache Expression. Es konnten so aber auch andere interessante Expressionsorte der

iibrigen MADS-Box-Gene unerkannt geblieben sein.
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Die MADS-Box-Genfamilie in Gnetum gnemon besitzt eine groBe Komplexitit in Bezug auf
Anzahl der Gene, deren vielfiltige Expressionsmuster und ihre moglicherweise sehr
unterschiedlichen Funktionen. Das Vorhandensein von Genen wie z. B. GGM18, das zu einer
MADS-Box-Gen-Subfamilie gehort, in der es keinen bekannten Angiospermen-Vertreter gibt,
konnte ein Indiz fiir neue, in Angiospermen noch nicht beschriebene Genfunktionen von
MADS-Box-Genen sein. Der Focus dieser Arbeit, nimlich die Analyse von Gnetum-MADS-
Box-Genen aus weniger bekannten Subfamilien wie AGL6-, GGM13- und STMADS11-
dhnlichen Genen hingegen kann neben der weiteren Kldrung der Funktion dieser Subfamilien
auch dazu beitragen, ihre Rolle wéhrend der Evolution der Samenpflanzen besser zu
verstehen. Besonders, da Subfamilien, die Angiospermen- und Gymnospermen-Vertreter
aufweisen, schon im letzten gemeinsamen Vorfahren von rezenten Angiospermen und
Gymnospermen vorhanden waren und somit vor 300 — 400 Millionen Jahren entstanden sein

miissen.

4.2 Rekonstruktion der Anzahl von MADS-Box-Genen im letzten gemeinsamen

Vorfahren der Angiosper men und Gymnosper men

MADS-Box-Gene wurden bisher aus Farnen (Miinster et al., 1997), Lycopodium annotinum
(Svensson et al., 2000), Koniferen (Tandre et al., 1995; Tandre et al., 1998; Mouradov et al.,
1998; Rutledge et al., 1998; Walden et al., 1998), Gnetales (Winter et al., 1999; Becker et al.,
2000), Ginkgo (Winter et al., 1999, Hasebe, 1999) und einer Vielzahl von Angiospermen (zur
Ubersicht siehe TheiBen et al., 2000) isoliert. Nach Miinster et al. (1997) hatten der letzte
gemeinsame Vorfahre der Farne und Samenpflanzen schon mindestens zwei verschiedene
MADS-Box-Gene vom MIKC-Typ. Nach Theiflen et al. (2000) umfafit die MADS-Box-
Genfamilie in Angiospermen mindestnes 12 verschiedene Subfamilien (AG-, AGL-2, AGL-6,
AGL1-2, AGL15-, AGL17-, DEF-, GGM13-, GLO-, QUA-, TM3- und TM8-dhnliche Gene).
Hinzu kommen noch nach derzeitigem Kenntnisstand die STMADSL1-Subfamilie (Carmona
et al., 1998) und FLC (Sheldon et al., 2000), zu dem noch kein orthologes Gen verdffentlicht
wurde. Der letzte gemeinsame Vorfahre von Angiospermen und Gymnospermen, der vor ca.
300 Millionen Jahren existierte (Goremykin et al., 1997), muf3 mit einem minimalen Satz von
MADS-Box-Genen ausgestattet gewesen sein, der aus Subfamilien mit Angiospermen- und

Gymnospermen-Vertretern bestand.
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In dieser Arbeit konnen finf MADS-Box-Gen-Subfamilien gezeigt werden, die
Gymnospermen- und Angiospermen-Mitglieder aufweisen. Innerhalb der AG-Subfamilie (C-
Funktionsgene der Angiospermen), liegen mit 100 % bootstrap-Unterstiitzung GGM3 aus
Gnetum gnemon (Winter et al., 1999), DAL2 aus Picea abies (Tandre et al., 1995) und SAG1
aus Picea mariana (Rutlegde et al., 1998). GGM13 aus Gnetum, ZMM17 aus Mais und AP3-2
aus Asarum bilden eine weitere Subfamilie mit einem boostrap-Wert von 100 %. Einen
immer noch recht hohen bootstrap-Wert von 88 % weist die AGL6-Subfamilie auf. Sie ist die
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Abbildung 25: Ursprung der MADS-Box-Genfamilien wihrend der Evolution der
Gefédlpflanzen. Hier ist ein phylogenetischer Baum einiger Hauptgruppen der Gefédfpflanzen
gezeigt. Das Alter der Verzweigungen, in Millionen Jahren (MJ) angegeben, beruht auf
groben Schitzungen anhand von molekularen Daten. Links von der Wurzel und einigen Asten
sind die drei wichtigen Stadien der Evolution des Megasporangiums dargestellt (von unten
nach oben): Ein Sporangium, das nicht von einem Integument umbhiillt wird, ein Zustand, der
immer noch in Farnen zu finden ist; ein Sporangium, das von einem Integument umschlossen
wird (Ovulum, in rot dargestellt); ein Sporangium, das zusitzlich von einem Karpell (griin)
umgeben ist. Die Gennamen neben den Asten benennen Subfamilien, nicht einzelne Gene.
Diese sind spitestens wihrend der Zeitspanne entstanden, die von den entsprechenden Asten
des phylogenetischen Baums représentiert wird. “2 < MIKC-Typ* Gene symbolisiert, dal3 der
letzte gemeinsame Vorfahre der Farne und Samenpflanzen mindestens 2 MIKC-Typ MADS-
Box-Gene besessen hat (Miinster et al., 1997).
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Subfamilie mit dem bisher hochsten Anteil an Gymnospermen-Genen, und umfaflt Vertreter
aus Gnetum (GGM9, Winter et al., 1999; und GGM11), Ginkgo biloba (GBM1, Winter et al.,
1999; Hasebe, 1999)Picea abies (DAL1, Tandre et al., 1995) und Pinus radiata (PRMADS2
und PRMADS3, Mouradov et al., 1998). Die STMADSL1-Subfamilie wird nur mit einem
moderaten bootstrap-Wert von 62 % unterstiitzt und ihr einziges Gymnospermen-Mitglied ist
GGM12.

Die fiinfte MADS-Box-Gen-Subfamilie, die neben den Angiospermen-Genen auch einen
Vertreter der Gymnospermen enthélt, nimlich PRMADSL aus Pinus radiata (Mouradov et al.,
1998), ist die der AGL2-dhnlichen Gene. PRMADSL liegt inmitten der Angiospermen Gene
und nicht, wie fiir die meisten andere Gymnospermen-MADS-Box-Gene beschrieben,
ancestral zu den Angiospermen-Genen der gleichen Subfamilie. Auch die AGL2-Subfamilie
wird durch einen hohen bootstrap-Wert von 99 % unterstiitzt.

Das Vorhandensein der in Winter et al. (1999) und Becker et al. (2000) beschriebenen
Subfamilie der TM3-dhnlichen Gene kann in dieser Arbeit nicht bestétigt werden. Die dafiir
Ausschlag gebenden Griinde sind bereits in Kapitel 4.1 genannt. Auch die Topologie der in
Winter et al. (1999) ausfiihrlich beschriebenen und in Becker et al. (2000) bestétigten
Phylogenierekonstruktion in Bezug au B-Funktionsgene (DEF, GLO aus Angiospermen und
DEF/GLO aus Gymnospermen) ist in dieser Arbeit verdndert. Die DEF/GLO-dhnlichen
Gymnospermen-Gene zweigen in beiden Publikationen ancestral zu den Angiospermen-B-
Funktionsgenen ab, in Winter et al. (1999) jedoch mit recht niedriger bootstrap-
Unterstiitzung. In dieser Arbeit liegen die DEF/GLO-Gene innerhalb der Angiospermen-B-
Funktionsgene und ndher an der GLO-Subfamilie. Allerdings liegen die boostrap-Werte fiir
jeden einzelnen Knoten unter 50 % und bestétigen somit diese Topologie nur sehr schwach.
Setzt man die Monophylie der Gymnospermen voraus, kann aus den vorgelegten Daten
geschlossen werden, da3 der gemeinsame Vorfahre von Angiospermen und Gymnospermen
mindestens fiinf verschiedene MADS-Box-Gene besessen hat, ndmlich die von einander
unterschiedlichen Genfamilien AG, AGL2, AGL6, GGM13 und STMADSI1. Mitglieder von
all diesen Genfamilien konnen daher auch in anderen Gymnospermen wie Koniferen, Gingko
und Cycadaceen, sowie in sidmtlichen Angiospermen erwartet werden. Allerdings kann die
Moglichkeit nicht auBer Betracht gelassen werden, daB3 einige Genlinien wéhrend der
Evolution verloren gegangen sind. Das bedeutet einerseits, da3 einige dieser fiinf MADS-
Box-Genlinien moglicherweise nicht in allen Samenpflanzen gefunden werden und ihre
Funktion dort eventuell von andere Genen libernommen wurde. Andererseits konnte durch

den Verlust von Genen auch erklart werden, warum ein Teil der Subfamilien (z. B. AGL15,
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AGL17, FLC aus Angiospermen und GGM4 aus Gymnospermen) nur Vertreter von entweder
Angiospermen oder Gymnospermen enthalten. Falls innerhalb dieser Subfamilien die
Mitglieder entweder der Gymnospermen oder aber der Angiospermen verloren gegangen
wiéren, was allerdings nur sehr schwer nachweisbar ist, miilite die Zahl der MADS-Box-
Genlinien des letzten gemeinsamen Vorfahren von Gymnospermen und Angiospermen
bedeutend hoher eingeschétzt werden.

Die minimale Zahl der MADS-Box-Gene des Vorldufers extanter Gefdlpflanzen wird in
Miinster et al. (1997) mit zwei angegeben. In der Zeit von vor ca. 400 und 300 Millionen
Jahren (Stewart und Rothwell, 1993) hat sich die Zahl der MADS-Box-Gene des
gemeinsamen Vorldufers der rezenten Angiospermen und Gymnospermen von mindestens
zwel auf mindestens fiinf erhoht. Innerhalb dieser 100 Millionen Jahre entstanden
Samenpflanzen aus Progymnospermen. Die sich in dieser Zeit entwickelnden evolutiven
Neuerungen innerhalb der Linie, die zu den rezenten Samenpflanzen fiihrte, wie z.B.
Heterosporie oder Ovula, konnten in engem Zusammenhang mit der an Komplexitét
zunehmenden MADS-Box-Genfamilie stehen.

Den Daten dieser Arbeit zufolge spalteten sich die Vorlaufer der paralogen GGM-Gene
(GGM2, 3, 6, 11, 12, und 13) vor mehr als 300 Millionen Jahren auf, was zumindest zum Teil

die groBe Diversitit der rezenten GGM-Proteine in der I- und C-Doméne erklért.

43 GGM9 und GGM11 spielen eine wichtige Rolle in der Entwicklung von
Reproduktionseinheiten

GGM9 (Winter et al., 1999) und GGM11 sind Gnetales-Vertreter der AGLG6-Subfamilie.
Zusammen mit DAL1 aus Picea abies (Tandre et al., 1995), PRMADS2 und PRMADS3 aus
Pinus radiata (Mouradov et al., 1998) und GBM1 aus Ginkgo biloba (Winter et al., 1999)
bilden sie innerhalb der AGL6-Subfamilie eine eigene Gymnospermen-Untergruppe, die mit
87 % bootstrap-Wert unterstiitzt wird. Der Topologie des Stammbaums zufolge ist GGM11
ndher mit PRMADS2 und GBML1 verwandt (bootstrap-Wert: 76 %) als mit DAL1 und
PRMADS3; GGM9 steht an ancestraler Position innerhalb der Gymnospermen-Untergruppe
der AGLG6-dhnlichen Gene. Die Untergruppe der Angiospermen, die in der hier gezeigten
Phylogenierckonstruktion (Abbildung 8) aus AGL6 und AGL13 (beide aus Arabidopsis
thaliana; Ma et al., 1991) und ZAG3 aus Zea (Mena et al., 1995) besteht, ist mit 78 %



Diskussion 73

bootstrap-Unterstiitzung abgesichert. Angiospermen- und Gymnospermen-Gene werden
wiederum mit 88 % boostrap-Unterstiitzung zusammengefait, was die Monophylie der
Gymnospermen unterstiitzt.

Bis auf GBM1 aus Gingko (Winter et al., 1999) sind die Expressionsmuster aller AGL6-
dhnlichen Gene aus Gymnospermen und Angiospermen bekannt. Expression von AGL6 aus
Arabidopsis thaliana ist bisher nur in Bliiten detektiert worden (Ma et al., 1991)

AGL13, das paraloge Gen zu AGLG6, ist am stirksten in den Schoétchen von
Arabidopsis und etwas schwicher in Keimlingen, Infloreszenzen und Blattern exprimiert. In-
Situ-Analysen zeigten, dal AGL13 in einer kleinen Gruppe von Zellen innerhalb der Ovule
exprimiert wird, und zwar nur kurz bevor ein sichtbar vom Embryosack unterschiedliches
Endothelium um den Embryosack gebildet wird (Rounsley et al., 1995).

ZAG3 aus Zea mays wird ebenfalls Bliiten-spezifisch exprimiert und ist zwar in Karpellen,
nicht jedoch in Stamina nachweisbar (Mena et al., 1995).

PRMADS3 aus Pinusradiata (Mouradov et al., 1998; Mouradov et al., 1999) ist hauptséchlich
in weiblichen und etwas schwécher in minnlichen Reproduktionseinheiten exprimiert, es
konnte aber auch in vegetativen Knospen und ausgewachsenen Nadeln Expression auf
niedrigem Niveau festgestellt werden. In weiblichen Expressionseinheiten ist das Signal
hauptséchlich auf das Primordium der Samenschuppe beschrinkt und in ménnlichen
Reproduktionseinheiten kann PRMADS3-Transkript in einer Gruppe von Zellen
nachgewiesen werden, die sporogene Zellen bildet, in Pollenmutterzellen und im Tapetum
(Mouradov et al., 1999). Das zu PRMADS3 orthologe Gen aus Picea abies, DAL1 ist
gleichmiBig stark in ménnlichen und weiblichen Zapfen und auch, wie PRMADS3, im
vegetativen Sprof3 exprimiert.

Die zweite Gruppe (bootstrap-Wert: 76 %) innerhalb der AGL6-dhnlichen Gene, zu denen
GBM1, PRMADX und auch GGM11 aus Gnetum gehoren, sind, soweit bisher untersucht, nur
in Reproduktionseinheiten exprimiert und nicht, wie ihre Schwestergruppe, auch in
vegetativen Sprossen. Sowohl GGM11 als auch PRMADS? werden stiarker in weiblichen
Reproduktionseinheiten exprimiert als in ménnlichen. PRMADS2 aus Pinus radiata
(Mouradov et al., 1998; Mouradov et al., 1999) kann am stirksten in Ovula-Primordien
nachgewiesen werden, aber auch in fritheren Stadien, in denen sich die Samenschuppe
entwickelt. Das Expressionssignal der GGM11-mRNA in ménnlichen Reproduktionseinheiten
von Gnetum gnemon (siche Abbildung 19, Seite 54) ist, ebenso wie das PRMAD&2-Signal, in
den Primordien der sterilen Ovula in recht spidten Stadien nachweisbar. Auch PRMADX?-

Transkript kann in spéten Stadien der Ovula-Entwicklung detektiert werden. Auflerdem kann
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gezeigt werden, daB GGM11 auch wéhrend der Antherophoren-Entwicklung in einer breiten
Zeitspanne angeschaltet ist und die Expression bis in spéte Stadien anhélt. Moglicherweise
fiihrt diese Gruppe der AGL6-dhnlichen Gene wichtige Funktionen in den spédteren
Entwicklungsphasen der Ovula aus. Wegen der teilweise iiberlappenden Expressionsmuster
von GGM3 (Winter et al., 1999), GGM9, GGM11 (beide siche Abbildungl7, Seite 50) und
GGM13 (siche Abbildung 20, Seite 56) konnten die von diesen Genen codierten Proteine
zusammen als Mitglieder eines Proteinkomplexes die Ovulaentwicklung beeinflussen.

GGM9 zeigt im Northern-Experiment (Winter et al., 1999) keinerlei Expression in
Bléttern, daflir aber eine gleich starke Expression in ménnlichen und weiblichen
Reproduktionseinheiten von Gnetum gnemon. Die in Situ-Hybridisierungen (sieche Abbildung
19, Seite 54) zeigen eine weitere rdumliche Ausdehnung des GGMO9-Transkripts als des
GGM11-Transkripts und die Expression geht in spédten Stadien der Antherophoren-
Entwicklung zuriick. Wie GGM11 wird auch GGM9 nicht in sporogenem Gewebe exprimiert.
Demnach konnte GGM9 in einen Mechanismus involviert sein, der in fritheren Stadien der
Entwicklung von Reproduktionseinheiten seine Wirkung zeigt. In zwei verschiedenen
zeitlichen Rahmen (GGM9 frither und GGM11 spéter) konnten diese beiden AGLG-dhnlichen
Gene in die Etablierung wund Erhaltung von ménnlichen und weiblichen
Reproduktionseinheiten involviert sein, wobei GGM11 aufgrund seiner stirkeren Expression
in weiblichen Reproduktionseinheiten wahrscheinlich auch eine groB3ere Rolle in weiblichen
als in minnlichen Reproduktionseinheiten spielt.

Aus den Expressionsmustern der AGL6-dhnliche Gene in Angiospermen, wie z. B. AGL13,
kann geschlossen werden, dal} sie genau so wie deren putative Orthologe aus Gymnospermen
Funktionen in rdumlich eng begrenzten Bereichen innerhalb der Owvula ausiiben.
Moglicherweise hat sich die Aufgabe der AGL6-dhnlichen Gene im Laufe der Evolution nicht
sehr stark verdndert. DEF/GLO-dhnliche Gene in Gymnospermen z.B. spezifizieren
hochstwahrscheinlich zusammen mit C-Funktionsgenen die Identitit der maénnlichen
Reproduktionseinheiten (Winter et al., 1999; Theiflen et al., 2000) wéhrend die orthologen
Gene aus Angiospermen wéhrend der Evolution eine Funktionserweiterung erfahren haben.
Sie legen zwar immer noch zusammen mit C-Funktionsgenen die Organidentitit von Stamina
fest, spezifizieren aber auch in Kombination mit A-Funktionsgenen die Petalen der
Angiospermenbliite. Die von der AGL6-Subfamilie vorliegenden Daten sprechen jedoch nicht
fiir eine Funktionserweiterung innerhalb der Angiospermen, da die Expression dieser Gene

nicht in Organen wie Karpell, Petalen oder Sepalen detektiert werden kann, die erst wahrend
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der Angiospermen-Evolution entstanden sind, sondern im stammesgeschichtlich alten

Ovulum verblieben ist.

4.4 GGM 12 als Phasentransitions-Gen der Gymnosper men

GGM12 gehort zur MADS-Box-Subfamilie der STMADSI11-dhnlichen Gene, iliber die fast
ebenso wenig bekannt ist wie iiber die im letzten Kapitel beschriebenen AGLG6-dhnlichen
Gene. GGM12 ist das einzige bisher bekannte Mitglied dieser Genfamilie aus Gymnospermen
und liegt in der Phylogenierekonstruktion (siche Abbildung 8, Seite 36) ancestral zu den
Angiospermen-Genen. Die gesamte Subfamilie wird in den hier dargestellten Analysen (siehe
Abbildung 8, Seite 36) mit einem bootstrap-Wert von 62 % unterstiitzt. Innerhalb der
Angiospermen-Mitglieder der STMADSL1-dhnlichen Gene kann eine klare Trennung in zwei
Gruppen festgestellt werden, einerseits die Gene aus dikotylen Pflanzen, die mit 70 %
bootstrap-Wert unterstiitzt werden und die Gene aus Monokotylen, die mit 73 % bootstrap-
Wert unterstiitzt werden. In die erste Untergruppe fallen STMADSIL1 und STMADSI6 aus
Kartoffel (Carmona et al., 1998), und SVP aus Arabidopsis. SVP und JOINTLESS sind die
einzigen Mitglieder dieser Subfamilie, von denen eine publizierte Mutante existiert
(Hartmann et al., 2000; Mao et al., 2000). In die Monokotylen-Untergruppe fallen die Gene
ZMM19, ZMM20, ZMM21 und ZMM26 aus Zea mays (G. Theien und L. Wingen,
personliche Mitteilung), BM1 aus Gerste und ORYSATO006 aus Reis. Die einzig publizierte
Information tliber diese Untergruppe der STMADSI11-dhnlichen Gene stammt von BM1, von
dem die mapping-Position und das Expressionsmuster bekannt ist (Schmitz et al., 2000). Die
ektopische Expression von ZMM19 ist mit sehr groBer Wahrscheinlichkeit fiir den seit langem
beschriebenen Phinotyp der tunicate-Mutante in Mais verantwortlich (L. Wingen und G.
TheiBen, personliche Mitteilung).

BM1 aus Gerste und SVP aus Arabidopsis zeigen beide das Phdnomen des alternativen
splicing: In beiden Fiéllen konnten mRNA-Transkripte mit unterschiedlicher Lénge isoliert
werden. Moglicherweise trifft das auch auf GGM12 zu, da das Northern-Experiment (siche
Abbildung 17, Seite 50) Banden verschiedener Lénge zeigt. Bisher konnte nur aus
reproduktivem Gewebe von Gnetum gnemon GGM12-cDNAs in voller Lange isoliert werden,
und diese waren alle identisch. Moglicherweise konnen jedoch aus anderen Geweben, wie

z.B. Blittern, GGM12-cDNAs, mit anderen Léingen isoliert werden, besonders, da der
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Northern (siche Abbildung 17, Seite 50) nur in der Blattspur unterschiedliche lange cDNAs
zeigt.

Uber die Bedeutung des STMADS-Motivs am Ende der Proteine fast aller STMADS11-
dhnlichen Sequenzen (siche Abbildung 10, Seite 40) kann bislang nur spekuliert werden;
eingebettet in dieses Motiv liegt die Konsensus-Sequenz fiir Phosphorylierungen der Protein-
Kinase-C. Moglicherweise unterliegen diese Proteine einer posttranslativen Regulation, und
konnen sich je nach Phosphorylierung in mindestens zwei Aktivierungszustinden befinden,
ndmlich phosphoryliert und unphosphoryliert, und reagieren somit eventuell schneller auf
Verdnderungen als durch bloBe transkriptionelle oder translative Regulation. Eine Aussage
tiber die Aktivitit dieser Phosphorylierungsstelle oder auf welche Einfliisse hin und mit
welcher Kinetik dort Phosphorylierungen stattfinden, kann zum jetzigen Zeitpunkt allerdings
noch nicht getroffen werden.

Das Gnetum-Protein GGM12 bildet zusammen mit AGL24 aus Arabidopsis eine Ausnahme
zu den anderen STMADSI1-dhnlichen Proteinen. AGL24 ist kiirzer und weist in der C-
terminalen Doméne kein STMADS-Motiv auf, enthdlt jedoch ebenfalls eine
Phosphorylierungsstelle fiir die Protein-Kinase-C recht nahe am C-Terminus. Die
Aminosduren-Sequenz von GGM12 hingegen zeigt zwar C-terminal das STMADS-Motiv,
das allerdings, durch einen Aminosdure-Austausch hervorgerufen, keine Protein-Kinase-C-
Phosphorylierungsstelle mehr aufweist. Allerdings liegt 14 Aminosduren vor dem STMADS-
Motiv eine putative Phosphorylierungsstelle der Protein-Kinase-C. Da das STMADS-Motiv
jedoch in Gymnospermen und Angiospermen zu finden ist, handelt es sich bei der verkiirzten
C-Terminalen-Doméne von AGL24 wahrscheinlich um eine Besonderheit innerhalb dieser
Gruppe der STMADSI1-dhnlichen Gene.

Alle Mitglieder der STMADSIL1-Subfamilie sind in vegetativen Organen weit stirker
exprimiert als in Reproduktionsorganen. BM1-Transkript beispielsweise konnte besonders
stark in einer einzigen meristematischen Zellschicht im ersten Nodus des Embryos sichtbar
gemacht werden und etwas schwicher in einigen Blattscheiden sowie in den Leitgefdl3en
einiger Internodien. Schmitz et al. (2000) schlieBen aus diesem Expressionsmuster auf eine
Rolle von BM1 in der Regulation des vegetativen SproBwachstums. Eine andere Interpretation
konnte aber auch auf die besonders starke Expression dieses Gens im ersten Nodus des
Embryos eingehen. Moglicherweise ist BM1 dort in eine Signalkette involviert, die den
Ubergang zwischen dem Stadium des Embryos zu dem des Keimlings vermittelt und ist somit

an einem Vorgang der Phasentransition beteiligt.
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Untersucht man nun andere Verdffentlichungen von STMADS11-dhnlichen Genen auf ihre
mogliche Rolle bei der Regulation von Phasentransitionen in verschiedenen Bereichen der
pflanzlichen Entwicklung, so kann man viele Hinweise auf diese Gemeinsamkeit finden.
Innerhalb der STMADSI11-dhnlichen Gene aus Angiospermen konnten sich zwei Gruppen mit
unterschiedlichen Funktionen herauskristallisieren: Zum einen die putativ orthologen Gene
SVP und STMADSI6 mit einem rdumlich und zeitlich weniger begrenzten Expressionsmuster
und zum andern STMADSIL1 mit einer viel spezifischeren Expression im Sprof.

SVP wird in allen Entwicklungsstadien der Pflanze exprimiert und in der bliihenden Pflanze in
allen vegetativen Organen, etwas schwicher jedoch in Infloreszenzen, kaum in Bliiten und gar
nicht in Schotchen. Das putativ orthologe Gen aus Kartoffel, STMADSIG6, zeigt Transkription
in allen Organen, wird jedoch ebenfalls nicht in Bliten und kaum in ruhenden
Kartoffelknollen exprimiert (Garcia-Maroto et al., 2000). Die Insertion eines En-1-
Transposons im ersten Exon von SVP fiihrt zu einer Beschleunigung der vegetativen
Entwicklung. Beispielsweise findet eine schnellere Transition von juvenilen in adulte
Blattformen statt, was durch frithere Trichombildung an der abaxialen Blattseite sichtbar wird,
zudem bliithen die Pflanzen friither als Wildtypen. Daher kann angenommen werden, daf3 das
SVP-Protein im Wildtyp alle vegetativen Phasen des Wachstums verldngert und somit die
florale Transition verzogert. SVP kann nun einerseits ein direkt wirkender negativer Regulator
von Bliiten-fordernden Genen sein oder aber einen floralen Repressor aktivieren (Hartmann
et al., 2000).

Uberexpressionen von Genen der SVP/STMADSL6-Untergruppe zeigen, daB diese Proteine
moglicherweise mit anderen Faktoren interagieren, um Phasentransitionen beeinflussen zu
konnen. Exprimiert man STMADSIL6 unter der Kontrolle des 35S-Promotors in Nicotiana
tabacum, stellt man keine Verlangerung der vegetativen Phase fest, sondern lediglich weniger
Blitter und lingere Internodien. Uberexpressionen dieses Gens zeigen jedoch einen starken
Infloreszenz- und Bliiten-Phénotyp: Die durchschnittliche Lénge der Infloreszenz-Achsen
steigt deutlich an, ebenso die Zahl der Bliiten, wodurch die Zeit wéhrend der Bliite verldngert
ist und Pflanze spéter seneszent wird. Daneben wird fiir die Sepalen der frithen Bliiten einer
Infloreszenz eine Transformation in vegetative Blétter beschrieben (Garcia-Maroto et al.,
2000). Da jedoch keine Expression von STMADSIL6 in Wildtyp-Infloreszenzen stattfindet,
kann dieser Uberexpressions-Phénotyp nur schwer bewertetet werde. Allerdings kdnnten
STMADSI1-dhnliche Gene ausreichend sein, um Bliiten einen vegetativen Charakter zu
verleihen. Andererseits scheinen die SVP und STMADSI6 zwar notwendig, aber alleine nicht

ausreichend, um gravierende Veridnderungen von Phasentransitionen hervorzurufen.
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STMADSI1 aus Solanum tuberosum hingegen scheint mit dem Wachstum von Leitgefda3en
assoziiert zu sein. Seine Expression kann in fast allen Organen (auBler Infloreszenzen und
ruhenden Kartoffelknollen) in den jeweiligen LeitgefiBen festgestellt werden.
Moglicherweise ist STMADSL1 daher als vegetatives Regulationsgen in die Entwicklung der
Leitgefdle involviert (Carmona et al., 1998) und hat somit eine speziellere Funktion als sein
paraloges Gen STMADSI6. Ob es ebenfalls in der Lage ist, Sepalen in blattféormige Strukturen
zu konvertieren, ist bislang nicht bekannt.

Arbeiten aus der Arbeitsgruppe Theilen mit monokotylen Vertretern der STMADSI11-
Subfamilie scheinen diesen Befund zu bestitigen. Exprimiert man ZMM19 unter der
Kontrolle des 35S-Promotors in Arabidosis thaliana, so kann beobachtet werden, daf3 auch
dieses Gen in der Lage ist, Sepalen in einen Zustand zu versetzen, der blattdhnlich ist: Sie
sind stark vergrofert und schalenférmig (L.-U. Wingen, T. Miinster, W. Deleu und G.
TheiBlen, personliche Mitteilung). Mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit beruht auch der
Phinotyp der tunicate-Mutante in Mais auf der Uberexpression von ZMM19, wodurch jedes
einzelne Mais-Korn des Kolbens von einer blattscheidenartigen Hiillspelze umgeben wird (L.-
U. Wingen und G. Theillen, personliche Mitteilung).

Die Blattscheide ist in der Ontogenese des Blattes der urspriinglichere Zustand, erst spéter
wird die Spreite gebildet (Freeling et al., 1992; Freeling, 1992). Wihrend der
Blattentwicklung kann also auch eine Folge von zwei verschiedenen Entwicklungsprozessen
beobachtet werden. Die Lieschblétter von Zea mays, in denen ZMM19 im Wildtyp exprimiert
wird, bestehen nahezu ausschlieBlich aus Blattsscheiden-Gewebe und nur selten kann an
deren oberem Ende eine kleine Spreite entdeckt werden. Die Funktion von ZMM19 koénnte
moglicherweise darin bestehen, die Identitédt der Blattscheide festzulegen.

Mitglieder der STMADSI11-dhnlichen Gene, sowohl aus Monokotylen wie auch aus
Dikotylen, sind demnach wahrscheinlich in die unterschiedlichsten Prozesse der
Phasentransition in Pflanzen eingebunden (BM1: Embryo - Keimling; SVP und STMADSI6:
Transition vegetativer Phasen; ZMM19: Blattscheide — Blattspreite). GGM12, der
Gymnospermen-Vertreter dieser MADS-Box-Genfamilie konnte ebenso wie die oben
genannten Angiospermen-Mitglieder der STMADSL1-dhnlichen Subfamilie in ein Netzwerk
eingebunden sein, das die Transition verschiedener Wachstumsphasen in Gymnospermen
reguliert. Die hauptsidchliche Expression von GGM12 in den Bléttern, die eher untypisch fiir
die anderen MADS-Box-Gene aus Gnetum gnemon ist, deutet auf funktionelle Ahnlichkeiten

dieses Gymnospermen-Gens mit den Angiospermen-Genen hin. Unterschiede in den Langen
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der mRNA-Transkripte von GGM12, BM1 und SVP kdnnen ebenfalls als typisch fiir diese
Subfamilie angesehen werden, auch wenn ihre funktionelle Bedeutung bislang unklar ist.

GGM12 wire somit das erste STMADS11-dhnliche Gen aus Gymnospermen. Nach unseren
Informationen aus Angiospermen konnte seine Funktion ebenfalls im Bereich der
Phasentransition wéhrend der Pflanzenentwicklung liegen. GGM12 konnte also einen

evolutiondr urspriinglichen Typ einer Art ,,Zeitgeber* représentieren.

4.5 GGM13 und ZMM17 bilden die neue Subfamilie Bgger, die Schwestergruppe der B-
Gene

Datenbanksuchen und Phylogenierekonstruktionen (sieche Abbildung 8, Seite 36) zeigen, dal3
GGM13 aus der Gymnosperme Gnetum gnemon am ndchsten mit ZMM17 aus der
Monokotylen-Art Zea mays und dem Gen AP3-2 aus der basalen Angiosperme Asarum
europaeum verwandt ist, was auf eine putative Orthologie dieser drei Gene hinweist. In der
Phylogenierekonstruktion in Abbildung 8 (Seite 36) bilden ZMM17 und AP3-2 die
Schwestergruppe von GGM13.

Wie in dieser Arbeit gezeigt werden kann, sind die B-Gene (DEF-, GLO-, GGM2- und
GGM15-Subfamilien) die ndchsten Verwandten dieser Gene und werden daher Bgige-Gene
genannt. Mehrere Merkmale unterstiitzen diese Hypothese deutlich:

(1)  Phylogenierekonstruktionen (Abbildung 8, Seite 36) in dieser Arbeit
unterstiitzen die Schwestergruppenbezichung von B- und Bgige-Genen mit
einem moderaten bootstrap-Wert von 64 %, in Becker et al. (2000) wird er mit
75 % angegeben.

(2) B- und Biise-Gene weisen ein gemeinsames Strukturmerkmal auf: Eine um
charakteristische 6 Aminoséduren verkiirzte [-Doméne (Abbildung 11, Seite 41),
die moglicherweise eine Schliisselrolle bei der selektiven Formation von DNA-
bindenden Dimeren einnimmt (Riechmann et al., 1996).

3) B- und Byige-Genen besitzen als einzige bislang bekannte Gene ,,PI Motiv-
Derived“-Sequenzen (Abbildung 12, Seite 42) (Kramer und Irish, 1998) in der

beit MADS-Box-Genen nur sehr schlecht konservierten C-terminalen Doméne.



Diskussion 80

Die Bgisier-Gene kommen sowohl in Monokotylen (ZMM17), als auch in basalen
Angiospermen (AP3-2) und in Gymnospermen (GGM13) vor, daher erscheint es plausibel,
daB der letzte gemeinsame Vorfahre von Gymnospermen und Angiospermen, der vor ca. 300
Millionen Jahren existierte, schon ein Gen aus dieser Subfamilie besaB3. Das Gleiche gilt auch
fiir B-Gene, die ebenfalls aus Gymnospermen und Angiospermen isoliert werden konnten. Da
Farne mit hoher Wahrscheinlichkeit keine Orthologen der floralen homdotischen Gene
besitzen (Miinster et al.,1997), entstanden B- und Bisei-Gene erst nachdem sich die Farn-
Linie vor ca. 400 Millionen Jahren von der Samenpflanzen-Linie getrennt hatte. Die
Konservierung der Bgisier-Gene iiber mehr als 300 Millionen Jahre 148t auf eine wichtige
Funktion dieser Gene schlieflen.

Die Expression der Bgige-Gene dhnelt jedoch mehr den AG-dhnlichen Genen, von denen
einige die C-Funktion innerhalb der Bliitenentwicklung einnehmen. Bgis,~Gene sind ndmlich,
im Gegensatz zu den in ménnlichen Reproduktiosorganen angeschalteten B-Genen,
hauptsdchlich in  weiblichen reproduktiven Strukturen exprimiert. Trotz dieser
gegensitzlichen Expressionsorte stehen die engen Verwandtschaftsverhdltnisse der Bgigier-
Gene mit den B-Genen, die auf Phylogenierekonstruktionen, strukturellen Ahnlichkeiten und

spezifischen Sequenzmerkmalen beruhen, auler Zweifel.

45.1 Hypothesen Uber die Funktion der Bgge-Gene in Gymnospermen und

Angiosper men

Der hohe Grad an Konservierung sowohl der Sequenz als auch des Expressionsmusters der
Bister-Gene iiber mehr als 300 Millionen Jahre hinweg deutet auf eine wichtige Funktion
dieser Subfamilie hin (siche Kapitel 4.5.). Die Bsisier-Gene umfassen jedoch bislang nur drei
bekannte Gene (GGM13, ZMM17 und AP3-2), und zur umfassenden Klérung ihrer Funktion
fehlt eine Mutante aus dieser Subfamilie. Daher kann {iber die Aufgabe der Bgiser-Gene nur
aufgrund der bekannten Expressionsmuster spekuliert werden. Alle bisher verdffentlichten
und gut charakterisierten MADS-Box-Gene iiben ihre Funktion dort aus, wo sie exprimiert
werden, somit werden Bgige-Gene moglicherweise ihre Funktion ebenfalls an ihrem
Expressionsort ausiiben. Biige,-Gene sind hauptsédchlich in weiblichen Reproduktionseinheiten
exprimiert und sind daher wahrscheinlich an der Entwicklung weiblicher

Reproduktionsorgane beteiligt. Eine mdgliche Rolle in der Spezifikation der Ovula in
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Gymnospermen ebenso wie der Ovula und den Karpellen der Angiospermen, oder auch deren
Substrukturen, scheint durchaus denkbar. Die Expression von GGM13 (siehe Abbildung 21)
wie auch von ZMM17 (siche Abbildung 22) beginnt in einem sehr frithen
Enwicklungsstadium der weiblichen Reproduktionseinheit, kann durch sdmtliche weiteren
untersuchten Stadien detektiert werden und ist deutlich in den letzten verfligbaren Stadien, die
schon fast ausdifferenziert sind zu erkennen. Sowohl GGM13 als auch ZMM17 kénnten somit
nicht nur an der Identitdt der weibliche Reproduktionsorgane, sondern auch an der weiteren
Ontogenese dieser Strukturen beteiligt sein.
Anhand des in Kapitel 1.3 vorgestellten ABC-Modells (Weigel und Meyerowitz, 1994) wird
die Entwicklung der Identitit der Bliitenorgane der Angiospermen mittels dreier
verschiedener Genfunktionen erklért: Die A-Funktion alleine spezifiziert die Organidentitét
der Sepalen, A- und B-Funktion zusammen bewirken Petalen-Organidentitdt, B-Funktion
zusammen mit C-Funktion legen die Organidentitidt der Stamina fest, und die C-Funktion
alleine spezifiziert die Karpelle. Das Vorhandensein der C-Funktion fiihrt somit zur
Ausbildung der reproduktiven Strukturen innerhalb der Angiospermen-Bliite. Wird zusitzlich
zur C-Funktion noch die B-Funktion exprimiert, werden ménnlichen Reproduktionseinheiten,
die Stamina gebildet. Werden C-Funktionsgene alleine exprimiert, fiihrt das zur Bildung von
weiblichen Reproduktionseinheiten, den Karpellen. Die C-Funktion legt also den Bereich der
Reproduktionsorgane  innerhalb der Blite fest und die B-Funktion gibt
Reproduktionseinheiten eine minnliche Identitit. Die bloBe Abwesenheit der Expression von
B-Funktionsgenen im reproduktiven Bereich der Bliite reicht nach dem herkdmmlichen ABC-
Modell somit aus, die Identitit weiblicher Reproduktionsorgane festzulegen. Die in dieser
Arbeit vorgestellten Daten iiber Bgge-Gene zeigen eine Expression in weiblichen
Reproduktionseinheiten, welche die gesamte Entwicklung derselben durchzieht. Einer
naheliegenden Hypothese zufolge konnten sich auch die Bsige-Gene in ein nun erweitertes
ABBC-Modell integrieren lassen: Demnach reicht die Abwesenheit von B-Funktionsgenen
im reproduktiven Bereich der Bliite allein nicht aus, um weibliche Organidentitit zu
spezifizieren. Vielmehr mufl zusdtzlich zur Expression der C-Funktion auch Bgiser—
Genaktivitit vorhanden sein, damit weibliche Reproduktionsorgane gebildet werden kénnen
(sieche Abbildung 26, Seite 90). Da ,weiblich® und ,minnlich“ im allgemeinen
gegensitzliche Zustéinde darstellen, miiiten demzufolge auch die B-Gene antagonistisch zu
Bister-Genen sein, wobei sich die beiden Funktionen gegenseitig inhibieren konnten.

Die hypothetische Evolution dieses ABB;C-Systems ist in Abbildung 26 (Seite 90)

dargestellt. In Gymnospermen konnten bislang noch keine A-Funktionsgene isoliert werden..
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Abbildung 26: Verschiedene Stadien des hypothetischen ABBC-Modells sind einem
phylogenetischen Baum der wichtigsten Taxa der Gefélpflanzen zugeordnet. Die Organe, die
von den verschiedenen homdotischen Funktionen spezifiziert werden, sind tiiber den
jeweiligen Modellen gezeigt. Grob geschitztes Alter ist an einigen Knoten in Millionen
Jahren (MJ) angegeben. An der linken Seite einiger Aste sind die wichtigen Stadien der
Evolution der Megasporangien dargestellt: (von unten nach oben) Ein Sporangium, das von
keinem Integument umgeben ist; ein Megasporangium, das von einem Integument umgeben
ist (Ovulum); ein Sporangium, das zusétzlich noch mit einem Karpell umgeben ist. An der
rechten Seite einiger interner Aste sind Subfamilien, nicht einzelne Gene benannt. Die
Beziehung einiger Mitglieder dieser Subfamilien und deren homootische Funktionen sind

durch Pfeile verdeutlicht.
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Da Gymnospermen jedoch auch keinerlei Petalen- oder Sepalen-dhnliche Strukturen besitzen,
enthalten sie moglicherweise auch keine A-Funktionsgene. Die Entwicklung der
Reproduktionseinheiten in Gymnospermen wiirde demnach mittels eines vereinfachten BB;C-
Modells erfolgen: Die Expression von C-Funktionsgenen stellt einen reproduktiven
Grundzustand her. Eine zusétzliche Expression der B-Funktion spezifiziert ménnliche und
Expression der Bgjse,-Gene weibliche Organidentitét.

BiisterrGene haben wahrscheinlich wéihrend der Evolution der Angiospermen, ebenso wie die
B-Gene, eine Funktionserweiterung erfahren. Beide Genfamilien haben Funktionen in den
wihrend der Amgiospermen-Evolution entstandenen neuen Bliitenstrukturen tibernommen. B-
Gene, die in Gymnospermen wahrscheinlich die Organidentitit der ménnlichen
Reproduktionseinheiten spezifizieren (Winter et al., 1999), legen in Angiospermen zusédtzlich
dazu noch die Organidentitidt von Petalen fest. Bgiser-Gene hingegen, die in Gymnospermen
moglicherweise an der Entwicklung von weiblichen Reproduktionsorganen beteiligt sind,
zeigen in der Angiosperme Mais zusitzlich zur Expression im Ovulum auch Expression im
Karpell (siche Abbildung 22, Seite 60). Daher erscheint es denkbar, da3 Bgse-Gene auch in
die Spezifizierung der Organidentitit des Karpells involviert sind.

Auf welche Weise die Organidentitidt der Sporangia von Farnen festgelegt wird, ist bislang
unklar, da sie zwar MADS-Box Gene vom MIKC-Typ aufweisen, diese aber nicht den
floralen homootischen Genen der Angiospermen ortholog sind (Miinster et al., 1997).

Einige B-Funktionsgene, wie z. B. DEFICIENS (Schwarz-Sommer et al., 1992) aus
Antirrhinum majus werden neben ihrer vorherrschenden Expression in Stamina und Petalen
ebenfalls wihrend frither Entwicklungsstadien des Karpells exprimiert (Schwarz-Sommer et
al., 1992). Die Funktionalitdt des in weiblichen Reproduktionsorganen transkribierten DEF-
Proteins wurde bislang jedoch nicht intensiv untersucht. Ein dhnliches Phdnomen kann auch
bei der Expression des Bgiser-Gens ZMM17 aus Zea mays beschrieben werden. Obwohl
ZMM17 Expression hauptsdchlich in weiblichen Infloreszenzen nachgewiesen werden kann,
wird ZMM17 auch in nicht zu vernachldssigender Menge in Maisfahnen exprimiert (siche
Abbildungen 21, Seite 57; Abbildung 22, Seite 60; Abbildung 23, Seite 62). Morphologische
Studien iiber die Bliitenentwicklung von Mais zeigen, dal wihrend der Entwicklung der
ménnlichen Bliite ein Gyndceum angelegt wird, das aber im weiteren Verlauf der
Entwicklung abortiert wird. Genauere Expressionsstudien durch in-situ-Hybridisierungen
zeigen, dall ZMM17 wihrend der Entwicklung des Gyndceums angeschaltet ist (Abbildung 23
D, Seite 62), daB3 jedoch nach dessen Degeneration ZMM17 auch in den sich entwicklenden
Antheren exprimiert wird (Abbildung 23 G, Seite 26). Die ZMM17-Expression in spiteren
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Stadien der Antherenentwicklung ist zwar nicht besonders stark, aber immerhin gut
nachweisbar. Dieser Befund stellt die oben aufgestellte Hypothese in Frage, der zufolge Biisier-
Gene zusammen mit der C-Funktion weibliche Reproduktionsorgane spezifizieren konnten,
da ZMM17-Expression auch in mannlichen Reproduktionsorganen nachweisbar ist. Bislang
konnte jedoch fiir das in ménnlichen Reproduktionsorganen exprimierte ZMM17 nicht gezeigt
werden, dall ZMMI17-Protein translatiert wird und ob dieses Protein funktional ist.
Moglicherweise besteht ein Antagonismus zwischen B- und Bgise,-Genen nicht auf der Ebene
der Expression, sondern auf posttranslativer Ebene.

Moglicherweise konnten auch neue in-situ-Hybridisierungen mit neuen Sonden zeigen, ob
wirklich eine Expression in ménnlichen Infloreszenzen besteht, da in den hier gezeigten
Versuchen auch die sense-Negativkontrolle Signale zeigt.

B- und Bgige-Gene weisen als synapomorphes Strukturmerkmal eine um ca. 6 Aminosduren
verkiirzte I-Domédne auf. Riechmann et al. (1996) weisen in ihren Arbeiten auf die
Moglichkeit hin, dafl Proteine mit einer kiirzeren I-Doméne moglicherweise nur mit Proteinen
dimerisieren konnen, die ebenfalls eine verkiirzte I-Doméne besitzen. Wiirde sich diese
Hypothese als wahr herausstellen, wire es durchaus denkbar, dal B- und Bgise-Gene in
Angiospermen dimerisieren, wenn sich ihre Expressionsmuster iiberlappen. Das konnte zum
einen wahrend der frithen Entwicklungsphase des Karpells stattfinden, aber auch wihrend der
Ontogenese der Stamina.

Andererseits  konnte  sich  die  Expression von Bgge-Genen in ménnlichen
Reproduktionseinheiten als spezifisch fiir Monokotylen herausstellen, oder sich
moglicherweise sogar nur auf Mais beschriankt erweisen. In Gnetum gnemon kann keinerlei
Expression von GGM13 in méinnlichen Reproduktionseinheiten festgestellt werden, und AP3-
2 aus der basalen Angiospermen Asarum europaeum ist ebenfalls nur in Karpellen exprimiert
(personliche Mitteilung V. Irish, Yale University, New Haven, CT, USA). Die Funktion der
Baiste-Genexpression  in - ménnlichen und weiblichen Reproduktionsorganen kann
moglicherweise erst dann geklart werden, wenn Mutanten von Bgige,-Genen zur Verfligung
stehen. Isolation von Bgisei-Genen aus mehreren phylogenetisch aussagekriftigen Taxa und
Untersuchungen zu deren Expression konnten Auskunft dariiber geben, wie hdufig und in

welchem Umfang Bgig.-Gene in médnnlichen Reproduktionsorganen exprimiert werden.
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4.3.2 Mdgliche Regulation der Bgge-Genein Gymnosper men und Angiosper men

In dieser Arbeit wird die putative Promotor-Sequenz von GGM13 in Anhang M vorgestellt.
Im Gegensatz zu den meisten bisher isolierten Promotoren von MADS-Box-Genen (z.B.
GGM2 aus Gnetum gnemon, personliche Mitteilung, Kai-Uwe Winter, oder DEF aus
Antirrhinum majus, Schwarz-Sommer et al., 1992) kann in dem putativen ca. 1,5 kB grof3en
Promotor-Fragment von GGM13 keine CArG-Box gefunden werden, die auf eine mogliche
Regulation durch andere MADS-Box-Gene schlieen lassen konnte (Schwarz-Sommer et al.,
1992; Hill et al., 1998). Allerdings kann zu diesem Zeitpunkt nicht ausgeschlossen werden,
dal3 ein grofBer Teil der hier zum Promotor gezdhlten Sequenz Teil des 5‘UTR ist, da der
Transkriptionsstart noch nicht ausreichend charakterisiert ist. Die erste TATA-Box liegt
ndmlich ca. 660 Bp stromaufwérts der bislang als 5‘UTR definierten Sequenz. Mogliche
CArG-Boxen konnten noch weiter stromaufwirts liegen als das bisher isolierte Promotor-
Fragment.

In einer kiirzlich erschienenen Verdffentlichung von Chen et al. (2000) wurde allerdings
gezeigt, dal der Promotor des B-Funktionsgens PISTILLATA (PI) aus Arabidopsis thaliana
ebenfalls keine CArG-Box enthdlt, trotzdem aber in Abhédngigkeit eines Dimers aus
APETALA3 (AP3) und PISTILLATA reguliert wird. Weiterhin stellen die Autoren die
Hypothese auf, dal AP3/PI-Dimere nicht direkt an den PIl-Promotor bindet, sondern
zusétzliche Faktoren benotigt. Eine dhnliche, CArG-Box-unabhidngige Regulation konnte
auch fiir GGM13 eine Rolle spielen. Andererseits sind CArG-Boxen aus Gymnospermen noch
nicht untersucht worden und zeigen moglicherweise eine etwas andere Sequenz als die gut
charakterisierten CArG-Boxen aus Angiospermen.

Eine Regulierung von Bgisie~Genen durch andere Transkriptionsfaktoren, die keine MADS-
Box-Gene sind, wire auch denkbar, insbesondere, da in der putativen Promotor-Sequenz von
GGM13 eine Sequenz zu finden ist, die mit der Kernsequenz des DNA-Bindemotivs im
AGAMOUS (AG)-Promotor des Bliitenmeristem-Identitéts-Proteins LEAFY (LFY) aus A.
thaliana iibereinstimmt. LFY, so haben Busch et al. (1999) zeigen konnen, kann direkt an ein
kurzes Motiv im zweiten Intron von AG binden, um AG-Transktiption zu stimulieren. LFY-
Protein ist ebenfalls in der Lage, die frithe Expression des A-Funktionsgens APETALAL (AP1)
durch direkte transkriptionelle Aktivierung zu induzieren (Wagner et al., 1999). Das B-
Funktionsgen AP3 aus A. thaliana wird jedoch nur durch eine Kombination von LFY mit
UNUSUAL FLORAL ORGANS (UFO) aktiviert (Parcy et al., 1998). Die Expression von

Biiste-Genen konnte also direkt durch LFY, moglicherweise auch unter Mithhilfe eines
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anderen Faktors, initiiert werden. Die Aufrechterhaltung der Expression von Bgige-Genen
konnte dann in dhnlicher Weise reguliert werden wie die Pl-Expression, ndmlich ebenfalls
durch Autoregulation und einen nicht-autoregulativen Mechanismus.

Die meisten Gymnospermen besitzen, im Gegensatz zu Angiospermen, die nur eine einzige
Kopie aufweisen, eine zweite Kopie von LFY, genannt NEEDLY (NLY),. Obwohl LFY schon
aus Gnetum isoliert wurde (Frohlich und Meyerowitz, 1997) konnte das paraloge Gen NLY
trotz intensiver Suche (Kai-Uwe Winter, personliche Mitteilung) noch nicht aus Gnetum
isoliert werden. LFY-Orthologe aus Gymnospermen werden bevorzugt in méinnlichen und
NLY-Orthologe hauptsdchlich in weiblichen Reproduktionsorganen exprimiert (Frohlich und
Parker, 2000). Somit liegt die Hypothese nahe, dal die Expression des putativen B-
Funktionsgens aus Gnetum, GGM2, durch Gnetum-LFY initiiert wird, denn auch in dessen
Promotor konnte die Kernsequenz der LFY-Bindestelle identifiziert werden (Kai-Uwe
Winter, personliche Mitteilung), und daf das Bgjse-Gen GGM13 durch Gnetum-NLY aktiviert
wird. Falls in Gnetum wirklich kein NLY existiert, wiare denkbar, dal LFY GGM2 und
GGM13 aktiviert.

Uber die Regulation der Byig-Gene in Gymnospermen und Angiospermen kann zum jetzigen
Zeitpunkt nur spekuliert werde, da noch keine Promotoren isoliert wurden, und auch noch
keine genetische Interaktionen untersucht wurden. Denkbar wére jedoch, daB3 auch Bgige-Gene

in Angiospermen von LFY-Orthologen aktiviert werden.

4.5.3 Der Zusammenhang zwischen der Aufspaltung der B- und Bgge-Gen-Linien und

der Evolution der Heterosporie

Grobe Datierungen unter Annahme einer molekularen Uhr datieren die Aufspaltung der B-
und Bgiser-Genlinie von ithrem gemeinsamen Vorfahren auf einen Zeitraum von 400 — 300
Millionen Jahren (Becker et al., Daten in der Vorbereitung). Moglicherweise hatte dieser
Vorfahre eine allgemeine Funktion in der Entwicklung von einheitlichen (homosporen)
Reproduktionseinheiten eines Farn- oder Progymnospermen-dhnlichen Vorldufers der
Samenpflanzen. Die Aufspaltung in ménnlich-spezifische B- und weiblich-spezifische Bg;ster-
Gene konnte entweder parallel zur Evolution von heterosporen Reproduktionsorganen
abgelaufen oder sogar deren auslosendes Moment gewesen sein. Bgigiei-Gene wurden anfangs

moglicherweise in Megasporophyllen exprimiert, die nur geringfiigig grofler waren als die
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Mikrosporophylle, in denen B-Gene exprimiert wurden. Im Laufe der Evolution
verdeutlichten sich dann wahrscheinlich die GroBenunterschiede zwischen Mikro- und
Megasporen, ihre Morphologie dnderte sich in unterschiedlicher Weise bei gleichzeitiger
Differenzierung in Mikro- und Megasporangia fand.
Das Endprodukt dieses Differenzierungsprozesses sind die in rezenten Samenpflanzen zu
findenden morphologisch unterschiedlichen Mikro- und Megasporophylle, die Mikro- und
Megasporen verschiedener Grofle und Morphologie tragen.
Heterosporie wird nach Bateman und DiMichele (1994) durch das Vorhandensein von
lebensfdahigen dimorphen Sporen definiert. Neben den Samenpflanzen, die alle heterospor
sind, ist die Heterosporie wéhrend der Evolution der Landpflanzen mehrfach unabhingig
voneinander entstanden. Innerhalb der Lycopodiaceae (Barlappgewédchse) besteht bei den
Selaginellales und der Gruppe der Isoétales Heterosporie. Die Equisetales weisen keinen gut
dokumentierten Fall von Heterosporie auf, jedoch 148t sich bei den an extreme Standorte
angepaliten Schwimmfarnen wie Azolla und Salvinia deutlich heterospore Reproduktion
erkennen. Alle anderen Farne sind jedoch homospor. Die Progymnospermen des oberen
Devons wie z. B. die Archaeopteridales sind heterospor und ihre Sporangien enthalten nur ein
Sporengeschlecht, bereits hier gibt es Mikro- und Megasporangien. Obwohl sich die
Morphologie der Mikro- und Megasporen dieser Progymnospermen fast gleicht, sind die
Megasporen ungefahr doppelt so gro3 wie die Mikrosporen (Bateman und DiMichele, 1994).
Mit grofler Wahrscheinlichkeit beruht die Heterosporie der Selaginellales, Isoétales
und der heterosporen Schwimmfarne auf einem anderen Mechanismus als die der
Progymnospermen und Samenpflanzen. Aus Farnen (Miinster et al., 1997) und
Barlappgewidchsen (Svensson et al., 2000) sind zwar MADS-Box-Gene isoliert worden,
jedoch sind diese Gene nicht homolog zu den floralen homdotischen Genen der
Angiospermen, sondern sind Mitglieder in Genfamilien, die zumindest bislang ausschlieBlich
aus Vertretern der Farne bzw. Bérlappe bestehen. Gene, die den floralen homootischen Genen
ortholog sind, entstanden wahrscheinlich erst in Progymnospermen, nachdem diese sich von
den Farnen abgespaltet hatten. Das Vorldufer-Gen der B- und Bgige~Genlinie muf3 jedoch
schon erkennbare Ahnlichkeiten zu den floralen homé&otischen Genen aufgewiesen habe, da
zumindest einige seiner Nachfahren, die B-Gene, florale homootische Funktionen spezifiziert.
Da die verschiedengradig heterosporen Progymnospermen ausgestorben sind, kann
nur spekuliert werden, daf3 sie schon Orthologe der floralen homdotischen Gene besa3en und
daB die heute in Samenpflanzen vorzufindende Heterosporie wihrend der Ara der

Progymnospermen entstanden ist. Diese Hypothese gewinnt dadurch zusitzlich an
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Glaubwiirdigkeit, dal die Nachfahren der Progymnospermen, die echten Gymnospermen, per
Definition heterospor sind (Bateman und DiMichele, 1994) und schon eindeutige putative

Orthologe der floralen homootischen Gene besitzen (Winter et al., 1999).

4.6 Ausblick

In dieser Arbeit wurden zehn MADS-Box-Gene aus der Gymnosperme Gnetum gnemon
vorgestellt. Unter diesen Genen fallen einige in Subfamilien, die keinen Angiospermen-
Vertreter aufweisen. Andere Gene lassen sich Subfamilien zuordnen, denen zwar Mitglieder
aus Angiospermen angehdren, die jedoch nur sehr oberfldchlich charakterisiert sind. MADS-
Box-Gene aus Gnetum gnemon, die der zweiten Kategorie von Subfamilien angehoren,
wurden genauer auf ihre Expression hin untersucht.

Bis auf ein wenig aufgelostes Expressionsmuster und die Positition in
Phylogenierekonstruktionen ist iiber die Gene, die keine Verwandten unter den Angiospermen
besitzen, nichts bekannt. Um zumindest herauszufinden, in welchen Entwicklungsstadien
welcher Organe sie ihre Funktion ausiiben, wiren in-situ-Hybridisierungen nétig. Weitere
funktionelle und vergleichende Studien wiirden sich als schwierig erweisen, da
Angiospermen-Gene zum Vergleich fehlen und auch keine Mutanten zur Verfiigung stehen,
die moglicherweise Aussagen iiber die Funktion dieser Gnetum-MADS-Box-Gene Auskunft
geben konnten.

Untersuchungen zur moglichen Funktion der MADS-Box-Gene aus Gnetum, die zusammen
mit Angiosperm-Genen in eine Subfamilie fallen, fehlen ebenso. Einen Hinweis auf die
Funktion von GGM12 und die Konservierung der STMADSL1-Subfamilie koénnte die
Komplementation der SVP- und JOINTLESS-Mutanten mit GGM12 sein. Zusitzlich konnten
heterologe Uberexpressionen von GGM12 unter der Kontrolle des 35S-Promotors in
Arabidopsis thaliana die mogliche Funktion von GGM12 als urspriinglichen Zeitgeber testen.
Allerdings konnte eine detaillierte Northern-Analyse, die verschiedene Enwicklungsstadien
umfaBt, zumindest schon auf entwicklungsabhingige Verdnderungen im GGM12-

Expressionsmuster hinweisen.
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Nach Mutanten in AGL6-dhnliche Genen aus Arabidopsis thaliana miifite noch aktiv gesucht
werden, da in der Literatur bis jetzt noch keine solche Mutante beschrieben ist. Um jedoch
den hohen Grad an Konservierung des Expressionsmusters der AGL6-dhnliche Gene aus
Gnetum und Angiospermen auch funktional iiberpriifen zu konnen, sind Mutanten
unentbehrlich.

Samtliche in den letzten Kapiteln beschriebenen Hypothesen im Zusammenhang mit den
Biister-Genen beruhen letztlich auf Expressionsstudien und konnen bislang nicht durch
Informationen tiber die Funktionalitdt der Bgisor-Gene untermauert werden. Funktionsstudien
an GG13 und ZMM17 sind daher unabdingbar. Am wichtigsten wére es, ein Bgise-Gen aus
Arabidopsis thaliana zu isolieren, damit Funktionsstudien wie Uberexpressionen und
Charakterisierung von Mutanten im homologen System ausgefiihrt werden konnen. Im
Vordergrund der Funktionsanalyse wiirde der Zusammenhang zwischen den Genfunktionen
des ABC-Modells und den Bgisei-Genen stehen, um zu klidren, ob auch die Bgigei-Gene florale
homootische Funktionen ausiiben.

Zusatzlich miilte auch weiterhin durch Datenbanksuche iiberpriift werden, ob die Bgiseer
Genfamilie nicht schon Mitglieder anderer Spezies enthilt, die dann charakterisiert werden
konnen, um sicher zu gehen, daB3 mit ZMM17 und GGM13 nicht die Ausnahmen unter den
Biister-Genen untersucht wurden. Bislang konnte in den Sequenzdatenbanken auller AP3-2 aus
Asarum europaeum noch kein anderes Gen gefunden werden, das in die Subfamilie der Bgser
Gene fallt.

Interessant wire sicherlich auch, die Einbindung der Bgi-Gene in das regulatorische
Netzwerk der Bliitenentwicklung zu charakterisieren. Mit Hilfe des yeast-one-hybrid-Systems
konnten Transkriptionsfaktoren isoliert werden, die an der Regulation der Bgige-Gene auf
Transkriptionsebene beteiligt sind. Untersuchungen mittels des yeast-two-hybrid-Systems

hingegen konnte Auskunft iiber mogliche Interaktionspartner der Bg;se-Proteine geben.
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5. Zusammenfassung

Uber die Evolution der Bliitenpflanzen aus Gymnospermen-ihnlichen Vorldufern ist bislang
aufgrund der grolen morphologischen Unterschiede zwischen Angiospermen und
Gymnospermen und einer nur sehr liickenhaften fossilen Dokumentation wenig bekannt.
Molekulare Untersuchungen konnten dazu beitragen, Mechanismen der Angiospermen-
Evolution aufzukldren, da wichtige Gene fiir die Ontogenese eines Organismus
wahrscheinlich auch an dessen Evolution beteiligt waren. Vergleichende Studien {iber
Transkriptionsfaktoren aus Angiospermen und ihren néchsten Verwandten, den
Gymnospermen, konnten Aufschluf} {iber die molekulare Evolution der Angiospermen geben.
MADS-Box-Gene nehmen wichtige Rollen als Kontrollgene verschiedener pflanzlicher
Entwicklungsprozesse ein und konnten somit auch an der Evolution der Angiospermen
malgeblich beteiligt gewesen sein.

Im dieser Arbeit werden zehn aus der Gymnosperme Gnetum gnemon isolierte MADS-Box-
Gene (GGM10-GGM19) vorgestellt. Sie zeigen sehr diverse Expressionsmuster sowohl in
mannlichen und weiblichen Reproduktionseinheiten, als auch in Bldttern, was auf eine
Vielzahl unterschiedlicher Funktionen schlieen 146t. Phylogenierekonstruktionen zeigen, dafl
einige dieser MADS-Box-Gene in bereits aus Angiospermen bekannte Subfamilien fallen,
andere Gene jedoch keiner bislang in Angiospermen charakterisierten Subfamilie zugeordnet
werden konnen. Aus der Anzahl der Subfamilien, die MADS-Box-Gene aus Gymnospermen
und Angiospermen enthalten, konnte geschlossen werden, dall der gemeinsame Vorfahre von
Angiospermen und Gymnospermen bereits mindestens fiinf verschiedene MADS-Box-Gene
besessen haben muB.

Die Gene, die in schon aus Angiospermen bekannte, aber noch nicht ausgiebig
charakterisierte Subfamilien fallen, wurden detaillierteren Expressionsstudien unterworfen.
Aufgrund dieser Expressionsstudien stellte sich heraus, daBl die Subfamilie der AGLG6-
dhnlichen Gene wahrscheinlich in Gymnospermen und Angiospermen an der Entwicklung der
mannlichen und weiblichen Reproduktionsorgane beteiligt sind.

GGM12 ist das erste Gymnospermen-Gen aus der Subfamilie der STMADS11-dhnliche Gene,
die moglicherweise Aspekte der Phasentransition wéahrend des Pflanzenwachstums regulieren.
GGM12 kdnnte somit einen alten Typus eines Phasentransitionsgens représentieren.

GGM13 bildet zusammen mit dem Mais-Gen ZMM17 und AP3-2 aus der basalen
Angiospermen Asarum europaeum eine neue Subfamilie, die, phylogenetischen
Untersuchungen zufolge, die Schwestergruppe der B-Gene (DEF-, GLO-, GGM2- und
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GGM15-dhnliche Gene) ist. Da diese neue Subfamilie zwar nahe mit den B-Genen verwandt
ist, jedoch hauptsidchlich in weiblichen Reproduktionseinheiten exprimiert ist, wurde sie
Biister-Gene genannt. Der hohe Grad an Konservierung tiber mehr als 300 Millionen Jahre und
die Expression der Bgisiei-Gene in allen untersuchten Entwicklungsstadien der Ovula (GGM13,
ZMM17) und auch im Karpell (ZMM17) deutet auf eine wichtige Funktion in diesen Organen
hin.

Grobe Schitzungen datieren die Aufspaltung der B- und Bgige-Gene von einem gemeinsamen
Vorfahren auf den Zeitraum von vor 400 — 300 Millionen Jahren. In diesem Zeitfenster
entstand wahrscheinlich auch die fiir alle Samenpflanzen charakteristische Heterosporie aus
einer homosporen Ausgangssituation. Maoglicherweise besteht eine enge Verbindung
zwischen der Evolution der Heterosporie in Samenpflanzen und der Aufspaltung der
mannliche Organidentitit spezifizierende B- und weibliche Organidentitit spezifizierende

Biister-Genlinien.
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6. English abstract

The evolution of angiosperms from gymnosperm-like ancestors still remains enigmatic. The
morphological gap between gymnosperms and angiosperms accounts for this lack of
information as much as the fragmentary fossil record. Studying genes of ontogenetic
importance at the molecular level could improve our knowledge on the mechanisms of
angiosperm evolution as these genes probably not only play an important role in the
development of an organism but also in its evolution. Comparative analyses on transcription
factors of angiosperms and their gymnosperm sister group could help to understand molecular
evolution. Especially MADS-box transcription factors are significantly involved in different
aspects of plant development and probably also played an important role during angiosperm
evolution.
Here we introduce ten new MADS-box genes (GGM10-GGM19) that were isolated from the
gymnosperm species Gnetum gnemon. They exhibit diverse expression patterns in male and
female reproductive organs as well as in leaves, which may indicate equally diverse functions
of the different proteins. Phylogeny reconstructions show that some GGM genes fall into
MADS-box gene subfamilies known from angiosperms, but others could not be assigned to
any known angiosperm subfamily. From the number of subfamilies containing members of
both, gymnosperms and angiosperms, we can estimate that the common ancestor of
gymnosperms and angiosperms possessed already at least five different MADS box genes.
GGM genes falling together with angiosperm genes in subfamilies which so far are relatively
superficially characterized were analyzed in more detailed expression studies.

Expression analyses of the AGLG6-like genes GGM9 (Winter et al., 1999) and
GGM11 indicate a high degree of conservation between gymnosperm and angiosperm genes,
as they all show expression in ovule primordia. Also their function might not have changed
much during angiosperm evolution.
GGM12 is the first STMADSI11-like gene isolated from a gymnosperm species. As
angiosperm members of the STMADSL1 subfamily are involved in different aspects of phase
transition processes, GGM12 might be a representative of an evolutionary old of a “time
keeper” gene.
GGM13 forms together with ZMM17 and AP3-2 a new MADS box gene subfamily which, in
phylogeny reconstructions, is the sister group of B genes (DEF-, GLO-, GGM2- and GGM15-
like genes). Even though this new subfamily is closely related to the B-genes, its members are

predominantly expressed in female rather than in male reproductive units which is the reason
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for naming them B;er genes. A high degree of conservation over more than 300 million years
together with expression throughout all examined developmental stages of ovules (GGM13,
ZMM17) and carpels (ZMM17) indicate an important function of Bgger genes in the
development of these organs.

Rough estimates date the split of B and Biiser genes from a common ancestor to 400 to 300
million years ago. Also the evolution of heterospory, an important seed plant character, from
homospory happened within this time frame. Very likely there is an association between the
split of the B (specifying microsporangia) and Bgiser gene lineage (specifying megasporangia)

and the evolution of heterospory.
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8. Abklrzungsverzeichnis

al. alii

Bp Basenpaare

BSA Bovine (Rinder-) Serum Albumin
cDNA komplementdre DNA

DEPC Diethylpyrocarbonat

DIG Digoxygenin

DMS Dimethylsulfat

DNase Desoxyribonuklease

DTT Dithiothreitol

EDTA Ethylendiamintetraacetat

kB Kilobasen

kBp Kilobasenpaare

MOPS M orpholinopropansulfonséure
NBT Nitrblau-Tretrazoliusalz

p.A. zur Analyse

PVP Polyvinylpropylen

RT Raumtemperatur

SDS Natriumdodecylsulfat

Tris Tris-(hydroxymethyl-)aminomethan
U Unit (funktionelle Einheit)

viv Volumen pro Volumen

wiv Gewicht pro Volumen

X-P 5-bromo-4-chloro-3-indolylphosphat
z.B. zum Beispidl

9. Nomenklatur

Gen: Grof3buchstaben, kursiv, z.B. GGM10
Protein: Grof¥buchstaben, z.B. LEAFY
Mutanten: Kleinbuchstabe, kursiv, z.B. svp
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cDNA-Sequenz des Gens GGM 10

1 60
<TCGACAAGT GACGT TCTGCAAGCGCCGT GGCGGTCTCATGAAGAAGGCTTACGAGCTTTC
<R QVTJFCIKRRGGL MKIKAYEL S

61 120
CGITCTTTGCGACGCCGAAGTGCCTCTCATAATTTTCTCCAGCCGCGGECAAACTCTATGA

v L CDAEVALI I F SSRGIK KL Y E
120 180

GCTCGCTACAAGCAACAAAAGTATGATGT CTACTCTTGAGAGATATCAAAGAAGCTCTGC
L AT SNIKSMMSTULEIRY QRS S A
181 240
AACTGGAAAACAACTTAATCTTTACCCT GGAAGCTCAAAT GAGAAGCTGGATTTAGAAGT
T GK QL NL Y P GS SNUEIKULDUL E V
240 300
AAAATTTCTTCGTAATCAAGT TGAGCAATTAAAAGCTACCAACAGGTATTTGATGGGAGA
K F L RNQVE QLI KATNRYL MGE
301 360
AGAACTGCCCAACCATGICTTTAGATGAACTAAATGAATTAGAAGCACAACTTCAGAAAGG
E L AT MS L DETLNIETLEAIOQL Q K G
360 420
AATTAATCAAGT GAGAGCTAAGAAGACTGACTTGATGT TGGAGGAAATTAAAGCACTTCA
| N Q VR AIKIKTDUL ML E E I K A L Q
421 480
GAATAAGGAGCATATTTTAAGGATGAGCAATATCATGCTGCAAGGAAACGCTTGATGAGT G
N K E H I L R MS N I M L Q G K L DE C
481 540
TACAAATTGTAAAGATTCAAGGT TTCATGGATTTATAACAACTAGCTCTACTTCTCATGC
T NC K D SR FHGZFI T TS ST S HA
541 600
TCCAGCATATACATGTGGATTCAACCTGAATAATCAATCCCTTAGT TCAACTATAGAAAT
P AY T C GF NL NNQSUL S ST I E M
|> 5 UTR
601 660
GTAAACCCATAACACTTACTCAATTTTAAATAATTTCCTGACT TGT TAATATGAAATACT
*

661 720
GTATACTATGTTGGAACCTTTTGCTATGCTTTCAAGACCATCGCCATATGATTACTTTAAA

721 756
CTCTACTGTAAAATTGTTTTATGTATTAACTTGGAT

Legende fur Anhang A — J. Unter der einzelstrangigen cDNA-Sequenz ist die von ihr
abgeleitete Aminosaure-Sequenz angeben. Aminosauren der MADS-Domane sind dunkelblau
markiert, die der K-Doméane rot und Aminosduren der I-Doméne und der C-terminalen
Doméne sind schwarz gedruckt. Start- und Stopcodon sind jewells unterstrichen, Pfeile
oberhalb der Sequenz weisen auf das Ende des 3'UTR bzw. den Anfang des 5°'UTR hin. Ein

»<' am Anfang einer Sequenz deutet auf deren Unvollstandigkeit hin.
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cDNA-Sequenz des Gens GGM 11

1 60
TCTCTGAAACGGAAT TTCCGAGGT TTCCT GAGCGAGGCGAAGAGAAAT GACGGCCTGAAG
61 120
AGGTTTCAGT CGGTCTGGT CAGGAGTAGTAGT AGT GCAAAT TGCGAAGT TGAGAGAGAGA
121 3UTR <-| 180
GAGAGAAAGGAGAGT CTGGGCTTTTGT TCTACT TCCCAAGGAGAAAGGAT GGGGCGAGGC
M G R G
181 240
AGAGT CGAGCT GAAACGCAT CGAGAATAAGAT CAAT CGTCAGGT TACGT TTTCCAAACGC
RV ELI KR RI ENZKI NROQVTTF S KR
240 300

CGCAACGECCT CCTGAAGAAGGCGT ACGAGCTCTCCGT GCTATGCGATGCCGAAGT TGCT
R NGL L KKAYEL SV L CDAEVA

301 360
CTCATCATTTTCTCCAGCCGCGCGAAACGCT TTACGAGT TCGGGAGCCCCGCGACT TTGAAG
L1 I FSSRGKWLYEFGSAGT L K
361 420

ACATTGGAGCGT TACCAAAAATGT TCGTATGCCT TGCAAGAAT CTAATAACT CAGATCGT
TLERY QKT CSYALG OETSNNSDTR R
421 480
GATGCCCAGACTTGGCATCATGAAGT AAGT AAGCT AAAAACAAAGGT GGAAATTTTACAA
DAQTWHUHTEVSIKTLTE KTZ KVETILILOQ
481 540
CGTTCTCAAAGGCATCTTTTAGGT GAAGAT CTTGGACCAT TAAGCATAAGGGAACTACAA
RSQRUHLTLGEUDTLTGPTLTSIRETLDQ
541 600
ACCCTTGAAAGACAAAT TGAGGT AGCACT AACACAAGT TCGAGCAAGAAAGACACAAGTA
TLERO QI EVALTA QVRARTIKTOQV
601 660
ATGAT GGACAT GATGGAT GATCTAAAGAAAAAGGAGAGGCT TTTGCAAGAAGT TAATAAA
M MDMMDUDTLI KU KT KTETRTLTLTI OQEVNK
661 720
TCTCTGCGCAAAAAGCT TGACGAAACAGAAGGT CAAGT TTACAGTAATGCACAGCTACAA
S LRKKLUDETTEGOQVYSNAOQLDOQ
721 780
GCTGCTCCTCCTCCTGAAT GGGATTCTAAT GCAATAGCAAACCCTGTATATGCTCTTCCT
A APPPEWDS SNAI ANPVYA ATLP
781 840
CCAACCCCACAAAATGCTGT TGACT GTGAGCCTACT TGCAAATTGGGTATTATGCTCCTG
PTPQNAVDT CEZPTT CKTLTGI ML L
841 900
CTGAGCCAAGCAT TCCCAGGCAT GATCATCCT CAGAACAACT ACATACAGGGGT GGGT GG
L SQAFPGMI I LRTTTYRGGW

901 |-> 5'UTR 960
TCTAATCTAATCCCT GATGCAAACAAT CAGTAGAAATCTATTTATGGAATATGGTACCTG
S NLI PDANNOQ *

961 1020
TAAAGTATGTGTTATATGGGATTTTACTATTTTAAAATTTTTCCATGTTAGTCTAAGTTT
1021 1080
CATCAGTCAGAACATATTTCTTAGCTAAGCT TGCAATGCAGT TGTACGTGGTTTTTATTT
1081 1140
TAACT GGGGATCGGAAGCTATATAAGCAT GGACAGCT TTTGTAATGTATTCTCTGGACAA
1141 1196
ATTTACTTTATAAAAGTACTGGCATAGT AT TATGATAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
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cDNA-Sequenz des Gens GGM 12

1 60
CCCTCACTAAAGGGAACAAAAGCCT GGAGCT CCACCGCGGT GECGECCCCTCTAGAACTAG
61 120
TGGATCCCCCGEECT GCAGGAAT TCGECACGAGGGEEECAGCCT TCTGATTCAAACCCAGA
121 180
TAGATATAAGT AGAGAGAAAAT CTGGT GAAGGT TCTTCTGCCACACCCAGAACT GAAGCA

181 <-| 5'UTR 240
AACT GCCAT GGCGAGGGAGAAGAT CGAAATAAAGAAGAT TGCGAAT GCAACCGCAAGGCA
M ARTETZKI I EI KKI ANATATRDOQ
241 300
AGTCACATTTTCGAAGAGGAGGAGAGGAT TATTCAAGAAGGCT CACGAGCTATCCATTCT
VTFSKRRRGLTFEKTZKAHETLSI L
301
GTGCGATGCAGAGGT CGCTCTCATCATCTTCTCATCCACCGGAAAGCT CTACGACTACTG
CDAEVALI I FSSTGKTLTYDYSC
361 420
CAGCTCCAGCATGAAGGT GCT CCTAGAGAGGT ACGAGAACGAT TTTCGT GAGAAAGGCAC
S SSMKVLLERYTENDTFRETKTGT

421 480
GGCTAGAGAT CAGGAGATAGACAATGGAGATGT TCTGAAAGCT CAACAGCAGGT GGCGGA
A RDOQEI DNGDVLI KA AOQOQOQVATE
481 540

GCTGGAGCGCGCGCGCAGACAGAT GT TAGGAGAAGAT CTGGAAGGACT GTCGCTAAAACA
L ERARROQMLGET DTULETGL S L K Q

541 600
ACTGCAAATCCTGGAGGCGAACCT TGAGACT CCTCTGAAT CGCGT AAGGAACCGCAAGEG
L QI L EANLETALNIRVRNRKG
601 660
AGTTCAGATTCTGAAGGATATCAACGAT CTTCAGAGAAAGGCGGECAAGAGATACTAGAGGA
V QI L K DI NDUL QRIKGOQE'Il L E E
661 720

GAACAACAGGCT TCGCCAACAACT GAGGCAGAGGT ACAACAACAGAGCACCT TTGGAGAA
NNRLROQQQLU ROQQRYNNINRATPTLEN

721 780
CTTCGAGGCAGAGGAGT CTTTGCCAAT TGGGCAGCT GT TAGCCCAT GAACCGCCTCAATC
FEAEES SLTPI GQLLAHTETPTPO QS
781 840
ACAATCTTCAGATTCCATATCGACAT CCTTCAGCCT CAAGCT CGGCAAT GGAGTAGT CAT
Q SSDSI STSFSLIKLGNGV VI
841 3UTR | ->900

TCCTGACAATGAAGT CTCTGACACT TCCCTGCATCTAGECCTTCCCTCCCACTCTTGAGA
P DNEVSDTSLHL GL P S HS *

901 960
TGCTCTGAAAAACGGAAGCAT CTGCCTAAACCT GAAATCCTGACAGCAATCAGT TGCTGC
961 1020
CAAGGTCTTTCCCAACAGAATTTGCGAATCCTCTCTCTTTTCTGTCGTTGTACTTAACTT
1021 1080
GITTATGCACTTAAGCTGAAGCACTGCAACTTCTGGTTTCATTTGCAGAGAACACTTAAT
1081 1140
TATATCTTTCAGACATCGAAGT CTAACAAATTCTACCGTAGAGCATTTCTATCAATATAC
1141 1200
TTCTCCTAGCAGCCAAGGAATGCCGTAGGGCATCTCCTCCTTAATCTGAACTATTATCTCT
1201 1260
GATAAATATGTATCTTCAAAAGCTATTAAAACT GGATAACTATGGTATAAAAAAAAAAAA
1264

AAAA
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cDNA-Sequenz des Gens GGM 13

1 60
CGATTTCATCAGAGCAGATACTGATTCTGGT TTGGT TGCTTCTGCTGCTCTGTGGGTACA
61 120
GGGACGAAAAGGAT AGAGAGAGAGAGAGAGACCAAGCAGT GGTAGTGCTGCTGGTTTCTG
121 180
GGCGTTGTGGCCGGGT ACGAT TGGGAATAGCAGCGAAAATTTTTGTTGGTGATTACTTTG
18  <-| 5UTR 240
AGT CAGGCAT GGGTCGAGGAAAGAT TGAGAT CAAAAGGAT CGAGAACACAACGAACAGGC

M GRGI K I EIl KRI ENTTNR RDOQ
241 3030

AGGTGACTTTCTCAAAAAGAAGAGGCGGT CTGCT TAAAAAGGCGCATGAGCTCTCCGITC
vV TF S KRRGGLL KKAMHEUL S VL

301 360
TGTGIT GACGCAGAACT CGGCCTCATCATCTTCTCCAGCTCTGGCAAGCTCTTTGAGTACT

CcC bAEL GL 1 I F S S S GKWLFE Y S
361 420
CAAGCGCCTCATCCAGCATGAAGAAGAT CATAGAAAGGTACCAAAAGGT ATCCGGAGCAA

S ASSSMKIKI I ERY QK VS GAR
421 480

GAATTACAGAGTATGATAACCAGCACCT CTACT GTGAGAT GACAAGGAT GAAGAACGAGA
I T E Y DNOQHL Y CEMTRMIK N E N

481 540
ATGAAAAGCT TCAAACGAACAT CAGGAGAAT GATGGEGT GAAGATCTGACCTCCCTTACCA

E KL QTNI RRMMGEUDULTSL TWM
541 600

TGACTGAACTGCATCATCTAGAACAGCAATTGGAAT CTGCT TCCAGCCGGGT CAGAAGTA
T EL HHL EQQLESASSIRVRSR

601 660

GAAAAAAT CAGT TGATGCTGCAACAGCTAGAGAATCTCCGTAGAAAGGAAAGAATCCT GG
K NQ L ML Q QL ENULIRRIKERI L E

661 720

AGGATCAGAACAGT CACCT TTGTAGAT TACT TGCAGAGCAGCAAGCAGCAGT GGAAGGAG
DQNSHLT CRLTLAETG QO QQAAVTEGYV
720 780
TTCAAGAGCCACT GCTAGAATTTGGAGTATTCTGTCCTCCTCCAGATAATAAAACAGCAG
QEPLLEFGVF FCPPPDNIKTAA
781 840
CAGCAGCAAAT GCAGGCCCCT TGCACT TGGGT CATCATCTTCCTGCAT TCAGGCTGCAAC
AANAGPLUHLGHHLTPAFR RLUO OQSTF®P

841 900
JUTR|->

CCACTCAACCAAATCTCCAGGAATCCTCCATTGT TCCAAATAGACCTGTTCTTCAGCTCT

T QPNL OQEGSSI VPNRPVLOQL *

901 960

GATGCTGITGATTCAGT GATTCCAACGGGEGT GGATGAAGAACAGCCTGATGTGTACAATC
961

TTCAGGCGECGAGTAACATGTGGCTTGTCTTCATGCCAGACGGAACTCCTCTGATCAATCCA

]Agi]éTTCATCACT TAAATTTCTTACCGTAACTGCATGCTTTAAATGGT TCAGT AGA](:I%i(()S
](.B(C)BEBI'](.BCTGACCGT GAATAGGGTATACTATGGTAATCGACTCTAACTAGTAAAGT TGA]A]:(E(Z\
iiéi\TGAAACATTTTGT TATTTGAATCAGCT TCTCTAGATGAAACTCTGITCT ATA]C-;%%
j(:)%AGAATATTCGATAAATGAATATGT AGT T/?-AZ'I;’(éATATAAATTTCGGATCGCCT il.I%Z'GA\(')I'

TCTCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
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cDNA-Sequenz des Gens GGM 14

1 60
<AAAGCATACGAGCT TAATGT TCTGT GTGAAGCCGATGI TGCCGTGCTTATTTACTCCGAC
<K A°Y E L NV L CEADVA AV L1 Y S D

61 120

TCCGGAAAGT TCTACCAATTCTCCAGT CCAATGATGAATACAATATTGGCAAAATACAAA

S GKFYQFSSPMMNTI L A K YK

121 180

TTTTGITATCATTATGCGATGGATGT TGATACAGAAAAGAT TGGT GCAGATGACAAGGAC
F CYHY GMDVDTEIKI GADDKD

181 240

AAACGT GAAAATTTACTTACGAGAATCAAGT TACTTGAACAAACACAAAAGAATATTATG
K R E NL L TR1T KL L E QT QK NI M

241 300

GGGEGAGGATCTGGATTCACTATCTGCCATGT CTCTTGAGCGACT TGAAAAAAACGCTTCAA
G EDLUDSL SAMSULERILEIKIK KL Q

301 360
AGTACAAAACGAAGGGT TTTGAATCGCAAGATCAAACTGTTATACGAGGAGATCCATGTA
S T K RRVLNRIKI KL L Y ETEI HYV

361 420

TTGGAAGACCAGGTACGCAAT AGAACCGT TGAAAACAAAACCCT AAAAGCCCAACAAACA
L EDQVRNRTVENIEKTTLZEKAOQOQT

421 |-> 3'UTR 480

ATTGGCCTGAACGAAACAATACT GGACCAATGCTTTCAGCAAAAAT GAAAT CAGT GGGAAA
I G~

481 540

ATCCAACGGT GAAGGAATATGTCGAAGTATACCCCATATCGAATCATAATTTATCCAAAA

541 600

TGTTCTAAAAGAAGAAAAATAAT TGTAAGCT GGGAACCAATCTGTAGAACTAATAACTCG

601 660

GAACATGTCATATTCAAAGT CTATGTAAATATAAATTTCTGTAAGATCTTCTGITAGCTG

661 720

CTTTCCTTACAGT TTAGAAAATTGAGCCAAAATCTTTTTAATAGAAGAAAAATAAAATAA
721 774
GITAAATAAATGATTCGTATTAGT TTGGAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
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cDNA-Sequenz des Gens GGM 15

1 60
TGTTTCOGTATTTCGAAGT TCCAAACCCTAGAAT ATAGGCT TGCT GGAAGT TGACCTGCA
61 120
AGCCTCCTCTCTTOGTAGCGT TTTCCTCATTCTACGTTGTTGTTTCTCATTTGCAAGAAG
121 5UTR <- | 180
CGTTACTACTGTAAAGGAAAGGT AT GGGAAGGGGCAAACT GGAGAT CAAGCGGAT CGAAA

M GRGEKTLTETI KR E N
181 240

ACCT GACGAACAGGCAAACGACCT TTGCAAAGCGCAAGAAT GGCCTCATGAAGAAAGCAA
L T NRQTTFAIKIRIKNGL MK K A K

241 300
AAGAACTATCTATTCTTTGT GACGCGCAGGT TGCTCTCATCGT CTTCTCTCCCACCGGAA

E L SI L CDAQVALI VFSPTGHK
301 360
AGCAGT TCATAGAGGCT CACGGTAATAAT GCCGAAT GCACCATAGAAAGCGT GAGGGATG

Q FI E A HGNNAETCTI E SV RDV
361 420

TCATAGAGAGGTACAAGCAACAAT CCAAGGAAAAGCTACT TGATTCAGAAGATGAGAATC
| ERY KQQSKTEJ KTLTULUDSTETDTENIL
421 480
TTGCTAACGAGT TGGAAAAGCAGAAGAAACAAT CTGCAGAT CT GCAAACCAAATTGGAGC
A'NELTEZ KGO QKTIKIO QQSADLTU OQTIKL E H

481 540
ATCTGACTGGCCAGGATATTAACT TGCT GAGCCCAGATGCTCTCGGT GACTTGGAGCATA
L T GQ DI NL L S P DA ALGUDUL E H I
541 600
TTTTGCAAGAGCCTCTTACCAGAGT GCGT CAGAAGAAGATCCAACCCTGGCTCAGTAAGA
L Q EALTWRVROQKIKI QRWL S KK
601 660

AGATTGAAATGGAGAGACGT GTGGCTAAGCTAAAT GAATATAAGAAT GCACTGAATGCGAG
I EME R RV A KL NEY KNALNGYV

661 720
TGTATTCGCAGGCACAGGGATATCAGCAT TACAAT CACGCT CATCATGGAATAATGGCAG

Y S QAQGYQHYNHAHHGI MAA
721 780

CATCGGTATCGGCTGCCTTATCACCGCGI TCAACCCT ACCCAGGAAATCTGGACGATGT GT
S VS AAYHRVYVQPYPGNLDUDVC

781 [-> 3UTR 840
GCTACCAACCACAACCCAATCTTCAGCTAAGGT TTTTGTAGTGTACT TCCAAAGCATGCC
Y QP QP NL QL RF L *

841 900
TTAGCACAAGGCAGATGTATTTGCAAACAT TTTACAAGT CTATGAATGGTTGCATGCCTT
901 960
GTTGAAACATCACCCGT GCATGT GAAAAAAT TTAAGAGAACT TTGGATATTTCACATGTT
961 1020
CTATTGAAGTATTTTTATATGTAAATATACACATCTCTGGCAATGATGT TTTCTACAAAA
1021 1043

AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA



Anhang G

120

cDNA-Sequenz des Gens GGM 16

1
GITTTATTTTTTTTTCTCGICCTATCCTACTGIGTTGTAGGTAGCCTAGGTTTAGCTTAG
61 S'UTR <-|

GGITTTGGCGAAT TGAAGAT GGCCAGAGGCAAGAT TGAGAT CAAGAAAATCGAGAATCCC

M GR GK 1T E1 KKI1 E NP

121

AGCAGCAGGCAGGT TACATTTTCCAAAAGAAGAGGAGGT CTCATCAAGAAGGCGAGAGAA
S SRQVTTFS SKRRGGLTI KKATRE
181
CTTGCTGTTCTTTGTGATGCAGAGATTGCCCTGATCATTTTTTCATCCACT GGCAAGCTC
L AVLCDATETLI ALTI I FSSTGTK.L
241

ACTGACTGGTGTAGT CACAACAT GAAGGATACGCT GAAGAAGT TTGAAAGAAT CGCAGGC
T DWCSHNMKT DTLZ KT KTFTETR RI AG
301
AGTAGTTCTGCAGAATATGAACGACAT CAAT TGOGAT TGGATAT TGAGACGAGGAAAAGA
S SSAEYERHOQQLA RLUDI ETRKR R
361

CAGAATGAAGAGCT TCAGAACT TGATAAACTACAAAT TGGGT GTGGGAATAGATCATTTG
QNETETLU ONTLTINYJ KLGVGI DHL
421

AGTTGOGAAGAACT GGAGT GTCTAGAGGAAGACCT GGAAAACAT TGTGAGGAATGTTAAG
S CEELTETCLTETEDTLTENTIVRNVK
481

AGAACT AAGGACAAGCAAGAAGAGAGACT GACAGACAGGCT CCGAAGAAGGGTTGGCTTC
RTKDJ K QQETERTLTUDRLT RRRVYVGFTF
541

CAACAGCAACACT TGAGAAGAT TTATGGGT GAGAT COGGTACCAT GACACATACGTAGAG
Q QQHL RRFMGETI RYHDTYVE
601

AAGGAACT TTGGGAAGT TTGCTGT CAACT AGCCCAGGAAAAGAT CACT GOCAGAGAGGAA
K ELWEVC CCOQLAOQET KT I TATRTEE

660 3UTR |-> 720
AAACAT CATGGT GATCACCATGACT GTGCT CTGCT TCATTTCAGACATGAATAAGT TAGG
K HHGDUHHDTG CATLTLUHEFTR RHE *

721 780
TTTAATGTACCATACCTAAACT T TAGAAGTAAAAGCACGT TCAGCTATGCTTGGGTTTGA
781 840
TATAGTATGTTATGTAATTTATTTTAAGGT TAATATAGCT TAGTATACT TCAAGGGGT CA
841 900
CAAGCTCTTCATTAGAGCTTGGGT GCACT TACACT AAAAGTAGGT TTCTCATCOGTTGGA
901 960
TCCATCTACGTAGACCCAT TTTGGGAGGATGAGCGT TAAGCATTGAATCTCTTTTGGGTG
960 1020

ATGATCCCTCATCTTTAAGAGATCTTTTCACAAGT TGCAATAGGT TGTAGCATTTTCCTA
1021 1080
AATTGACAATAGAGAAATCATTTGAGT GCATTCACATAATAATAATAATTTGAGTAATGA
1081 1107

TACGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA



Anhang H

121

cDNA-Sequenz des Gens GGM 17

C:BLACT AAAAATGCCAATTTATCAAACTAAAAAT GCCACTCCAAACACAAATTTAGI TGT! Gi'cl)'
6A:‘LATTTAATT('_-i(3(?—AAAAAACCAC—:CAG'I' TCTCTCCTCAAAATGT GCATAATTCCACACIBészl' 'CI)'
]AZT]:I'CATGCAACGATGATC-GT CACCATAACTCTCAAAATATAAATTCAAACATTTCT G:ki'cl)'
]fA]AMGAMTTTU AAAATACCCATTTTCCGT GGTACT GGCACCCCT. ATTTTTGAAAiAég
'zl'?ZiTCCT GCTCAGATACATCCGAAATCCCAAACCGTAAATTCCAAACTGT AC-IBCAAC?()Z'(I)' 2\
iz']I:TTATCI:GAAATCCIIAAATGATTMTTCIIAAATCI:GAAACIIACCACIIACAATTGA?E&
iiéACCAGATTTACI:C—IBCATTCT AAACTCTTAATCCCACGCACCTAAACT TATCIIAAii'(I)'
?Z(ZZiTGACT ATAAATCACAAAGAAATTGT CAATCGCTAGGACAAGCATTGAATTTGT Cfll' %2
i’?"]fCAAGAAAGAAACCAAAMAGAACAC{IAAMGAMAGAAGAACAAGATCATCAATEéi?Z

541 <-| 5'UTR 600
TCAAAAAAT GGGACGAGGAAAAAT CGAGAT CAAGAGAAT CGAGAACT ACACGAGCCGGCA

M GRGKI I EI KRI ENYTSRDOQ
601 660
GGCGACAT TCTCGAAACGCOGAGBOGGEECT TCT GAAGAAGGCT CBOGAACT CGCCGT TCT

AT F S KRR RGOGL L KKAREIL AVL

661 720
CTGCGATGCAGAGATCGCGCTCATAATATTTTCGAGCAGCGECCGCCTCTTTCAATTCGC
CbAEI AL 1 I F SSSGRLFQFA
721 780

CAGTTCCTCCATGAACGCAACCCTAGCT CGCTACT GCAGACGCT GOGAAGAAACCAAAAA
S SSMNATLARYT CRRTCETET KN
781 840
CCCAGCAGCAAACCACGGCCT CGAGAACGAAGATAACAAAACCGGAAACGCGGAT COGGA
PAANHGLTENEUDNIKTGNATUDTPD
841 900
CGAAAGCAAAAGCT TGCAGAAAGT ACCGGAT CTGAGCT TAAGT AGAACCCCACT GGTCAA
ESKSLO QKVPDLZSLSRTPLVN
901 960
CGAGGGTTTGGAAAGCCT GAAAT TGCAGAAGGAACAGT TGCAGAGAT CTGTAAAACGCCT
E GLES STLJZ KLU OKTET- QLU ORSVI KT RTL

961 1020
GATGGGAGAGCAGAT TGAGGATAT GAGACT GGAT GAGCT CGCGCAGCT GGAACGAGATGT
M GEQI EDMRLDETLAOQL ERDV

1021 1080
GGAGGCGGECCAT GCGCAGACT CCGGEGCCAGT AAAGAGAGTAAGAT GATCGGCAGAATTGA
E AAMRRLIRASIKESIKMI GRI E

1081 1140

AGAGGCCAGGGT TTGTAAAGAAAGGCGAT CT TGCAGAGCAGAAT CGCGAACTTCGCTTACA
E ARV CKEIRDILAEI QONRETLIRTLQ

1141 |-> 3FUTR 1200
GCTGGATTTGT TCAGAAACACGACCGT GTAATTAAT GGT GBOGAAT GCT GTAAAGAACAT
L DL FRNTTVF*

1201 1260
CGATTTTCTGAAAGAGITTTTCGCGTGITTTGTTCTTCTGCTATTTTGIGTTTTTTTCTT
1261 1320
TGGGATCGGAGCT GCAGAGATCTGCTGT TACAGT TCTTGGCGCGGT TTGT TTCAACTCCG
1321 1380
ACCTGTGICTCTGTTAGATTTTGATTGTGATTGGATTTTTTTTGGAGAAATGT GAAATAA
1381 1437

TTTGATTTGATCT TGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA



Anhang | 122

cDNA-Sequenz von GGM 18

1 60
>AAAATAAAT CGACAAGT GAGT TTCTCCAAGCGT AGGAAT GGGCT GAT GAAGAAGGCGTAC
S5k 1 NR QV S F SKRRNGLMEKKAY

61 120

GAGCTATCGGT TCTGT GOGAT GCCCAGCT CGOGCT TATCGT CTTCTCCAACCATGGCAAG

ELSVLCDAGO QLA ALTI VFSNHGK

121 180

CTCTACCAGTATTCCTCTACCAGCATAAATAGCAT TCTGGAAAGATACAAAAAATGTTCT

L Y QY SSTSI NG SILETRYZKTEKTCS

181 240

GCTCTTCATTTTGAAAATGATACGCAGGAAAGT CAACAAGT AAAGT TATCAAAACATCAT

ALHFENDTU QES SO QOQVIKTLSKHH

241 300
GCAAAAGT CATGATTTTAGAAAAAT CAATAAGGAATTTAAGAGGT GAAGATATACATGAT
AAK V M1 L E K SI RNULIRGET DI HD

301 360

CTTAATGTTAAGGAACT TCAATCATTAGAGCATACATTAGAACAAACT TTGAAGCAAGTA
L NVKETLTG QSTLTEHTTLTETG QTTLTZKOQYV
361 420
AGATCATATAAGGT TGATGCTATACGGGGT ATCATACAT GAACT GGAGAGAAAGGAACAA
RSYKVDAI RGI I HELTET RTEKEDQ
421 480
GTCTTGGAGGAT GCCAATAT GGOGCT GOGCAT GAAGAT TGCCTATGCCAAT GCCAGGAGA
V. EDANMALT RMKIAYANATRTR R
481 540
AATTCACGGACACAATTACATTTTGATGGATCGCCT TGGACCT TAACCCAGCAAATCACC
NSRTQLHEDGS SPWTLTOQOQI T

541 |-> 3UTR 600
TCTGCTCCTGCTGCTGTAAAT TCTGCTTGCACGCAT TTCTAAACAGAACTGTGAATGTCA
S APAAVNSACTHF *

601 660
TGATGCCATAAAGACAT GAATACAAAAAT AT TTCATAAAT CATGTGT GTGAAAACTAGCA
661 720
AAAT GGCAAGCAAGGT TGAGT AGAT GAAACGT TACCGT GATCTTCCAAAGACGT AAATAC
721 780
GTCAATGTTTGATACATTGT GGACGGT GGCTAAGGGCAGCACCTAGAACCT TCAATATCT
781 840
TAAAGATGTATTTTTTAATAACTCGTTACAAGT TAAAGATATGGT TTATACATCATGTGT
841 900
TTTATATGTAGCATATGTTTTTTAAAACATACCCT TGGATGAACTCTTCAATTCTCCATT
901 960
CATGTTTCTGCAGTTAGCTTCTTTTAACAAGGTACTCCATATGTTATGTAAAGATTTCAA
961 1020
CACAAACAGTAATTCATTCTTATTAGCAT TATGGAGT TCAACT GAAAAAAAAAAAAAAAA
1021

A




Anhang J 123

cDNA-Sequenz des Gens GGM 19

1 60
<AAGAAGGCCAACGAGCT CTCCGT CCT CTGCGACGCCGAGGT CGECCTCATCGT CTACAAC
<K K ANEL SVL CDAEVGLII VYN

61 120

ACGGCTGGAAAGCTCTTCGAAT TCTCCAGCACCAGCAT GAAGAT GCTCGTCAACAAGTAC
T AGKLTFETFSSTSMKMLVNKY
121 180
TTGOGCCATCAAGAAT CACT TCAGAGT CACACAT TTGCT GAGCT GCAAGGGCAGGAGGAT
L RHQE STLUO QSHTTFATETLTG QGO QTESTD
181 240
AATGTTGAGATAGAAAAAT TAAAAGAAGATATCAGT AACCTATGCCGCCT TTGCAGAGGC
NV EIEIKTLIZ KTETDTI SNLTG CRTLTCTR RG
241 300
GATATTCACAAAGGGT TCAGCT TAAAAAT GTTTGACGAGCT GGAAGAAACTCTGGAAATG
DI HK GF SLKMFDTETLTETETTLTEM
301 360
GCACTAAAGT GCAT TCAGAAGAAACAACGAGAAATATTTACCGACCAAATGAATTTTCTC
AL KCIl QKZK QQRTEI FTDOQMNFL
361 720
CAAGCACAGGAACAT AGGGCGT TACGAGAAAGCACACAACT ACAAAAGAGGCT TGAAGAT
QA QEHRALI RESTO QLG QKT RTLETD
721 780
TATTCAAAAGAAGCTATGT TTCAACAATATAAGTATTTTGATAACTATGGGGCTTCCAGT
Y S KEAMFOQQYKYTFDNYGAS'S
781 840
AATCGTACACACAAATTTTCTAACATTACAAACAAAGAT GATTTCAACCCTTATGAGACC
NRTHIEKTFSNI TNIKUDUDTFEFNPYET

841 |-> 3UTR 900

TCTCTAAGCTTAAGGT TGT GAAAAGCTATGT TATTGGCATGAGAGCTGAGAACTGATTTT
S L S L R L *

'?'?']I:AAGAAATAAGATGT AGGAGCATGTGGACTGT GTAAAAGAAGT TGCTTAACT TTA'SIJ'i'cI)'
'SI)'EIS'(()ZTAAGT GTATGTAGTTATGTAAATTATATTTATATGAAGCATTTAAAATTAGT A,JA-\(()Z'ZI'X
jépl'ijATGATATACAAGT GAATACTTTTAACTAGT TTATGTATCATTTTAAGGCATCT '::-"Io'i'lo'
%%TAAAAGAATGI’ ATGAACTTTTATGAGCATATGT TATm'I?:GCCT TCT ATTAAJC-;)A&%

TATATTTAACTACT TTTGAATATAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA



Anhang K 124
Genomische Sequenz des GensZMM 17
1 CTTGGATCGA CCGACCGEECC GGEGGTGGICG CCATGGGACG CGGGAAGATC GAGATCAAGC GGATCGAGAA CTCGACGAAC 80
M GR G K1 E 1T KR I E N S TN
81 CGGCAGGTCA CCTTCTCCAA GCGCCEEEEC GGGCTGCTCA AGAAGGCCAA CGAGCTCECC GTGCTGTGCG ACcGcaeaear 160
R QVT FSK RRG GLLK KANELAVLCD ARV
161 CGGCGTICGTC ATCTTCTCCA GCACCGGCAA GATGITCGAG TACTGCAGCC CTGCCTGCAG GTTGGTTACG CTAGCTAGGC 240
G Vv I FSS T GK MFE Y CSUP A C S
241 GCTAGCTTCA ACTGATGECT CATGATCCTG CTTCTGITCG ATCTGCGITC TGCCCGGCCA GICCCCATCG ACCAGATCTT 320
321 ATATTATCAG TGTTGCTAGC TCGCTCATGC GITGCATGATT CTTGATCTTG ATCCCGATGA AACTGCCGAT CGATCCGTGT 400
401 CTITCTTTGIC CTTTTGITTC CCGAGGCTTT TCTTCTACCT TGITTTAGGSG CTTTGCAGAA ACAATCAGIT ACTGACCTTT 480
481 TGGATTTTTT CCCTTGITTT TTCTGGCTCA AGGGTTCACT AGGGCTAGAT TGGAAACTTA AACCCCTTTG GGATTCCCGG 560
561 AGATGGAGGA GAAAACTAAA CTAATTTTTC CCTTGATCCC CGAAAATCCG GAGGGGATAT ATGITTCCAA AACTAGIGCG 640
641 CAAATCGATT TTAGCATGGI TTTCCCTTCT TTTCTTTAGI GCTTAGTATG TACAAAATAT ATCCCCAAAT CTTCTTTGCT 720
721 GAGITGCAAA GAATCCGIGG CCGAAATAGG CACAGGITTA GITATTAGAC TGACGACGAC GATGCATCAT GCATCCCCTT 800
801 CIGITGGITG TAGITTCTTG AGAAGTACCT GIGCACTTGI TTTCCCCCCT CTAAGAATCG TGGAGCTCTT CTTTTAAGIT 880
881 TTAACCGAGA ATAATTTGGEG GATAAAAAAC AAAGATCTGC ACGCATCATG ATCCTATGIC TAGITATTAT GAGTGAAGTA 960
961 CAGITGGICTA TCAACATTGI ATTGCAAACA TATACCGGCA CTGAGAAACT CTAGITTCTT GGCTTGTGAA ATAATAAAGT 1040
1041 AGCCTATGGA ATCCAACATC TTTCTAAGCC ATAAAAACCT GAAATCCCAG ATTGCTCAAT CACCAAATTC ATCAATCGAG 1120
1121 TAATTTTCGA TCCTCTGTAT ATATCTTAGA GAGAGATTCA TTAACTCTTA GAAGAGCCAC AGGTGCTTAG CGATGATGAT 1200
1201 AAGAGTITGTA CTAATTCTCT GACGIGTATG CATGGATGIG TCTGITATGA TGICTGECAA ATTCAGCTTG AGGGAGCTTA 1280
L R E L |
1281 TTGAGCAGTA TCAGCATGCT ACCAACAGCC ACTTCGAGGA GATAAACCAT GATCAGGTGC ATGCAACACT GGCTTGAGCA 1360
E QY QHA T NSH FEE I NH DOQ
1361 CAGATAAATT TAATTAACTG CCGITTATAT ATATTTATGI ATTGTATATA CGCATGCATA ATAGIGIACG CTCGCACACT 1440
1441 AAGTGICAGT CTCGGCGGAG TTTGTGCAGC AAATACTGCT GGAGATGACA AGGATGAAGA ACGAGATGGA GAAGCTGGAG 1520
Il L L EMT R MKN EME KL E
1521 ACGGGCATCA GGAGGTACAC CGGECGACGAC CTCTCCTCCC TCACCCTCGA CGACGICAGC GACCTCGAGC AGCAACTCAA 1600
T 61 R RY T GDD L S SL TLD DVS DL EGQ QL E
1601 GTACTCCGIC TCCAAAGICC GIGCAAGGAA GGTACATTGC TTGCTATTTA TATAGICCTA GTCCAAATCT TGCAGITACC 1680
Y S V S KV R A R K
1681 TGTATTGIGC TGCATTATCA GGAGCTAATT AGAACACAGC AATGGCATCT AATATTCTAA TGTCGTCTGG TTCCTGTACT 1760
1761 ACTCTTGCTG TCTTGCAGCA TCAGCTCCTG AACCAACAGC TTGACAACCT GCGICGCAAG GTATGCATGG AACTGCTGAC 1840
H QL L NQOQL DNL RRK
1841 AATCCAATGC AATAGACGCG TGCACGITCG TGIGGTITCTG AACACAACTG ACCAATGCCT GACAGGAACA AATCTTGGAA 1920
E Q | L E
1921 GACCAGAACA CCTTCCTGTA CCGCATGGTA ATACATACAT ACATATACAT ACATACTCAA AAAAATGITA AATATTCAAG 2000
D Q N T F L Y R M
2001 CTTGCCTGCT GCTCTTCTCG ATCTATACAA GCATGCGTGA TTCATGATCG ACGTGTACGC GCGGGCCTTA CTGATTTCTT 2080
2081 CGICATCAGA TCAACGAGAA CCAGCAGECC GCGITGACCG GCGAGGTGAA GCTGEEEGAG ATGECGCCGC TGGECGATGCT 2160
I N EN QQA AL TG EVIK L GE MAPL A ML
2161 GCAGCCACCG CCGECGITCG CGCACTCCGC CACCGCCTAC TACGECEEEG AGICGTCGIC GICGEECACG GCGCTGCAGC 2240
Q P P P A F A HS A T AY Y G G E S S S S G T A L QL
2241 TGATGICGGC GGECGCCGCAG CTGCACGCCG ACGACCTCGG GITCCGGECTA CAGCCGACGC AGCCCAACCT GCAGGACCCG 2320
M SA A PQ LHAD DLG FRL QPTOQ P NL QOD€P
2321 GCGGECGCCGI GCGECEECCT CCATGGECCAC GGCCTGCAGC TGTGATTAAC TGCGATCAAT TGGGAGGACT GTCACATGCT 2400
AAAPC GGL HGH GL QL *
2401 GCATGGAAGA GGGACTATTA TTGGAGCACG CAGITTCAAG GICGCAAAGC TCGTCATGCA TAATTTCGAT CATATGITAG 2480
2481 TTTGICATCT GAATAGITTT ATATATGCAT GCAATGCAAT CAATTCTCTG GATAATAATT CAACTATTGI TATGTATCTA 2560
2561 ATTAAGATAG GITCGTAGAC T 2581

Legende Anhang K und L: Fett gedruckte Abschnitte der Nucleotid-Sequenz stellen Exons dar. Die
abgeleitete Proteinsequenz ist unterhalb der codierenden Berel che angegeben. Innerhalb des 3*- und
5'-UTR befinden sich keine Introns.



Genomische Sequenz des Gens GGM 13
1 TTGTAATACG ACTCACTATA GGGCGAATTG GGCCCGACGT CGCATGCTCC CGGCCGCCAT GGCCGCGEGA TTGCCAGTIGG 80
81 TAGTGCTGCT GGITTCTGGEG CGITGTGECC GGGTACGATT GGGAATAGCA GCGAAAATTT TTGITGGTGA TTACTTTGAG 160
161 TCAGGCATGG GICGAGGAAA GATTGAGATC AAAAGGATCG AGAACACAAC GAACAGGECAG GTGACTTTCT CAAAAAGAAG 240
M G R G K | E | K R | E N T T N R vV T F S K R R
241 AGGCCGGICTG CTTAAAAAGG CGCATGAGCT CTCCGITCTG TGIGACGCAG AACTCGGECCT CATCATCTTC TCCAGCTCTG 320
G G L L K K A H E L S V L C D A E L G L | | F S S S G

an dieser Position fehlt die | ntron-Sequenz!

321
401
481
561
641
721
801
881
961
1041
1121
1201
1281
1361
1441

1521
1601

GCAAGCTC/ / TT TGAGTACTCA AGCGCCTCAT CCAGCATGAA GAAGATCATA GAAAGGTACC AAAAGGTATC CGGAGCAAGA 400

K L F
ATTACAGAGT
I T E Y
CAAGAATAAA

ACGAACATCA
T NI R
GATAAATAAT

ATTGGAATCT
L E S
ATAAATTAGA

AACAGCTAGA
QL E
GATGTGTTTG

TTAGTAAGTA
L
TCTGGTGGIT

CCTCCTCCAG
PP PD
GCAACCCACT
QP T
AGACGGAACT
ACCAGGGTGC
GTTATTTGAA
TATAAATTTC

EYS S ASS S MK K. I
ATGATAACCA GGTTTGTATC ATCTTAAACC AATTCATTTC
D N Q

CATCTTGCAA TATTCGTAG CACCTCTACTG TGAGATGACA AGGATGAAGA ACGAGAATGA AAAGCTTCAA

HLYC EMT
GGTTTATATA ACTCTAATAG CATGCCTTGA TGCAACCGCA

ATTTCAGGAG AATGATGGGT GAAGATCTGA CCTCCCTTAC

R MM G EDLT S LT
GCTTCCAGCC GGGTCAGAAG TAGAAAAGCA AGACCTCAAA
A°S S R VR S RK

AATTAGATAG TCTAGACGGA AGATAAAGAG CTTAGACCAC

GAATCTCCGT AGAAAGGTAA TTGAAGTATA ATGCTCAACA
N L R R K
GTTTCACTAA TGATGTAAAA AACTATTGCA GGAAAGAATC
E R |
GGAGATTCTT GATTGACTTC CGAAAAGACA GGAAAGAAAG

TCAGCTTGCA GAGCAGCAAG CAGCAGTGGA AGGAGTTCAA
LA EQQA AVE GVOQ
ATAATAAAAC AGCAGCAGCA GCAAATGCAG GCCCCTTGCA
N KT AAA ANAG P L H
CAACCAAATC TCCAGGAATC CTCCATTGTT CCAAATAGAC
Q P N L ES SI V PNRFP
CCTCTGATCA ATCCAAAACT TCATCACTTA AATTTCTTAC
TGACCGTGAA TAGGGTATAC TATGGTAATC GACTCTAACT
TCAGCTTCTC TAGATGAAACTCTGTTCTATAGCACCGGCAGA
GGATCGCCTT CATTCTC 1627

E R Y K'v § G A R
TACATGTATA TTTTTTGAAG AATGTAACAG

R MK N E NZE KL Q
ATTTAAAATA ATGCAAGGTA GITACTAAAA

CATGACTGAA CTGCATCATC TAGAACAGCA
MTE L HHL EQOQ
CTCTAAACTC TCTACCATTA AGTTAAACGA

TTTTTGTACT GCAGAATCAG TTGATGCTGC
N Q L ML
TTTTATAGIT GITGATTCGT ATTTCATTCT

CTGGAGGATC AGAACAGTC ACCTTTGTAGA
L EDQ NSH L CR
TTTCAAATAA GGTGTAGAT ATTGAATTATT

GAGCCACTGC TAGAATTTG GAGTATTCTGT
EPLL EFG V FC
CTTGGGTCAT CATCTTCCT GCATTCAGGCT
L GH HLP AFRL
CTGTTCTTCA GCTCTGATG CTGTTGATTCA
VL Q L *
CGTAACTGCA TGCTTTAAA TGGTTCAGTAG
AGTAAAGTTG AAACAAAGA TGAAACATTTT
ATATTCGATA AATGAATAC GTAGTTAATGA

480

560

640

720

800

880

960

1040

1120

1200

1280

1360

1440

1520
1600




Anhang M 126

Promotor sequenz des Gens GGM 13

- 1498
TACTATAGGGECACGCGT GGT CGACGECCCEEECTGGTAAT TCATAATCGGATACT TGAAAATAGT CTGTCCTTTCTGT TACCAGCT TAGCAAGATGCECTT

-1398
TGAGCAAGGT TTTCCTGAAT TTTTACTACAATACCAAAGT TCACATGCAGT TTTCTTCACAATGATTACT CTGAGGGT ACAACCAT GAACCATGTATGAG
-1298 putative TATA-Box

AGGTCTTGGCGCT TCTAAGAT GGTAT TAAGCAAGGATCACATCGTAAAACTCTCTTGT TCTTTATTGGCAGCATAAGCAT TTTATTTAACGGAGGTAAAG

-1198 LEAFY-Bindemotiv von AG
AAAATTCAGAGTTTCAGTTTTTACT GCCCAAT GGCCAAACCAATACT GT GT CAGCCAACCCAACCCAACCCGT GTGATCTCTGTCCATGGTACATTGGCA

-1098
AGTTTCAAGTGCATACTTAAATAAGT AACAATCAGGGT CGT GT TACT TTCACCCGGGCAT TAGCCAAT CAGGT TATATGCCATAAGCAGCCAAGT CACAT

-998
TTTAACATAATGAAAGAAAT CAATTTTCT TGGCAAGT AGCCATGCATGGCCACT GCTGGT TTAGCCACT TTGTCCATTGAAT TTGGCATAGCAACCAGGEC

-898 putative TATA-Box
AGAGCTGGTATATTAATGGGCATCTTTGACATACTGTCAACT TTTCTCTTCOCACT TGCAAAT TCCAAT TACGGCAGT GGACAAT GGACAGATAATTCCC

-798
CAAATTTTCTTTGCGCACAAGAAAT CTGCAAAAGT GGGECAAGGT TGCTTAGGCACTGT TCATGI TGGGTAGT GAGGAAT GAGGAT GAGGAATGT TGACGT

- 698 putative TATA-Box
CATTCAAGAAGATAT TATAGGGGAAGGT AAGGACAGAAT CCCTGAACAAT TCAGAT TTCAGAGCGAAT CAAAGCT CAGGCACT TCCACATATGGTGGTGT

-598
TGATGGTCTGT TTCAGCCATCATACTCCTAGCGACGGACTGTCTGT TTCCTCTTTGAGCT TACCCCT TAAAGCCCT CTGCTAGEGCTCAGCACTTCTGGEC

-498
ATGCAAACCATTAACAGCAGT AACTCAGT AAAT GGTAAAAACAGT ACTAGT GTGGAATCAGGT TCATCATGGT TTCTTTCTGCACAAAGCTAACTCGGTC

- 398
AAACCATCTCACAAACCCATAACAGAT GATCGCCAAGT TGGTGT TGT TTACAAAAAGGAGAAT TCGAGT TTGAGCCCT TGAT TGACCTAATCAACCAACC

-298
ACACAT GGATGGCAGCATCCACCATACAATAAGAAGT TAACAACACT GCACT GCAGGCACAAAGCCAAACAAGCCAACGCT TCTTTGAGCAT CAGGCACGT

-198
CGGITCTCCCTTGAAATTTTCTTCTCCTTCTTTCCTTCCTTTCCTTCCTTCCTTCCTTCCTTCACTCCTCTCTCCCAAATCCCAAAGT CCTCCTGCTTTTG

E:'Ig"&lg'TCT TTCCCGGTITTTCAATCTGEGT TCTGI TTCCTGTI TTGGT TGGGATTGCGATTTTACACACT TGGT TTAGGAAATCTTCCTCTGCT TCAAA'I: =
Legende: Putatives, ca. 1,5 kB langes Promotorfragment des Gens GGM13. Mégliche funktionelle
Bereiche sind unterstrichen dargestellt. Die Kernsequenz des LEAFY -Bindemotivs bezieht sich auf
diein Busch et al. (1999) beschriebene Sequenz im AGAMOUS-Promotor aus Arabidopsis thaliana,
an die LEAFY direkt bindet, um AG zu aktivieren. —1 bezeichnet das erste Nucleotid aufwaérts des
putativen Transkriptionsstarts von GGM13.



Anhang N 127

Sequenzen der verwendeten Primer

3 RACE Primer

GGM10:  RQVT2 (5 -CGR CAR GTG ACSTTC TSC AAR CG-3' )
GGM11:  RQVT2 (5 -CGR CAR GTG ACSTTC TSC AAR CG-3' )
GGM12:  ABO4 (5 -TGC TGA AGA AGG CNT ACGAGCT-3' )
GGM13:  SPAKKKAYEL)  (5-GAGCTC TCM GTG CTSTGT G-3')
GGM14:  RQVT2 (5 -CGR CAR GTG ACSTTC TSC AAR CG-3' )
GGM15.  ABO9 (5'-GAG ATC AAG CGA ATC GAG AAC-3')
GGM16:  ABO9 (5'-GAG ATC AAG CGA ATC GAG AAC-3')
GGM17:  ABO9 (5'-GAG ATC AAG CGA ATC GAG AAC-3')
GGM18:  ABO9 (5'-GAG ATC AAG CGA ATC GAG AAC-3')
GGM19:  ABI0 (5'-CAA ACG ACG CAA TGG TCT CAT C-3')
P019 (RACE-Anker-Primer) (5 -GAC TCG AGT CGA CAT CGA TTT TTT TTT

TTTTTT TT-3)

P18 (RACE-Adapter-Primer) (5 -GAC TCG AGT CGA CAT CG-3' )

ABOS(RACE-Anker-Primer) (5-GAC TCG AGT CGA CAT CTG TTT TTT TT1
TTTTTT TT-3)

ABO7(RACE-Adapter-Primer)  (5'-GAC TG AGT CGA CAT CTG-3)

5 RACE Primer

GGM11:

SP1(GGM11) (5 -CAT TCA GGA GGA GGA GCA G-3' )
SP2(GGM11) (5 -GAT TTA TTA ACT TCT TGC AAA AG-3' )
SP3(GGM11) (5 -CATTACTTGTGT CTT TCT TG-3' )
GGM13:

SP1(GGM13) (5 -CTGTTG CAG CAT CAA CTG-3' )
SP2(GGM 13) (5 -CTA CAA AGG TGA CTG TTC-3' )

SP3(GGM 13) (5 -CCA AAT TCT AGCAGT GGCTC-3' )
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GGM15:

SP1(GGM15)
SP2(GGM 15)
SP3(GGM15)

GGM 16:

SP1(GGM 16)
SP2(GGM 16)
SP3(GGM 16)

GGM17:
SP1(GGM17)

SP2(GGM17)
SP3(GGM17)

RAGE-Primer
RAGE-Adapter-Primer
(Langer Strang)
RAGE-Adapter-Primer
(Kurzer Strang)

GS1(GGM13)
GS2(GGM13)

(5:-CCA GTC AGA TGC TTC AAT TTG-3')
(5:-CTC GTT AGC AAG ATT CTC ATC-3))
(5:-CTT GGA TTG TTG CTT GTA CC-3')

(5*-GTCTTCCTCTAGACA CTCC-3)
(5*-CTCAAT ATCCAATCGCAATTG-3)
(5*-CACACCCAATTT GTA GTT TAT C-3')

(5-GTT ATC TTC GTT CTC GAG GC-3')
(5'-GAA AGA GGC GGC CGC TG-3')
(5'-CGA GAA TGT CGC CTG CCG-3')

(5'-GTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG CAC GCG TGG
TCG ACG GCC CGG GCT GGT-3)
(5'-PO4s- ACC AGC CC —NH>-3')

(5*-ACCTGCCTGTTCGTT GTGTTC TCG ATC-3')
(5*-AATCTT TCC TCG ACC CAT GCC TGA CTC-3')

Primer zur Determinierung der Exon/Intron-Struktur der Gene GGM13 und

ZMM17

GGM 13:
13exonlluni
13exonVlirev
13exonVluni

13exonVllrev

(5'-GCA AGA ATT ACA GAG TAT GAT AAC C-3)
(5'-CTG TTC TGA TCC TCC AGG ATT C-3)
(5'-GAA TCC TGG AGG ATC AGA ACA G-3)
(5'-GCT GGA TCT CGT TGA TCA TGC G-3')



Anhang N

129

ZMM1YT:
17exonluni
17exonllrev
17exonlluni
17exonVirev
17exonVluni

17exonVllrev

(5'-GGA TCG ACC GAC CGG CCG G-3')
(5'-CAC GCA GGG CTG CAG TAC TC-3")
(5'-GAG TAC TGC AGC CCT GCC TG-3")
(5-GTG TTC TGG TCT TCC AAG ATT TG-3)
(5'-CAA ATC TTG GAA GAC CAG AAC AC-3)
(5'-CTT CAC CTC GCC GGT CAA CG-3')
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