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Einleitung

1 Einleitung

1.1 MADS-Box-Gene in der Evolution der Landpflanzen

In der heutigen Zeit dirften die Hauptmuster der Landpflanzenevolution durch vergleichende
morphologische und phylogenetische Studien aufgedeckt worden sein. Dennoch bleibt die Frage,
wie die enorme Vielfalt an Grundbaupléanen der Landpflanzen entstanden ist. Um die Prinzipien
der Landpflanzenevolution aufzuklaren, werden zahlreiche, vielversprechende Ansatze verfolgt.
Einen davon bietet die evolutiondre Entwicklungsbiologie. Der Grundgedanke hierbei ist, daf3
eine enge Beziehung zwischen Entwicklungs- und Evolutionsprozessen besteht (Gilbert et al.,
1996; Arthur, 2002). Durch Entwicklungsprozesse entstehen aus einer befruchteten Eizelle selbst
die kompliziertesten Organismen in jeder Generation neu. Daher kann aus der Entstehung héherer
Organismen abgeleitet werden, daB die Evolution der Form gleichzeitig auch mit einer Evolution
von Entwicklungsprozessen einhergeht.

Als Ursache vieler Entwicklungsprozesse gilt die Auspragung der genetischen Information, so
daB Anderungen in Entwicklungs-Kontrollgenen eine Hauptursache fiir evolutionare Anderungen
der Form sein konnten (Theilen und Saedler, 1995; Gilbert et al., 1996; Theilen et al., 2000;
Carroll et al., 2001; Davidson, 2001). So kénnen viele Aspekte der Evolution pflanzlicher und
tierischer Form wahrscheinlich durch die Analyse der Funktion und Phylogenie von
Entwicklungs-Kontrollgenen aufgeklért werden.

Anhand der bereits in den vergangenen Jahren entdeckten Entwicklungs-Kontrollgene von
Pflanzen und Tieren wurde festgestellt, daR viele dieser Gene fur Transkriptionsfaktoren kodieren.
Bei diesen Genen handelt es sich zumeist um Mitglieder von Multigenfamilien. In Hinsicht auf
die Pflanzen stellte sich heraus, dafl hier die Familie der MADS-Box-Gene sicher eine der
wichtigsten Genfamilien fiir das Verstandnis der wechselseitigen Beziehung von Entwicklung und
Evolution sein dirfte (Theien und Saedler, 1995; TheiRen et al., 1996; Hasebe und Banks, 1997;
Hasebe, 1999; Theilen et al., 2000; Vergara-Silva et al., 2000). Diese kodiert fiir eine Gruppe von
Transkriptionsfaktoren, deren Hauptmerkmal das Vorkommen einer hochkonservierten DNA-
Bindungsdomane ist, der MADS-Domane (TheiBen et al., 1996; Theilen et al., 2000).

Als Transkriptionsfaktoren spielen die bislang bekannten MADS-Domanen-Proteine der Pflanzen,
Tiere und Pilze eine wichtige Rolle bei der Signal-Transduktion und der Kontrolle von
Entwicklungsprozessen (Schwarz-Sommer et al., 1990; Shore und Sharrocks, 1995; TheiRen und
Saedler, 1995; TheiBen et al., 1996). So gehdren z.B. die homdotischen Organidentitatsgene zur
Familie der MADS-Box-Gene, welche als Komponenten komplexer Gen-Netzwerke an der
Ausbildung der Organidentitat pflanzlicher Reproduktionseinheiten beteiligt sind. So wird z.B.

die Blitenentwicklung zweikeimblattriger Pflanzen durch MADS-Box-Gene kontrolliert
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(Schwarz-Sommer et al., 1990; Coen und Meyerowitz, 1991; Ma, 1994; Weigel und Meyerowitz,
1994; TheiBen und Saedler, 1995; TheiRRen et al., 1996; TheiRen et al., 2000). Desweiteren sind
Orthologe dieser Gene wahrscheinlich an der Blitenentwicklung einkeimblattriger Pflanzen
beteiligt (Schmidt et al., 1993; Van Tunen et al., 1993; TheiRen et al., 1995; Ambrose et al., 2000;
Tzeng und Yang, 2001), sowie an der Auspragung von Reproduktionseinheiten der
Gymnospermen (Tandre et al., 1995; Winter et al., 1999; Shindo et al., 1999).

Die MADS-Box-Gene, die maRgeblich an der Ausbildung der Bliitenorganidentitét beteiligt sind,
werden auch als florale Organidentitatsgene bezeichnet (Schwarz-Sommer et al., 1990; Weigel
und Meyerowitz, 1994; Theien und Saedler, 1999; Theil3en, 2001b; Theilen und Saedler, 2001).
Eine wesentliche Aufgabe der Transkriptionsfaktoren, die durch die Bliiten-Organidentititsgene
kodiert werden, ist die Differenzierung der verschiedenen Blitenorgane. Dabei erfolgt die
Ausbildung der charakteristischen Identitdt jedes Blutenorgans durch die Bindung der
Transkriptionsfaktoren  an  regulatorische ~ DNA-Sequenzen  der ,Zielgene”.  Die
Transkriptionsfaktoren aktivieren oder reprimieren diese Gene, je nach Anforderung fur die
Entwicklung des entsprechenden Blitenorgans. Diese Zielgene oder Gene weiter stromabwarts in
der Signal-Transduktions-Kette, funktionieren dann als ,,Realisierungsgene®, indem sie Enzyme
und Strukturproteine kodieren (Ubersicht in: TheiRen, 2001a; Soltis et al., 2002).

Exprimiert werden die Bliten-Organidentititsgene generell in den Organen, deren Identitét sie
spezifizieren. So werden z.B. die A-, B- und C-Funktionsgene jeweils im ersten und zweiten,
zweiten und dritten, oder dritten und vierten Wirtel der Blite exprimiert. Auf diese Weise werden
Sepalen, Petalen, Stamina und Karpelle mit ihrer charakteristischen Struktur an konservierter
Position ausgepréagt (Weigel und Meyerowitz, 1994; TheifRen und Saedler, 1999; Theiflen, 2001a;
Soltis et al., 2002). Allerdings enthélt die Blitenpflanze Arabidopsis thaliana alleine mehr als 80
verschiedene MADS-Box-Gene (Riechmann et al., 2000), von denen viele andere Prozesse als die
Blutenentwicklung kontrollieren. So sind Mitglieder der MADS-Box-Genfamilie an der Frucht-,
Blatt- und Wurzel-Entwicklung beteiligt (Alvarez-Buylla et al., 2000a; TheilRen et al., 2000;
Liljegren et al., 2000). Ein Beispiel ist hierfir das MADS-Doménen-Protein JOINTLESS,
welches in die Regulation des Fruchtfalls bei Tomaten involviert ist (Mao et al., 2000). Ebenfalls
in Tomaten wurde kiirzlich das Gen RIN entdeckt, ein MADS-Box-Gen, das die Reifung der
Frichte reguliert (Vrebalov et al., 2002). Dariiberhinaus ist das MADS-Box-Gen ANR1 aus
Arabidopsis thaliana ausschliefflich in den Wurzeln exprimiert und das resultierende Genprodukt
spielt wahrscheinlich eine Rolle bei der NO3-abhé&ngigen Seitenwurzelverlangerung (Zhang und
Forde, 1998).



Einleitung

N C

LN (MADSE K C
\/ \ l

Protein-Protein- Protein-Protein-

Interaktion Interaktion terndre und quarternére Komplexe

DNA,'Bi ndun_g , Transkriptionsaktivierung
Protein-Protein-Interaktion

Abb. 1: Doménenstruktur der pflanzenspezifischen MIKC-Typ MADS-Domanen-Proteine.
Die in nur wenigen MIKC-Typ MADS-Doméanen-Proteinen vorkommende N-terminale
Extension ist in gelb dargestellt, die MADS-Domaéne in schwarz, die I-Region in rot, die K-
Domaéne in dunkelblau und die Positionen der konservierten hydrophoben AS der K-
Domane in hellblau. Die C-Region ist griin markiert. Bislang bekannte Funktionen der
einzelnen Domanen sind ausgewiesen.

Neben einer ausfihrlichen Untersuchung der Funktion ist auch die Struktur vieler pflanzlicher
MADS-Domanen-Proteine umfassend analysiert worden. Dabei ist festgestellt worden, daB sich
die MADS-Domanen-Proteine durch eine modulartige Organisation auszeichnen, wie sie auch bei
vielen anderen eukaryotischen Transkriptionsfaktoren zu finden ist. Fast alle gut charakterisierten
pflanzlichen MADS-Domanen-Proteine entsprechen dem MIKC-Typ (Munster et al., 1997), da
sie in vier definierte Bereiche unterteilt werden konnen, die MADS (M-), Intervening (I-),
Keratin-dhnliche (K-) und C-terminale (C-) Domaéne (siehe Abb. 1) (Ma et al., 1991; Purugganan
et al., 1995; Theilen et al., 1996). In den meisten Féllen befindet sich die MADS-Doméne am N-
terminalen Ende der putativen Proteine, obgleich bei einigen dieser pflanzlichen Proteine
zusétzliche Bereiche N-terminal der MADS-Domane liegen (siehe Abb. 1) (Yanofsky et al., 1990;
Hasebe et al., 1998). Die MADS-Doméne besteht aus ca. 60 Aminoséuren und ist der am
starksten konservierte Bereich dieser Proteine (Purugganan et al., 1995). Uber die MADS-
Doméne erfolgt die DNA-Bindung und Protein-Dimerisierung (Shore und Sharrocks, 1995),
wobei die DNA-Bindung an der sogenannten ,,CArG-Box“ stattfindet, die die Konsensus-Sequenz
CC(A/TM)sGG besitzt (Schwarz-Sommer et al., 1992; Davies und Schwarz-Sommer, 1994). Die
der MADS-Domaéne stromabwarts direkt folgende 1-Region hat meistens eine Lange von etwa 30
Aminosdauren (siehe Abb. 1) und erstreckt sich in fast allen bislang bekannten MIKC-Typ MADS-
Box-Genen Uber ein Exon. Innerhalb der pflanzlichen MADS-Domaénen-Proteine sind sowohl

L&nge, als auch Primérstruktur dieser Region wenig konserviert (Purugganan et al., 1995; Ma et
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al., 1991). Der I-Region kommen wahrscheinlich wesentliche selektive Funktionen bei der
Dimerisierung von MADS-Doménen-Proteinen zu (Riechmann und Meyerowitz, 1997). Die K-
Domane konnte bislang nur bei pflanzlichen MIKC-Typ MADS-Doménen-Proteinen gefunden
werden (TheiBen und Saedler, 1995; TheiBen et al., 1996) und ist charakterisiert durch ein
konserviertes Muster an hydrophoben Aminoséuren (siehe Abb. 1). Die Positionen dieser
Aminosauren bedingen wahrscheinlich die Bildung einer amphipatischen Helix und tber diese
Helix-Strukturen wird die Dimerisierung gleichartiger Proteine ermdglicht (Davies und Schwarz-
Sommer, 1994; Ma, 1994; Shore und Sharrocks, 1995). Der in Struktur und Lange am wenigsten
konservierte Bereich ist die C-Region am C-terminalen Protein-Ende (siehe Abb. 1). Diese
Region ist involviert in die Transkriptions-Aktivierung, sowie in die Ausbildung ternérer und
guarternarer Proteinkomplexe (Riechmann und Meyerowitz, 1997; Egea-Cortines et al., 1999;
Honma und Goto, 2001; TheilRen et al., 2000; TheilRen und Saedler, 2001; Theilken, 2001b).

Da wesentliche Aspekte der Pflanzenentwicklung durch die Funktionen der MADS-Domanen-
Proteine gesteuert werden, kénnte auch die Evolution der Pflanzen-Morphologie deutlich besser
verstanden werden, wenn die Phylogenie der MADS-Box-Gene aufgeklart ist. So kann z.B. der
Ursprung der Blite sicher nur im Kontext mit der MADS-Box-Gen Phylogenie verstanden
werden, da die Blitenorgan-Identitdt vollkommen von der Aktivitdt einiger weniger MADS-
Doménen-Proteine abhéngt (Winter et al., 1999; TheiRRen et al., 2000). Entsprechendes gilt auch
flr mehr urspriingliche Strukturen, wie z.B. Mega- oder Mikrosporophylle, oder aber auch fir
vegetative Organe. Um die Phylogenie der Landpflanzen zu verstehen, miissen MADS-Box-Gene
aus allen Gruppen der Landpflanzen (Embryophyten) isoliert und hinsichtlich ihrer Struktur und
Funktion verglichen werden. Darunter sollten Vertreter phylogenetisch informativer Arten sein,
z.B. Vertreter der Algen, Moose, Farne und Gymnospermen. Durch eine Rekonstruktion der
Phylogenie der MADS-Box-Gene kénnte dann mdglicherweise die Frage beantwortet werden, zu
welchem Zeitpunkt und wie die Entwicklungs-Kontrollgene der Samenpflanzen wéhrend der
Evolution entstanden sind. Ferner kénnte so auch die Evolution der Bliitenorgane besser
verstanden werden (Theifen und Saedler, 1995).

Im Rahmen der bisherigen Phylogenierekonstruktion der MADS-Box-Gene wurden die
Sequenzen der bislang isolierten MADS-Box-Gene und -Genprodukte verglichen und anhand
dessen mehrere Subfamilien definiert (Doyle, 1994; Purugganan et al., 1995; Theil3en et al., 1996;
Minster et al., 1997). Dabei konnte festgestellt werden, dafl die meisten Mitglieder einer
Subfamilie hochverwandte Funktionen innehaben, sowie &hnliche Expressionsmuster besitzen
(TheilRen et al., 1996; Theillen et al., 2000). Bei der Isolierung mehrerer Gene aus derselben
Subfamilie wird zwischen orthologen und paralogen Genen unterschieden. Um Orthologe, die
durch Speziation entstanden sind, handelt es sich zumeist, wenn die Subfamilienmitglieder aus

verschiedenen Arten isoliert worden sind. Dagegen handelt es sich immer um paraloge Gene, die
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erst relativ rezent durch Genduplikation entstanden sind, wenn Subfamilienmitglieder aus

derselben Spezies isoliert wurden (TheiRen und Saedler, 1995).

Bislang wurde davon ausgegangen, dal zwei der MADS-Box-Gen Subfamilien (ARG80- und
MEF2-ghnliche Gene) nur in Tieren und Pilzen vorkommen (Ubersicht in: TheiRen et al., 1996),
wobei die MIKC-Typ MADS-Box-Gene der Pflanzen und die MEF2-dhnlichen Gene
wahrscheinlich von einem gemeinsamen Vorldufer-Gen abstammen (TheiBen et al., 1996;
Alvarez-Buylla et al., 2000b). Die MIKC-Typ Gene bilden zusammen mit den MEF2-ahnlichen
Genen den sogenannten Typll der MADS-Box-Gene (Alvarez-Buylla et al., 2000b). Dagegen
werden die ARG80- und SRF-&hnlichen Gene als Typl MADS-Box-Gene bezeichnet (Alvarez-
Buylla et al., 2000b). Kirzlich berichteten Avarez-Buylla und Mitarbeiter (2000b) vom
Vorkommen SRF-dhnlicher Gene in A. thaliana. Allerdings konnten Typl-Gene, mit Ausnahme
von AGL39, bislang nur auf Ebene der genomischen Sequenzen isoliert werden, so dal unklar ist,
ob diesen Genen tatsachlich eine Funktion zukommt, oder ob es sich hierbei um Pseudogene
handelt (Alvarez-Buylla et al., 2000b).

Die Familie der MADS-Box-Gene muf} lter als eine Milliarde Jahre sein, da die MADS-Box-
Gene der Pflanzen, Tiere und Pilze von einem gemeinsamen Vorlaufer-Gen abstammen und sich
zu dieser Zeit die Trennung der Pflanzen von den Tieren und Pilzen vollzog (Theilen et al.,
1996). Bislang ist jedoch nicht bekannt, wann in der Evolution die MIKC-Typ Gene der Pflanzen,
sowie die pflanzenspezifischen Subfamilien der MADS-Box-Gene entstanden sind, bzw. welche
Funktionen sie innehatten, bevor sie in die Ausbildung der Bliiten-Architektur involviert wurden
(Minster et al., 1997).

Im Rahmen der bislang erfolgten evolutiondren Studien von Transkriptionsfaktoren aus der
Familie der MADS-Box-Gene stellte sich die Frage, ob Orthologe der aus Samenpflanzen
bekannten MADS-Box-Gene auch in Nicht-Samenpflanzen vorkommen, so z.B. in den Farnen.
Bei den Farnen handelt es sich um die nachsten Verwandten der Samenpflanzen, die aber noch
keine Bliten-ahnlichen Organe besitzen. Daher stellen die Farne in Hinsicht auf dieses Problem
eine phylogenetisch interessante Gruppe dar. Durch die Isolierung von etwa 15 MADS-Box-
Genen aus den Farnen Ceratopteris richardii, Ceratopteris pteridoides und Ophioglossum
pedunculosum (Minster et al., 1997; Kofuji und Yamaguchi, 1997; Hasebe et al., 1998; Theillen
et al., 2000) konnte gezeigt werden, dal} die flr Pflanzen spezifischen MADS-Box-Gene vom
MIKC-Typ bereits vor mehr als 400 Millionen Jahren existierten, da sich hier die Trennung der
Linien, die zu Farnen und Samenpflanzen fihrten, vollzog (Munster et al., 1997). Allerdings
handelt es sich bei allen untersuchten Genen zwar um Homologe, nicht aber um Orthologe der aus
Samenpflanzen bekannten MADS-Box-Gene.

Aus der putativen Abwesenheit von Orthologen der aus Samenpflanzen isolierten MADS-Box-

Gene in Farnen wurde geschlossen, dal? wahrscheinlich auch der letzte gemeinsame Vorléufer der
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rezenten Farne und Samenpflanzen noch keine Orthologen der floralen homdotischen Gene
besessen hat (Theifen et al., 2000). Unter der Annahme, daf Orthologe der Bliiten-
Organidentitatsgene dennoch bereits im letzten gemeinsamen Vorlaufer der Farne und
Samenpflanzen vorkamen, mifBten sie entweder nahe der Basis der Linie, die zu den heutigen
Farnen flihrte, verloren gegangen sein, oder aber sie mifiten in den heutigen Farnen existieren,
aber bislang noch nicht gefunden worden sein (Hasebe, 1999).

Dadurch, daB bei Phylogenierekonstruktionen die MADS-Box-Gene der Farne nicht
monophyletisch sind, mull vermutet werden, da der letzte gemeinsame Vorlaufer von Farnen und
Samenpflanzen schon mindestens zwei verschiedene MIKC-Typ MADS-Box-Gene besessen hat
(Minster et al., 1997; Hasebe et al., 1998; Theilen et al., 2000). Im Gegensatz zu den
homdootischen Organidentitatsgenen der Samenpflanzen, die sich durch hochspezifische
Expressionsmuster und Funktionen auszeichnen, hatten diese Gene wahrscheinlich eher
ubiquitare Expressionsmuster und Funktionen gehabt. Dies wird durch die vornehmlich
ubiquitdren Expressionsmuster der MADS-Box-Gene rezenter Farne nahegelegt.

Dadurch, dall keine klare Orthologie-Beziehung der MADS-Box-Gene aus Farnen zu den
homaotischen Genen der Samenpflanzen existiert, ergeben sich keine Anhaltspunkte in Bezug auf
die Funktionen dieser Gene. Versuche diese Genfunktionen aufzuklaren scheiterten bislang, da
kein System zur Transformation von Farnen existiert. Und da diese Gene dariiberhinaus
mehrheitlich ubiquitér exprimiert werden, war es nicht mdglich, aus dem Expressionsmuster
spezifische Hinweise hinsichtlich ihrer Funktionen zu erlangen.

Es ist daher interessant, welche Arten von MADS-Box-Genen in anderen Nicht-Samenpflanzen
vorkommen, die die Mdoglichkeit zur funktionellen Analyse dieser Gene bieten. Ein solches
Modellsystem zum Studium von Genfunktionen stellt das Moos Physcomitrella patens dar
(Schaefer und Zryd, 1997; Cove, 2000; Schaefer, 2001; Schaefer und Zryd, 2001; Puchta, 2002).

1.2 Das Laubmoos Physcomitrella patens

Im Gegensatz zu den Farnen und Samenpflanzen, die zur Gruppe der Kormophyten gehoren,
handelt es sich bei den Moosen (Bryophyta), um kleine Landpflanzen aus der Gruppe der
Thallophyten. Zu den rezenten Moosen gehdren die Lebermoose, Hornmoose und Laubmoose,
wobei die Moose wahrscheinlich keine monophyletische Gruppe darstellen. Es konnte jedoch
bislang nicht geklart werden, welche der Moos-Linien die urspriinglichste ist (Qiu und Palmer,
1999; Nickrent et al., 2000). Relativ weit verbreitet ist die Meinung, dafl die Lebermoose als erste
von der Linie abzweigten, die zu den Landpflanzen flihrt, wohingegen andere Studien die
Hornmoose als dlteste Landpflanzen sehen, mit Laubmoosen und Lebermoosen gemeinsam als
zweitéltester Linie (Kenrick und Crane, 1997; Nishiyama und Kato, 1999; Nickrent et al., 2000).
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Wiéhrend viele Lebermoose noch eine sehr einfache Organisation aufweisen, gehen vor allem die
Laubmoose (Musci) schon erheblich Uber eine thallése Organisation hinaus. Viele ihrer
Organisationsmerkmale, wie etwa die Gliederung in Stammchen und Blattchen, leiten bereits zu
den Kormophyten (ber, obwohl diese Organe noch viel einfacher gebaut sind, als z.B.
Sproftachsen und Blatter der Kormophyten (Reski, 1998).

Einer der gréRten Unterschiede zwischen den Moosen und den héheren Pflanzen besteht darin,
dall bei Moosen wahrend der meisten Zeit des Lebenszyklus in den Zellen ein einfacher
Chromosomensatz vorliegt (siehe Abb. 2a), wohingegen der haploide Gametophyt bei den Farnen
und Samenpflanzen weitgehend reduziert ist. Dennoch unterliegen sowohl Moose, als auch Farne
und Samenpflanzen, in ihrer Entwicklung einem Generationswechsel, der stets mit einem
Kernphasenwechsel verbunden ist. Demnach wechseln sich eine haploide, gametenbildende
Generation (Gametophyt) und eine diploide, sporenbildende Generation (Sporophyt) ab (siehe
Abb. 2a).

Bei Anzucht von Physcomitrella patens unter Laborbedingungen auf Minimal-Medium erfolgt die
Sporen-Keimung nach etwa ein bis drei Tagen. In der Ontogenie der Laubmoose fiihrt das
Auskeimen der haploiden Meiosporen zu einem sich verzweigenden Zellfaden, dem priméren
Chloronema. Dieses zeichnet sich durch apikales Spitzenwachstum, senkrechte Querwénde und
eine grolRe Anzahl an Chloroplasten aus. Durch eine Zunahme an Licht und einer Erhéhung der
Konzentration des Phytohormons Auxin geht das primare Chloronema nach etwa sieben Tagen in
Caulonema tiber, wobei dieser Ubergang flieRend ist. Auch das Caulonema-Wachstum erfolgt
durch Spitzenwachstum. Die Zellen des Caulonemas sind langer und auch dicker als die Zellen
des priméren Chloronemas. Die Caulonema-Zellen haben schragstehende Querwénde, wenige
Chloroplasten und zeichnen sich durch eine leicht rétliche Férbung aus. Chloronema und
Caulonema zusammen machen den VVorkeim aus, das Protonema (siehe Abb. 2a und b) (Ashton et
al., 1979; Schumaker und Dietrich, 1997; Schumaker und Dietrich, 1998).
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Abb. 2: (a) Schematische Darstellung des Lebenszyklus der Laubmoose nach Nultsch (1991).
Haploide Phase schwarz, diploide Phase rot. Die Abklrzungen bedeuten: an, Antheridium;
ar, Archegonium; be, befruchtete Eizelle (Zygote); bl, Blattchen; d, Deckel; ga,
Gametophyt; k, Kopulation; ka, Sporenkapsel; kn, Knospe am Protonema; ks, keimende
Meiospore; m, Meiosis; pr, Protonema; rh, Rhizoid; s, Meiospore; sg, Sporogon; sp,
Sporophyt; sz, Spermatozoid; 2 (b-g) Verschiedene Stadien aus dem Lebenszyklus des
Laubmooses Physcomitrella patens: (b) filamentdses Protonema mit einem jungen
Gametophor; (c) Gruppe haploider Gametophoren, die aus dem filamentdsen Protonema
herauswachsen; (d) ménnliche Gametangien (Antheridien); (e) weibliches Gametangium
(Archegonium); (f) Gametophor mit Sporophyt; (g) nahezu leere Sporenkapsel mit einigen
wenigen haploiden Meiosporen, die im Inneren zuruckgeblieben sind.
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An der zweiten subapikalen Zelle des Caulonema-Fadens entsteht nahe der apikalen Querwand
eine Ausbuchtung, die durch eine indquale Zellteilung zu einer eigenen Zelle wird, der
Initialzelle. Aus dieser Zelle entwickelt sich in Abwesenheit des Phytohormons Cytokinin das
sekundare Chloronema, ein neuer seitlicher Zellfaden (Seitenast), durch den der filamentose
Wachstumshabitus aufrechterhalten wird und durch den es zu einer weiteren rdumlichen
Ausbreitung des Mooses kommt (Schumaker und Dietrich, 1998). Abgesehen von ihrer Herkunft
sind priméres und sekundares Chloronema anscheinend morphologisch identisch (Ashton et al.,
1979). In Anwesenheit von Cytokinin wird die Initialzelle zu einer Knospe, d.h. durch Cytokinin
erfolgt das Umschalten vom filamentdsen zum meristematischen Wachstum (Schumaker und
Dietrich, 1998). Neben der Bedeutung von Cytokinin bei der Induktion der Knospen-Bildung,
wird auch die Abhéngigkeit der Initialzellen-Bildung von einem Cytokinin-Stimulus nicht
ausgeschlossen (Schumaker und Dietrich, 1998). Die Knospen-Bildung wird etwa neun Tage nach
Keimung der Sporen induziert und erfolgt etwa dreizehn Tage nach Sporenkeimung (Schulz et al.,
2000). Es entwickelt sich ein einfaches tetraedrisches Meristem, welches sich fortlaufend in drei
Ebenen teilt, wodurch eine relativ einfache, vielzellige Knospe entsteht. Die subapikalen Zellen
dieser Knospe teilen sich dann ofter als die apikalen Zellen, wodurch eine gréRere und
komplexere Knospe entsteht. AnschlieBend entstehen Blattchen-Primordien als Ausbuchtungen an
der Seite der Knospe, sowie die in Blattchen und Stdmmchen gegliederten Moospflanzen, die
sogenannten Gametophoren (siehe Abb. 2a bis ¢) (Schumaker und Dietrich, 1998). Nach drei
Wochen Wachstum hat ein einziger Gametophyt etwa 200 bis 400 Gametophoren produziert,
waobei sich an der Basis jedes Gametophoren bis zu zehn Rhizoide entwickeln. Dabei ist die
Morphologie der Rhizoide &hnlich der des Caulonemas (Ashton et al., 1979).

Induziert durch niedrigere Temperaturen und Feuchtigkeit werden auf den Gametophoren die
Reproduktionseinheiten generiert (Bopp und Bhatla, 1990), welche erstmals in der Landpflanzen-
Evolution von sterilen Strukturen umgeben sind. Bei Physcomitrella patens werden Antheridien
(siehe Abb. 2d) (mannliche Reproduktionsorgane) und Archegonien (siehe Abb. 2e) (weibliche
Reproduktionsorgane) auf derselben Moospflanze gebildet. In den Reproduktionseinheiten
entstehen durch Mitose die mannlichen und weiblichen Gameten und durch die Befruchtung der
weiblichen Eizelle im Archegonium durch die beweglichen Spermatozoiden wird die Zygote
gebildet. Diese keimt dort zum diploiden Sporophyten aus, der Uber ein Haustorium mit dem
Gametophoren verbunden bleibt und Uber diesen auch ernahrt wird (Wiencke und Schulz, 1975;
Browning und Gunning, 1979). Bei P. patens sind die Sporophyten im Vergleich zu anderen
Laubmoosen deutlich in ihrer GroBe reduziert (siehe Abb. 2f). Der Stiel (Seta), der die
Sporenkapsel tragt, ist hier nur wenige Millimeter kurz und die Sporenkapsel hat einen
Durchmesser von nur etwa 2 mm, wobei sie auch keine speziellen Strukturen zur Freisetzung der

Sporen besitzt (Cove und Knight, 1993; Reski, 1998). In der Sporenkapsel werden bei P. patens
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etwa 5000 haploide Meiosporen durch Meiosis gebildet (siehe Abb. 2g) (Cove und Knight, 1993;

Reski, 1998), die verbreitet werden, bevor sie zur Erzeugung weiterer Gametophyten auskeimen.

Im Gegensatz zu den héheren Pflanzen, kdnnen Moose kein Wundgewebe ausbilden und daher
auch keine verwundeten Organe regenerieren. Dennoch konnen nahezu alle Moos-Zellen,
unabhéngig davon, ob sie vom Gametophyten oder Sporophyten abstammen, zu kompletten
Moospflanzen regeneriert werden. Entsprechende Untersuchungen erfolgten mafRgeblich an
Physcomitrella patens (Von Wettstein, 1932), welches seit langem ein Modellsystem fiir die
Erforschung der Pflanzenentwicklung ist, da auf Grund der einfachen Morphologie
Entwicklungsprozesse auf der Ebene einzelner Zellen verfolgt werden kénnen (Von Wettstein,
1932; Cove, 1992; Schumaker und Dietrich, 1997; Reski, 1998). So wurde insbesondere der
EinfluB des Phytohormons Cytokinin auf die einzelnen Entwicklungsprozesse untersucht (Reski
und Abel, 1985; Wang et al., 1992; Wang, 1994; Schumaker und Dietrich, 1998; Reutter et al.,
1998; Gonneau et al., 2001).

Neben der einfachen Morphologie bietet Physcomitrella patens einen weiteren grof3en Vorteil,
durch den es sich von allen anderen Modellsystemen der Pflanzenmolekularbiologie und —genetik
entscheidend abhebt: Bei Physcomitrella patens handelt es sich um die einzige Landpflanze, die
ein effizientes System zum gezielten Ausschalten von Genen mittels homologer Rekombination
bietet (Schaefer und Zryd, 1997; Cove et al., 1997; Reski, 1999; Cove, 2000; Schaefer, 2001;
Schaefer und Zryd, 2001). Probleme mit Positionseffekten, Kosuppression oder unstabilen
Phénotypen in ,antisense*“-Pflanzen, wie sie seit langem in der Molekularbiologie der Pflanzen
bekannt sind (Leech et al., 1993; Puchta und Hohn, 1996), kdnnen in P. patens durch das direkte
Ausschalten von Genen durch homologe Rekombination umgangen werden. In den letzten Jahren
konnten verschiedenste Gene erfolgreich mittels homologer Rekombination ausgeschaltet und
Genfunktionen anhand mutanter Phanotypen analysiert werden (Girke et al., 1998; Strepp et al.,
1998; Fu et al., 1999; Girod et al., 1999; Hofmann et al., 1999).

1.3 MADS-Box-Gene in Physcomitrella patens

Um detailiertere Informationen Uber die Struktur und Funktion von MADS-Box-Genen auf3erhalb
der GeféBpflanzen zu gewinnen, wurde die Arbeit mit dem Laubmoos Physcomitrella patens
begonnen (Henschel, 1999).

Zuvor waren drei MADS-Box-Gene aus Physcomitrella patens isoliert worden (Henschel, 1999).
Von zweien der Gene, PPM2 (frihere Bezeichnung K445) und PPM3 (friihere Bezeichnung
K71), waren die vollstandigen cDNAs, sowie die zugehdrigen genomischen Sequenzen, inklusive

putativer Promotor-Bereiche isoliert worden. Von dem dritten Gen, PPM1 (friihere Bezeichnung
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KH52), waren Teile eines genomischen Fragmentes, sowie eine partielle cDNA sequenziert
worden. Bis dahin konnten keine vollstdndigen cDNAs von PPML1 isoliert werden, so daf unklar
geblieben war, ob das Gen PPM1 komplett transkribiert und richtig gesplei3t wird (Henschel,
1999). Auch Krogan und Ashton (2000) haben Physcomitrella patens auf Grund der einzigartigen
technischen Mdglichkeiten als pflanzliches Modellsystem zur Analyse von MADS-Box-Genen
ausgewahlt. Die zwei von ihnen entdeckten MADS-Box-Gene sind identisch zu den bereits
isolierten MADS-Box-Genen PPM1 und PPM2 (Henschel, 1999).

Im Rahmen dieser Arbeit wird die strukturelle Charakterisierung der MADS-Box-Gene aus
Physcomitrella patens fortgesetzt. Darliberhinaus wird die Technologie der homologen
Rekombination in Physcomitrella patens zur Untersuchung der pflanzlichen MADS-Box-Gene
angewandt. Ferner werden weitere funktionelle Studien der P. patens MADS-Box-Gene im
homologen System durchgefiihrt. SchlieRlich erfolgt die Expression von P. patens MADS-Box-
Genen im heterologen Blitenpflanzen-Hintergrund von Arabidopsis thaliana. Die hierdurch
erlangten Hinweise auf die Funktion von MADS-Box-Genen in P. patens und anderen Nicht-

Samenpflanzen werden diskutiert.
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien, Enzyme und Radioisotope

Die Chemikalien wurden in der Regel mit dem Reinheitsgrad ,,zur Analyse“ von den Firmen BIO-
RAD (USA), Roche (Mannheim), Clontech (Heidelberg), Difco Lab. (USA), Merck (Kéln und
Darmstadt), Fluka (Schweiz), Gibco-BRL (Neu-lsenburg), Pharmacia (Freiburg), Promega
(Heidelberg), Qiagen (Hilden), Riedel de Héen (Hannover), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg)
und Sigma (Miinchen) bezogen.

Die eingesetzten Enzyme stammten von den Firmen New England Biolabs (Schwalmbach),
Roche (Mannheim), Promega (Heidelberg) und Stratagene (Heidelberg). Die enzymatischen
Reaktionen wurden nach Anleitung der Hersteller durchgefihrt.

Das Radioisotop [a*P]dCTP wurde von der Firma Hartmann-Analytik (Braunschweig) bezogen
und hatte eine spezifische Aktivitét von etwa 3000 Ci/mmol.

2.2 Medien, Puffer und Ldsungen

Alle Medien, Puffer und Losungen wurden, sofern nicht anders angegeben, nach Sambrook et al.

(1989) hergestellt.

2.3 Biologisches Material

2.3.1 Bakterienstamme und Plasmidvektoren

Bakterienstamme:

Name

Escherichia coli

JM109 HCC
Agrobacterium tumefaciens
GVv3101

Atu35S::PPM2

Verwendung

Plasmidtransformation

Arabidopsis-Transformation

Arabidopsis-Transformation

Referenz

Yanish-Perron et al., 1985

Van Larabeke et al., 1974

W. Faigl, pers. Mitt.
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Plasmidvektoren:

Name

PGEM-T

pJR25

pRT100

PBAR-A

PBSK+

pVS1

pJRK445

pJRK71

Beschreibung

Klonierungsvektor fiir PCR-Produkte
Markergen: Ampicillin-Resistenzgen
pBluescript-Derivat,

Markergen: Kanamycin-Resistenzgen
Expressionsvektor, enthalt den
CaMV-35S-Promotor

Markergen: Ampicillin-Resistenzgen
Expressionsvektor zur Transformation
von Pflanzen durch Agrobacterium
tumefaciens

Markergene: BASTA-Resistenzgen,
Kanamycin-Resistenzgen
pBluescript; Klonierungsvektor

Markergen: Ampicillin-Resistenzgen

Expressionsvektor mit 35S::PPM2-Kassette

Markergen: Kanamycin-Resistenzgen
PPM2-cDNA knock-out Vektor
Markergen: Kanamycin-Resistenzgen
PPM3-cDNA knock-out Vektor

Markergen: Kanamycin-Resistenzgen

2.3.2 Pflanzliche Nukleinsauren

Material und Methoden

Referenz

Summerton et al., 1983

Rushton, pers. Mitt.

Topfer etal., 1993

Cardon, pers. Mitt.

Short et al., 1988

Schwarz, 2000

Henschel, 1999

Henschel, 1999

Das cDNA-Gemisch aus jungen und alten Gametophyten von Physcomitrella patens wurde von
Wolfram Faigl, MPIZ, Kéln, erstellt.

2.3.3 Pflanzenmaterial

Physcomitrella patens:

Wildtyp-Material zur Etablierung der Physcomitrella patens Kultur wurde von I. Somssich,

MPIZ, Kéln, zur Verfligung gestellt. Es handelte sich hierbei um Physcomitrella patens (Hedw.)

B. S. G. Protonema aus dem Labor von D. G. Schaefer, Lausanne.
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Die transgene P. patens Linie M26, in der PPM2 unter dem CaMV-35S-Promotor Uberexprimiert

wird, wurde mir von W. Faigl zur weiteren Analyse tbergeben.

Arabidopsis thaliana:

Es wurden transgene Arabidopsis thaliana L. vom Okotyp Columbia analysiert, die die Moosgene
PPM2, bzw. PPM3 unter dem CaMV-35S-Promotor exprimierten. Diese Linien waren von W.
Faigl durch Agrobacterium tumefaciens vermittelte Arabidopsis-Transformation hergestellt
worden.

Ferner wurde die agamous-Mutante ag-1 des Okotyps Landsberg erecta verwendet. Die Samen

der ag-1 Mutante wurden mir von C. Kirchner, MP1Z, Kéln, zur Verfiigung gestellt.

2.4 Kultivierung von Physcomitrella patens

Die Kultur von Physcomitrella patens erfolgte entsprechend den von D. G. Schaefer (1998)
beschrieben Standardbedingungen. Die Anzucht der Gametophoren erfolgte auf Minimal-Medium
in 9 cm Petrischalen bei 24°C unter Langtag-Bedingungen (16h Licht/8h Dunkel). Bei der Kultur
von reinem Protonema wurde dem Minimal-Medium NHj-Tartrat zur Unterdriickung des
Ubergangs von Protonema-Wachstum zu Gametophoren-Wachstum hinzugefiigt. Die Induktion
der Gametangien-Bildung, und damit der Sporophyten-Bildung, erfolgte durch eine Simulation
von Herbst-Bedingungen, mittels Herabsenkung der Temperatur auf 17°C und Zugabe von
Wasser, so dal eine vollstandige Benetzung der Moose gewahrleistet war. Zeitangaben in dieser

Arbeit beziehen sich auf den Zeitpunkt der erfolgten Propagation.

2.5 Transformation und Selektion von Physcomitrella patens

Die Transformation von Physcomitrella patens erfolgte durch PEG-vermittelte Protoplasten-
Transformation, wobei lineare PCR-Amplifikate der knock-out Konstrukte verwendet wurden.
Die Transformation und die Selektion wurden entsprechend dem Protokoll von D. G. Schaefer
(1998) durchgefiihrt. Die Selektion erfolgte auf Paramomycin-haltigem Medium mit einer
Konzentration von 40 pg Paramomycin pro ml Medium. Hierzu wurden die funf Tage auf
Mannit-haltigem Medium ohne Selektionsdruck gewachsenen Protoplasten mitsamt der
untergelegten Cellophan-Scheiben auf Platten mit Paramomycin umgesetzt. Durch Zugabe von
NHg4-Tartrat zum Medium, wurde bevorzugt leicht vermehrbares Protonema-Gewebe gebildet.
Die regenerierten Protoplasten wurden acht Wochen unter selektiven Bedingungen angezogen,

wobei sie alle zwei Wochen auf frische Antibiotika-haltige Platten umgesetzt wurden. Es folgte
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eine zwei Wochen lange Relaxionsphase auf NH,-Tartrat-haltigem Medium ohne
Selektionsdruck, wodurch alle nicht-stabilen Transformanten ihre Resistenz-Kassetten verlieren
sollen. Anschliefend wurden die Moos-Kulturen wieder auf Paramomycin-haltige Platten
Uberfuhrt, wodurch alle Kolonien starben, die ihre Resistenz-Kassetten in der Relaxionsphase

verloren haben.

2.6 Kultivierung von Arabidopsis thaliana

Die Pflanzen wurden zur Transformation in Klimakammern (Heraeus Votsch, Balingen) unter
Kurztag-Bedingungen (8h Licht/16h Dunkel) bei 20°C herangezogen. Die relative
Luftfeuchtigkeit betrug 50-60%. Die Pflanzen der nachfolgenden Generationen wurden im

Gewadchshaus unter Langtag-Bedingungen (16h Licht/8h Dunkel) angezogen.

2.7 In-planta Transformation von Arabidopsis thaliana

Die Transformation von Arabidopsis thaliana mittels Agrobacterium tumefaciens wurde nach
einem veranderten Protokoll von Bechtold und Mitarbeitern (1993) durchgefihrt.
Die Selektion erfolgte durch zweimaliges Spriihen von 0,1% BASTA auf die vier bzw. sieben

Tage alten Keimlinge.

2.8 Untersuchungen mittels Lupe

Phénotypische Analysen und Dokumentation von Physcomitrella patens und Arabidopsis thaliana

erfolgten mittels Binokular-Lupe (Wild, Heerbrugg) und Umkehroptik-Mikroskop (Zeiss).

2.9 Rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen

Transgene Bliten von Arabidopsis thaliana wurden unter Verwendung eines

Rasterelektronenmikroskopes (Zeiss, Oberkochen) beziglich Verénderungen der Bliitenorgane

analysiert. Die Praparation der Bliten erfolgte durch Schockgefrieren in fliissigem Stickstoff und

Goldbedampfung unter Argonatmosphére (Cryotrans System CT1500, Oxford Instruments,

Grofbritannien) nach Sublimierung von Wasserkristallen.
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2.10 Isolierung von Nukleinsauren

2.10.1 Isolierung von Plasmid-DNA

Die Isolierung von Plasmid-DNA erfolgte tber alkalische Lyse nach einem Standardprotokoll
(Sambrook et al., 1989).

2.10.2 Isolierung von genomischer DNA

Die Isolierung von genomischer DNA aus P. patens zur Durchfithrung von Southern-Analysen
erfolgte mittels einer DIECA-basierten Methode. Hierbei wurde mdglichst junges, fein
gemdrsertes Material verwendet. Aus einer Platte mit drei Wochen altem Protonema konnten etwa
100 ug DNA gewonnen werden. Die praparierten DNAs wurden in TE pH 8,0 gelagert. Der
Erhaltungsgrad wurde mittels Ethidiumbromid-gefarbten Agarosegelen getestet.

Moos-DNA fiir PCR-Analysen wurde entsprechend dem Protokoll von Edwards et al. (1991)
isoliert.

Wurden nur geringe Mengen von Arabidopsis DNA zur Durchfihrung von PCR benétigt, so

wurde die DNA mittels des ,,DNeasy-Kits* von Qiagen (Hilden) prépariert.

2.10.3 Isolierung von Gesamt-RNA

Die Préaparation von Gesamt-RNA aus Physcomitrella patens und Arabidopsis thaliana wurde

entsprechend des Protokolls von Chomczynski und Sacchi (1987) durchgefiihrt. Die weitere

Aufreinigung erfolgte entsprechend dem ,,Clean up protocol” ber Séaulen des ,,RNeasy Plant

Mini Kit* (Qiagen).

2.10.4 Isolierung von poly(A)"-RNA

Die Isolierung von poly(A)*-RNA aus Gesamt-RNA von Physcomitrella patens erfolgte mit Hilfe

von magnetischen ,,Dynabeads* (Dynal, Norwegen) entsprechend den Angaben des Herstellers.
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2.11 Herstellung von cDNA-Pools

Die Herstellung von cDNA-Pools zur Suche neuer cDNAs von MADS-Box-Genen erfolgte aus
poly(A)*-RNA oder aus Gesamt-RNA. Poly(A)"-RNA wurde aus RNA isoliert, die aus allen
Stadien des Lebenszyklus von Physcomitrella patens prapariert worden war. Diese poly(A)*-RNA
wurde dann durch Reverse Transkriptase in cDNA umgeschrieben, wobei gleichzeitig ein Adapter
am 3"Ende des poly(A)-Schwanzes eingefiihrt wurde. Dieser Adapter diente als Bindestelle fir
den Oligonukleotid-Primer Pyg, der als unspezifischer Primer in RACE-PCR verwendet wird
(siehe 2.12.3). Da dieser zu starken Kreuzreaktionen mit den Moos cDNAs fiihrte, wurden bei
Bedarf cDNA-Pools unter Verwendung des 5/3"-RACE Kits der Firma Roche (Mannheim)
hergestellt.

2.12 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) gestiitzte Verfahren

2.12.1 Oligonukleotid-Primer

Alle in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotid-Primer wurden von Life Technologies
(Rockville) bezogen.

Alle in dieser Arbeit erwahnten Oligonukleotid-Primer sind im Anhang aufgefihrt.

2.12.2 Standard-PCR

Die Herstellung quantitativer Mengen eines DNA-Fragmentes mittels Polymerase-Ketten-
Reaktion erfolgte entsprechend den Vorschriften flr die jeweiligen Enzyme oder Enzym-
Gemische. Wenn nicht anders vermerkt, wurden folgende Reaktionsbedingungen eingehalten: 2
min Denaturierung bei 94°C, gefolgt von 35 Zyklen aus 30 sek Denaturierung bei 94°C, 30 sek
Annealing bei 54-68°C und 0,5 min/kBp Neusynthese bei 72°C. Beendet wurde das PCR-
Programm mit 10mindtiger Inkubation bei 72°C, wodurch alle begonnen Synthesen zu Ende

gefiihrt werden sollten.

2.12.3 3’RACE-PCR

Die Technik der 3'RACE-PCR (,,Rapid amplification of cDNA ends“) (Frohman et al., 1988)
diente der Isolierung von partiellen cDNA-Sequenzen. Die Template-DNA ist ein cDNA-
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Gemisch, bei dessen Herstellung ein Oligo-dT-Primer mit Verldngerung verwendet worden ist
(Primer P19 0der Pachor-oligo-a)- Bei der PCR wird ein Oligonukleotid-Primer eingesetzt, der sich
an diese Verlangerung anlagert (Primer Pgig oder Pacnor). Als Gegenprimer wird ein

genspezifisches Oligonukleotid verwendet.

2.12.45'RACE-PCR

Die Isolierung von fehlenden 5 Bereichen der unvollstdndigen 3'RACE-cDNAs aus Gesamt-
RNA, sowie die Transkriptionsstart-Bestimmung erfolgten mittels 5’"RACE-PCR (Frohman et al.,
1988). Die Durchfiihrung erfolgte entsprechend dem Protokoll des 5°/3"-RACE-Kits von Roche
(Mannheim). Als Template wurde 1 pg Gesamt-RNA verwendet.

2.12.5 RT-PCR zur Expressionsanalyse

Zur genspezifischen Expressionsanalyse wurde Gesamt-RNA verschieden alter Mooskulturen
bzw. verschiedener Physcomitrella- oder Arabidopsis-Linien isoliert, welche mittels Reverser
Transkriptase (Superscript 11 (GibcoBRL, Neu-Isenburg)) in ¢cDNA umgeschrieben wurde.
AnschlieBend wurden Standard-PCR mit genspezifischen Oligonukleotid-Primern durchgefihrt.

Als Kontrolle wurde die Expression einer Aktin mRNA aus P. patens (Hara et al., 2001), bzw. A.

thaliana (Wellesen, 2000) analog bestimmt.

2.12.6 Genomische PCR

Die Methode der genomischen PCR wurde zur Aufklarung von Exon-Intron-Strukturen
verwendet, wobei die Oligonukleotid-Primer aus der cDNA-Sequenz der jeweiligen Gene
abgeleitet wurden. Da das Vorliegen der genomischen DNA in hochmolekularer Form die
Anlagerung der Primer erschwert, wurde die DNA vorgequollen.

Eingesetzt wurden 0,4 pg Physcomitrella-DNA pro 50 pl Volumen PCR-Ansatz, wobei 40
Synthese-Zyklen durchgefihrt wurden.
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2.12.7 Genomische Linker PCR zur Amplifizierung putativer Promotorbereiche

Die Technik der genomischen Linker PCR, auch RAGE (,,Rapid amplification of genomic ends*)
genannt, wurde dazu verwendet, unbekannte, flankierende Bereiche einer aufgeklarten Sequenz
zu amplifizieren, z.B. Bereiche eines putativen Promotors (Siebert et al., 1995; Cormack und
Somssich, 1997).

Die Durchfiihrung dieses Experiments folgte dem ,,Clontech Universal Genome Walker Kit"-
Protokoll, wobei die genomische DNA von Physcomitrella patens zur Herstellung der als PCR-
Template einzusetzenden Ligationsansdtze mit EcoRI, EcoRV, Hindll oder Hindlll verdaut
worden war. Die Annealing- und Neusynthese-Temperatur betrug 72°C fiir 4 min in den ersten

sieben Zyklen und 67°C fur 4 min in den folgenden 32 Zyklen.

2.12.8 Genomische Linker PCR zur Isolierung neuer MADS-Box-Gene

Die Methode der genomischen Linker PCR (siehe 2.12.7) wurde auch zur Suche nach neuen
MADS-Box-Genen eingesetzt. Hierbei wurde eine Annealing-Temperatur von 54°C fiir 30 sek
verwendet, um eine unprdzisere Anlagerung der Oligonukleotid-Primer zu ermdglichen. Die
Neusynthese-Temperatur betrug in den ersten sieben Zyklen 72°C fiir 3 min und in den
nachfolgenden 32 Zyklen betrug die Neusynthese-Temperatur 67°C.

2.13 Sequenzierung von DNA

Alle Sequenzierungsarbeiten (Sequenzierungen) wurden von der ADIS-Einheit (,,Automatic DNA
Isolation and Sequencing®) des MPIZ durchgefiihrt.

2.14 Radioaktive Markierung von DNA-Sonden

Die radioaktive Markierung von DNA-Sonden fir Southern- oder Northern-Analysen mit

[a*P]dCTP erfolgte mittels ,,Oligoprobelabeling” durch die Klenow-DNA-Polymerase
(Sambrook et al., 1989).
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2.15 Southern- und Northern-Analysen

Southernblot- und Northernblot-Analysen wurden weitestgehend nach Sambrook et al. (1989)
durchgefiihrt. Die zu analysierenden Nukleinsauren wurden per Kapillarblot auf Hybond-N*
Nylonmembran (Amersham) transferiert.

Die Hybridisierung mit den jeweiligen radioaktiv-markierten DNA-Sonden erfolgte (iber Nacht
bei 68°C in 5 x SSC, 5 x Denhardt’s Reagenz, 0,5% SDS und 1 mg/ml Heringsperma-DNA.
AnschlieBend wurden die Membranen 1 x 10 min mit einer Waschlésung bestehend aus 2 x
SSPE, 0,1% SDS und anschlieend 2 x 12 min mit einer Waschldsung bestehend aus 0,1 x SSPE,
0,5% SDS bei 68°C gewaschen (hohe Stringenz), bzw. 1 x SSPE, 0,5% SDS bei 55°C (moderate
Stringenz).

2.16 Computergestiitzte Sequenzanalyse

Die Computeranalysen erfolgten unter Benutzung der DNA-Sequenzanalyseprogramme aus GCG
(Version 10.0), (Genetics Computer Group, 1999) und unter Verwendung folgender Macintosh-
Computer gestiitzter Programme: Assembly LIGN 1.0.9c und Mac Vector 7.0. Zur
Sequenzrecherche wurde die NCBI-, EMBL- oder SWISS-PROT-Datenbank benutzt. Die
Phylogenierekonstruktionen wurden mit den Programmen NEIGHBOR, PROTDIST und
SEQBOOT aus dem PHYLIP Programmpaket unter Verwendung der Grundeinstellungen (default
parameter) durchgefiihrt (Felsenstein, 1993). Sequenzen der fiir die Stammbaume verwendeten
Proteine konnen der ,MADS-Homepage* des MPIZ, Koln, entnommen werden

(http://www.mpiz-koeln.mpg.de/~theissen).

2.17 Accession-Nummern der P. patens MADS-Box-Gene

Die in dieser Arbeit verwendeten P. patens MADS-Box-Gen cDNA-Sequenzen sind unter
folgenden Accession-Nummern erhdltlich: AF150931 (PPM1; Krogan und Ashton 2000),
AJ419328 (PPM2c), AJ419329 (PPM3), AJ419330 (PPM4), AB067688 (PpMADS1), AB067689
(PPMADS?2), und AB067690 (PpMADS3). Die genomischen Sequenzen von PPM1 bis PPM4
sind unter folgenden Accession-Nummern erhéltlich: AF150932 (PPM1; Krogan und Ashton
2000), AF150934 (PPM2; Krogan und Ashton 2000). AJ421637 (PPM3), AJ421638 (PPM4).
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3 Ergebnisse

3.1 Strukturelle Charakterisierung von MADS-Box-Genen aus dem Laubmoos

Physcomitrella patens

Im Rahmen einer vorangegangen Diplomarbeit (Henschel, 1999) waren drei MADS-Box-Gene
aus dem Laubmoos Physcomitrella patens isoliert worden. Zwei dieser MADS-Box-Gene, PPM2
und PPM3, waren mittels 3’'RACE-PCR aus einem cDNA-Pool aus jungen und alten
Gametophyten isoliert worden. Beim Screenen einer cDNA-Bibliothek aus dem Protonema-
Stadium konnte eine weitere partielle MADS-Box-Gen cDNA, PPML1, isoliert werden. Von
PPM2 und PPM3 waren die genomische Sequenz, sowie Bereiche putativer Promotoren
aufgeklart worden, von PPM1 waren Bereiche eines genomischen Fragmentes sequenziert worden
(Henschel, 1999). Anhand von Sequenzahnlichkeiten und Exon-Intron-Strukturen wurden die
MADS-Box-Gene in einen PPM2- und einen PPM3-Typ unterteilt, wobei PPM3 der bislang
einzige Vertreter des PPM3-Typs war, wohingegen PPM2 und wahrscheinlich auch PPM1 den
PPM2-Typ reprasentierten.

Die Isolierung der Gene PPM1 und PPM2 wurde unabhédngig auch von Krogan und Ashton
(2000) berichtet. Da Krogan und Ashton zwei andere cDNA-Isoformen von PPM2 gefunden
hatten, PPM2 und PPM2b, wurde die dieser Arbeit zugrunde liegende cDNA PPM2c genannt.
Diese Sequenz ist identisch zu der PPM2 cDNA (sensu Krogan und Ashton, 2000), mit
Ausnahme der Sequenz stromabwaérts vom 10. Exon, wo PPM2c identisch zu der PPM2b cDNA
ist (sensu Krogan und Ashton, 2000).

3.1.1 Isolierung einer vollsténdigen cDNA von PPM1

In dieser Arbeit wurde die Sequenzierung des genomischen Fragmentes von PPM1 zu Ende
gefilhrt. Aus der Sequenz wurden Primer abgeleitet, durch die anschlieBend die komplette cDNA
von PPM1 aus dem cDNA-Pool aus jungen und alten Gametophyten amplifiziert werden konnte.
Die Léange der erhaltenen cDNA betrug 1052 Bp. Ein Vergleich der cDNA-Sequenz mit der
genomischen Sequenz ergab, daB die resultierende Exon-Intron-Struktur von PPM1 anndhernd
identisch zu der von PPM2 ist, wie bereits auf Grund hoher Sequenzéhnlichkeiten postuliert
(Henschel, 1999). Unterschiedlich ist nur die Anzahl der Introns im 3’"UTR, da PPM1 dort kein

Intron besitzt, im Gegensatz zu PPM2, welches dort ein Intron aufweist.
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3.1.2 Isolierung des MADS-Box-Gens PPM4 durch genomische Linker PCR

Da mit PPM3 bislang nur ein Gen vom PPM3-Typ bekannt war, stellte sich die Frage, ob
tatséchlich nur ein Gen dieser Struktur im Genom von Physcomitrella patens vorkommt. Da die
Physcomitrella MADS-Box-Gene sehr schwach exprimiert sind und die Suche nach neuen
MADS-Box-Genen auch durch Kreuzreaktionen des 3"RACE Primers Py mit den Moos cDNAs
erschwert wird, wurde die Methode der genomischen Linker PCR (siehe 2.12.8) zur Suche nach
neuen MADS-Box-Genen angewandt. Hierzu wurden drei weitere Oligonukleotid-Primer aus
dem hochkonservierten ,,RQVT-Motiv“ der P. patens MADS-Box-Gene abgeleitet, da PPM2 und
PPM3 beide durch Verwendung des aus MADS-Box-Genen des Farns Ceratopteris richardii
abgeleiteten Primers Proyr, (Munster et al., 1997) gefunden worden waren. Die Primer wurden in
einer PCR mit dem RAGE-Adapter Primer P ap;1 (,,Adapter Primer 1) als Gegenprimer eingesetzt.
Als Template dienten die vier Adapter-Ligationsansatze EcoRIl, EcoRV, Hindll und Hindlll
(siehe 2.12.7 und 2.12.8). In sieben von zwolf PCR-Ansdtzen waren Amplifikate entstanden.
Diese wurden kloniert und transformiert. Die Sequenzierung von je drei Plasmiden pro Amplifikat
ergab, daB 18 der 21 Sequenzen auf MADS-Box-Gene zuriickzufiihren sind. Dabei waren zehn
Klone identisch mit PPM2, drei mit PPM3 und fiinf stammten von einem neuen MADS-Box-Gen
und besallen in dem isolierten Bereich eine hohe Sequenzédhnlichkeit zu PPM3. Dieses neue
MADS-Box-Gen wurde PPM4 genannt. Das genomische RAGE-Fragment von PPM4 umfalite
den Bereich der MADS-Box stromabwarts des Primers Pynos, SOwie einen grofien Teil des ersten
Introns. Aus der MADS-Box Sequenz wurden Primer zur Amplifizierung der PPM4-cDNA
abgeleitet. Es konnte nach einer PCR mit einem nested-Primer eine 1688 Bp lange partielle cDNA
von PPM4 isoliert werden.

Der MADS-Box Bereich stromaufwérts des 3"RAGE-Primers, sowie weitere 377 Bp
stromaufwaérts des Startkodons ATG konnten anschlieBend durch 5"RAGE isoliert werden. Aus
dem 5'UTR wurde ein Primer abgeleitet, mit dem dann eine 1710 Bp lange PPM4 cDNA

amplifiziert wurde, die das gesamte offene Leseraster beinhaltet.

3.1.3 Einzelkopie-Gen-Nachweis von PPM4 durch genomischen Southern-Blot

Um zu Uberprifen, ob es sich auch bei PPM4 um ein Einzelkopie-Gen handelt, was bereits fur
PPM1 - PPM3 gezeigt werden konnte (Henschel, 1999), wurde eine genomische Southern-
Hybridisierung mit PPM4-spezifischer Sonde durchgefiihrt.

Fir den Southern-Blot wurden je 10 pg P. patens genomische DNA mit den
Restriktionsendonukleasen EcoRI, EcoRV, Hindll oder Hindlll verdaut. Nach Auftrennung der

Ansétze im Agarosegel und Blotten des Gels auf Nylonmembran wurde mit radioaktiv-markierter
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Sonde unter stringenten Bedingungen hybridisiert und gewaschen (siehe 2.15). Die Sonde enthielt
nicht den Bereich der hochkonservierten MADS-Box, um Kreuzreaktionen zwischen &hnlichen
Genen zu vermeiden. Nach der Entwicklung der Autoradiographie trat in drei Spuren nur eine
Bande auf, wahrend in der Spur des Hindll-Verdaus keine Bande erhalten wurde (siehe Abb. 3).
Da im Falle des Hindlll-Verdaus die erhaltene Bande nur eine GréRe von ca. 2 kBp hatte, handelt
es sich bei PPM4 um ein Gen, das mit groer Wahrscheinlichkeit in nur einer Kopie im Genom
von P. patens vorliegt. Dariiberhinaus zeigte ein Vergleich des Bandenmusters von PPM4 mit den

Hybridisierungssignalen der Gene PPM1 — PPM3, daB alle vier MADS-Box-Gene vollstandig
unterschiedliche Hybridisierungsmuster aufweisen (siehe Abb. 3).

PPM] PPM?2 PPM3 PPM4
— — — —
Z %z 5§ B 2 % 5 5 2 2 5 8 Z z 5 B
s 3 2 Z c s 2 2 s g 2 2 s g 2 2
m M@ I T m m I = M Mm@ = T m m T T
kBp . L
o .
8.0 —
-
0 W - Wia W - i
3.0 — - - '
20 — R g oy
1.5 —
1.0 — -
0.6 —

Abb. 3: Genomische Southern-Hybridisierungen zur Bestimmung der Kopienzahl der P.
patens MADS-Box-Gene. Je 10 ug P. patens DNA, die mit den Enzymen EcoRI, EcoRV,
Hindll oder Hindlll verdaut worden waren, wurden in einem 0,6%igen Agarosgel
aufgetrennt und auf eine Nylonmembran geblottet. Die Hybridisierung des Filters mit

genspezifischen Sonden, die den Bereich der MADS-Box nicht enthielten, erfolgte stets bei
68°C und das anschlieBende Waschen mit hoher Stringenz.
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3.1.4 Sequenz- und Strukturvergleiche der P. patens MADS-Box-Gene

Im Rahmen einer Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Mitsuyasu Hasebe (Okazaki, Japan)
sind mir Sequenzen von drei weiteren MADS-Box-Genen, PpPMADS1, PpMADS2 und PpMADS3,
aus Physcomitrella patens zur Verfiligung gestellt worden. PpMADSLI ist ein Vertreter des zuvor
definierten PPM2-Typs (friihere Bezeichnung K445-Typ) (Henschel, 1999). Dagegen weisen
PpMADS2 und PpMADS3 groRe Ahnlichkeiten zu PPM3 und PPM4 auf.

Die Ubersetzung der vollstandigen cDNA-Sequenzen von PPM1 - PPM4 und PpMADS1 -
PpMADS3 in die Aminosduresequenzen ergab die Langen der konzeptionellen Proteine. Die
resultierenden Proteine haben eine Lange von 283 AS (PPML1), 284 AS (PPM2), 372 AS (PPM3),
380 AS (PPM4), 281 AS (PpMADSL1), 306 AS (PpMADS2) und 320 AS (PpMADS3) (siehe
Abb. 4).

Es wurden multiple Sequenzvergleiche mit allen bislang bekannten P. patens MADS-Box-Genen
und verschiedenen pflanzlichen MADS-Box-Genen durchgefiihrt. Diese zeigten, daR alle MADS-
Doménen-Proteine von P. patens erkennbare MADS- (M-) und K-Domaénen haben, die durch eine
Intervening- (I-) Domdane miteinander verbunden sind, und von einer C-terminalen Doméne
gefolgt werden (siehe Abb. 4). Das bedeutet, alle P. patens MADS-Domanen-Proteine weisen die
charakteristische MIKC-Struktur auf.
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SRNMLSKDVY DGIDYDDQED ENSTCMNLQD FEAPTHGRGV FGGTVPVDRY DSSNCIVQVQ ANWMPISLQD CGYVEGQEAN QTLTTMQDPT FMPKKDQEYP DCMTPQYTEF LKDEVLIGGS

515
TENGDKHDAF DYFGQQRTFS SIIELELPLQ NDSLR*

i
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Abb. 4: Sequenzvergleich von pflanzlichen MADS-Domanen-Proteinen aus verschiedenen
Subfamilien mit den Genprodukten der P. patens MADS-Box-Gene PPM1 — PPM4 und
PpMADS1 - PpMADSS3. Ein ,,<* Zeichen bedeutet, daR die Sequenz von AGL17 am N-
terminalen Ende unvollstéandig ist. Die MADS-Doméane ist schwarz markiert, die N-
terminale Extension der MADS-Doméane gelb. Die I-Region ist rot hervorgehoben, die K-
Domaéne blau und die hydrophoben AS (L, I, V und M) der K-Domane sind fett gedruckt.
Die C-Region ist in grin dargestellt. Die Positionen der Introns sind mit zwei Klammern
gekennzeichnet, wenn sie zwischen zwei AS-Kodons (Phase 0 Introns) liegen, und mit einem
Dreieck, wenn sie innerhalb eines AS-Kodons liegen.

DEF, GLO, PLE und SQUA stammen aus Antirrhinum majus, AGL2, AGL6, AGL12 und
AGL17 aus Arabidopsis thaliana, AGL15-1 aus Brassica napus, TM8 aus Lycopersicon
esculentum, TOBMADS1 aus Nicotiana tabacum, CRM1 und CRM6 aus Ceratopteris
richardii, LAMB1 aus Lycopodium annotinum und GGM13 aus Gnetum gnemon.
Accession-Nummern der P. patens MADS-Box-Gen cDNAs von PPM1 - PPM4 und
PpMADS1 - PpMADS3: AF150931 (PPM1; Krogan und Ashton 2000), AJ419328 (PPMZ2c),
AJ419329 (PPM3), AJ419330 (PPM4), AB067688 (PpMADS1), AB067689 (PpMADS?2), und
AB067690 (PpMADS3). Accession-Nummern der genomischen Sequenzen von PPM1 bis
PPM4: AF150932 (PPM1; Krogan und Ashton 2000), AF150934 (PPM2; Krogan und
Ashton 2000). AJ421637 (PPM3), AJ421638 (PPM4).

Die hier durchgefilhrten Sequenz- und Strukturvergleiche mit sieben P. patens MADS-Box-
Genen bestatigten, dal zwei Typen von MADS-Box-Genen in P. patens vorkommen (Henschel,
1999). Dabei ist die Struktur des zuvor definierten PPM2-Typs, reprasentiert durch PPM1, PPM2
und PpMADS1, vergleichbar mit der Struktur der bislang bekannten pflanzenspezifischen MADS-
Box-Gene vom MIKC-Typ. Diese Gene weisen MADS-, |- und K-Domanen vergleichbarer
Langen auf. Dariiberhinaus ist das Vorkommen einer K-Domane mit einem hochkonservierten
regelmaRigen Muster hydrophober Aminoséauren charakteristisch (siehe Abb. 4).
MADS-Box-Gene, die die beschriebenen Struktureigenschaften besitzen, werden im folgenden als
MADS-Box-Gene vom MIKC®-Typ zusammengefaft (,,c“ fir ,,classic*).

Von den MIKC®-Typ MADS-Box-Genen werden MADS-Box-Gene vom MIKC -Typ
unterschieden. Als MIKC -Typ werden alle MADS-Box-Gene zusammengefalt, die die
Struktureigenschaften des zuvor beschrieben PPM3-Typs, reprasentiert durch PPM3, PPM4,
PpMADS2 und PpMADSS3, besitzen.

Nach der im folgenden Kapitel (siehe 3.1.5) erlduterten ,,l&ngere I-Doménen Hypothese* ist die I-
Doméne der MIKC -Typ Proteine signifikant langer als die der MIKC®-Typ Proteine. Die I-
Domane von PPM3 umfalit 62 AS, und die von PpMADS3 sogar 87 AS, wohingegen die |-
Doméne des typischen MIKC®-Typ Proteins SQUAMOSA aus Antirrhinum majus eine Lange von
nur 35 AS aufweist (Huijser et al., 1992) (siehe Abb. 4). Desweiteren ist die K-Doméne der
MIKC®Typ Proteine typischerweise durch ein regelmaRiges Muster aus hydrophoben
Aminosdauren gekennzeichnet. Die Position der hydrophoben Aminosduren resultiert
wahrscheinlich in der Ausbildung einer amphipatisch-helikalen Sekundérstruktur der K-Doméne.

Auch die K-Domanen der MIKC -Typ Proteine weisen ein regelméRiges Muster aus hydrophoben
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Aminosauren auf, allerdings sind einige der hydrophoben AS um eine oder zwei Positionen
verschoben oder weniger konserviert (siehe Abb. 4). Zusétzlich treten drei Indels auf (in Abb. 4
AS-Positionen 184, 191 und 218), wodurch die K-Doménen der MIKC -Typ Proteine langer als
die K-Domanen der MIKC®-Typ Proteine sind. Die Indels sind sehr kurz, zwei umfassen zwei AS
(AS-Positionen 184 und 218) und eines eine AS (AS-Position 191).

Mittels Sequenzvergleichen konnten bislang zwei weitere MIKC®-Typ Proteine gefunden werden,
in denen auch eines der Indels vorkommt. Hierbei handelt es sich um die nahe miteinander
verwandten Proteine CRM3 und CRM9 aus dem Farn Ceratopteris, die ein zwei AS langes Indel
an der Position 184 besitzen (CRM3 siehe Abb. 4). Um zu Uberpriifen, ob die MIKC™-Typ
Proteine trotz ihrer abweichenden K-Doménen Struktur in der Lage sind, die fir Protein-
Dimerisierungen wahrscheinlich benétigten helikalen Strukturen auszubilden, wurden Computer-
gestutzte Vorhersagen der Sekundéarstruktur durchgefiihrt. Es wurden die beiden Protein-
Sekundarstruktur Vorhersage Programme nach Robson-Garnier und nach Chou-Fasman aus dem
Mac Vektor Sequenzanalyse Programmpaket verwendet. Diese zeigten fiir alle P. patens MIKC’-

Typ Proteine, daB eine Ausbildung helikaler Strukturen méglich ist.

Da es sich bei den MIKC -Typ Proteinen um eine neue Klasse von MIKC-Typ MADS-Box-
Genen handelt, wurde versucht, derartige Gene auch in anderen Spezies zu finden. Diese Suche
erfolgte mittels BLAST-basierten Gen- und Protein-Datenbank-Recherchen, bei denen die
einzelnen Domanen separat zur Suche verwendet wurden. Auf diese Weise konnte bislang ein
MADS-Domanen-Protein gefunden werden, LAMB1 aus dem Barlapp Lycopodium annotinum
(Svensson et al., 2000), das ebenfalls eine signifikant langere 1-Domane als die MIKC®-Typ
Proteine aufweist (siehe Abb. 4). Im Gegensatz zu den P. patens MIKC™-Typ Proteinen fehlen
LAMBL allerdings die drei Indels der K-Doméne (siehe Abb. 4). Dariiberhinaus besitzt LAMB1
eine auBergewohnlich lange C-Domane, die aus drei unvollstdndigen Sequenz-Wiederholungen

zusammengesetzt ist (Svensson et al., 2000).

3.1.5,,Langere I-Domanen Hypothese* versus ,,K-Domanen Insertions Hypothese*

Um die strukturellen Unterschiede zwischen den MIKC®- und MIKC -Typ Proteinen zu
interpretieren, bedarf es einer richtigen Zuordnung der verschiedenen Proteindoménen, und damit
auch der Annahme Uber Homologie-Beziehungen. Die Doménen-Struktur der MIKC -Typ
Proteine, wie sie der Abb. 4 zu Grunde gelegt worden war (fortan ,l&dngere I-Doménen
Hypothese* genannt), beruhte auf den Resultaten zahlreicher Sequenzvergleiche. Alternativ zu
dieser Hypothese wurde ein weiteres Szenario entwickelt, die ,,K-Domanen Insertions

Hypothese*. Nach dieser Hypothese ist der Langenunterschied zwischen MIKC®- und MIKC -Typ
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Proteinen stromaufwérts der C-Doméne eher auf eine Insertion in der K-Domadne zurlckzufiihren,
als auf eine Verlangerung der I-Doméne. Gestiitzt wird die ,,K-Domanen Insertions Hypothese*
durch das Auftreten des Dipeptids ,,GE" bei PPM3 und PpMADS2 (in Abb. 4 AS-Position 135)
bzw. in abgewandelter Form ,,GD*“ bei PPM4 und ,,EE“ bei PpPMADS3. Viele der MIKC®-Typ
Proteine besitzen ein hochkonserviertes ,,GE* an AS-Position 182 und 183 des Alignments in
Abb. 4, welches den MIKC"-Typ Proteinen nach der ,langere I-Domanen Hypothese* an dieser
Stelle fehlt. Unter der Annahme, daR die ,,GE“-Motive der MIKC®-Typ und MIKC -Typ Proteine
homolog sind, wiirden die MIKC"-Typ Proteine nach der ,K-Domanen Insertions Hypothese*
zwischen dem ,,GE*“-Motiv und dem C-terminalen Teil der K-Doméne eine Insertion von 42 AS
besitzen. Unterstlitzt wird eine solche Homologie durch das Vorkommen K-Doménen typischer
hydrophober AS-Positionen oberhalb des ,,GE“-Motivs in den MIKC™-Typ Proteinen. Gegen die
,K-Domadnen Insertions Hypothese* spricht jedoch, daR die resultierenden 1-Doménen von PPM3
und PPM4 mit 14 AS extrem kurz wéren, im Vergleich zu den 35 AS der I-Doméne von
SQUAMOSA.

Betrachtet man dagegen PpMADS2 und PpPMADS3 mit ihren deutlich langeren I-Domanen nach
der ,,K-Doménen Insertions Hypothese*, so verblieben 38 AS in der I-Doméne, was eine typische
I-Doménen Lé&nge darstellt. Da sich jedoch die l&ngeren I-Doménen von PpMADS2 und
PpMADS3 anhand einer Suche nach Sequenz-internen Wiederholungen als Sequenzduplikation
herausstellten und so PPM3 und PPM4 die urspriingliche 1-Doméanen-Lange haben, spricht die

resultierende Kiirze der 1-Region gegen die ,,K-Domanen Insertions Hypothese*.

Sequenzvergleiche zwischen beiden Formen putativer K-Domanen der MIKC -Typ Proteine und
den K-Doménen der MIKC®-Typ Proteine, sowie ein Vergleich der Muster konservierter AS
bevorzugten in moderatem MaRe die ,,langere I-Domanen Hypothese“, wie es auch schon aus
paarweisen und multiplen Sequenzvergleichen zwischen MIKC-Typ und MIKC™-Typ Proteinen
hervorgegangen war. Dennoch konnten diese Analysen nicht komplett ausschlielen, daft die ,,K-

Domanen Insertions Hypothese* zutreffend sein kdnnte.

3.1.6 Vergleich der Exon-Intron-Strukturen von MIKC®- und MIKC"-Typ Genen

Um die Unterschiede zwischen den beiden Klassen von MIKC-Typ Genen besser charakterisieren
zu koénnen, wurden die Sequenzen und Exon-Intron-Strukturen der genomischen Loci der P.
patens MADS-Box-Gene analysiert. Hierbei zeigte sich, daR alle Exon-Intron-Ubergénge durch
die Intron-Grenzen-Konsensussequenz (,,GT“-,,AG") gekennzeichnet sind (Luehrsen et al., 1994),

mit Ausnahme der 5°Spleisequenz des 4. Introns von PPM1 und PPMZ2, die durch das
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Dinukleotid ,,GC* gebildet wird. Diese alternative Introngrenze konnte bereits zuvor in P. patens
(Girke et al., 1998) und anderen Pflanzenarten gefunden werden (Xue und Rask, 1995).

Die Positionen aller Introns im Bezug auf die Proteinsequenz sind in Abb. 4 dargestellt. Dabei
sind die Intron-Positionen mit zwei Klammern markiert, wenn sie zwischen zwei AS-Kodons
(Phase 0 Introns) liegen, und durch ein Dreieck, wenn sie innerhalb eines AS-Kodons liegen.
Aufer dem letzten Intron von PPM1, PPM2 und PpMADSL sind alle innerhalb eines Kodons
liegenden Introns Phase zwei Introns, d.h. sie liegen zwischen der zweiten und dritten Position des
Kodons.

AufRerdem werden die Exon-Intron-Strukturen von PPM1 - PPM4 in Abb. 5 mit denen von SQUA
und LAMB1 verglichen. Unter Annahme der favorisierten ,ldngere 1-Doménen Hypothese*
zeigten sich in diesem Vergleich der Exon-Intron-Strukturen von MIKC®- und MIKC"-Typ Genen
fur die 1-Region der P. patens MIKC -Typ Gene und fiir LAMB1 groBe Abweichungen von der

konservierten Exon-Intron-Organisation der MIKC®-Typ Gene.

So liegen bei den MIKC®-Typ MADS-Box-Genen im typischen Fall der 5’"UTR und die MADS-
Box im ersten Exon, die I-Region im zweiten, die K-Box in den Exons 3, 4 und 5 und die C-
Region in den Exons 6, 7 und eventuell 8 (sieche Abb. 4 und 5). Auch bei PPM3, PPM4,
PpMADS2, PpMADS3 und LAMBL1 befinden sich der 5’"UTR und die MADS-Box im ersten Exon.
Die bei diesen Genen um etwa 30 bis 50 Aminoséuren verlangerte 1-Region erstreckt sich tber die
Exons 2, 3, 4 und 5, bei PPMADS2 und PpMADS3 auch tiber Exon 6, so dal? sich die K-Region in
den Exons 6, 7 und 8, bzw. bei PpMADS2 und PpMADS3 in den Exons 7, 8 und 9 befindet (siehe
Abb. 4 und 5). Damit ist die typische Verteilung der K-Domane auf drei Exons konserviert.

Bei den P. patens MADS-Box-Genen vom MIKC®Typ, PPM1, PPM2 und PpMADS1, dagegen
entspricht die Position aller Introns genau der konservierten Struktur und auch die diagnostische
GrofRe des 5. und 6. Exons von 42 Bp ist bei diesen Genen vorhanden (siehe Abb. 4 und 5). Der
einzige Unterschied zwischen den P. patens MIKC®Typ Genen und denen anderer Pflanzen
besteht darin, daB diese P. patens Gene eine langere C-Domaéne haben, deren kodierender Bereich

auf insgesamt 4 statt 3 Exons liegt (siehe Abb. 4 und 5).
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Abb. 5: Schematische Darstellung der Exon-Intron-Strukturen der P. patens MADS-Box-
Gene PPM1 - PPM4 und der Gene SQUAMOSA (Huijser et al., 1992) und LAMB1
(Svensson et al., 2000). Die Exons sind als farbige Kasten dargestellt, die 5" und 3’'UTRs als
weille Kéasten und die Introns als dicke schwarze Linien. Bereiche putativer Promotoren
sind durch diinne horizontale Linien gekennzeichnet. Exons der MADS-Box sind schwarz
markiert. Die I-Region ist in rot dargestellt, die K-Box in blau und die C-Region in grin.
Homologe Exons sind durch dinne vertikale Linien miteinander verbunden. Die
Zugehorigkeit der Gene zum MIKC®- oder MIKC -Typ ist durch Klammern am rechten
Rand gekennzeichnet.

Hinsichtlich der beiden oben beschriebenen Hypothesen zur Doménenstruktur der MIKC -Typ
Gene ist nur unter der ,langere I-Domanen Hypothese* die Lage der Introns der K-Domadne
zwischen beiden Klassen von MIKC-Typ Genen konserviert, auBer dal bei LAMB1 nach dem
ersten Intron der K-Box keine weiteren Introns vorhanden sind (siehe Abb. 4 und 5). Dagegen
weichen die Intron-Positionen der K-Box von MIKC®- und MIKC -Typ Genen unter Annahme

der ,,K-Doménen Insertions Hypothese*“ stark voneinander ab (Daten nicht gezeigt). Aullerdem
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erfordert die ,,K-Domanen Insertions Hypothese* die Spaltung der K-Domaéne, der wichtige

Aufgaben bei Protein-Protein-Interaktionen zukommen (Davies und Schwarz-Sommer, 1994).

Unter der ,ldngere I-Doméanen Hypothese* ist der Hauptunterschied zwischen den beiden
Subtypen von MIKC-Typ Genen der folgende: wahrend die I-Doméne der MIKC®-Typ Proteine
im allgemeinen von einem Exon kodiert wird, wird die 1-Doméne der MIKC™-Typ Proteine von
vier (PPM3, PPM4, LAMB1), bzw. finf (PpMADS2, PPMADS3) Exons kodiert, wodurch auch
die Zunahme der 1-Domanen Lange in den MIKC -Typ Proteinen erklart wird (siehe Abb. 4 und
5). Wie bereits fir LAMBL1 beschrieben (Svensson et al., 2000), sind jedoch das letzte und
drittletzte der I-Doméanen Exons der MIKC™-Typ Gene sehr kurz und kodieren nur fiir wenige AS
(siehe Abb. 4 und 5).

Anhand der langeren I-Doménen und gemeinsamer Exon-Intron-Strukturmerkmale der P. patens
MIKC -Typ Gene und LAMB1 konnte LAMB1 als MIKC™-Typ MADS-Box-Gen identifiziert
werden. Dies weist demnach auf eine relativ nahe Verwandtschaft zwischen den P. patens
MIKC -Typ Genen und LAMB1 hin. Allerdings ist die Sequenzahnlichkeit zwischen den P.
patens MIKC -Typ Genen und LAMB1 in paarweisen Sequenzvergleichen sehr gering. So weisen
trotz der hohen strukturellen Ahnlichkeit zwischen den P. patens MIKC™ Proteinen und LAMBI,
z.B. PPM3 und LAMB1 nur eine Identitit von 26,9% auf (Ahnlichkeit 37,3%). Dagegen liegt die
Ahnlichkeit innerhalb der P. patens MIKC -Typ Gene deutlich héher, z.B. zwischen PPM3 und
PPMA4 liegt die Identitit bei 78% (Ahnlichkeit 82,7%).

3.1.7 Phylogenierekonstruktion der P. patens MADS-Box-Gene

Um die evolutiondaren Verwandtschaftsverhéltnisse zwischen den P. patens MADS-Box-Genen
und den anderen bekannten MIKC-Typ MADS-Box-Genen zu bestimmen, wurden
Phylogenierekonstruktionen durchgefiihrt. Es wurden verschiedene Datensitze von MIKC-Typ
Proteinen der GefaRpflanzen, inklusive LAMBL, und die abgeleiteten Genprodukte aller P. patens
MADS-Box-Gene einbezogen. Der hierbei verwendete Satz von MIKC® Proteinen der
Samenpflanzen enthielt Vertreter aller bislang bekannten groBen Subfamilien pflanzlicher
MADS-Domanen-Proteine (Theil3en et al., 1996; Becker et al., 2000; Theillen et al., 2000). Es
wurden die Sequenzen der MADS- und K-Doménen flr diese Art von Studien verwendet, da
diese die am besten gesicherten Alignments ermdéglichen. Eine Einbeziehung der I-Domane in die
Stammbaumberechnungen war auf Grund der extremen Langenheterogenitaten zwischen MIKC®-
und MIKC -Typ Proteinen nicht méglich. Bei einer Verwendung der MADS-Doméne alleine
standen zu wenige informative Positionen fir die Phylogenierekonstruktion zur Verfiigung. Die

Proteinsequenzen wurden vor Erstellung des zu Grunde liegenden Alignments so zurecht
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geschnitten, dal nur eindeutig homologe Bereiche verglichen wurden und auch keine grofien
Langenunterschiede die Topologie des Baums beeinflussen konnten. Es wurden, bezogen auf
Abb. 4 die Sequenzen der Positionen 14 - 74 und der Positionen 162 - 230 miteinander fusioniert
und fur die Phylogenierekonstruktion verwendet (Alignment siehe Anhang, 8.3). Entsprechend
wurde mit allen Ubrigen Sequenzen verfahren. Desweiteren wurde von LAMBL1 die Position 64
der MADS-Box entfernt (bezogen auf Abb. 4), um Langenunterschiede zu vermeiden. Das
Alignment wurde unter Verwendung der VVorgabe Parameter 8 und 2 des PILEUP-Programmes
errechnet und nachtrdglich an wenigen Stellen verschoben.

Ein repréasentatives Beispiel der erhaltenen phylogenetischen Rekonstruktionen ist in Abb. 6
dargestellt. Es zeigt, daR sowohl die MIKC®-Typ Gene, als auch die MIKC -Typ Gene, mit hoher
Bootstrap-Unterstiitzung jeweils zusammen gruppieren. Der Bootstrap-Wert betragt 88%.
Aulerdem wird offensichtlich, daR die P. patens MIKC Proteine zwei gut unterstiitzte Kladen
bilden, eine mit MIKC® Proteinen, die andere mit MIKC™ Proteinen (siehe Abb. 6). Die hier
gemachten Beobachtungen konnten durch unabhéngige ,,Maximum likelihood“-Analysen
bestatigt werden (Hasebe, personliche Mitteilung).

In diesen Phylogenierekonstruktionen konnte keine Zugehorigkeit der P. patens MIKC®-Typ
Proteine zu einer der definierten Subfamilien der Farn- oder Samenpflanzen-MADS-Domanen-
Proteine festgestellt werden (sieche Abb. 6). Allerdings bilden die P. patens MIKC® Proteine
haufig eine Schwester-Klade der GGM13-ahnlichen Proteine, den ,,Bsise-Proteinen (Becker et
al., 2002). In den durchgefiihrten Phylogenierekonstruktionen lagen die MIKC -Typ Proteine
haufig in der Nachbarschaft der CRM3-Genfamilie (siehe Abb. 6). Beide Topologien wurden

jedoch nicht durch Bootstrap-Berechnungen unterstiitzt.
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Abb. 6: Phylogenierekonstruktion einiger pflanzlicher MADS-Doménen-Proteine vom
MIKC®-Typ, sowie aller bekannter MADS-Doménen-Proteine vom MIKC -Typ. Zur
Erstellung des zugrunde liegenden Alignments wurden hauptséchlich die Sequenzen der
MADS- und K-Domanen der Proteine verwendet. Die Namen der Arten aus denen die
jeweiligen Gene stammen, sind in Klammern hinter den Proteinnamen aufgefuhrt. Proteine
von P. patens sind durch schwarze Kasten hervorgehoben, das Protein LAMBI1 aus
Lycopodium annotinum ist durch einen grauen Kasten hervorgehoben, die der Farne durch
weilRe Kasten. Die Bootstrap-Werte von Verzweigungen, die fir diese Arbeit von Bedeutung
sind, wurden angegeben. Die definierten Subfamilien, sowie die Klassen der MIKC®- und
MIKC -Typ Gene sind durch Klammern am rechten Rand ausgewiesen.
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3.1.8 Strukturanalyse der P. patens MIKC®-Typ Proteine

Auf Grund des nicht aufgeldsten ,,deep branchings®“ der Genstammbaume konnten nur schwache
Hinweise auf die verwandtschaftliche Zugehorigkeit der P. patens MIKC’-Typ Gene zu den
definierten MADS-Box-Gensubfamilien gewonnen werden. Daher wurden die P. patens MIKC®-
Typ Proteine weiteren Analysen unterzogen, um eventuell vorhandene Sequenzmotive, Indels im
Alignment oder andere gemeinsame Struktureigenschaften zwischen den P. patens Proteinen und
den MIKC®-Typ Proteinen aus hoheren Pflanzen zu identifizieren.

Ein bekanntes Subfamilien-spezifisches Kriterium ist die Lange der I-Doméne (Riechmann und
Meyerowitz, 1997), der eine Funktion bei der Bestimmung der Dimerisierungs-Eigenschaften von
MADS-Domanen-Proteinen zugeschrieben wird. Daher wurde die durchschnittliche Lange der I-
Domane verschiedener Subfamilien (errechnet aus drei zuféllig gewéhlten Mitgliedern) mit der
Lange der I-Doméne der P. patens MIKC®-Typ Proteine verglichen (sieche Abb. 7a). Es zeigte
sich, daR die P. patens MIKC®-Typ Proteine mit einer durchschnittlichen I-Doméanenlange von
30,75 AS zur Gruppe der Subfamilien mit relativ kurzer I-Doméne gehdrten. Kurze I-Domanen
sind ebenfalls charakteristisch fir CRM1-, GLOBOSA-, DEFICIENS- und DEF/GLO-&hnliche
Proteine, sowie fiir Proteine aus der Bgige-Subfamilie.

Weiterhin wurde das Auftreten von bekannten AS-Sequenz-Motiven aus den MADS-Domanen-
Proteinen hoherer Pflanzen und Farne in den P. patens MIKC®-Typ Proteinen untersucht. Hierbei
zeigte sich, daB das C-terminale ,,sieben AS-Motiv* zahlreicher AGAMOUS-ahnlicher Proteine
auch in den P. patens MIKC®-Typ Proteinen vorhanden ist. Im Gegensatz zu den AGAMOUS-
ahnlichen Proteinen befindet sich dieses Motiv bei den P. patens Proteinen nicht am Terminus der
C-Domaéne, wobei allerdings die relative Entfernung des Motivs zum C-terminalen Ende der K-
Domane bei den P. patens Proteinen und bei den AGAMOUS-ahnlichen Proteinen gleich ist. Ein
sieben AS-Motiv gleicher Position wie in den P. patens Proteinen wurde dariiberhinaus auch im
CRMB6-Protein aus dem Farn Ceratopteris identifiziert (siche Abb. 7b).
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Abb. 7: (a) Vergleich der durchschnittlichen Aminoséure-Anzahl der I-Region einiger
bislang definierter MIKC®*Typ MADS-Domanen-Protein-Subfamilien. Die Lénge der I-
Region der PPM2-ahnlichen Proteine ist rot hervorgehoben. (b) Sequenzvergleich eines
sieben Aminosdure-Motivs in der C-Region von PPM2, CRM6 und den C-
Funktionsproteinen der AGAMOUS-Subfamilie. Stopkodons sind durch Sternchen
dargestellt.
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3.1.9 Abschétzung der MADS-Box-Gen-Anzahl im Genom von P. patens

Zur Abschatzung der MADS-Box-Gen Anzahl im Genom von P. patens wurde ein genomischer
Southern-Filter von P. patens mit genspezifischen Sonden, die den Bereich der MADS-Box
enthielten, unter Bedingungen moderater Stringenz hybridisiert (siehe 2.15). Da die zwei Typen
von MADS-Box-Genen, die im Genom von P. patens vorkommen, sich nicht nur strukturell,
sondern auch hinsichtlich ihrer Sequenzen stark unterscheiden, wurde je eine MIKC®Typ- und
eine MIKC™-Typ-Sonde in getrennten Hybridisierungen eingesetzt. Nach Hybridisierung des
Filters mit PPM2-, bzw. PPM3-spezifischen Sonden, entstanden in den entsprechenden
Autoradiographien mindestens funf bis acht Signale pro Spur (siehe Abb. 8). Durch Vergleich der
Signale konnte gezeigt werden, dal die Bandenmuster aus beiden Hybridisierungen nicht
tiberlappend sind (siehe Abb. 8). Aus diesem Ergebnis 188t sich schlielen, daB jeweils mindestens
funf Gene vom MIKC®- und MIKC -Typ im Genom von P. patens vorkommen.
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Abb. 8: Autoradiographie einer genomischen Southern-Hybridisierung zur Abschétzung
der Anzahl von MADS-Box-Genen in Physcomitrella patens. Je 10 pug P. patens DNA, die mit
den Enzymen EcoRlI, EcoRV, Hindll oder Hindlll verdaut worden waren, wurden in einem
0,6%igen Agarosgel aufgetrennt und auf eine Nylonmembran geblottet. Die Hybridisierung
mit radioaktiv markierten PPM2-spezifischen und PPM3-spezifischen Sonden, die den

Bereich der MADS-Box enthielten, erfolgte bei 55°C und das anschliefende Waschen des
Filters mit moderater Stringenz.
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3.1.10 Vorlaufige Bestimmung der putativen Transkriptionsstarts von PPM2 und PPM3

Die Bestimmung der putativen Transkriptionsstarts von PPM2 und PPM3 erfolgte mittels
5"RACE-PCR (siehe 2.12.4). Hierzu wurde RNA aus jungen und alten Gametophyten in
getrennten Ansatzen verwendet, so dal’ je zwei unabhangige Bestimmungen pro Gen erfolgten.
Die entstandenen PCR-Produkte wurden in pGEM-T kloniert. Die Sequenzierung von sieben
Klonen pro Ansatz ergab, dal’ der putative Transkriptionsstart von PPM3 381 Bp stromaufwarts
des Startkodons ATG liegt. Desweiteren konnten zwei putative Transkriptionsstarts von PPM2
gefunden werden. Einer liegt 219 Bp stromaufwaérts des Startkodons ATG, der andere 555 Bp
(siehe Abb. 9). Das Vorkommen von zwei putativen Transkriptionsstarts bei PPM2 wird durch
Northern-Hybridisierungen nahegelegt, in denen zwei Fragmente im WT von P. patens mit einer

PPM2-spezifischen Sonde unter stringenten Bedingungen detektiert wurden (siehe Abb. 13).

put. put.
"é"ranskr. Transkr.
tart
> Start >
CArG-Box
LfyBS LfyBS
t ? s
5 = 3
-1373 -1095 -555 -394 -219

Abb. 9: Schematische Darstellung des putativen Promotorbereichs von PPM2. Die beiden
putativen Transkriptionsstarts von PPM2 sind mit Pfeilen gekennzeichnet. Ein CArG-Box
Motiv und putative LEAFY-Bindungsstellen sind ausgewiesen. Die Positionen innerhalb der
Sequenz sind relativ zum Translationsstartpunkt ATG=+1 angegeben.

3.1.11 Analyse putativer Promotor-Bereiche von PPM1 - PPM4

Es konnten durch die Methode der genomischen Linker PCR Bereiche stromaufwérts des
Startkodons ATG (5"UTR und putative Promotor-Bereiche) von PPM1 - PPM4 isoliert werden
(siehe 2.12.7). Die 378 Bp (PPM1), 1915 Bp (PPM2), 1072 Bp (PPM3) und 377 Bp (PPM4)
groRBen Fragmente wurden mit Hilfe der ,TFMATRIX transcription factor binding site profile
database” (Heinemeyer et al., 1998, GBF-Braunschweig) und der Nukleinsdure-Motivsuche
Analyse-Anwendungen des MacVektor-Programmpaketes auf Sequenzmotive hin untersucht, die
typisch fiir pflanzliche Promotorbereiche sind. Diese Sequenzanalyse brachte fir PPM1 - PPM4

zahlreiche verschiedene Bindestellen, darunter z.B. LEAFY-Bindestellen (Konsensus-Sequenz
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CCANTG) (Busch et al., 1999) in den putativen Promotoren von PPM1, PPM2 und PPM3, wie
fir PPM2 in Abb. 9 dargestellt.

Desweiteren befindet sich im putativen Promotor-Bereich von PPM2 eine ,,CArG-Box“
(CCAAAAAAGG) 394 Bp stromaufwarts des Startkodons ATG (siehe Abb. 9). Die CArG-Box
ist ein typisches Promotorelement der MADS-Box-Gene, wobei hier MADS-Doménen-
Transkriptionsfaktoren selbst binden (Schwarz-Sommer et al., 1992). Dieses CArG-Box Motiv

liegt zwischen den beiden putativen Transkriptionstarts von PPM2 (siehe 3.1.10 und Abb. 9).

3.2 Funktionelle Charakterisierung der Physcomitrella patens MADS-Box-Gene

3.2.1 Untersuchungen zum Expressionsmuster von PPM1 - PPM4 im Wildtyp von P. patens

Um das rdumliche und zeitliche Expressionsmuster der einzelnen P. patens MADS-Box-Gene zu
analysieren wurden RT-PCR Analysen durchgefiihrt (siehe 2.12.5), wobei RNA aus
reprasentativen Stadien des Lebenszyklus von P. patens verwendet wurde (siehe 2.10.3). Unter
den Stadien waren eine Woche altes Protonema, acht Wochen alte Gametophoren, dreizehn
Wochen alte Gametophoren zwei Wochen nach Induktion der Sporophyten-Bildung, sowie 24
Wochen alte Gametophoren mit méannlichen und weiblichen Gametangien, als auch verschieden
alten diploiden Sporophyten ausgewéhlt worden. Es wurden Standard-PCR mit genspezifischen
Primern auf die in cDNA umgeschriebene RNA durchgefihrt, wobei 40 PCR-Zyklen benétigt
wurden, da die P. patens MADS-Box-Gene sehr schwach exprimiert sind. Die
Expressionsanalyse ergab, daf drei der P. patens MADS-Box-Gene, PPM1, PPM2 und PPM3,
ubiquitar exprimiert sind, wobei die Expression von PPML1 in 24 Wochen alten Gametophoren
etwas geringer ist, als in den Ubrigen Stadien (siehe Abb. 10). Dagegen nimmt die Expression von
PPM4 schrittweise in den &lteren Stadien des Lebenszyklus von P. patens ab. Wahrend im
Protonema-Stadium ein hohes Expressionsniveau nachgewiesen wurde, nimmt dieses in der
achten und dreizehnten Woche ab und bei 24 Wochen alten Gametophoren waren keine PPM4

Transkripte mehr vorhanden (siehe Abb. 10).

38



Ergebnisse

= =
y § £ =&
= B = =
= e B R
kBp

Abb. 10: Expressionsanalyse der P. patens MADS-Box-Gene PPM1 — PPM4 mittels RT-
PCR. Als PCR-Primer wurden genspezifische Oligonukleotide verwendet; es wurden 40
Zyklen einer Standard-PCR durchgefuihrt; 1/10 Volumen der PCR-Produkte wurde in
1%igen Agarosegelen aufgetrennt und mit Ethidiumbromid gefarbt. Als Reaktionskontrolle
wurden PCR mit Aktin-spezifischen Primern durchgefiihrt.

1 Woche: Protonema, sieben Tage nach Propagation.

8 Wochen: Gametophoren, acht Wochen nach Propagation.

13 Wochen: Gametophoren, dreizehn Wochen nach Propagation, zwei Wochen nach
Induktion der Sporophyten-Bildung.

24 Wochen: Gametophoren mit Gametangien und Sporophyten verschiedenen Reifegrades,
24 Wochen nach Propagation.

3.2.2 Herstellung von PPM2 und PPM3 knock-out Linien von P. patens

Zur Aufklarung der Funktion von PPM2 und PPM3 durch gezieltes Ausschalten der Gene wurden
genspezifische knock-out Vektoren auf Ebene der cDNA-Sequenzen hergestellt (Henschel, 1999).
Diese knock-out Vektoren (pJRK445 fiir PPM2 und pJRK71 fiir PPM3) enthielten etwa 500 Bp
lange cDNA-Fragmente stromauf- und stromabwérts einer NPTII-Selektionskassette,
entsprechend der Orientierung im Gen selbst. Die Konstrukte wurden als lineare Fragmente zur

PEG-vermittelten Transformation der P. patens Protoplasten eingesetzt (siehe 2.5). Nach der
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Selektion auf Paramomycin-haltigem Medium wurden ca. 100 Linien pro knock-out Konstrukt
erhalten, von denen jeweils 40 in eine dauerhafte Kultur tberfiihrt wurden.

Ein PCR-Test auf zufallig ausgewahlte Linien ergab, daf3 in beiden Fallen tGber 90% der Linien
das knock-out Konstrukt enthielten. Als nachstes sollte tGberprift werden, ob bei den transgenen
Moos-Linien tatsachlich auch der genspezifische Lokus getroffen ist. Zunachst wurde versucht,
die Insertion der knock-out Konstrukte in die spezifischen genomischen Loci mittels PCR-
Analysen nachzuweisen. Hierbei wurden Primern aus den flankierenden genomischen Bereichen,
die gegeneinander oder gegen knock-out Konstrukt interne Primer gerichtet waren, verwendet. Es
konnten jedoch keine interpretierbaren Signale erhalten werden. Um dennoch zu zeigen, daf es
sich bei den transgenen Linien um knock-out Linien handelt, wurden genomische Southern-
Hybridisierungen durchgefiihrt. Im Fall einer Integration des knock-out Konstruktes in den
genomischen Lokus sollte das genspezifische Signal im Southern-Blot eine verdnderte GroRe
haben. Die molekulare und phéanotypische Analyse der PPM2 und PPM3 knock-out Linien wird

im folgenden getrennt dargestellt.

3.2.3 Molekulare Analyse der putativen PPM3 knock-out Linien

Von PPM3 wurden die putativen knock-out Linien A, D, E, G, I, L, Q und W exemplarisch
ausgewahlt, da bislang keine phanotypischen Unterschiede zwischen den transgenen Linien und
Wildtyp festgestellt werden konnten.

Zunachst wurde die DNA der transgenen P. patens Linien mit EcCoRV verdaut. ECORV schneidet
im genomischen Lokus von PPM3 an Position 1732, bzw. zweimal im knock-out Konstrukt. Zur
Southern-Hybridisierung wurde eine PPM3-spezifische Sonde verwendet, die den Bereich der
MADS-Box nicht enthielt.

Nach Entwicklung der Autoradiographie wurde in der Wildtyp-Spur (WT) ein Signal erwarteter
GroRe detektiert, welches mit einem Pfeil gekennzeichnet ist (siehe Abb. 11b), sowie ein zweites,
welches in vergleichbaren Experimenten nicht auftrat (siehe Abb. 3) und eventuell auf einen
unvollstandigen Verdau zuriickzufiihren ist.

In den Linien E und Q trat jeweils nur ein Signal auf, welches die GroRe des WT-Fragmentes
hatte (siehe Abb. 11b). Dagegen traten in den Spuren A, D, G, I, L und W zahlreiche Banden
unterschiedlicher Groen auf (siehe Abb. 11a und b). Diese gehen wahrscheinlich auf eine
komplexe Insertion zahlreicher knock-out Konstrukte in der genomischen DNA der putativen
PPM3 knock-out Linien zurlick. Bei kurzer Exposition der Autoradiographie war der PPM3 WT-
Lokus nicht sichtbar, so dafl nicht beurteilt werden konnte, ob der WT-Lokus in den putativen
PPM3 knock-out Linien tatséchlich getroffen ist. Dagegen war nach langerer Expositionsdauer

der Bereich des erwarteten WT-Signals durch die hohe Signaldichte nicht sichtbar, so daf eine
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Aussage dariiber, ob der PPM3 WT-Lokus getroffen ist, mit Ausnahme von Linie W, nicht
moglich ist (siehe Abb. 11b). Nur in der Spur W ist ein Signal auf Hohe des WT-Signals sichtbar,
so daR hieraus geschlossen werden kann, dal der durch diese Sonde detektierte Bereich des PPM3
WT-Lokus nicht getroffen ist (siche Abb. 11b).

a by

LEp

Abb. 11: Autoradiographien einer genomischen Southern-Analyse der putativen PPM3
knock-out Linien. Die genomische DNA wurde mit dem Enzym EcoRV verdaut und in
einem 0,6%igen Agarosegel aufgetrennt, welches auf eine Nylonmembran geblottet wurde.
Die Hybridisierung erfolgte mit einer PPM3-spezifischen Sonde, die den Bereich der MADS-
Box nicht enthielt bei 68°C und das anschlieBende Waschen mit hoher Stringenz. (a) kurze
Expositionsdauer der Autoradiographie; (b) lange Expositionsdauer der Autoradiographie.
Der erwartete WT-Lokus von PPM3 ist mit einem Pfeil gekennzeichnet.

Um zu zeigen, daB der genomische Lokus von PPM3 getroffen ist, und um den Bereich von
PPM3 eingrenzen zu kénnen, der durch das knock-out Konstrukt verandert ist, wurde die DNA
der putativen knock-out Linien mit dem Enzym Sful verdaut. Sful schneidet im genomischen
Lokus von PPM3 dreimal, an Position 171, 2678 und 4064, wodurch zwei Fragmente bekannter
GroRe entstehen. Das 5 Fragment, welches den Bereich vom Promotor bis zum fiinften Intron
enthélt, hat eine GrélRe von 2500 Bp, das 3"Fragment, das den Bereich stromabwarts des finften
Introns bis zum neunten Intron enthdlt, ist 1386 Bp lang. Sful schneidet nicht im knock-out
Konstrukt.

Bei einer Hybridisierung mit einer Sonde aus dem Promotor, die das knock-out Konstrukt nicht

erkennt, entstanden nur Signale des 5 Fragmentes von 2500 Bp, sowohl in WT, als auch in den
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putativen knock-out Linien. Die Hybridisierung mit einer Sonde aus dem sechsten Intron von
PPM3 dagegen zeigte, dalt das 3"Fragment von etwa 1,4 kBp in den Linien A, D, G, I, L und W

durch ein Signal einer GréRe von mindestens 20 kBp ersetzt wurde (Daten nicht gezeigt).

3.2.4 Molekulare Analyse der putativen PPM2 knock-out Linien

Auch die Analyse der PPM2 knock-out Linien erfolgte in mehreren Schritten. Es war die DNA
der Linien E, F, H, I, K, L, O, P, Q, R, S, T, V, Y und Z prapariert worden. Die DNA dieser
putativen PPM2 knock-out Linien wurde mit EcoRV verdaut. EcoRV fiihrt im Fall des WT-
Lokus zu einem 3484 Bp grofRen 5 Fragment, welches den Bereich Promotor Position 606 bis
siebtes Intron Position 4089 umfalt. Daneben entsteht ein 873 Bp grolRes 3"Fragment, Position
4090 bis 4962. Dariberhinaus befinden sich zwei EcoRV-Schnittstellen im PPM2 knock-out
Konstrukt, davon eine in der Selektionskassette an Position 496 und eine am 3"Ende des 3" cDNA
Fragmentes. Diese entspricht der Schnittstelle von Position 4962 des genomischen Fragments.
Unter Annahme von homologer Rekombination mittels ,,Allele Replacement” fallt die EcoRV-
Schnittstelle im siebten Intron weg und der genomische Lokus von PPM2 wird nun auf Grund der
Schnittstelle in der Selektionskassette in zwei Fragmente geschnitten, ein 5 Fragment von 3599
Bp und ein 3"Fragment von 2312 Bp, wobei entweder die Schnittstelle des 3° cDNA Fragmentes
oder die des genomischen Fragmentes erkannt wird.

Nach Hybridisierung mit einer PPM2 cDNA-Sonde ohne MADS-Box wurde im WT und in allen
untersuchten Linien das 3"Fragment des genomischen Lokus von 873 Bp detektiert (Daten nicht
gezeigt). Das 5 Fragment von 3,48 kBp wurde im WT und inden Linien F, H, I, K, L, 0, Q, S, V,
Y und Z nachgewiesen (siehe Abb. 12). In den Linien E, P, R und T trat dieses 3,48 kBp
Fragment nicht auf. Stattdessen entstand in den Linien E, P und T ein Signal von etwa 10 kBp und
in der Linie R von etwa 6 kBp.

Hieraus wurde geschlossen, daf die Linien E, P, R und T PPM2 knock-out Linien sind, bei denen
eine oder wenige Kopien des knock-out Konstruktes im 5 Bereich des genomischen Lokus

inseriert sind.

Aus der GroRenzunahme des 5 Fragmentes und der Erhaltung des 3"Fragmentes kann geschlossen
werden, daf kein ,,Allele Replacement mittels ,,Doppel-Crossing-over* stattgefunden hat.

Weiterhin kann aus der GrofRenzunahme des 5 Fragmentes der Linie R um etwa 2,7 kBp, was
einer einfachen knock-out Konstrukt Lénge entspricht, geschlossen werden, dafl wahrscheinlich
eine Kopie des knock-out Konstruktes in das 5 Fragment inseriert wurde. Demgegeniber wurden

in den Linien E, P und T wahrscheinlich mindestens drei Kopien des knock-out Konstruktes ins
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5 Fragment inseriert. Das Fehlen eines Konstrukt-internen Fragmentes von 2312 Bp nach EcoRV-

Verdau zeigte, dal’ die EcCoRV-Schnittstellen im knock-out Konstrukt nicht erkannt worden sind.

Abb. 12: Autoradiographie der molekularen Analyse putativer PPM2 knock-out Linien
mittels genomischer Southern-Hybridisierung. Die genomische DNA war mit dem Enzym
EcoRV verdaut worden. Die Hybridisierung erfolgte mit einer PPM2-spezifischen Sonde
ohne MADS-Box bei 68°C und das anschlielende Waschen erfolgte mit hoher Stringenz.
Das detektierte 5"Fragment des PPM2 WT-Lokus ist mit einem Pfeil gekennzeichnet. Die
Spuren der transgenen Linien E, P, R und T sind rot markiert, da bei ihnen das 5"Fragment
des PPM2-Lokus auf einem gréRBeren Fragment liegt.

3.2.5 Untersuchung der PPM2-Expression in den PPM2 knock-out Linien

Um nachzuweisen, daR in den putativen PPM2 knock-out Linien kein PPM2 Transkript mehr
gebildet wird, wurden Expressionsanalysen mittels Northern-Hybridisierungen durchgefiihrt. Fiir
die Expressionsanalysen wurde etwa finf Wochen altes Moosmaterial von WT und den Linien E,
P, R und T geerntet, was unter gleichen Bedingungen (24°C; NH,-Tartrat haltige Platten)
angezogen worden war. Zu diesem Zeitpunkt lagen bei E und P groRe Gametophoren vor, bei WT
und den Linien R und T war Protonema mit kleinen Gametophoren enthalten. Die Hybridisierung
erfolgte mit einer PPM2 cDNA-Sonde, die den Bereich der MADS-Box enthielt, um auch
eventuell vorkommende partielle PPM2-Transkripte in den knock-out Linien nachweisen zu

kodnnen.
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Nach Entwicklung der Autoradiographie konnten in der WT-Spur zwei Signale von etwa 1,4 kB
und 1,7 kB detektiert werden (siehe Abb. 13). Dagegen konnte in den PPM2 knock-out Linien E
und P kein PPM2-Transkript nachgewiesen werden. In den Linien R und T wurde ein Signal
nachgewiesen, das jedoch eine leicht veranderte Grofle gegentiber dem 1,7 kB Signal aus WT
aufweist und dessen Signalstiarke um das 10 bis 20fache gegenliber dem PPM2-Signal aus WT
reduziert ist. Hinweise auf partielle PPM2-Transkripte ergaben sich in keiner der untersuchten
Linien (siehe Abb. 13).

|RN.I.|.

Abb. 13: Autoradiographie einer Northern-Hybridisierung mit PPM2-spezifischer Sonde
unter Bedingungen hoher Stringenz. Aufgetragen ist RNA aus Pflanzenmaterial finf
Wochen nach Propagation von P. patens WT, von den putativen PPM2 knock-out Linien E,
P, R und T, sowie von der 35S::PPM2 Uberexpressionsliniec M26. Es wurde zehnmal
weniger M26 RNA auf das Gel aufgetragen. Als Beladungskontrolle dienen die
Ethidiumbromid gefarbten rRNA-Banden.
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3.2.6 Phanotypische Analyse der PPM2 knock-out Linien

Die PPM2 knock-out Linien E, P, R und T wurden zur phénotypischen Analyse unter
verschiedenen Bedingungen angezogen. Dies geschah stets im Vergleich zum WT, um
Umweltbedingungen als Ursache mdglicher Veranderungen auszuschlieRen. Die P. patens Linien
wurden parallel auf Minimal-Medium und auf NH4-Tartrat-haltigem Medium bei
unterschiedlichen Temperaturen (17°C und 24°C) und an verschiedenen Standorten (geringe und
hohe Lichtdosis) angezogen. Material von den NH,4-Tartrat-haltigen Platten wurde alle zwei bis
vier Wochen durch Fragmentierung vermehrt. Auf Minimal-Medium gewachsene Gametophoren
wurden zur Vollendung des Lebenszyklus unter induktiven Bedingungen bei 17°C gehalten.
Hierbei konnte festgestellt werden, dal sich die PPM2 knock-out Linien hinsichtlich der
Morphologie der Gametophoren, der Ausbildung von mannlichen und weiblichen Gametangien,
der sich anschliefenden Entstehung und Entwicklung von Sporophyten, sowie deren Reifung,
unter allen gewéhlten Kulturbedingungen nicht vom WT unterscheiden.

Allerdings zeigte sich, daB die PPM2 knock-out Linien E und P sich vom WT und den PPM2
knock-out Linien R und T dadurch unterscheiden, daB sie unmittelbar nach dem Propagieren mit
der Gametophoren-Bildung beginnen. Dies ist unabhdngig davon, ob sie auf Minimal-Medium
oder auf NH,-Tartrat-haltigem Medium, wo die Ausbildung von Gametophoren verzdgert ist,
ausgebracht werden. Dagegen werden bei WT auf Minimal-Medium nach etwa 13 Tagen die
ersten Knospen der Gametophoren gebildet, auf NH,-Tartrat-haltigem Medium dagegen nach

etwa vier Wochen.

Nach 22 Tagen auf NH,-Tartrat-haltigem Medium ist im WT und in den PPM2 knock-out Linien
R und T nur Protonema vorhanden. Dagegen sind in den Linien E und P bereits grofe
Gametophoren gebildet worden (siehe Abb. 14).

Nach 42 bis 44 Tagen ist kaum noch ein Unterschied zwischen WT, R, T und den Linien E, P
sichtbar, da auch im WT und den PPM2 knock-out Linien R und T Gametophoren gebildet
worden waren. Ein Unterschied besteht allerdings darin, daf bei WT, R und T zusétzlich
deutliches Protonema vorliegt, welches in E und P nicht in dem Mal3e gebildet wurde (siehe Abb.
15).

Nach 6 Monaten wurden in WT und allen PPM2 knock-out Linien dichte Gametophoren-Polster
gebildet. Dabei ist in WT und den Linien R und T weiterhin sichtbares Protonema vorhanden
(siehe Abb. 16).
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Abb. 14: Lupenaufnahmen 22 Tage nach Propagation von P. patens WT, von den PPM2
knock-out Linien E, P, R und T, sowie der 35S::PPM2 Uberexpressionslinie M26. Bei WT
und den Linien R, T und M26 wurde nur Protonema gebildet, die PPM2 knock-out Linien E
und P haben bereits grolRere Gametophoren ausgebildet. In diesen beiden Linien ist kein
flachiges Protonema gewachsen.
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Abb. 15: Lupenaufnahmen 44 Tage nach Propagation von P. patens WT, im Vergleich zu
den PPM2 knock-out Linien E, P, R und T, sowie der 35S::PPM2 Uberexpressionslinie M26.

Bei WT und den Linien E, P, R und T sind Gametophoren gebildet worden, die
Uberexpressionslinie M26 liegt im Protonema-Stadium vor.
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Abb. 16: Lupenaufnahmen 6 Monate nach Propagation von P. patens WT und den PPM2
knock-out Linien E, P, R und T, sowie der 35S::PPM2 Uberexpressionslinie M26. Bei WT
und den Linien E, P, R und T sind Gametophoren-Polster gebildet worden. Bei M26 wurde
fast ausschlieBlich Protonema gebildet, sehr vereinzelt auch Gametophoren.
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3.2.7 Uberexpression von PPM2 in P. patens

Das P. patens MADS-Box-Gen PPM2 wurde unter Kontrolle des konstitutiven 35S-Promotors in
P. patens ektopisch Uberexprimiert. Aus der PEG-vermittelten Protoplasten-Transformation
konnte nach abgeschlossener Selektion nur eine 35S::PPM2 transgene Linie, M26, in eine
dauerhafte Kultur Gberfiinrt werden. DaB es sich bei M26 um eine starke Uberexpressionslinie
handelt, konnte durch Northern-Analysen gezeigt werden (siehe Abb. 13). Das PPM2-
Expressionsniveau war einer computergestiitzten Auswertung der Signalintensitat zufolge in M26
gegeniber dem WT um das hundertfache erhoht (siehe Abb. 13).

Die Uberexpressions-Linie M26 wurde parallel zu den PPM2 knock-out Linien und dem WT
unter verschiedenen Bedingungen angezogen, sowohl auf Minimal-Medium, als auch auf NH;-
Tartrat-haltigem Medium. Dem Medium wurde das Antibiotikum Paramomycin zugefiigt, da es
sich bei M26 um eine unstabile Linie handelt, die das Konstrukt bei Nachlassen des
Selektionsdruckes verliert (Daten nicht gezeigt).

Im Gegensatz zu WT, der nach der Propagation, auf NH4-Tartrat-haltigem Medium, nach vier
Wochen filamentdsen Protonema-Wachstums mit der Gametophoren-Bildung begann, verharrte
die Uberexpressions-Linie M26 im Protonema-Stadium (siehe Abb. 14-16). Dieses Verharren im
Protonema-Stadium war nicht nur auf NH,-Tartrat-haltigem Medium der Fall, welches bevorzugt
zu Protonema-Wachstum fihrt, sondern auch auf Minimal-Medium. Auch die Temperatur hatte
hierauf keinen EinfluR3. Es entstanden nach Kulturzeiten von 44 Tagen vereinzelt Gametophoren
(siehe Abb. 15 und 16), die bislang jedoch trotz induktiver Bedingungen (ber einen Zeitraum von

vier Monaten noch keine Gametangien bildeten.

3.2.8 Expression von PPM2 und PPM3 im Wildtyp von Arabidopsis thaliana

Die beiden P. patens MADS-Box-Gene PPM2 und PPM3 wurden im Rahmen der
Funktionsanalysen in Wildtyppflanzen von A. thaliana unter Kontrolle des konstitutiven 35S-
Promotors exprimiert. Diese Expression von P. patens MADS-Box-Genen im heterologen System
wurde durchgefiihrt, da Untersuchungen der Proteinstruktur von P. patens MIKC®*-Typ Genen
Ahnlichkeiten sowohl zu AGAMOUS-ahnlichen Proteinen, den DEFICIENS- und GLOBOSA-
ahnlichen Proteinen und zu den Bgiger-Proteinen aufgezeigt hatten (siehe 3.1.8).

Die phénotypische Analyse der 35S::PPM2 und 35S::PPM3 transgenen Pflanzen, sowie die
molekulare Analyse der 35S::PPM2 transgenen Pflanzen erfolgten in der T2-Generation.

Aus der Transformation von A. thaliana (Okotyp Col-0) mit 35S::PPM3 sind in der T1-
Generation 50 Basta-resistente Pflanzen hervorgegangen, von denen 23 in der T2-Generation

analysiert wurden. Die Samen wurden parallel zu den Wildtyp-Samen ausgebracht und parallel zu
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diesen angezogen. In der T2-Generation erfolgte keine Basta-Selektion. Die heranwachsenden
Pflanzen wurden wdchentlich miteinander verglichen, um eventuelle Abweichungen bei den
Transformanten festzustellen. Hierbei erfolgte die Analyse sowohl hinsichtlich zeitlicher Aspekte,
wie z.B. Keimung und Blihzeitpunkt, als auch hinsichtlich morphologischer Aspekte, wie z.B.
Blatt- oder Blutenmorphologie. Bei dem Vergleich der 35S::PPM3 Pflanzen mit dem WT fielen
keine Unterschiede auf. So setzte z.B. die Blutenbildung zur gleichen Zeit ein, die Bliten wiesen
denselben Phanotyp auf und der Samenansatz erfolgte zur gleichen Zeit, wobei die Schoten
identischer Gestalt waren. Es wurden keine molekularen Analysen der 35S::PPM3 Pflanzen
durchgefiihrt, unter der Annahme, daR die Selektion mit Basta einen guten Hinweis auf die

Anwesenheit des Transgens gibt.

Die Transformation von A. thaliana (Okotyp Col-0) mit 35S::PPM2 dagegen fiihrte zu deutlich
veranderten Phé&notypen in 24 von 48 transgenen Pflanzen der T1-Generation. Diese 24
transgenen Pflanzen stammten aus neun unabhangigen Transformationen. Es wurden die Samen
der 24 Linien in der T2-Generation zur genauen Analyse ausgebracht. In acht der 24 Linien traten
keine Phéanotypen auf. Aus den (brigen 16 Linien, aus sechs unabhéngigen
Transformationsereignissen, resultierten 48 transgene Pflanzen, die weiter analysiert wurden.

Die Expression von PPM2 in A. thaliana fiihrte zu einer Phanokopie der ,,curly leaf* Mutante von
A. thaliana (Goodrich et al., 1997; Kim et al., 1998). Dies wurde in Bezug auf zahlreiche der
bislang beschriebenen Charakteristika der curly leaf Mutante uberpriift. So wiesen die Blatter der
35S::PPM2 Pflanzen eine verdanderte Morphologie auf. Anstelle der ovalen, glatten Blatter des
WT (siehe Abb. 17a) hatten diese Pflanzen Blétter, die an den Réndern zur Mitte hin aufgerolit
waren (siehe Abb. 17b bis d). Dagegen entstanden, wie fiir die curly leaf Mutante beschrieben,
auch bei den PPM2 transgenen Pflanzen bei Temperaturen unter 20°C glatte Blatter, die sich zwei
Tage nach Umstellen der Temperatur auf 20°C auch wieder aufrollten. Auch waren die
35S::PPM2 Pflanzen deutlich kleiner als der WT. Unter Kurztag-Bedingungen bliihten diese
Pflanzen drei Wochen vor dem WT. Die Bliitenknospen der transgenen Pflanzen waren vorzeitig
gedffnet (siehe Abb. 17c bis e), so daB die Karpelle schon aus den Bliiten herausragten, bevor die
Petalen herausgewachsen waren. Dadurch traten die definierten Entwicklungs-Stadien der
Wildtyp-Bliten nicht auf.
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Abb. 17: Darstellung von A. thaliana (Okotyp Col-0) WT (a) und von 35S::PPM2
Expressionslinien im WT Hintergrund von A. thaliana (b-f); (a) Zwei Wochen alte WT
Pflanze von A. thaliana; (b) gleichaltrige 35S::PPM2 transgene Pflanze mit ,,curly leaf*
Blatt-Phanotyp; (c) 35S::PPM2 transgene Pflanze mit curly leaf Blatt-Phanotyp und bereits
ausgebildeten Blutenknospen; frilhzeitig gedffnete Knospen; (d) 35S::PPM2 transgene
Pflanze mit curly leaf Blatt-Ph&notyp; Zwergenwuchs; frihzeitig gedffnete Knospen; (e)
Frihzeitig getffnete  Knospen; Hochblatter mit curly leaf Phénotyp; (f)
Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme eines Ovulum-Primordiums am Sepalenrand.

Auler in den Blattern traten bei allen oberirdischen vegetativen Organen keine Unterschiede auf.
Es wurden im weiteren die Bluten mittels Lupe und Rasterelektronenmikroskop untersucht. Bei
39 der 48 in der T2-Generation untersuchten Pflanzen ¢ffneten sich die Blitenknospen friihzeitig,
wie in Abb. 17c bis e zu sehen. Darliberhinaus standen die Sepalen weit auf, so daf} sie nicht wie
im WT einen engen Kranz um die Petalen bildeten. Die Petalen, die in adulten WT-Bliiten doppelt
so lang sind wie die Sepalen, waren in den Linien mit stark ausgepragten Ph&notypen nur wenig
bis gar nicht groRer als diese. Desweiteren entstanden bei zwei Linien mit besonders stark
ausgepragtem curly leaf Blatt-Phénotyp und extremem Zwergen-Wuchs Auswiichse an den
Sepalenrandern. Rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen dieser Strukturen zeigten, daf
es sich hierbei wahrscheinlich um Ovula-Primordien-&hnliche Strukturen handelt (siehe Abb. 17f)
(Alvarez und Smyth, 1999; Western und Haughn, 1999; Kirchner, 2001).

Es sollte Uberpriift werden, ob die Expression von PPM2 direkt zu diesen morphologischen
Verdnderungen fithrt, oder ob die Ausbildung vom curly leaf Blatt-Phanotyp, friihge6ffneten
Knospen und Auswiichsen an den Sepalen durch eine Hochregulierung der endogenen B- oder C-
Funktionsgene infolge der PPM2-Expression bewirkt wird. Mittels RT-PCR-Analysen konnte
gezeigt werden, daB in den untersuchten 35S::PPM2 Pflanzen weder das endogene AGAMOUS-,
noch das endogene PISTILLATA-Gen ektopisch in den Blattern, die den curly leaf Phéanotyp

besallen, exprimiert wurden (Daten nicht gezeigt).

3.2.9 Komplementationsversuch der Arabidopsis thaliana Mutante agamous durch
35S::PPM2

Um auszuschlieBen, daB die bei der Expression von PPM2 unter dem konstitutiven 35S-Promotor
in A. thaliana entstandenen Phanotypen auf eine Hochregulierung des endogenen C-
Funktionsgens zurtickzufihren ist, und um zu uberprufen, ob und wie weit PPM2 Teilfunktionen
eines C-Funktionsgens in einer héheren Pflanze ersetzen kann, wurde die C-Funktionsmutante
agamous von A. thaliana (Okotyp Landsberg erecta) mit dem 35S::PPM2 Konstrukt

transformiert.
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Die agamous Mutante zeichnet sich dadurch aus, dal} sie im homozygoten Zustand nicht fertil ist.
Bei den Bluten der agamous Mutante befinden sich Sepalen im ersten Wirtel, Petalen im zweiten
Wirtel und die Stamina des dritten Wirtels werden auf Grund des C-Funktionsverlustes in Petalen
umgewandelt. Es folgen im Inneren des dritten Wirtels acht bis zehn Wiederholungen von einem
Kreis Sepalen und zwei Kreisen mit Petalen (Sieburth et al.,, 1995), da ein Ausfall der
AGAMOUS-Funktion zu einer Aufhebung der Determinierung der Blite fuhrt (Yanofsky et al.,
1990; Bowman et al., 1991).

Da die homozygoten agamous Mutanten auf Grund der Abwesenheit von Reproduktionseinheiten
steril sind, wurden zur Agrobacterium-vermittelten Arabidopsis-Transformation morphologisch
identische ag-heterozygote- (ag/AG) und WT- (AG/AG) Pflanzen verwendet. Es wurde die
Mutante ag-1 verwendet, eine Splicing-Mutante, bei der das Nukleotid ,,G* der

3" Spleillakzeptorstelle des vierten Introns gegen ein ,,A* ausgetauscht ist (Yanofsky et al., 1990).

Aus der Transformation der heterozygoten ag- und WT-Pflanzen (ag/AG und AG/AG) mit
35S::PPM2 gingen in der T1-Generation 73 Basta-resistente Pflanzen aus neun unabhéngigen
Transformationen hervor. Davon waren nach morphologischer Analyse 19 Pflanzen ag-
homozygot (ag/ag) und 54 entweder ag-heterozygot (ag/AG) oder WT (AG/AG). Von diesen 54
Pflanzen stammten 31 aus vier Pools, in denen keine homozygote ag-Pflanze (ag/ag) auftrat, das
heift sie waren wahrscheinlich homozygot WT (AG/AG). Diese Pflanzen wurden nicht in die T2-
Generation Uberfiihrt, aber dennoch in der T1-Generation phanotypisch analysiert.

Alle 73 Pflanzen besaRen den curly leaf Blatt-Phénotyp (siehe Abb. 18a und 19a), und waren
kleiner als gleichaltrige WT-Pflanzen Auch wurden die Knospen friihzeitig gedffnet (siehe Abb.
18a und b, sowie 19a). Die Auspragung der vom WT abweichenden Blitenphanotypen war bei
diesem Transformationsexperiment deutlich stérker, als bei der Expression von PPM2 im Col-0
WT von A. thaliana. So zeigten 25 der 35S::PPM2 ag-heterozygoten-, bzw. WT-Pflanzen (ag/AG
und AG/AG) vor allem an den Spitzen der Sepalen stigmatisches Gewebe (siehe Abb. 18c, d und
f) und an den Réndern der Sepalen waren Ovula-Primordien-&hnliche Auswiichse, sowie
vollstandige Ovula entstanden (siehe Abb. 18c-f) (Alvarez und Smyth, 1999; Western und
Haughn, 1999; Kirchner, 2001). Ausgebildete Ovula im ersten Wirtel traten im vorangegangenen
Experiment nicht auf. Weiterhin entstanden terminale Strukturen an den Spitzen der sonst nicht
determinierten Infloreszenzen (siehe Abb. 18c), sowie in den Bliten fusionierte Sepalen im ersten
Wirtel (siehe schwarze Pfeilspitze in Abb. 18c).
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Abb. 18: Lupenaufnahmen von 35S::PPM2 Expressionslinien im heterozygoten agamous
Hintergrund von A. thaliana (ag/AG), bzw. im WT Hintergrund von A. thaliana (AG/AG);
(@) Drei Wochen alte Pflanze mit curly leaf Blatt-Phanotyp und bereits getffneten
Blitenknospen; (b) Friihzeitig gedffnete Knospe aus a in starkerer Vergrofierung. Petalen
und Stamina sind noch grin und kleiner als die Sepalen, wahrend die Karpelle schon aus
der Blite herausragen; (c) Terminale Struktur an der Infloreszenzspitze. Bliten mit
fusionierten Sepalen (schwarze Pfeilspitze) und stigmatischem Gewebe an Sepalenspitzen
(weiBe Pfeilspitzen); (d) VergdRerung einer Sepale aus ¢ mit stigmatischem Gewebe (weil3e
Pfeilspitze) und Ovula (schwarze Pfeile); () und (f) Ovula an Sepalenrandern in starker
VergroBerung.

Auch die nach morphologischer Analyse identifizierten putativen ag-homozygoten transgenen
Pflanzen zeigten Abweichungen vom ag-Mutanten-Phdnotyp. So trat in den 35S::PPM2 ag-
Homozygoten (ag/ag) stigmatisches Gewebe an der Spitze von Sepalen auf (siehe Abb. 19¢ und
d). Dieses papillose Gewebe ist im WT auf das Narben-Gewebe der Karpelle beschrankt und geht
auf die Auspragung der C-Funktion zurlick. Auch traten filamentose Organe auf, deren
Morphologie der der Filamente der Stamina entsprach. Es wurde aber kein Antheren-Gewebe
ausgebildet. Diese filamentdsen Organe traten entweder als Fusionsorgane mit Petalen auf oder
wuchsen direkt aus dem Grund der Bliten-Wirtel heraus (Daten nicht gezeigt).

Auch die Undeterminiertheit der Bllten war infolge der PPM2-Expression in den homozygoten
agamous Pflanzen (ag/ag) beeinflulBt worden. Anstelle von acht bis zehn Kreisen mit
ausschlieBlich Blutenorganmeristemen (Sieburth et al., 1995), entstanden in der bereits auf
Blutenorganmeristeme determinierten Blite zusétzlich neue Blitenmeristeme, oder auch neue
Infloreszenzmeristeme. Dies zeigte sich darin, dal neue Bliiten oder Infloreszenzen zwischen den
Butenorganen entstanden (siehe Abb. 19b). Dariiberhinaus kam es zur Fusion benachbarter
Sepalen in den ag/ag Pflanzen. Eine Expressionsanalyse der transgenen Pflanzen mittels RT-PCR

ergab, daB PPM2 in den untersuchten Pflanzen stark exprimiert wird (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 19: Darstellung von 35S::PPM2 Expressionslinien im homozygoten agamous
Hintergrund von A. thaliana (ag/ag). (a) Drei Wochen alte Pflanze mit curly leaf Blatt-
Phénotyp und frihzeitig gedffneten Blitenknospen; (b) Blitenknospe, die aus dem bereits
auf Blutenorgane determinierten Blitenmeristem auswachst. In der Blitenknospe befindet
sich eine weitere Knospe (weiBer Pfeil), so dafl es sich wahrscheinlich um eine neue
Infloreszenz handelt, die aus der Blite auswachst. Fast alle Bliitenorgane wurden entfernt,
um die Herkunft dieser Struktur lokalisieren zu konnen; (c) Lupenaufnahme von
stigamtischem Gewebe an der Spitze einer Sepale (weiBe Pfeilspitze); (d)
Rasterelektronenmikroskopische ~ Aufnahme stigmatischen Gewebes aus c; (g)
Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme einer filamentdsen Struktur die aus dem
Blitengrund herauswachst und stigmatisches Gewebe an der Spitze aufweist; (f)
Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme eines Ovulum-Primordiums am Sepalenrand;
(9) Lupenaufnahme von Ovula (schwarze Pfeile), die aus Sepalenrédndern herauswachsen;
(h) Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme eines Ovulum, das aus dem Sepalenrand
herauswachst. Einige Zellen sind auf Grund eines Praparationsartefaktes implodiert.

Je 10 Samen von 18 der 35S::PPM2 ag-heterozygoten-, bzw. WT-Pflanzen (ag/AG oder AG/AG)
wurden in der T2-Generation ausgebracht. Daraus gingen 145 Pflanzen hervor, von denen 67
Pflanzen aus 9 Pools stammten, in denen keine homozygote agamous Pflanze auftrat. Diese
Pflanzen wurden nicht analysiert. Von den Ubrigen 78 Pflanzen waren nach morphologischer
Analyse 19 homozygot agamous (ag/ag) und 59 ag-heterozygot, bzw. WT (ag/AG oder AG/AG).
Samtliche mutante Phénotypen der 35S::PPM2 ag/ag Pflanzen der T1-Generation traten auch in
der T2-Generation auf, z.B. stigmatisches Gewebe an den Sepalenspitzen, filamentdse Organe
und neue Blitenknospen und Infloreszenzen, die sich aus den Bliten entwickelten (siehe Abb.
19). Darliberhinaus entstand eine Struktur, die auf einem filamentdsen Stiel stigmatisches Gewebe
ausbildete (siehe Abb. 19e). Eventuell handelt es sich hierbei um ein karpelloides Organ.
Desweiteren traten in der T2-Generation auch in vier Linien aus zwei unabhéngigen
Transformationen Ovula-Primordien an den Sepalenrédndern auf (siehe Abb. 19f), sowie in einer
Linie Ovula (siehe Abb. 19g und h).

Zur molekularen Analyse dieser Pflanzen wurde genomische DNA als PCR-Template verwendet,
mit dem zum einen der Nachweis gefiihrt wurde, dall die Pflanzen homozygot fiir die agamous
Mutation waren. Hierzu wurde der Bereich des vierten Introns mit den AGAMOUS-spezifischen
Primern Paginasw UNd Paginsow amplifiziert und anschlieend mit dem stromaufwarts-gerichteten
Primer Paginsow Sequenziert. (Auf Grund einer Sequenzwiederholung im vierten Intron ist der
stromabwarts-gerichtete Primer Paginasw NicCht als Sequenzierprimer geeignet.) Da in allen Féllen
in der Sequenzierung nur ein eindeutiges Signal von einem ,,A* an der 3 SpleiBakzeptorstelle
auftrat und kein Mischsignal aus ,,G* und ,,A“ wie in heterozygoten agamous Pflanzen oder nur
»,G“ In WT-Pflanzen, war gezeigt worden, dal es sich bei diesen Pflanzen um homozygote
agamous Mutanten (ag/ag) handelt, wie es auch die phanotypische Analyse vorgab (Daten nicht
gezeigt). Zum anderen wurde mittels PCR mit PPM2-spezifischen Primern nachgewiesen, dal das

Transgen PPM2 im Genom der untersuchten Pflanzen vorhanden war.
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4 Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit wurden MADS-Box-Gene aus dem Laubmoos Physcomitrella patens
strukturell charakterisiert, ihre evolutiondren Verwandtschaftsverhéltnisse aufgeklart, sowie
Analysen zur Funktion dieser Gene durchgefiilhrt. MADS-Box-Gene spielen in Angiospermen
unter anderem eine wichtige Rolle bei der Ausbildung der Bliitenstruktur, sowie in
Gymnospermen bei der Entwicklung reproduktiver Organe. Auch aus Farnen wurden zahlreiche
MADS-Box-Gene isoliert, wobei deren Funktion jedoch vollstandig unbekannt ist. Durch die
Analyse der Struktur und Funktion von P. patens MADS-Box-Genen sollen die Evolution der
MADS-Box-Gene besser verstanden, sowie Hinweise auf die Funktion von MADS-Box-Genen in

Nicht-Samenpflanzen erlangt werden.

In vorangegangenen Untersuchungen wurden drei MADS-Box-Gene aus dem Laubmoos
Physcomitrella patens isoliert (Henschel, 1999). Diese P. patens MADS-Box-Gene wurden auf
Grund von Sequenz- und Strukturahnlichkeiten in zwei Typen unterteilt, den PPM2- (K445-) Typ
und den PPM3- (K71-) Typ. Vom PPM2-Typ konnten bislang zwei Gene vollstandig (PPM2)
oder partiell isoliert werden (PPM1), vom PPM3-Typ war PPM3 selbst der bislang einzige
Vertreter (Henschel, 1999). Diese anfangliche Analyse der P. patens MADS-Box-Gene wurde im
Rahmen der vorliegenden Arbeit fortgesetzt. Hierzu wurde zundchst die Sequenz des Gens PPM1
vollstandig aufgeklart, sowie ein weiteres, dem PPM3-Typ entsprechendes Gen in P. patens

gesucht.

4.1 Isolierung der Physcomitrella patens MADS-Box-Gene PPM1 und PPM4

Nach der Isolierung einer cDNA von PPM1, die das vollstandige offene Leseraster enthélt, sowie
der Aufklarung des genomischen Lokus, konnte ein PPM1-Genprodukt abgeleitet werden, das
sehr hohe Sequenzahnlichkeit zu PPM2 besitzt. Desweiteren zeigte sich, dal die Exon-Intron-
Strukturen der Genloci von PPM1 und PPM2 anndhernd identisch sind, wie bereits auf Grund

hoher Sequenzéhnlichkeiten vermutet worden war (Henschel, 1999).

Dariiberhinaus wurde versucht, ein zweites MADS-Box-Gen vom PPM3-Typ aus dem Genom
von P. patens zu isolieren. Da die P. patens MADS-Box-Gene sehr schwach exprimiert sind und
die Suche nach neuen MADS-Box-Genen auch durch Kreuzreaktionen des 3"RACE Primers Pgyg
mit den Moos cDNAs erschwert wurde, wurde die Methode der genomischen Linker PCR (siehe

2.12.8) zur Suche nach neuen MADS-Box-Genen angewandt. Mit PPM4 wurde ein neues
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MADS-Box-Gen isoliert, dessen Genprodukt 82,7% Sequenzéhnlichkeit mit PPM3 aufweist. Auf
Grund der hohen Effizienz (iber 85 % der genomischen Fragmente stammten von verschiedenen
MADS-Box-Gen Loci), wurde durch Anwendung der genomischen Linker PCR zur Suche nach
neuen MADS-Box-Genen in P. patens eine effiziente Methode zur Klonierung schwach
exprimierter Gene gefunden, die daraufhin auch im Rahmen eines anderen Projektes erfolgreich

angewandt wurde (P. Huijser, persénliche Mitteilung).

Wie fur PPM1, PPM2 und PPM3 bereits gezeigt werden konnte (Henschel, 1999), handelt es sich
auch bei PPM4 wahrscheinlich um ein Einzelkopie-Gen. Nach Hybridisierung mit jeder der vier
genspezifischen Sonden wurde in mindestens einer Spur nur eine Bande nachgewiesen und diese
war kleiner als etwa 4 kBp. Da sehr wahrscheinlich nur ein einziges Gen auf einem DNA-
Fragment dieser GroRe liegt, ist voraussichtlich jeweils nur ein der Sonde homologer Lokus im
Genom von P. patens vorhanden, d.h. es handelt sich bei allen vier Genen wahrscheinlich um
Einzelkopie-Gene. Unter der Annahme, dal sich die Gene erst vor sehr kurzer Zeit dupliziert
haben, konnten aber auch je zwei Gene mit identischen Schnittstellen und identischen
resultierenden FragmentgréRen im Genom von P. patens vorkommen.

Auf Grund der vollstandig unterschiedlichen Bandenmuster von PPM4 und den anderen drei P.
patens MADS-Box-Genen, lait sich fir PPM4 keine dichte Klusterung feststellen, wie auch fir
die drei anderen P. patens MADS-Box-Gene bereits gefolgert wurde (Henschel, 1999).
Demzufolge liegen die MADS-Box-Gene von P. patens sehr wahrscheinlich nicht geklustert im
Genom vor, was auch fiir monokotyle (Fischer et al., 1995) und dikotyle (Ma et al., 1991; Pnueli
et al., 1991; Hauge et al., 1993; Kempin et al., 1995; Riechmann et al., 2000) Blitenpflanzen,
sowie fur Farne (Minster et al., 1997) gezeigt worden ist. Im Falle einer dichten Klusterung
waren in den meisten Féallen wenigstens einzelne Banden der genspezifischen

Hybridisierungsmuster identisch.

4.2 In P. patens kommen zwei Klassen von MIKC-Typ MADS-Box-Genen vor

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Genprodukte und die genomischen Loci von PPM1 bis
PPM4 strukturell charakterisiert. Zur Unterstiitzung der Analyse konnten Sequenzinformationen
fur drei weitere P. patens MADS-Box-Gene, PpMADS1 - PpMADS3, verwendet werden, die von
Mitsuyasu Hasebe und Mitarbeitern zur Verfligung gestellt wurden.

Die Sequenzen und Strukturen der abgeleiteten Genprodukte der P. patens MADS-Box-Gene
wurden mit verschiedenen MIKC-Typ MADS-Doménen-Proteinen von Farnen und
Samenpflanzen verglichen. Hierbei zeigte sich, daf alle siecben MADS-Domanen-Proteine von P.

patens vom fir Pflanzen diagnostischen MIKC-Typ der MADS-Domanen-Proteine sind. Auf
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Grund der hohen Konservierung der Domanen-Struktur handelt es sich bei allen MIKC-Typ Gene
sehr wahrscheinlich um homologe Gene, die aus einem gemeinsamen Vorldufer-Gen entstanden
sind. Demzufolge sind die P. patens MADS-Box-Gene echte Homologe der vielen gut
charakterisierten MADS-Box-Gene aus Blitenpflanzen.

Allerdings weichen vier der P. patens MADS-Domaénen-Proteine - PPM3, PPM4, PpPMADS?2 und
PpMADS3 - in manchen Bereichen von dieser hochkonservierten Domanen-Struktur ab, indem
sie einige besondere Merkmale besitzen. So weisen diese Proteine z.B. deutlich langere I-
Domanen und eine geringere Konservierung der L&nge (auf Grund von drei kurzen Indels) und

der hydrophoben Aminoséauren der K-Doméne auf.

Die nachfolgende Analyse der Exon-Intron-Strukturen der P. patens MADS-Box-Gene ergab, daf}
PPM1, PPM2 und PpMADS1 eine vergleichbare Exon-Intron-Struktur wie die MIKC-Typ
MADS-Box-Gene der héheren Pflanzen besitzen. Darliberhinaus konnte gezeigt werden, dal bei
diesen Genen dieselben Domadnen in denselben Exons liegen, wie bislang von den hoheren
Pflanzen bekannt. Bei PPM1, PPM2 und PpMADS1 sind die Positionen der ersten sechs Introns
konserviert und zusétzlich befinden sich bei diesen Genen zwei weitere Introns im 3"Bereich der
C-Region, sowie bei PPM2 ein zusatzliches Intron im 3"UTR. Allerdings sind die C-Region und
der 3'UTR nicht nur in Hinblick auf L&nge und Sequenz, sondern auch hinsichtlich der Exon-
Anzahl am schwéchsten konserviert (Gassen, 1999).

In einer Rekonstruktion der Evolution von Exon-Intron-Strukturen einer Anzahl von MIKC-Typ
Genen postulierte Gassen (1999) ein hypothetisches Vorldufergen, das sieben Introns besal.
Dieser Struktur entsprechen PPM1, PPM2 und PpPMADS1, wobei im C-terminalen Bereich ein,
bzw. zwei zusétzliche Introns vorhanden sind. Demgegeniber zeigten die meisten MIKC-Typ
Gene aus héheren Pflanzen und Farnen einen Verlust des siebten Introns, Ausnahmen hiervon
sind z.B. SQUAMOSA, AP1, SEP1 und SEP2. Auch die Lénge der diagnostischen Exons funf und
sechs entspricht bei PPM1, PPM2 und PpMADS1 mit jeweils 42 Bp der fiir das MIKC-Typ
Vorlaufergen vorausgesagten Grof3e (Gassen, 1999; Winter, 2001).

Dagegen weichen die Exon-Intron-Strukturen von PPM3, PPM4, PpMADS2 und PpMADS3
deutlich von der Struktur des von Gassen postulierten Vorlaufergens ab. So liegen die MADS-, I-
und K-Region bei PPM2 und PPM3 auf insgesamt acht Exons, bei PpMADS2 und PpMADS3 auf
insgesamt neun Exons, wohingegen die entsprechenden Domaénen des postulierten Vorlaufergens
auf flnf Exons liegen. Dabei liegt die 1-Region von PPM3 und PPM4 auf vier Exons und die von
PpMADS2 und PpMADSS3 auf funf Exons, anstelle von einem beim hypothetischen Vorlaufergen.
Allerdings ist auch bei PPM3, PPM4, PpMADS2 und PpMADS3 die typische Verteilung der K-
Doméne auf drei Exons konserviert, sowie die Lage des 5’UTR und der MADS-Doméane im

ersten Exon.
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Auf Grund der strukturellen Besonderheiten der Genprodukte und der genomischen Loci von
PPM3, PPM4, PpMADS2 und PpMADS3 wird fir diese bislang unbekannte Klasse von MIKC-
Typ MADS-Box-Genen die Bezeichnung ,,MIKC -Typ Gene“ vorgeschlagen. Sie werden
dadurch vom herkémmlichen Typ, reprasentiert von den bislang bekannten pflanzlichen MIKC-
Typ MADS-Box-Genen und PPM1, PPM2 und PpMADS1, abgegrenzt, welcher als ,,MIKC"-
Typ*“ bezeichnet wird. Eine langere I-Doméne bestehend aus vier, bzw. fiinf Exons, anstelle von
einem wie im Falle der MIKC®-Typ Gene, stellt das Hauptcharakteristikum der MIKC -Typ Gene
dar, wohingegen eine sowohl in L&nge, als auch Sequenz abweichende K-Doméne zwar typisch,

aber weniger diagnostisch ist.

Mit LAMBL1 aus dem Bérlapp Lycopodium annotinum (Svensson et al., 2000), konnte ein MADS-
Domaénen-Protein gefunden werden, das ebenfalls eine deutlich langere I1-Domaéne als die MIKC®-
Typ Proteine besitzt. Da diese 1-Region auf vier Exons verteilt liegt, weist LAMB1 damit das
Hauptcharakteristikum von PPM3, PPM4, PpMADS?2 und PpMADS3 auf (vier oder funf I-
Domanen Exons). Es stellte sich daher die Frage, ob zwischen den P. patens MIKC -Typ
Proteinen und LAMBL1 eine enge evolutionire Verwandtschaft besteht oder ob die Ahnlichkeit
auf paralleler Evolution beruht.

Neben der hohen strukturellen Ahnlichkeit zwischen den P. patens MIKC” Proteinen und LAMB1
treten jedoch auch deutliche Unterschiede auf: so ist zum einen die Sequenzéhnlichkeit zwischen
diesen Proteinen sehr gering (26,9% ldentitat zwischen LAMB1 und PPM3), zum anderen fehlen
bei LAMBL1 die drei Indels der K-Doméne der P. patens MIKC™-Typ Proteine, desweiteren sind
stromabwarts des ersten Introns der K-Doméne bei LAMB1 keine weiteren Introns zu finden und
LAMBL besitzt eine lange aus drei unvollstandigen Wiederholungseinheiten zusammengesetzte
C-Domaéne (Svensson et al., 2000). Diese Unterschiede reflektieren allerdings womdglich die seit
450 Millionen Jahren getrennt verlaufende Evolution von LAMB1 und den P. patens MIKC -Typ
Proteinen, da sich zu dieser Zeit die Trennung der Linien, die zu den heutigen Moosen und
GefaBpflanzen (inklusive Barlappen) fiihrten, vollzog. Auf Grund der langeren 1-Doméne und
einer gleichen Exon-Intron-Struktur, in dem Bereich, in dem bei LAMBL Introns vorkommen, ist
LAMB1 ein putatives MIKC™-Typ Gen.

4.3 Verwandtschaftsverhéltnisse der P. patens MADS-Box-Gene
Um die Ahnlichkeiten zwischen den P. patens MIKC'-Typ Genen und LAMB1 weiter zu
analysieren, sowie um die phylogenetische Stellung der P. patens MIKC’-Typ Gene zu

bestimmen, wurden die evolutionaren Verwandtschaftsverhaltnisse durch

Phylogenierekonstruktionen ermittelt. Es wurden wegen starker L&ngenheterogenitaten und
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grolRer Sequenzunterschiede in den anderen Domanen, nur Sequenzen der MADS- und K-
Doméne fiir diese Art von Studien verwendet, da nur diese gesicherte Sequenzvergleiche
ermdglichen. Es wurden verschiedene Satze von MIKC-Typ Proteinen von Gefal3pflanzen und die
abgeleiteten Genprodukte aller P. patens MADS-Box-Gene einbezogen.
Phylogenierekonstruktionen mit Vertretern aller bislang bekannten groRen Subfamilien
pflanzlicher MADS-Domanen-Proteine (Theillen et al., 1996; Becker et al., 2000; TheiRen et al.,
2000) zeigten, daB die P. patens MIKC™-Typ Gene mit LAMB1 naher verwandt sind, als mit
einem anderen der bisher isolierten MIKC-Typ MADS-Box-Gene. Desweiteren fallen sowohl die
MIKC™-Typ Gene, als auch die MIKC®-Typ Gene, jeweils mit guter Bootstrap-Unterstiitzung
zusammen, so dafB, unter der Voraussetzung, dal dieser Baum nicht gewurzelt ist, mindestens
einer der beiden Gen-Typen, eine eigene Klade darstellt.

Dariiberhinaus konnte in den Phylogenierekonstruktionen festgestellt werden, daR die beiden
Typen von P. patens MIKC Proteinen zwei gut unterstiitzte Kladen bilden, eine mit MIKC®, die
andere mit MIKC" Proteinen. Das bedeutet, daR die jeweiligen Gene innerhalb einer Klade
wahrscheinlich durch Gen-, Chromosomen- oder Genom-Duplikationen entstanden sind und zwar
innerhalb der Linie, die zu den rezenten Moosen fiihrte. Allerdings konnten auch Gen-
Konversions-Ereignisse dazu gefilhrt haben, daf die Gene innerhalb einer Klade &hnlich

geblieben sind, und daher die verschiedenen Loci alter sind, als es scheint.

Durch die Phylogenierekonstruktionen konnte keine Zugehorigkeit der P. patens MIKC®-Typ
Genklade zu einer der definierten Subfamilien der MADS-Box-Gene der Farne oder
Samenpflanzen festgestellt werden (siehe Abb. 6). Jedoch bildeten die P. patens MIKC® Proteine
haufig eine Schwester-Klade zu den Bgge-adhnlichen Proteinen. Diese Topologie wurde in
zahlreichen Phylogenierekonstruktionen mit unterschiedlichen Datensatzen erhalten, jedoch nicht
durch Bootstrap-Berechnungen unterstiitzt (sieche Abb. 6). Es konnten daher keine eindeutigen
Orthologie-Beziehungen zwischen den MIKC®-Typ MADS-Box-Genen aus dem Moos P. patens

und denen der Samenpflanzen und Farne ermittelt werden.

In Phylogenierekonstruktionen wird ein Schwesterkladen-Verhéltnis der MIKC™-Typ Genklade
und der CRM3-Subfamilie nicht durch Bootstrap-Berechnungen unterstiitzt (siehe Abb. 6).
Trotzdem existiert in den Sequenzalignments eine aufféllige strukturelle Gemeinsamkeit zwischen
P. patens MIKC” Proteinen und CRM3-ahnlichen Proteinen: in der K-Doméane der P. patens
MIKC" Proteine treten drei Indels auf, von denen eines von zwei AS Lange auch in den nahe
miteinander verwandten MIKC®-Typ Proteinen CRM3 und CRM9 aus dem Farn Ceratopteris
vorkommt (siehe Abb. 4; Minster et al., 1997; Di Rosa, 1998). Da diese Indels nicht in LAMB1
vorkommen, stellt sich die Frage, ob die Indels in der Linie, die nach der Abspaltung der Farne

und Samenpflanzen zu den Barlappen flhrte, verloren wurden. Es ist allerdings ebenso mdglich,
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daB das Indel in der CRM3-Subfamilie und den MIKC*-Typ Genen aus P. patens unabhangig
entstanden ist. Ob aus der Lage in Phylogenierekonstruktionen und dem gemeinsamen Auftreten
dieses Strukturmerkmals auf ein gemeinsames Vorldufergen der CRM3-Subfamilie und der

MIKC -Typ Gene geschlossen werden kann, bleibt demzufolge unklar.

4.4 Verbreitung der MIKC -Typ Gene

Ein Versuch, weitere MIKC -Typ Gene auch in den isolierten MADS-Box-Genen aus Farnen
oder Samenpflanzen zu finden, blieb erfolglos, so daR MIKC -Typ Gene bislang erst aus Moosen
und Barlappen isoliert worden sind (siehe Abb. 20). Hierbei war versucht worden, die einzelnen
Doménen der MIKC™-Typ Gene getrennt zur Suche nach weiteren Genen dieses Typs in Gen- und
Protein-Datenbank-Recherchen zu verwenden. Es bieten sich mehrere mdgliche Erklarungen
hierfir an: zum einen kénnten MIKC -Typ Gene wirklich nicht in Farnen oder Samenpflanzen
vorkommen; zum anderen kdnnten sie bislang nur nicht entdeckt worden sein. Es scheint jedoch
eher unwahrscheinlich, da® MIKC™-Typ Gene in diesen Arten vorkommen und bislang nicht
isoliert oder erkannt worden sind, da MADS-Box-Genfamilien aus einigen Farnen,
Gymnospermen und Bliitenpflanzen sehr umfassend analysiert worden sind (Ubersicht in:
TheiRen et al., 2000). Da die meisten MADS-Box-Gene zuerst in Form von cDNAs gefunden
wurden, kénnte ein geringes Expressionsniveau ursichlich sein, daR die MIKC™-Typ Gene bislang
unentdeckt blieben.

Eine weitere Mdglichkeit zur Suche nach MIKC™-Typ Genen in anderen Spezies, bietet die
Blutenpflanze Arabidopsis thaliana, da das Genom von A. thaliana vollstandig sequenziert ist
(The Arabidopsis Genome Initiative, 2000). VVoraussetzung fiir eine Identifizierung der MIKC'-
Typ Gene ist allerdings, daB die Exon-Intron- und Doménen-Struktur dieser Gene exakt bekannt
ist, da MIKC™-Typ Gene nur durch ihre Position in Phylogenierekonstruktionen oder durch die
Anzahl von Exons in der I-Domane erkannt werden kénnen. Diese Struktur ist jedoch bei weitem
noch nicht fur alle MADS-Box-Gene aus A. thaliana bekannt, und hdufig schlagt eine Vorhersage
der kurzen Exons der I- und K-Regionen von MIKC-Typ Genen mittels ORF-Suchprogrammen
fehl, so daf3 die Isolierung einer cONA-Sequenz zur genauen Festlegung der Exon-Intron-Struktur
unumganglich ist.

Im Genom von A. thaliana kommen mindestens 82 MADS-Box-Gene vor (Riechmann et al.,
2000), von denen mindestens 32 Gene vom MIKC-Typ sind und daher bei den im Rahmen dieser
Arbeit durchgefilhrten Untersuchungen beriicksichtigt wurden. Die abgeleiteten AS-Sequenzen
der MADS- und K-Domanen wurden flr Phylogenierekonstruktionen verwendet. Es wurde
hierdurch allerdings kein Hinweis auf das Vorkommen von MIKC™-Typ Genen im Genom von A.

thaliana erhalten. Solange jedoch nicht die Exon-Intron-Struktur aller MADS-Box-Gene aus A.
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thaliana aufgekldrt und mit der der MIKC ™-Typ Gene verglichen worden ist, kann auch nicht

ausgeschlossen werden, daf dieser Gen-Typ in A. thaliana vorkommt.

Unter der Annahme, da® MIKC -Typ Gene tatsachlich nicht in den rezenten Farnen und
Samenpflanzen vorkommen, muf diese Klasse von Genen vor der Trennung der Linien, die zu
den heutigen Farnen und Samenpflanzen filhren, verloren gegangen sein. Dariiberhinaus, kénnten
die MIKC™-Typ Gene auch mehrfach unabhéngig verloren worden sein, z.B. jeweils an der Basis
der rezenten Farne und Samenpflanzen. Schlieflich besteht auch noch die Mdglichkeit, daf
MIKC™-Typ Gene nur in einzelnen Klassen der Samenpflanzen verloren wurden. Daher sind
ahnliche Untersuchungen wie die in Arabidopsis begonnenen auch fiir eine entfernt verwandte
Blutenpflanze, z.B. die Monokotyle Reis, und fur eine Modell-Gymnosperme bedeutsam.

Wenn MIKC -Typ Gene tatsachlich in den hoheren GefaRpflanzen verloren wurden, so muR
angenommen werden, daB nur ein MIKC™-Typ Gen in der entsprechenden Linie vorkam, um
einen Verlust einer ganzen Gen-Klasse ungeklusterter Gene zu einem wahrscheinlicheren
Ereignis zu machen. Es stellt sich die Frage, welche Funktion die MIKC™-Typ Gene im
gemeinsamen Vorlaufer gehabt haben, so daR dieser Gen-Typ in den ,,hoheren* GefaRpflanzen
verzichtbar wurde. Im Genom der Moose und Bérlappe sind MIKC™-Typ Gene schlieBlich fiir

etwa 450 Millionen Jahre bewahrt worden.

Dariiberhinaus hat die Isolierung von MIKC®- und MIKC -Typ Genen sowohl aus dem Laubmoos
Physcomitrella patens, als auch aus dem Bérlapp Lycopodium annotinum (Svensson et al., 2000;
Svensson, 2000) gezeigt, dal der letzte gemeinsame Vorlédufer der Moose und Bérlappe
wahrscheinlich bereits zwei Typen von MADS-Box-Genen besessen hat, ein MIKC®- und ein
MIKC -Typ Gen (siehe Abb. 20). Auf Grund der Homologie der MIKC-Typ MADS-Box-Gene
wirde dies bedeuten, dal’ es zu einer ancestralen Duplikation eines MIKC-Typ Gens kam, bevor
sich die Linien, die zu den rezenten Moosen und Gefalpflanzen fuhrten, getrennt haben. Es stellt
sich die Frage, welche Struktur das Vorlaufer MIKC-Typ Gen besessen hatte, welches in der

gemeinsamen Vorl&ufer-Pflanze verdoppelt wurde.
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Abb. 20: Abstammung der MIKC®- und MIKC"-Typ MADS-Box-Gene in der Evolution der
Landpflanzen. Eine phylogenetische Rekonstruktion einiger Hauptgruppen der
Landpflanzen ist dargestellt. An den Enden der Aste ist das bis dato bekannte Vorkommen
von MIKC®- und MIKC™-Typ MADS-Box-Genen in den entsprechenden Arten aufgezeigt.
An der Wurzel des Baumes ist ein minimaler Satz an MADS-Box-Genen dargestellt, der
wahrscheinlich im letzten gemeinsamen Vorfahren von Moosen und Gefal3pflanzen vorkam.
Die Aste sind nicht zeitlich skaliert. Die Trennung der Linien, die zu den heutigen Moosen
und den Gefélipflanzen fihrte, vollzog sich vor etwa 450 Millionen Jahren. Die Trennung
der Linie, die zu den rezenten Farnen fiihrt, von den anderen GefaBpflanzen, fand vor etwa
400 Millionen Jahren statt.
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4.5 Struktur des Vorlaufer MIKC-Typ Gens

Es ist nur schwer vorauszusagen, ob MIKC®- oder MIKC -Typ Gene den urspriinglichen Typ der
MIKC-Typ Gene darstellen, da beide sowohl aus Moosen, als auch aus GeféBpflanzen isoliert
wurden.

So haben Svensson und Mitarbeiter (2000) postuliert, da® LAMB1 und damit die MIKC™-Typ
Gene den urspriinglicheren Typ darstellen, aus dem dann die MIKC®-Typ Gene unter Verlust von
drei Exons der I-Region hervorgegangen sind. Allerdings kénnten auch die MIKC™-Typ Gene aus
den MIKC®Typ Genen entstanden sein, oder beide Gen-Typen sind aus einem gemeinsamen
Vorl4ufer hervorgegangen, welcher weder ein eindeutiges MIKC- noch MIKC™-Typ Gen war.

Da aus den Griinalgen als basalster Pflanzengruppe bislang nur MIKC®-Typ Gene isoliert werden
konnten, und nicht MIKC"-Typ Gene (Tanabe, Hasebe und Ito, personliche Mitteilung), ist es
wahrscheinlicher, daR die MIKC®Typ Gene der Struktur des Vorlaufergens entsprechen.
Allerdings gilt wie schon bei der Frage nach dem Vorkommen der MIKC™-Typ Gene in héheren
Gefalipflanzen, daf, so lange das Genom verschiedener Arten von Griinalgen nicht sequenziert
und die Exon-Intron-Strukturen aller MADS-Box-Gene mittels der entsprechenden cDNAs
abgeleitet worden sind, auch nicht ausgeschlossen werden kann, da8 MIKC™-Typ Gene bereits in
Algen vorkommen. Wenn jedoch tatsachlich die MIKC®-Typ Gene den urspriinglichen Typ der
MIKC-Gene darstellen, so muf eine Zunahme der Exons der I-Region von eins auf vier bis fiinf
angenommen werden.

Es konnten jedoch auch MIKC®- und MIKC -Typ Gene aus einem gemeinsamen Vorlaufergen
hervorgegangen sein, welches weder dem einen, noch dem anderen Gen-Typ entsprach, sondern
in seiner Struktur zwischen den beiden Typen lag. Dieses Vorlaufergen hatte ein langes und ein
kurzes Exon in der I-Region besessen. Bei der Entstehung des MIKC®-Typs wére das kurze Exon
verloren gegangen, wohingegen die beiden Exons bei der Entstehung der MIKC™-Typ Gene
verdoppelt worden waren. Eine mdogliche Exon-Verdopplung wird jedoch nicht durch das

Auftreten von Sequenz-Wiederholungen in der I-Region nahegelegt.

4.6 Komplexitat der MADS-Box-Genfamilie in P. patens

Aus einer Abschédtzung der Genanzahl mittels genomischer Southern-Hybridisierung konnte
gefolgert werden, dall im Genom von P. patens jeweils mindestens fiinf, wahrscheinlich aber eher
acht oder mehr MIKC®- und MIKC™-Typ Gene vorhanden sind, wobei dieses Experiment nur
einen groben Eindruck zuldfRt. Der Southern-Filter wurde mit PPM2- und PPM3-spezifischen
Sonden unabhéngig hybridisiert, da die MIKC®- und MIKC -Typ Gene groBe Sequenzdifferenzen

aufweisen und Gene derart starker Sequenzverschiedenheit selbst unter den gewéhlten
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Bedingungen moderater Stringenz nicht von einer anderen Sonden detektiert werden kénnen. Die
resultierenden Bandenmuster nach PPM2- und PPM3-Hybridisierung waren nicht
deckungsgleich. Die Sonde von PPM2 erkannte von den bislang bekannten Loci nur den von
PPM1 zusétzlich, nicht aber einen der MIKC -Typ Gene PPM3 oder PPM4. Die PPM3-Sonde
erkannte PPM4, nicht aber einen Lokus der MIKC®-Typ Gene. Aussagen dartiber, ob PpMADS1 -
PpMADS3 von den PPM2- und PPM3-spezifischen Sonden detektiert wurden, sind hier nicht
mdglich, da das Bandenmuster dieser Loci nicht bekannt ist.

DaB noch weitere Familien von MADS-Box-Genen in P. patens vorkommen, die durch die
verwendeten Sonden nicht erkannt wurden, kann nicht ausgeschlossen werden.

Im Vergleich zu anderen Pflanzen scheint die MADS-Box-Genfamilie in P. patens eher klein zu
sein. Fiir den Farn Ceratopteris richardii sowie flir die Gymnosperme Gnetum gnemon wurde
eine Anzahl von mindestens 30 (Becker et al., 2002; T. Minster, K.-U. Winter, personliche
Mitteilung) und flr die dikotyle Modellpflanze A. thaliana von ca. 80 MADS-Box-Genen
(Riechmann et al., 2000) im Genom berichtet. Ob diese vermutlich geringere Gen-Anzahl
einhergeht mit einer geringeren funktionellen Spezialisierung der einzelnen MADS-Domanen-
Proteine von P. patens, bleibt aufzukldren. Falls dies auf der Organisationshéhe eines Mooses
Uiberhaupt bendtigt wirde, konnte durch eine solche geringere Spezialisierung auch mit einer

relativ geringen Anzahl von MADS-Box-Genen eine grof3e funktionelle Vielfalt erreicht werden.

Eine weitere Fragestellung ist, ob MADS-Box-Gen-Netzwerke, wie sie z.B. aus Blitenpflanzen
bekannt sind (Ubersicht in: TheiRen, 2001a; Soltis et al., 2002), auch in Moosen vorkommen.
Eine Analyse des putativen Promotor-Bereichs von PPM2 als Vertreter der MIKC®-Typ Gene
zeigte, daB dieser Bereich ein CArG-Box Motiv (Schwarz-Sommer et al., 1992) enthélt. Die
CArG-Box ist ein typisches Promotorelement der MADS-Box-Gene, wobei hier MADS-
Doménen-Transkriptionsfaktoren selbst in Form von Dimeren binden. Von héheren Pflanzen ist
bekannt, dal’ die CArG-Box wichtig zur Ausbildung von Gen-Netzwerken ist (Schwarz-Sommer
etal., 1992).

Neben der CArG-Box finden sich weitere, aus Samenpflanzen bekannte, regulatorische
Sequenzen im putativen Promotor von PPM2, so z.B. Konsensus-Bindestellen (CCANTG) fiir
FLORICAULA/LEAFY-ahnliche Proteine (Busch et al., 1999). Demnach konnte das
Vorkommen von aus héheren Pflanzen bekannten regulatorischen Sequenzen darauf hinweisen,
daB auch die Transkription wvon PPM2 durch MADS-Domanen-Proteine und
FLORICAULA/LEAFY-ahnliche Proteine kontrolliert wird. Zwei Homologe der LEAFY-Gene
héherer Pflanzen konnten aus P. patens isoliert werden (Himi et al., 2001). Da diese LEAFY-
ahnlichen Gene, PpLFY1 und PpLFY2, ein ubiquitdres Expressionsmuster aufweisen, im
Gegensatz zu PpMADSL1, welches ausschlieflich in den Gametangien und im Sporophyten

exprimiert ist, schloB Hasebe eine Regulation von PpMADS1 durch LEAFY aus (Hasebe,
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personliche Mitteilung). Da die ubiquitdre Expression von PpLFY1 und PpLFY2 (Hasebe,
personliche Mitteilung) jedoch im Einklang mit der Expression von PPM1, PPM2 und PPM3
steht, in deren Promotoren LEAFY-Bindestellen vorkommen, kann eine Regulation von PPM1 —
PPM3 durch LEAFY durchaus vermutet werden.

Eine weitere Ebene eines Gen-Netzwerkes stellt die Protein-Interaktion dar. Aus dem
Vorhandensein von K-Doménen in den P. patens MADS-Doménen-Proteinen kann abgeleitet
werden, daf auch in Moosen Protein-Protein-Interaktionen mit anderen Proteinen mit K-Domdnen
vermitteln werden kdnnten. Auch die Bildung terndrer und quarternérer Proteinkomplexe, wie sie
flir MADS-Domanen-Proteine aus Samenpflanzen beschrieben ist (Egea-Cortines et al., 1999;
TheiBen und Saedler, 2001; Theilen, 2001b), ist auf Grund der in den P. patens MADS-
Domanen-Proteinen vorhandenen C-Domaénen prinzipiell ermdglicht.

Dariberhinaus ist zur Ausbildung von Gen-Netzwerken sicher eine minimale Anzahl an MADS-
Box-Genen notig. Daher weist auch die Anzahl von fiinf oder mehr P. patens MADS-Box-Genen
sowohl vom MIKC®- als auch vom MIKC"-Typ darauf hin, da MADS-Box-Gene in Moosen in
komplexe Gen-regulatorische Netzwerke, &hnlich denen in Blitenpflanzen und Gymnospermen,
involviert sein konnten. Ob Gen-Netzwerke auch in Farnen vorkommen, ist zum heutigen

Zeitpunkt noch nicht bekannt.

4.7 Untersuchungen zum Expressionsmuster von PPM1 - PPM4

Bei der Untersuchung der Expression der vier MADS-Box-Gene PPM1 - PPM4 aus P. patens
ergaben sich sowohl Hinweise auf ubiquitére, als auch auf raumlich oder zeitlich differentielle
Expressionsmuster. PPM1 - PPM3 zeigten in allen Stadien des P. patens Lebenszyklus ein etwa
gleich starkes Expressionsniveau. Dagegen nahm die Expression von PPM4 mit zunehmendem
Alter der Moos-Kultur ab. In einer Woche altem Protonema war eine mit den anderen drei Genen
vergleichbar starke PPM4-Expression zu beobachten, die aber mit Fortschreiten der Entwicklung
der Moose abnahm. Daher kénnte die Expression von PPM4 z.B. auf das Protonema-Stadium
beschrankt sein. Da auf Grund der Entwicklung von Gametophoren, und anschlieBend auch
Gametangien und Sporophyten, zum einen das Protonema-Gewebe zurlickgeht und zum anderen
der bei der Materialernte enthaltene Protonema-Anteil proportional geringer ist, wird das
Expressions-Signal schwécher.

Ein ubiquitéres Expressionsmuster wie von PPM1 - PPM3 findet sich auch bei vielen MADS-
Box-Genen aus dem leptosporangiaten Farn Ceratopteris richardii (Munster et al., 1997; Di Rosa,
1998; Hasebe et al., 1998). Die MRNA der Gene CRM3 und CRM6 konnte von Di Rosa (1998) in
allen untersuchten Entwicklungsstadien nachgewiesen werden, darunter gametophytische und

sporophytische Gewebe. Auch Hasebe und Mitarbeiter (1998) berichteten von einer ubiquitéren
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Expression bei Ceratopteris MADS-Box-Genen. In beiden Untersuchungen konnte jedoch auf
Grund von Northern- und in-situ-Hybridisierungen gezeigt werden, daft das Expressionsniveau in
den verschiedenen Geweben unterschiedlich hoch ist. Auch bei dem eusporangiaten Farn
Ophioglossum pedunculosum findet sich haufig eine ubiquitdre Expression der MADS-Box-Gene
(T. Minster, persdnliche Mitteilung).

Auf Grund der Ergebnisse aus der Untersuchung von Ceratopteris wurde bislang vermutet, dal3
bei Nicht-Samenpflanzen ein ubiquitdres Expressionsmuster im Gegensatz zu der raumlich und
zeitlich stark begrenzten Expression von MADS-Box-Genen in Samenpflanzen, die z.B.
Funktionen bei der Blitenentwicklung innehaben, besteht. Hasebe entwarf ein Szenario, nach
dem urspriingliche MADS-Box-Gene in allen sich entwickelnden Organen einer Pflanze
exprimiert wurden und die MADS-Domanen-Proteine der Nicht-Samenpflanzen auch funktionell
weniger spezialisiert waren, und daB, als sich spezialisierte Blitenorgane entwickelten, die
Anzahl der MADS-Box-Gene durch Genduplikationen erhéht und deren Expression und Funktion

raumlich und zeitlich begrenzt wurde (Hasebe et al., 1998).

4.8 Alternatives Spleifen und alternative Transkriptionsstarts von PPM2

Die dieser Arbeit zugrunde liegende cDNA-Sequenz von PPM2 (PPM2c) (Henschel, 1999)
weicht von den beiden von Krogan und Ashton (2000) klonierten Formen - PPM2 und PPM2b —
ab. Im kodierenden Bereich ist die Sequenz von PPM2c identisch mit PPM2, wahrend im
stromabwarts gelegenen Teil des 3’"UTR PPM2c identisch mit PPM2b ist. Diese Sequenz-
Diversitat im 3"Bereich kann durch zwei elementare Ereignisse erklart werden: 1) ein alternatives
Spleien vom SpleiBen-/Nicht-SpleiBen-Typ, das zehnte Intron betreffend (entsprechend der
beschriebenen Numerierung; Krogan und Ashton, 2000); 2) als Folge einer Retention des zehnten
Introns wird ein alternatives 3"Prozessierungs- und Polyadenylierungs-Signal verwendet. Die
Isolierung von drei verschiedenen cDNA-Isoformen die dem PPM2-Genlokus zugehorig sind,
dokumentiert so das Vorkommen alternativen SpleiBens und differentiellen Prozessierens von
MADS-Box-Genen in P. patens. Umfassendes alternatives SpleiRen ist gut bekannt von MEF-
ahnlichen MADS-Box-Genen der Tiere (Black und Olson, 1998), wurde jedoch erst selten fiir
pflanzliche MIKC-Typ MADS-Box-Gene beschrieben. Dafll die Arten, in denen alternatives
SpleiBen beobachtet wurde, sowohl Farne und Samenpflanzen (Kyozuka et al., 1997; Gassen,
1999; TheiBen et al., 2000; Gocal et al., 2001), als auch Moose umfassen (Krogan und Ashton,
2000; diese Arbeit), deutet darauf hin, dafl dieses alternative SpleiRen ein phylogenetisch

urspriingliches und mdglicherweise wichtiges Phanomen ist.
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Wie die vorlaufige Bestimmung des putativen Transkriptionsstarts von PPM2 zeigte, kommen
zwei putative Startpunkte stromaufwarts des Translationsstarts ATG vor (einer bei -219 Bp und
der andere bei -555 Bp). Zwischen diesen beiden putativen Transkriptionsstarts liegt das CArG-
Box Motiv von PPM2 bei -394 Bp. Ob dieser Anordnung eine regulatorische Bedeutung
zukommt, bleibt zu analysieren. Das Vorkommen von zwei unterschiedlich groRen Transkripten
wurde auch durch Northern-Analysen mit einer PPM2-spezifischen Sonde in Wildtyp-Protonema-
RNA bestétigt. Die Differenz der TranskriptgroBen entsprache der Entfernung der beiden
putativen Transkriptionsstarts. Demnach kénnte das Vorhandensein zweier Transkriptionsstarts
ursachlich fur das Auftreten zweier Transkriptl&ngen sein.

Jedoch fihrt auch das alternative Spleifen zur Erzeugung von PPM2-Transkripten
unterschiedlicher L&nge. Daher kann nicht entschieden werden, auf welchen molekularen Prozel3
das Auftreten der unterschiedlichen PPM2-Transkripte zuriickgeht. Sowohl durch die Nutzung
unterschiedlicher Transkriptionsstarts, als auch durch das alternative Spleien besitzt PPM2 das
Potential zur Erzeugung mehrerer unterschiedlicher Transkripte. Eine funktionelle Relevanz

hiervon bleibt jedoch noch aufzuklaren.

4.9 Funktionelle Charakterisierung der P. patens MADS-Box-Gene in Physcomitrella

Zur Analyse der Funktionen von P. patens MADS-Box-Genen sollten zunéchst die Gene PPM2
und PPM3 mittels homologer Rekombination ausgeschaltet werden. Hierzu wurden knock-out
Konstrukte verwendet, die iber 500 Bp lange cDNA-homologe Bereiche zu beiden Seiten eines
Selektionsmarkers verfligten (Henschel, 1999). Bei der molekularen Untersuchung der erhaltenen
transformierten P. patens Linien sollten mégliche Verdnderungen am genomischen Lokus der

MADS-Box-Gene durch genomische Southern-Hybridisierungen nachgewiesen werden.

Analyse der putativen PPM3 knock-out Linien

Bei der molekularen Analyse der PPM3 knock-out Linien zeigte sich, daB bei sechs der acht
untersuchten PPM3 knock-out Linien der genomische Lokus von PPM3 verandert worden ist. Die
Integration des Konstrukts erfolgte in zahlreichen Kopien ins Genom von P. patens, was durch
Southern-Hybridisierung von EcoRV verdauter DNA unter Verwendung einer gesamt cDNA-
Sonde von PPM3 gezeigt worden war. Der Ort der Integration der knock-out Konstrukte konnte
durch Verwendung des Restriktionsenzyms Sful und mittels spezifischer Sonden gegen den 5°-

und 3 -Bereich des Gens eingegrenzt werden. Hierbei wurde der Einbau von mindestens zehn
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Kopien des Konstruktes, wahrscheinlich aber auch deutlich mehr, was nicht mehr aufgeldst
werden konnte, in den 3"-Bereich des Gens nachgewiesen.

Eine Erklarung flr die Integration des Konstruktes in den 3"Bereich bietet die Exon-Intron-
Struktur von PPM3. Entgegen der bislang bekannten Exon-Intron-Struktur der MIKC®-Typ Gene,
mit einer Uber das gesamte Gen relativ einheitlichen Verteilung der Introns, weicht die Exon-
Intron-Struktur der MIKC -Typ Gene hiervon durch eine deutlich héhere Intron-Anzahl in der I-
Region, und damit im 5 Bereich des Gens, ab. Da bei einer Verwendung von cDNA knock-out
Konstrukten die Homologie-Bereiche auf die Exons beschrankt sind, loopen die Introns bei einer
Anlagerung des knock-out Konstruktes an das homologe Gen heraus. Es ergeben sich auf Grund
der groReren Intron-Anzahl im 5 Bereich deutlich langere Homologie-Bereiche im 3"Bereich, so
dal? dieser Bereich bei einer Anlagerung bevorzugt ist.

Eine Integration vieler Kopien des knock-out Konstruktes ins Gen, wie sie am PPM3 Lokus
stattgefunden hat, ist meiotisch meist nicht stabil, da durch mégliche Sequenz-Wiederholungen
eine Anlagerung der Einzelstrdnge nicht prézise erfolgen kann (Schéfer und Zryd, 1997). Durch
meiotische Reduktion der Konstrukt-Kopien Anzahl verandert sich der untersuchte Lokus
kontinuierlich, wodurch mutante Phanotypen eventuell nicht erhalten bleiben. Sowohl eine
einseitige Integration, als auch die mehrfache Integration des knock-out Konstruktes kann durch
Verwendung von genomischen knock-out Vektoren umgangen werden, da hierbei ein Austausch
zwischen Konstrukt und Gen auf + 2 Bp des Homologiebereiches genau erfolgt (Schaefer,
personliche Mitteilung), und fur gewohnlich nur eine Kopie des Konstrukts den homologen

Bereich des Gens ersetzt, wodurch meiotisch stabile Transformanten entstehen.

Die molekulare Analyse der putativen PPM3 knock-out Linien hatte gezeigt, dafl in sechs
unabhangigen Linien der 3"Bereich des PPM3-Lokus verandert ist. Dieser Bereich umfaft die K-
und C-Region, welchen wichtige Aufgaben bei der Dimerisierung und der Entstehung von
ternaren und quarterndren Proteinkomplexen zukommen. Allerdings ist bislang nicht bekannt,
inwieweit durch eine Veranderung dieser Regionen die gesamte Funktion von MIKC -Typ
MADS-Domanen-Proteinen ausfallt.

Die erhaltenen PPM3 knock-out Linien wiesen keine im Vergleich zum Wildtyp veranderten
Phénotypen auf. So erfolgte bei ihnen das Umschalten vom Protonema- zum Gametophoren-
Stadium gleichzeitig mit dem Wildtyp. Darlberhinaus war die Gametophoren-Morphologie bei
ihnen identisch mit der vom Wildtyp. Desweiteren erfolgten die Ausbildung von Gametangien,
die Befruchtung dieser und die Reifung der Sporophyten parallel in den PPM3 knock-out Linien
und im WT. Da in diesen Linien demzufolge keine Hinweise auf mégliche Funktionen von PPM3
erlangt werden konnten, erfolgte im Rahmen dieser Arbeit keine weitergehende Analyse. Um
sicherzustellen, dal nach der Integration des knock-out Konstruktes keine mdglicherweise

funktionellen Teil-Proteine von PPM3 gebildet werden kénnen, sollen zukiinftig PPM3 knock-out
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Linien durch die Verwendung eines auf dem genomischen Lokus basierenden knock-out
Konstruktes erzeugt werden. Treten hierbei auch keine veranderten Phanotypen auf, so bliebe
noch das Vorkommen funktioneller Redundanz als mogliche Erklarung fiir unveranderte
Phénotypen. Ein mdgliches Auftreten funktioneller Redundanz in P. patens wird durch eine
eventuelle Genomduplikation nahegelegt. Allerdings liegen hierzu bislang nur Hypothesen und

kein direkter Nachweis vor.

Analyse der PPM2 knock-out Linien

Bei der molekularen Analyse der PPM2 knock-out Linien bestand das Problem, dalR nur wenige
Restriktionsenzyme zur Verfiigung standen, die gezielt den genomischen Bereich von PPM2 in
zwei Fragmente definierter Grof3e schneiden. Dies war jedoch erforderlich, da tberprift werden
sollte, in welcher Form das Gene-Targeting stattgefunden hat, ob als Allel-Replacement mittels
,Doppel-Crossing-over* oder als ,,Konstrukt-Insertion* (Schaefer, 2001). Im Fall von einfacher
Konstrukt-Insertion sollte gezeigt werden, ob der funktionell wichtige 5"Bereich des Gens mit der
MADS-Domane betroffen war, so dal ein Funktionsverlust erwartet werden konnte, oder der
3"Bereich, wodurch eventuell noch funktionelle Teil-Proteine, die die MADS-, I- und K-Domaéne
enthalten, gebildet werden kénnten.

Die Analyse der putativen PPM2 knock-out Linien erfolgte mittels ECORV verdauter DNA, die
mit einer gesamt cDNA-Sonde von PPM2 hybridisiert wurde. ECORV besitzt zwei Schnittstellen
im knock-out Konstrukt, so daB bei Integration zahlreicher Kopien am Gen-Lokus mehrere
Banden zu erwarten waren, wie es auch in der Analyse der PPM3 knock-out Linien zutraf. Dies
war jedoch bei den PPM2 knock-out Linien nicht der Fall. Stattdessen wurde in den Linien E, P,
R und T ein deutlich vergroRerter 5 Bereich des PPM2 Gen-Lokus nachgewiesen, was
wahrscheinlich darauf zuriickzufiihren ist, daR die beiden EcoRV-Schnittstellen im knock-out
Konstrukt durch das Restriktionsenzym nicht erkannt worden sind. Ahnliches wurde schon von
Schéfer und Zryd (1997) beschrieben, die daraufhin einen Verlust oder eine Methylierung der
Schnittstelle vermuteten.

Durch die Entstehung eines deutlich vergroBerten 5 Bereichs des PPM2 Gen-Lokus in den Linien
E, P, R und T war gezeigt worden, da in diesen vier PPM2 knock-out Linien der genomische
Lokus von PPM2 veréndert worden war, und daB das Gene-Targeting mittels Konstrukt-Insertion
im 5" Bereich des Gens stattgefunden hat. Hierbei war in den 5 Bereich von PPM2 im Fall der
Linie R wahrscheinlich eine Kopie des knock-out Konstruktes integriert worden. Dies geht daraus
hervor, dal die Groe des 5 Fragments um 2,7 kBp zugenommen hat, was der Fragment-Grofie
des knock-out Konstruktes entspricht. Bei den Linien E, P und T waren wahrscheinlich zwei bis

drei Kopien des knock-out Konstruktes in den 5" Bereich von PPM2 inseriert worden. Demzufolge
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war bei allen vier cDNA knock-out Linien der funktionell wichtige Bereich des Gens verandert

worden.

Die phénotypische Analyse der PPM2 knock-out Linien E, P, R und T ergab, dall zwei der Linien,
E und P, unmittelbar nach der Propagation mit der Gametophoren-Bildung beginnen. Durch
Southern-Analysen, in denen nur ein Lokus detektiert wurde, konnte ausgeschlossen werden, daf3
neben PPM2 noch ein zweites Gen ausgeschaltet worden war, so daB ein Doppel-knock-out als
mdogliche Ursache von verdnderten Phanotypen in den Linien E und P gegenliber R und T
ausscheidet. Durch Northern-Analysen war gezeigt worden, dal in den Linien E und P kein
PPM2-Transkript gebildet wird. Dagegen werden womdglich in den Linien R und T noch geringe
Mengen funktionelles PPM2 gebildet, die zur Ausiibung der Funktion hinreichen. Dies wird durch
Northern-Analysen mit PPM2-spezifischen Sonden nahegelegt, in denen in diesen beiden knock-
out Linien wenig Transkript nachgewiesen worden war, obwohl der PPM2-Genlokus veréndert
ist. Allerdings ist nicht klar, ob aus diesem Transkript auch funktionelles Protein gebildet werden

kann.

Eine detaillierte phénotypische Analyse der PPM2 knock-out Linien E und P zeigte, daB in diesen
Linien wenig Protonema gebildet wird und sowohl auf Minimal-Medium, als auch auf NH,-
Tartrat-haltigem Medium innerhalb der ersten Woche nach Propagation die Ausbildung von
Gametophoren erfolgt. Dagegen werden in parallel angezogenem WT auf Minimal-Medium nach
zwei Wochen, auf NH,4-Tartrat-haltigem Medium erst nach vier Wochen Gametophoren gebildet.
Allerdings weisen die Gametophoren, Gametangien und Sporophyten von WT und den PPM2
knock-out Linien E und P eine Ubereinstimmende Morphologie auf. Auch werden in WT und den
Linien E und P die Gametangien und Sporophyten nach gleicher Induktionsdauer gebildet.
Demnach ist die unterschiedliche Dauer der Protonema-Phase bis zur Knospenbildung der einzige
Unterschied zwischen WT und den PPM2 knock-out Linien E und P, der bislang festgestellt
werden konnte. Das bedeutet, der Phaseniibergang vom Protonema- zum Gametophoren-Stadium
findet in den knock-out Linien zu einem anderen Zeitpunkt statt als im WT, er erfolgt um
mindestens sieben Tage zu frih.

Der Wechsel vom Protonema-Stadium zum Gametophoren-Stadium wird verursacht durch den
Ubergang vom filamentdsen zum dreidimensionalen meristematischen Wachstum. Es wechselt
der thallophytische Habitus des Protonemas in den ,,Kormophyten-ahnlichen* Habitus des
Gametophoren. Hierbei findet an der zweiten subapikalen Zelle des mittels apikalen
Spitzenwachstums wachsenden Caulonema-Fadens wahrscheinlich durch  Zunahme des
Phytohormons Cytokinin die Bildung einer Initialzelle statt (Schumaker und Dietrich, 1998). Aus
dieser Initialzelle entwickelt sich entweder ein Seitenast, der ebenfalls mittels apikalen

Spitzenwachstums wachst, oder sie entwickelt sich durch einen Cytokinin-Stimulus zu einer
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Knospe. Durch einsetzendes meristematisches Wachstum entwickeln sich aus den Knospen die
Gametophoren (Schumaker und Dietrich, 1998).

Unter den beschriebenen natiirlichen oder experimentell erzeugten Mutanten von P. patens ist ein
ahnlicher Phénotyp wie der der PPM2 knock-out Linien auch von transgenen P. patens Linien
bekannt, in denen das Cytokinin-Synthese Gen IPT aus Agrobacterium tumefaciens
Uiberexprimiert wird (Reutter et al., 1998; Schulz et al., 2000). Bei diesen transgenen Linien ist die
Cytokinin-Konzentration im umgebenden Medium drastisch erhoht, wodurch die Knospen-
Bildung auf Minimal-Medium nach flinf Tagen erfolgt, statt nach 13 Tagen im WT (Schulz et al.,
2000). Demnach erfolgen sowohl beim Ausschalten von PPM2, als auch bei einer Erhéhung der

Cytokinin-Konzentration, die Knospen-Bildung und damit die Gametophoren-Bildung zu friih.

Da beim Ausschalten von PPM2 eine zu friihe Knospen-Bildung erfolgt, ist wahrscheinlich, dal
es sich bei PPM2 um einen Repressor der Knospen-Bildung in P. patens handelt. Demnach wiirde
die endogene Funktion von PPM2 darin liegen, die Initialzellen-Bildung im Protonema und die
nachfolgende Knospen-Bildung zu unterdriicken. Wird PPM2 dort nicht exprimiert, fallt die
Repression weg und die Initialzellen- und Knospen-Bildung erfolgen unmittelbar, d.h. ein
Ubergang vom filamentdsen zum meristematischen Wachstum findet statt.

Da an diesem Ubergang nur wenige Zellen beteiligt sind, konnte dies bedeuten, daR die
Anderungen im PPM2-Expressionsniveau nur in wenigen Zellen stattfinden und PPM2 daher nur
scheinbar konstitutiv exprimiert ist, wie in den Expressionsanalysen im Rahmen dieser Arbeit
festgestellt worden war. Das genaue Expressionsmuster konnte auf zellularer Ebene mittels in-
situ-Hybridisierungs-Techniken aufgeklart werden. Demgegeniber kdnnte allerdings auch eine
Regulation von PPM2 auf Proteinebene vorliegen, so daB die Expression von PPM2 tatsachlich
konstitutiv erfolgt.

Es ist fraglich, ob PPM2 und Cytokinin parallel an diesem Ubergang beteiligt sind oder ob PPM2
direkt tiber die Absenkung der Cytokinin-Konzentration diesen Ubergang steuert. Fir den Fall,
dalB PPM2 wie in den knock-out Linien ausfallt und infolgedessen die Cytokinin-Konzentration
steigen wirde, miBten in den knock-out Linien erhéhte Cytokinin-Konzentrationen im
umgebenden Medium meRbar sein. Darlberhinaus sollten die Knospen und Gametophoren
wahrscheinlich MiRbildungen aufweisen, da solche morphologischen Verénderungen durch zu
hohe Cytokinin-Konzentrationen bedingt werden (Ashton et al., 1979).

Alternativ kénnte auch die Erhéhung der Cytokinin-Konzentration das Expressionsniveau von
PPM2 senken, wodurch PPM2 als Repressor wegfallt und der Ubergang vom Protonema- zum

Gametophoren-Stadium stattfindet.
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Analyse der 35S::PPM2 Linie

Die Uberexpression von PPM2 unter dem konstitutiven 35S-Promotor in P. patens bedingt, dal
die in Dauerkultur (iberfiihrte Uberexpressionslinie M26 im Protonema-Stadium des Moos-
Lebenszyklus arretiert ist.

Die detaillierte Analyse ergab, daft in M26 eine groRe Menge Protonema gebildet wird, welches
auch verzweigt ist. Allerdings erfolgt in M26 kein normaler Ubergang vom Protonema-Stadium
zum Gametophoren-Stadium. Dies ist unabhangig davon, ob die Anzucht auf Minimal-Medium
oder auf NH,-Tartrat-haltigem Medium erfolgt. Dagegen erfolgt in parallel angezogenem WT
dieser Ubergang auf Minimal-Medium nach zwei Wochen, auf NH4-Tartrat-haltigem Medium
nach vier Wochen. Demnach ist bei M26 die Protonema-Phase drastisch verlangert, d.h. der
Ubergang vom Protonema- zum Gametophoren-Stadium findet nicht oder zur falschen Zeit stat.
DaR eine Gametophoren-Bildung in M26 prinzipiell mdglich ist, ist aus der Bildung vereinzelter
Gametophoren innerhalb des Beobachtungszeitraums von einem Jahr bekannt. Auf diesen
wenigen entstandenen Gametophoren sind trotz induktiver Bedingungen innerhalb von vier
Monaten keine Gametangien gebildet worden. Ob dies prinzipiell nicht mdoglich ist, kann
allerdings auch nicht definitiv ausgeschlossen werden, da die Zeitrdume bis zur Entstehung von
Gametangien z.B. stark Jahreszeiten-abhangig zu sein scheinen.

Aus der Tatsache, da eine Gametophoren-Bildung in M26 prinzipiell mdéglich ist, kann
geschlossen werden, da durch die Uberexpression von PPM2 nur der Zeitpunkt des
Phaseniibergangs vom Protonema- zum Gametophoren-Stadium verschoben ist, er findet, falls
iberhaupt, deutlich spater statt. Auch aus der Analyse der PPM2 knock-out Linien E und P war
der Hinweis hervorgegangen, daR durch das Ausschalten von PPM2 der Ubergang vom
Protonema- zum Gametophoren-Stadium verschoben ist, er findet deutlich friiher statt. In den
knock-out Linien E und P und in der Uberexpressionslinie M26 ist demnach derselbe
Phasentibergang innerhalb des Moos-Lebenszyklus zeitlich verschoben worden. Hierbei flihrt das
Ausschalten von PPM2 zu einer Beschleunigung, die Uberexpression zu einer Verzdgerung der
Knospen-Induktion und Gametophoren-Bildung. Demzufolge kénnte es sich bei PPM2 in der Tat
um einen Repressor handeln, der im WT den Ubergang vom Protonema- zum Gametophoren-
Stadium unterdriickt, bis - eventuell durch einen Cytokinin-Stimulus bedingt - dieser Ubergang in
wenigen definierten Zellen stattfindet. Wird PPM2 ausgeschaltet, so fallt der Repressor weg und
der Ubergang findet zu friih statt. Wird PPM2 tiberexprimiert, ist eine groBe Menge an Repressor

vorhanden und der Ubergang wird verhindert.
Bleibt allerdings die Frage, in welcher Form PPM2 als Repressor an diesem Phaseniibergang
beteiligt sein konnte. Hinweise hierauf konnten durch P. patens Mutanten in der Cytokinin-

Perzeption erhalten werden. So wurde von Reutter und Mitarbeitern (1998) gezeigt, daB zum
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Ubergang vom Protonema- zum Gametophoren-Stadium vergleichbare Konzentrationen an
Cytokinin bendtigt werden, wie zur Teilung von Chloroplasten in den Zellen. Findet die Teilung
der Chloroplasten nicht statt, so entsteht ein einzelner groRer Chloroplast pro Zelle, ein
sogenannter Makrochloroplast.

Aus der Tatsache, daB in der PPM2 Uberexpressionslinie M26 keine Makrochloroplasten
vorliegen, sondern viele kleine, linsenférmige Chloroplasten wie im WT, kann geschlossen
werden, dal bei M26 keine Verringerung der Cytokinin-Konzentration besteht. Das bedeutet,
durch Uberexpression von PPM2 ist weder die Cytokinin-Synthese herabgesetzt, noch die
Cytokinin-Perzeption gestort, noch bindet PPM2 das vorhandene Cytokinin, so dal3 dadurch die
Cytokinin-Konzentration gesenkt wdare. Demnach reguliert PPM2 nicht die Cytokinin-
Konzentration.

Auch kann ausgeschlossen werden, daB PPM2 und Cytokinin dber parallele unabhéngige Signal-
Wege den Phaseniibergang vom Protonema- zum Gametophoren-Stadium steuern, da in diesem
Fall in M26 Gametophoren (ber den Cytokinin-Weg entstlinden.

Demnach kdénnte PPM2 durch Cytokinin reguliert sein, entweder auf Ebene der Expression oder
auf Ebene des funktionellen Proteins. So ware in der meisten Zeit des Lebenszyklus von P. patens
die Cytokinin-Konzentration relativ gering, funktionelles PPM2 I&ge vor und unterdriickte die
Knospen-Bildung. Stiege die Cytokinin-Konzentration, so wiirde die Menge an funktionellem
PPMZ2 sinken, der Repressor der Knospen-Bildung wiirde wegfallen und die Knospen-Bildung

fande statt.

Eine Regulation des Ubergangs vom filamentdsen zum meristematischen Wachstum auf
Proteinebene wird auch von anderen vermutet (Fu et al., 1999; Girod et al., 1999). So sind P.
patens Linien, in denen eine Untereinheit des 26S Proteasoms durch homologe Rekombination
ausgeschaltet worden war, ebenfalls im Protonema-Stadium arretiert. Es wurde daher postuliert,
daB ein Repressor vorkommt, der den Ubergang vom Protonema-Stadium zum Gametophoren-
Stadium in Abwesenheit entsprechender Hormonsignale unterdriickt. Wenn eine ausreichende
Hormon-Konzentration erreicht ist werden die Repressor-Molekiile durch Degradation entfernt
und/oder durch Aktivatoren Uberkommen, wodurch die Entwicklung der Gametophoren
stattfinden kann (Fu et al., 1999; Girod et al., 1999). Ob es sich bei diesem Repressor tatsachlich
um PPM2 handelt, bleibt zukiinftig zu analysieren.

Auch in hoheren Pflanzen ist in einigen Fallen eine Regulation von MADS-Box-Genen durch
Phytohormone beschrieben worden. So ist die gemeinsame Kontrolle von Entwicklungsprozessen
durch MADS-Box-Gene und Cytokinin in Tabak und Senf berichtet worden: Es konnte gezeigt

werden, dal Cytokinin und Gibberellinsdure an der Bliteninduktion in Senf (Sinapis alba)
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beteiligt sind, indem die Expression von SaMADS A im Apikalmeristem durch Cytokinin und
Gibberellinsaure induziert wird (Bonhomme et al., 2000).

Zum anderen fluhrt eine zu hohe Cytokinin-Konzentration zu einer Absenkung des
Expressionsniveaus einiger floraler homdotischer Gene. So sinkt in Tabak die Expression der
Orthologen der B-Funktionsgene DEF und GLO, sowie des C-Funktionsgens PLENA von
Antirrhinum majus infolge zu hoher Cytokinin-Konzentrationen (Estruch et al., 1993). Dies wurde
anhand von Tabakpflanzen untersucht, die somatische Mosaikpflanzen fir ein Cytokinin-
Synthese Gen waren und vivipare Blatter hatten, auf denen sowohl vegetative, als auch florale
Knospen entstanden. Die floralen Knospen waren entweder normal oder abnormal. Hierbei
wurden Abnormalitaten durch zu hohe Cytokinin-Konzentrationen und eine Abnahme der mRNA
der Orthologen von DEF, GLO und PLENA von A. majus bedingt (Estruch et al., 1993).

Ob eine Regulation von MADS-Box-Genen durch Phytohormone ein allgemeiner und womdéglich
urspringlicher Mechanismus in pflanzlichen Entwicklungsprozessen ist, bleibt zukinftig zu

analysieren.

4.10 Funktionelle Charakterisierung der P. patens MADS-Box-Gene im heterologen

Testsystem Arabidopsis thaliana

Auf Grund von strukturellen Ahnlichkeiten zu MADS-Box-Genen der hoheren Pflanzen wurde
PPM2, und im Vergleich dazu auch PPM3, unter dem konstitutiven 35S-Promotor in Arabidopsis
thaliana exprimiert.

Die Expression von PPM2 und PPM3 in A. thaliana resultierte in unterschiedlichen Phénotypen.
Wahrend die 35S::PPM3-Pflanzen einen wildtypischen Phanotyp aufwiesen, d.h. die Expression
von PPM3 fiihrte weder zu detektierbaren morphologischen, noch zu offensichtlichen
physiologischen Verdnderungen, resultierte die Expression von PPM2 in zahlreichen

unabhangigen Linien in einer Phanokopie des ,,curly leaf* Phénotyps.

Die Phédnokopie des curly leaf Phanotyps durch PPM2-Expression im WT von A. thaliana
umfalite alle fir curly leaf Mutanten beschriebenen Teilaspekte: aufgerollte Blatter und
Zwergenwuchs, friihzeitig ge6ffnete Blltenknospen, karpelloide Sepalen mit stigmatischem
Gewebe an den Sepalenspitzen und Owvula an den Sepalenrédndern, friihe Blite unter
Kurztagbedingungen (Goodrich et al., 1997). Die molekulare Ursache der curly leaf Mutante von
A. thaliana ist aufgeklart. Goodrich und Mitarbeiter (1997) konnten zeigen, dal die endogene
Funktion von CURLY LEAF darin besteht, die Transkription des floralen homdotischen MADS-
Box-Gens AGAMOUS (AG) in Bléttern, Infloreszenzachsen und Bliten zu unterdriicken, so dal
ein Ausfall von CURLY LEAF eine ektopische Expression von AGAMOUS bedingt. Als C-
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Funktionsgen in der Bliitenentwicklung von A. thaliana bestimmt AGAMOUS die Identitat der
Organe des dritten und vierten Wirtels (YYanofsky, 1990).

Neben Mutationen im CURLY LEAF Gen, fiihrt auch die Uberexpression von Genen aus der AG-
Genfamilie (Mizukami und Ma, 1992; Kirchner, 2001) oder die gleichzeitige Uberexpression der
B-Funktionsgene APETALA3 (AP3) und PISTILATA (PI) zu einem curly leaf Blatt-Ph&notyp
(Krizek und Meyerowitz, 1996). Von weiteren Genen, inshesondere MADS-Box-Genen, deren
ektopische Expression zu einer Phanokopie des curly leaf Blatt-Phanotyps flhrt, wurde bislang
nicht berichtet.

Eine Phanokopie der veranderten Bliiten-Morphologie der curly leaf Mutante und der 35S::PPM2
Linien wird ebenfalls durch die Uberexpression AG-dhnlicher Gene erzielt (Mizukami und Ma,
1992; Kirchner, 2001). AulRerdem gleicht der 35S::PPM2 Bliten-Phanotyp Mutanten, in denen
das A-Funktionsgens AP2 ausgefallen ist (Gustafson-Brown et al., 1994). Dagegen sind aber bei
der ap2 Mutante die Blatter nicht aufgerollt.

Da der Blatt-Ph&notyp der 35S::PPM2 Linien vergleichbar mit der Blatt-Morphologie der curly
leaf Mutante ist und damit auch durch Uberexpression AG-dhnlicher Gene oder andererseits durch
gleichzeitige Uberexpression von AP3 und Pl erzielt wird, sollte ausgeschlossen werden, daR
PPM2 indirekt Uber die ektopische Expression der endogenen A. thaliana Gene wirkt. Durch
Expressionsanalysen in transgenen 35S::PPM2 Linien konnte gezeigt werden, daf diese
Phéanokopie in den Bléattern nicht durch Expression des endogenen AG Gens oder der endogenen
B-Funktionsgene erfolgt. Demzufolge kann auch ausgeschlossen werden, dafl die Expression von
PPM2 zu einem Ausschalten des CLF Gens flhrt.

Da sowohl die veranderte Blatt-Morphologie, als auch die verdnderten Phénotypen der Bliten in
der Gesamtheit nur dem Ausschalten des CLF Gens oder aber der Uberexpression eines AG-
ahnlichen Gens entsprechen, sollte (iberprift werden, ob und inwiefern PPM2 z.B. die Funktion
von AG Ubernehmen kann.

Es war daher versucht worden, die agamous Mutante von A. thaliana mittels PPM2 Expression zu
komplementieren. In der verwendeten Mutante ag-1 ist keine endogene AG-Funktion mehr
vorhanden (Yanofsky et al., 1990). Die morphologische Untersuchung unabhéngiger transgener
Linien ergab, daR die 35S::PPM2 homozygoten agamous Pflanzen aufgerollte Blatter besalen.
Ferner wurden stigmatisches Gewebe, Ovula-Primordien und selten komplette Ovula an den
Sepalen transgener homozygoter agamous Pflanzen gebildet. Haufig wuchsen aus den
differenzierten, undeterminierten Bliten neue Bliten und Infloreszenzen heraus. Diese durch
PPM2 Expression im homozygoten agamous Hintergrund erhaltenen Phénotypen gleichen den
Phénotypen von 35S::GGM3 transgenen Pflanzen mit homozygotem agamous Hintergrund
(Kirchner, 2001). GGM3 ist das AG-Orthologe aus der Gymnosperme Gnetum gnemon (Winter et
al., 1999). Auch GGM3 flhrte nicht zu einer weitreichenden Komplementation der agamous

Mutante. Hierbei waren die Entstehung von Ovula auf den Sepalen und die Bildung neuer
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Infloreszenzen in den Bliten, die als Umschaltung von einem Bllitenmeristem zu einem
Infloreszenzmeristem bezeichnet wurde, als eine AG-Teilkomplementation durch GGM3 gewertet
worden (Kirchner, 2001).

Fur die weiteren Betrachtungen werden die verschiedenen Aspekte der durch PPM2 Expression
veranderten Phénotypen separat betrachtet. Es wird daher der curly leaf Blatt-Phanotyp zum einen
von der Entwicklung reproduktiver Organe und zum anderen von der Umwandlung der
Blutenmeristem-ldentitat zur Infloreszenzmeristem-Identitdt abgegrenzt. Zusétzlich kommt es in
den 35S::PPM2 Pflanzen im WT Hintergrund von A. thaliana zur Ausbildung terminaler Bliiten
an den im WT undeterminierten Infloreszenzachsen, wodurch die Blutenanzahl der Pflanzen
verringert ist.

Bei allen vier Prozessen stellt sich die Frage, auf welche Weise die Expression von PPM2 zu den
beobachteten Effekten gefiihrt haben kénnte. Das bedeutet, ob PPM2 direkt Teilfunktionen eines
AG-dhnlichen Gens Ubernimmt, oder ob zumindest ein Teil der Funktionen Uber alternative
Signal-Wege erflllt wird und so zu den beschriebenen Phénotypen filhrt. Wenn PPM2 (ber
alternative Signal-Wege zu diesen veranderten Phanotypen fiihrt, so stellt sich die Frage, welche
Faktoren daran beteiligt sein kdnnten. Wenn solche Faktoren auch in P. patens auftraten, wiirden
diese Interaktionen vielleicht die endogene Funktion von PPM2 in P. patens widerspiegeln.

Zur Entstehung weiblicher reproduktiver Blutenorgane in A. thaliana sind alternative Signal-
Wege unabhdngig von AG beschrieben worden. Eine Mdglichkeit zur Erzeugung von Ovula in
Bluten von A. thaliana in denen keine C-Funktion vorhanden ist, fiihrt Gber die Gene CRABS
CLAW und SPATULA, wobei CRABS CLAW ein Transkriptionsfaktor der YABBY-Genfamilie ist
(Alvarez und Smyth, 1999; Bowman und Smyth, 1999). CRABS CLAW und SPATULA wirken
unabhéngig voneinander und parallel zu AGAMOUS bei der Karpell-Entwicklung. Wie im Fall
von AGAMOUS, wird auch die Expression von CRABS CLAW und SPATULA durch das A-
Funktionsgen APETALA2 (AP2) unterdriickt. Zusatzlich werden diese beiden Gene auch durch
das B-Funktionsgen PI reprimiert. Demnach werden CRABS CLAW und SPATULA nur in den
Wirteln exprimiert, in denen weder AP2 noch Pl vorkommen, das heift, im WT von A. thaliana
nur im vierten Wirtel (Alvarez und Smyth, 1999; Bowman und Smyth, 1999). Unter der
Annahme, dall die Ausbildung von stigmatischem Gewebe, Ovula-Primordien und Ovula an den
Sepalen der 35S::PPM2 transgenen homozygoten agamous Pflanzen tber CRABS CLAW und
SPATULA erfolgt, und nicht durch PPM2 direkt, miiite PPM2 antagonistisch zu AP2 wirken,
wodurch zumindest lokal AP2 nicht exprimiert wird und CRABS CLAW und SPATULA gebildet
werden. Alternativ dazu kénnte PPM2 auch direkt als Adressat des Weges zu Ovula iiber CRABS
CLAW und SPATULA wirken.

Da durch die Expression von CRABS CLAW und SPATULA jedoch die Ausbildung aufgeroliter

Blatter, sowie die Umwandlung der Blitenmeristeme zu Infloreszenzmeristemen nicht erkléart
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werden kdnnen, muBte eine Spaltung der PPM2 Wirkung angenommen werden. So kdnnten
stigmatisches Gewebe, Ovula-Primordien und Ovula in der Blute Gber CRABS CLAW und
SPATULA entstehen, wahrend die Wirkung von PPM2 auf die Morphologie der Rosettenblatter
und der Blutenmeristem-ldentitdt (ber andere Wege erfolgen wirde, z.B. durch PPM2

gemeinsam mit den endogenen Interaktionspartnern von AG.

Wenn PPM2 direkt AG-Funktionen tibernehmen kann, so muf? unterstellt werden, dall PPM2 mit
den Interaktionspartnern von AG direkt interagieren kann oder die gleichen Zielgene wie AG
ansteuern kann, und so zu denselben phdanotypischen Verdnderungen fuhrt. Als direkte
Interaktionspartner des AG Proteins sind im in-vitro Testsystem bislang die MADS-Doménen-
Proteine SEP1, SEP2, SEP3 und AGL6 nachgewiesen worden (Fan et al., 1997).

Es stellt sich die Frage, wie PPM2 auf molekularer Ebene mit den Interaktionspartnern von AG in
Wechselwirkung treten kdnnte. In Phylogenierekonstruktionen féllt PPM2 nicht in die Klade der
AGAMOUS-dhnlichen Gene, so daf hieraus keine Orthologie-Beziehung von PPM2 zu den AG-
ahnlichen Genen abgeleitet werden konnte. Demgegentber bilden AG-ahnliche Gene aus
dikotylen und monokotylen Blutenpflanzen und Gymnospermen eine stets klar abgegrenzte Klade
phylogenetisch eng verwandter Gene (Tandre et al., 1995; Theifen et al., 1996; Theillen et al.,
2000; Kirchner, 2001).

Da PPM2 zwar zum einen AG-ahnliche Uberexpressions-Phéanotypen aufweist, zum anderen aber
nicht in die AG-Subfamilie féllt, konnte diese Phanokopie eventuell durch strukturelle
Anhnlichkeiten der Proteine erklart werden. Die auffalligste Gemeinsamkeit zwischen PPM2 und
zahlreichen AG-ahnlichen C-Funktionsgenen aus Angiospermen und Gymnospermen ist das
Auftreten eines sieben AS langen Sequenzmotivs, das in den AG-adhnlichen Proteinen das
hochkonservierte C-terminale Ende darstellt. In PPM2 befindet sich dieses Motiv innerhalb der C-
Domane, wobei der Abstand zum C-terminalen Ende der K-Doméne in AG-&hnlichen Proteinen
und PPM2 gleich ist. Ob diese Motive in allen Proteinen von einem gemeinsamen Vorlaufer
abstammen und damit homolog sind, oder ob das Motiv in den Linien, die zu den heutigen
Moosen und Gefal3pflanzen fihrten, mehrfach unabhéngig entstanden ist, bleibt unklar. Eine
funktionelle Bedeutung dieses C-terminalen sieben AS langen Motivs konnte bislang nicht
nachgewiesen werden. So wurde in Uberexpressionsstudien nur gezeigt, daB das AGAMOUS-
Protein ohne C-Domane nicht funktionsfahig ist (Mizukami et al., 1996). Hierbei erfolgte jedoch

keine Analyse der C-Doméne in Bezug auf funktionelle Untereinheiten.
Die Analyse der Ursachen der AGAMOUS Teilfunktionen fiihrt zu zwei Vorgangen, die von

AGAMOUS beeinflult werden: die Festlegung von Organidentitit und die Kontrolle von
Zellteilungs- und Meristemaktivitat. Als Organidentitatsgen bestimmt AGAMOUS die Ausbildung
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von Stamina im dritten und Karpellen im vierten Wirtel der A. thaliana Blite. In folgenden
Prozessen scheint AGAMOUS die Rolle eines Repressors von Meristemaktivitat zu besitzen:

Beim durch AGAMOUS verursachten curly leaf Blatt-Phanotyp kommt es zu einem Aufrollen der
Blatter zur Mitte hin. Zudem sind die Blatter in den Mutanten kleiner und schmaler als im WT
(Goodrich et al., 1997; Kim et al., 1998). Dies wird durch eine Reduktion der Zellteilungen in den
Blattern bedingt, sowie durch eine geringere Zellstreckung (Kim et al., 1998). Demnach kommt es
durch die Expression von AG in den Blattern zu einer Reduktion der Meristemaktivitat, das heift
AG wirkt als Repressor der Zellteilungen.

Desweiteren besitzt AG eine Funktion bei der Determination der Blute. Das bedeutet, AG
kontrolliert den Ubergang des Bliitenmeristems vom undeterminierten zum determinierten
Zustand (Mizukami und Ma, 1997). Hierbei liegt die endogene Funktion von AG in der
Repression der meristematischen Aktivitat des Bliitenmeristems.

Schliellich ist ein weiterer Fall bekannt, in dem AG als Repressor von Meristemaktivitat wirken
konnte. So fiihrt die Uberexpression von AG zur Ausbildung von terminalen Bliiten, bestehend
aus wenigen Karpellen oder karpelloiden Organen. Demzufolge ist es mdglich, daB die ektopische
Expression von AG die Undeterminiertheit von Infloreszenzen reduziert (Mizukami und Ma,
1992).

Da PPM2 gerade die meristematischen Funktionen von AG im heterologen Testsystem A.
thaliana direkt oder indirekt U(bernehmen kann, wird eine Konservierung dieses
Regulationsmechanismus von Meristemaktivitat durch MADS-Box-Gene nahegelegt. SchlieBlich
wirkt PPM2 sehr wahrscheinlich auch in Physcomitrella patens selbst als Repressor von
Zellteilungen und Meristemaktivitit beim Ubergang vom filamentdsen zum meristematischen

Wachstum im Moos-Lebenszyklus.

Womdglich unterscheidet sich AGAMOUS in seiner Wirkungsweise auf Meristeme von den
meisten anderen MADS-Box-Genen der hoheren Pflanzen. So kénnte AGAMOUS uber einen
urspriinglichen Regulationsmechanismus wirken, der unter den MADS-Box-Genen der héheren
Pflanzen nicht weit verbreitet ist. Da sowohl AGAMOUS, als auch PPM2 Meristemaktivitaten
regulieren, konnte dieser Wirkungsmechanismus bereits im letzten gemeinsamen Vorlaufer-Gen
vorhanden gewesen sein. Ein urspriinglicher Wirkungsmechanismus AG-&hnlicher Gene wird
durch die wahrscheinlich friihe Entstehung dieser Genfamilie nahegelegt (Purugganan et al.,
1995). Im Verlauf der Evolution der Samenpflanzen hat sich dann die Wirkungsweise der MADS-
Box-Gene veréndert. Dabei hat sich die MADS-Box-Gen-Anzahl innerhalb der Samenpflanzen

vergrofert, wahrend die Funktionen der einzelnen Gene spezifischer wurden.
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5 Zusammenfassung

MADS-Box-Gene spielen in Angiospermen eine wichtige Rolle bei der Ausbildung der
Bliitenstruktur und in Gymnospermen bei der Spezifizierung reproduktiver Organe. Dagegen ist
nicht bekannt, welche Funktion MADS-Box-Gene in urspriinglicheren GefaRpflanzen wie den
Farnen, sowie auRerhalb der GefaRpflanzen innehaben. Es wurden daher MADS-Box-Gene aus
dem Laubmoos Physcomitrella patens hinsichtlich ihrer Funktion untersucht. Physcomitrella
patens ist die einzige bekannte Landpflanze, die ein effizientes System zum gezielten Ausschalten
von Genen mittels Homologer Rekombination besitzt.

Anhand von Sequenzahnlichkeiten und den Exon-Intron-Strukturen konnten zwei Klassen von P.
patens MIKC-Typ MADS-Box-Genen unterschieden werden: der MIKC®-Typ und der MIKC'-
Typ. Die P. patens MIKC®-Typ Gene PPM1, PPM2 und PpMADS1 entsprechen in ihrer Struktur
den bislang bekannten MIKC-Typ Genen der héheren Pflanzen. So weisen alle eine vergleichbare
Exon-Intron-Struktur auf, ein konserviertes Muster hydrophober AS in der K-Doméne, sowie die
diagnostische Lénge des flinften und sechsten Exons von 42 Bp. Hierbei liegt die 1-Domane auf
einem Exon. Dagegen weichen die MIKC™-Typ Gene PPM3, PPM4, PpMADS2 und PpMADS3
von dieser sehr einheitlichen Struktur ab, indem die I-Domane auf vier bzw. fiinf Exons verteilt
liegt und deutlich langer als die der MIKC®-Typ Gene ist.

Desweiteren konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, daf die MADS-Box-Gene vom
MIKC -Typ nicht auf P. patens begrenzt sind. So wurde anhand der langeren, auf vier Exons
verteilten 1-Doméne auch LAMB1 aus dem Bérlapp Lycopodium annotinum als MIKC -Typ Gen
erkannt. Diese Verwandtschaft wird auch durch Phylogenierekonstruktionen unterstiitzt, in denen
die MIKC"-Typ Gene eine gut unterstiitzte Subfamilie bilden. Durch die Isolierung von MIKC®-
und MIKC™-Typ Genen sowohl aus P. patens, als auch aus L. annotinum kann geschlossen
werden, dal der letzte gemeinsame Vorfahre von Moosen und Bérlappen vor etwa 450 Millionen
Jahren bereits je mindestens ein MIKC®- und ein MIKC™-Typ Gen besessen hat.

Im Rahmen dieser Arbeit konnten Hinweise darauf erlangt werden, dal Gen-Netzwerke, ahnlich
den aus hoheren Pflanzen bekannten, auch in Moosen vorkommen. Unterstiitzt wird dies durch
das Auftreten regulatorischer Promotorelemente, durch die grofle Anzahl von je mindestens funf
MADS-Box-Genen vom MIKC®- und MIKC -Typ, sowie durch das Vorhandensein von zur
Protein-Dimersierung bendétigten K-Domaénen in den abgeleiteten Genprodukten.

Im Rahmen der funktionellen Analysen im homologen System wurde jeweils ein MIKC®-Typ
Gen, PPM2, und ein MIKC -Typ Gen, PPM3, mittels homologer Rekombination ausgeschaltet,
sowie PPM2 unter dem konstitutiven 35S-Promotor in P. patens Uberexprimiert. Die
phénotypische Analyse der durch Southern-Analysen identifizierten PPM3 knock-out Linien

zeigte keine offensichtlichen morphologischen oder physiologischen Veranderungen auf.
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Dagegen ergab die Analyse der PPM2 knock-out Linien, sowie der transgenen 35S::PPM2
Uberexpressionslinie, da® PPM2 wahrscheinlich ein Repressor ist, der den Ubergang vom
Protonema-Stadium zum Gametophoren-Stadium unterdriickt, und damit den Ubergang vom
filamentdsen zum meristematischen Wachstum reguliert.

Im Rahmen der funktionellen Studien im heterologen System wurden PPM2 und PPM3 unter
dem konstitutiven 35S-Promotor in Arabidopsis thaliana exprimiert. Bei den transgenen
35S::PPM3 Linien konnten keine Verdnderungen festgestellt werden. Dagegen resultierte die
Expression von PPM2 in A. thaliana in einer Phanokopie des curly leaf Phénotyps. Sowohl in
transgenen Pflanzen mit WT Hintergrund, als auch mit homozygotem agamous Hintergrund
konnte PPM2 insbesondere die Meristemkontroll-Funktionen von AGAMOUS (ibernehmen. Die
Analyse dieser Daten zeigt, daR PPM2 und AGAMOUS, zumindest in Teilen, sehr &hnlich wirken
kdnnen. Da die Regulation von Meristemaktivitaten durch MADS-Box-Gene sowohl in Moosen,
als auch in Samenpflanzen auftritt, kénnte dieser Mechanismus bereits im letzten gemeinsamen
Vorlaufer der rezenten Moose und Samenpflanzen vorhanden gewesen sein, und somit auch eine

urspringliche Wirkungsweise von MADS-Box-Genen darstellen.
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6 Abstract

MADS-box genes play important roles in the formation of flowers within angiosperms, as well as
in the formation of reproductive structures within gymnosperms. In contrast, nothing is known
about the function of MADS-box genes within more basal tracheophytes such as ferns, or within
non-seed plants. Thus, it was decided to study the function of MADS-box genes within the moss
Physcomitrella patens, which is the only land-plant known so far that offers the possibility to
knock out genes via homologous recombination.

The MADS-box genes of P. patens represent the MIKC-type MADS-box genes previously known
only from higher plants and ferns. By comparison of sequence similarities and by studying exon-
intron-structures the P. patens MADS-box genes can be at least divided into two types: the
MIKC"- and MIKC -type. The MIKC -type genes of P. patens PPM1, PPM2 and PpMADS1 have
nearly identical structures as the MIKC-type genes from higher plants. They share a comparable
exon-intron-structure, the conserved pattern of hydrophobic aminoacids within K-domains, as
well as the diagnostic length of the fifth and sixth exon of 42 bp. The I-domain is placed on one
exon.

In contrast, the MIKC -type genes PPM3, PPM4, PpMADS2 and PpMADS3 differ from this
conserved structure at least by longer I-domains distributed on four or five exons, respectively. It
was shown that the MIKC-type genes are not restricted to the moss Physcomitrella patens. Even
LAMB1 from the lycopod Lycopodium annotinum shows this longer I-region consisting of four
exons instead of one. That LAMB1 belongs to the MIKC -type genes is also supported by
phylogeny reconstructions, with the MIKC -type genes forming a clade supported by high
bootstrap-values. Due to the isolation of MIKC*- and MIKC -type genes from P. patens and from
L. annotinum, the last common ancestor of mosses and lycopods about 450 MYA must have had
at least one MIKC®- and one MIKC -type gene, respectively.

In this work, evidence was gained that gene networks as known so far from higher plants, might
even exist in mosses. This is supported by the appearance of regulatory promoter elements, the
high number of at least five MADS-box genes of MIKC®- and MIKC -type each, and the
existence of K-domains in the predicted gene-products, which are necessary for protein
dimerization.

During the course of functional studies the MIKC -type gene PPM2, as well as the MIKC -type
gene PPM3 was knocked out via homologous recombination. Furthermore, PPM2 was expressed
constitutively in P. patens under control of the 35S-promoter of the Cauliflower Mosaic Virus.
The phenotypic analysis of PPM3 knock out lines detected by Southern-analysis did not reveal a
mutant phenotype. Moreover, the analysis of PPM2 knock out lines, as well as of the transgenic

35S::PPM2 overexpressing line, showed, that PPM2 might act as a repressor of the transition
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from protonema to gametophore development. Thus, PPM2 might control the transition from
filamentous to meristematic growth.

Moreover functional studies of moss MADS-box genes in the heterologous system of Arabidopsis
thaliana were performed. The genes PPM2 and PPM3 were expressed constitutively under
control of the 35S-promoter. The overexpression of PPM3 did not result in a change of
phenotype. In contrast, constitutive expression of PPM2 in transgenic Arabidopsis thaliana under
control of the 35S-promoter leads to a phenocopy of the curly leaf phenotype. In transgenic plants
with wildtype background as well as in homozygous agamous mutants of A. thaliana PPM2 was
able to substitute in especially the meristematic functions of AGAMOUS. Analysing these data
leads to the conclusion that PPM2 and AGAMOUS function at least in some aspects in very
similar ways. Since this regulation of meristems can be found in seed plants and mosses, it might
have already been present within the last common ancestor of extant mosses and seed plants, and

thus it might reflect an ancient mechanism of MADS-box gene action.
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8 Anhang

Anhang

8.1 Abkurzungsverzeichnis

Physikalische Einheiten, chemische Formeln, die gangigen Abkiirzungen fiir Nukleotide und
Nukleinsdurebasen sowie der Ein-Buchstaben-Code fiir Aminosauren sind nicht aufgefihrt.

A. thaliana
A. majus
Abb.

al.

AS
BLAST
Bp
CaMV
cDNA
cDNAs
Ci
DIECA
DNA
GUS

kB

kBp

L. annotinum
V]

m

min
MRNA

p

5]

P. patens
PCR
PEG
RACE

RAGE

RNA
RT-PCR
sek
UTR

X

Arabidopsis thaliana

Antirrhinum majus

Abbildung

alii

Aminosaure(n)

Basic Local Alignment Search Tool
Basenpaar(e)

Cauliflower Mosaic Virus

complementary DNA (= komplementéare DNA)
Plural von cDNA

Curie

Natriumdiethyldithiocarbaminat
Desoxyribonukleinsdure

b-Glucuronidase

Kilobasen

Kilobasenpaare

Lycopodium annotinum

mikro

milli

Minute(n)

messenger-RNA (= Boten-RNA)

Plasmid

Primer

Physcomitrella patens

polymerase chain reaction(s) (= Polymerase-Ketten-Reaktion(en))
Polyethylenglycol

rapid amplification of cDNA ends (= schnelle Vervielféltigung von cDNA-
Enden)

rapid amplification of genomic ends (= schnelle Vervielféltigung von
genomischen Enden)

Ribonukleinsdure

reverse transcriptase RCR (= Umkehr-PCR)
Sekunde(n)

untranslated region (= untranslatierter Bereich)
...fach

8.2 Nomenklatur von Genen und Genprodukten

Wildtyp-Gen:

Protein:
Mutante:

GroRbuchstaben, kursiv Beispiel: PPM2
GroRbuchstaben Beispiel: PPM2
Kleinbuchstaben, kursivBeispiel: agamous
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8.3 Alignment zur Phylogenierekonstruktion in Abb. 6

Symbol
GapWei ght :

Nane:
Nane:
Nane:
Nane:
Nane:
Nane:
Nane:
Nane:
Nane:
Nane:
Nane:
Nane:
Nane:
Nane:
Nane:
Nane:
Nane:
Nane:
Nane:
Nane:
Nane:
Nane:
Nane:
Nane:
Nane:
Nane:
Nane:
Nane:
Nane:
Nane:
Nane:
Nane:
Nane:
Nane:
Nane:
Nane:
Nane:
Nane:
Nane:
Nane:
Nane:
Nane:
Nane:
Nane:
Nane:
Nane:
Nane:
Nane:
Nane:
Nane:
Nane:

I

conpari son table:

PpMADS2
PpMADS3
PPM4
PP\VB

def
prmads1
ap3

crnB
crnd
jointless
st mads16
st mads11
glo
prmads?2
pi

ggng
prglo
cer mads5
crml
crmg

tnB

t obmads1
def h24
dal 3
PP\R
PPML
PpMADS1
ggnt3
znmil7
ap3_2

ag

pl e

znmil
ggnB
samadsb
squa
zapl

pr mads?2
zag3

agl 13
agl 6
agl 2

onil

zmmB
crnbg

agl 17
def h125
agl 15
agl 12
cer mads3
LAMB1

GenRunDat a: bl osun62. cnp  ConpCheck
8; GaplLengt hwei ght:

Len:
Len:
Len:
Len:
Len:
Len:
Len:
Len:
Len:
Len:
Len:
Len:
Len:
Len:
Len:
Len:
Len:
Len:
Len:
Len:
Len:
Len:
Len:
Len:
Len:
Len:
Len:
Len:
Len:
Len:
Len:
Len:
Len:
Len:
Len:
Len:
Len:
Len:
Len:
Len:
Len:
Len:
Len:
Len:
Len:
Len:
Len:
Len:
Len:
Len:
Len:

2

131
131
131
131
131
131
131
131
131
131
131
131
131
131
131
131
131
131
131
131
131
131
131
131
131
131
131
131
131
131
131
131
131
131
131
131
131
131
131
131
131
131
131
131
131
131
131
131
131
131
131

Check:
Check:
Check:
Check:
Check:
Check:
Check:
Check:
Check:
Check:
Check:
Check:
Check:
Check:
Check:
Check:
Check:
Check:
Check:
Check:
Check:
Check:
Check:
Check:
Check:
Check:
Check:
Check:
Check:
Check:
Check:
Check:
Check:
Check:
Check:
Check:
Check:
Check:
Check:
Check:
Check:
Check:
Check:
Check:
Check:
Check:
Check:
Check:
Check:
Check:
Check:

5428
4592
5810
6589
2468
1107
503
1179
106
9673
5927
7584
1779
3332
9777
2763
9287
6864
7037
7234
25
799
846
49
9230
9627
7961
1794
3064
5081
3706
2101
2932
1352
8703
9811
1313
1577
9879
467
9487
699
1644
8617
8737
556
975
2205
8415
7767
2116

Wi ght :
Wi ght :
Wi ght :
Wi ght :
Wi ght :
Wi ght :
Wi ght :
Wi ght :
Wi ght :
Wi ght :
Wi ght :
Wi ght :
Wi ght :
Wi ght :
Wi ght :
Wi ght :
Wi ght :
Wi ght :
Wi ght :
Wi ght :
Wi ght :
Wi ght :
Wi ght :
Wi ght :
Wi ght :
Wi ght :
Wi ght :
Wi ght :
Wi ght :
Wi ght :
Wi ght :
Wi ght :
Wi ght :
Wi ght :
Wi ght :
Wi ght :
Wi ght :
Wi ght :
Wi ght :
Wi ght :
Wi ght :
Wi ght :
Wi ght :
Wi ght :
Wi ght :
Wi ght :
Wi ght :
Wi ght :
Wi ght :
Wi ght :
Wi ght :

el el e e o  a a al al al a a
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PpMADS2
PpMADS3
PPM4
PP\VB

def
prmads1
ap3

crnB
crnd
jointless
st mads16
st mads11
glo
prmads?2
pi

ggng
prgl o
cer mads5
crml
crmg

tnB

t obmads1
def h24
dal 3
PP\WR
PPML
PpMADS1
ggmi3
znmil7
ap3_2

ag

pl e

znil
ggn8
samadsb
squa
zapl

pr mads?2
zag3

agl 13
agl 6
agl 2

onl

zmm8
crnog

agl 17
def h125
agl 15
agl 12
cer mads3
LAMB1

1
MGRVKLEI KK
MGRVKLEI KK
MGRVKLEI KK
MGRVKLEI KK
MARGKI Q KR
MARGKI Q KR
MARGKI Q KR
MGRGKI EMKR
MGRCKI EMKR
MAREKI Q KK
MAREKI KI KK
MVRQKI Q KK
MGRGKI El KR
MGRGKI El KR
MGRGKI El KR
MGRGKI EMKK
MGRGKI El KM
MVRRKI KI KR
MVRRKI KI KR
MVRTKI KI KR
MVRGKTQVRR
MVRGKTQVRR
MVRGKTQVRR
MVRGKTQVKR
MGRCKI El KK
MGRCKI El KK
MGRGKI El KK
MGRGKI El KR
MGRGKI El KR

| ENPTNRQVT YSKRRNGLI K
| ENPTNRQVT FSKRRNGLI K
| ENPTNRQVT YSKRRNGLVK
| ENSANRQVT YSKRRNGLTK
| ENQTNRQVT YSKRRNGLFK
| ENQTNRQVT YSKRRNGLFK

| ENQTNRQVT
| ENRTTRQVT
| ENKTTRQVT
| DNSTARQVT
| DNI TARQVT
| DNLTARQVT
| ENSSNRQVT
| ENSSNRQVT
| ENANNRWWT
| ENTNNRQVT
| ENATNRQVT
| ENATTRQVT
| ENATTRQVT
| ENATTRQVT
| ENATSRQVT
| ENATSRQUT
| ENATSRQUT
| ENDTSRQVT
| ENTTSRQUT
| ENTTSRQUT
| ENTTSRQUT
| ENTTNRQVT
| ENSTNRQVT

YSKRRNGLFK
FCKRRAGLVK
FCKRRAGLVK
FSKRRRGLFK
FSKRRRGLFK
FSKRRRGLFK
YSKRRNG WK
YSKRRNG | K
FSKRRNGLVK
FSKRRNGL MK
FSKRRGGLKK
FSKRRGGLLK
FSKRRGGLLK
FSKRRGGLFK
FSKRRNGLLK
FSKRRNGLLK
FSKRRNGLLK
FSKRRNGLLK
FCKRRGGLLK
FSKRRGGLLK
FSKRRGGLLK
FSKRRGGLLK
FSKRRGGLLK

SGRGKI El KR
NGRGKI El KR
MGRGRI El KR
MGRGKI El KR
MGRGRVQLKR
MGRGKVQLKR
MGRGKVQLKR
MGRGRVELKR
MGRGRVELKR
MGRGKVEVKR
MGRGRVEMKR
MGRGRVELKR
MGRGRVELKM
MGRGKVELKR
TSRGKI Q RR

MARGKI QLKR
YRSPRI Al RR
MGRRKI EMQK

| ENTTNRQVT
| ENI TNRQVT
| ENNTSRQVT
| ENTTNRQVT
| ENKI NRQVT
| ENKI NRQVT
| ENKI NRQVT
| ENKI NRQVT
| ENKI NRQVT
| ENKI TRQVT
| ENKI NRQVT
| ENKI NRQVT
| ENKI NRQVT
| ENKI SRQUT
| ENTTSRQUT
| DDSTSRQVT
| DKSTSRQVT
| ENANSRQVT

I ENPVHRQVT
VDNATNRQVT

I KNNNARNVT

GGLLK
FCKRRNGLLK
FCKRRNGLLK
FCKRRNGLLK
FCKRRNGLLK
FSKRRSCGLLK
FSKRRGGLLK
FSKRRNGLLK
FSKRRNGLLK
FSKRRNGLLK
FSKRKSCGLLK
FSKRRNGLLK
FAKRRNGLLK
FAKRRKRLLK
FAKRRNGLLK
FSKRRNGLLK
FSKRRKCGLI K
FSKRRSCGLLK
FSKRRSCGLLK
FCKRRTCGLLK
FSKRRNGLLK
FCKRKTGLMK

50
KAYELSVLCD | DLALI MFSP
KAYELSVLCD | DLALI MFSP
KAYELSVLCD | DLALI MFSP
KAYELSVLCD | DLALI MFSP
KAHELSVLCD AKVSI I M SS
KANELTVLCD AKVSI I M SS
KAHELTVLCD ARVSI | MFSS
KARELSVLCD ADVALI VFSS
KARELSLLCD ADVALI VFSP
KAEELSVLCD ADVALI | FSS
KAEELSVLCD ADVALI | FSS
KAQELSTLCD ADI GLI VFSA
KAKEI SVLCD AHVSVI | FAS
KAKEI TVLCD AKVSLI | FGN
KAKEI TVLCD AKVALI | FAS
KAQELAVLCD AEVGLI | FSS
KAQELSVLCN AEVALI | FSS
KAHDLSVLCD ADVGVI | FSS
KAHDLSVLCD AEVAVI | FSS
KAHDLSVLCD AEVAVI | FSS
KAFELSVLCD AEVGLI | FSP
KAFELSVLCD AEVGLVI FSP
KAFELSVLCD AEVSLI | FSP
KAYELSVLCD AEVALI VFSP
KAHELAVLCD AEVALVI FSS
KAHELAVLCD AEVALVI FSS
KAHELAVLCD AEVALVI FSS
KAHELSVLCD AELGLI | FSS
KANELAVLCD ARVGWVI FSS
KARELAI LCD AQLGVI | FSS
KAYELSVLCD AEVALI VFSS
KAYELSVLCD AEVALVWVFSS
KAYELSVLCD AEVALVWVFSS
KAYELSVLCD AEVALI VFSS
KAHEI SVLCD AEVALVI FSS
KAHELSVLCD AEVALI VFSN
KAHEI SVLCD AEVAVI VFSP
KAYELSVLCD AEVALI | FSS
KAYELSVLCD AEVALI | FSS
KAYELSVLCD AEVSLI | FST
KAYELSVLCD AEVALI | FSS
KAYELSVLCD AEVALI | FSN
KAYELSVLCD AEVALI | FSN
KAYELSLLCD AEVALI | FSG
KAHELSVLCD AEI ALI | FSS
KAKELAI LCD AEVCLI | FSN
KAKELAI LCD AEVGWVI FSS
KARELSVLCD AEVAVI VFSK
KAKELSVLCD AEl GWI FSP
KASELSI LCD AEI AAI VFSS
KAFELSVLCG VDVGLLMFAP
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PpMADS2
PpMADS3
PPMV4
PP\VB

def
prmads1
ap3

crnB
crnd
jointless
st mads16
st mads11
glo
prmads?2
pi

ggng
prgl o
cer mads5
crml
crmg

tnB

t obmads1
def h24
dal 3
PP\WR
PPML
PpMADS1
ggnt3
znmil7
ap3_2

ag

pl e

znil
ggnB
samadsb
squa
zapl

pr mads?2
zag3

agl 13
agl 6
agl 2

onl

zmB
crnog

agl 17
def h125
agl 15
agl 12
cer mads3
LAMB1

51
SGKLTQYCNC
SGKLTQYCNC
SGKLTQYSNC
SGKLTQYSNC
TQKLHEYI SP
TGKLHEFI SP
SNKLHEYI SP
SGRLFEYAGS
SGRLFEYAGS
TGKLFDYSSS
TGKLFDFAST
TGKLFEYSSS
SGKVHEFCSP
SGKVHEYCSP
NGKM DYCCP
TGKLFQYCNT
TGKLHEWSSS
KGKLFQFANP
KGKLFQFANP
KGKLFHFG\P
RGKL YEFASS
RGKLYEFASS
RGKL YEFASS
RGKL YEFANP
TGKLFEYASS
TGKLFEYASS
TGKHFEFASS
SGKLFEYSSA
TGKMFEYCSP
SGKMFEFSSP
RGRLYEYSNN
RGRLYEYANN
RGRLYEYANN
RGRL YEFANN
KGKLFEYSTD
KGKLFEYSTD
KGKLYEYATD
RGKL YEFGSA
RGKL YEFGSA
GGKL YEFSNV
RGKL YEFGSV
RGKLYEFCSS
RGKLYEFCSS
RGRLFEFSSS
TGKLFEYSSS
TDKLYDFASS
TGKLYEFSST
SGKLFEYSST
QGKLFELATK
TGRLSEFASS
TGKLSLYASK

ELKKAQQEKE
ELKKAQQEKE
ELKKSQQEKE
ELKKTQHEKE
HLKKLNEVNR
QLRKLKEVNR
TKRKLLETNR
ELTELRKEVE
EL SKLKEEAN
NYSRLSKEI S
LNVRLSKQVA
THAML SRDFV
El NRVKKEND
El DRI KKEND
El DRI KKEND
ELI KERRENE
EMRRI TKENE
El DRI TLFTE
EADRLTVFTE
EADHLTVFTE
EAANLMKKI E
AAASLMVKKI E
ETVSMVKKI E
SMQKMEERI K
EWKLREQLE
EWKLQEQVE
EVI KLKQQVE
EMTRVKNENE
EMTRVKNENVE
El TRVKNEI D
ESAKLRQQ |
EANKLRRQ R
ESVKLRNQ Q
EAVKLKQQ D
EHAKLKARVE
EYSKLKARI E
EYRKLKAKI E
EVGKLKARVE
EMSKLRAKFE
EVTKLKCKYE
EVTKLKSKYE
EYLKLKGRYE
EYLKLKNRVE
DYLKLRTRVD
EAERLKERLT
EAETLRQELH
EAATLRQQLQ
EVDI LKDQLS
El NVLKQEI E
QALHLRRQVG
NLKM QVKKA

LVQQRARLYL ADEQLLQGVT
LVQQRARLYL ADEQLLQGVT
LVQQRARLYL ADQQLLQSVT
LI QQRI RLYL ADEQLLQSVT

NLRREI RQRM GE. . SLNDL.
NLRKEI RQRM GE. . SLNDL.
NLRTQ KQRL GE. . CLDEL.
SLRQEKRRKD GDI HDLKLL.
| LKNDKRI RR GDVHALEAL.

EKSHRLRQVR GE. .
DKTRELRQVR GE. .
. ELQAL.
. DI TTL.
. DI NSL.
. DI QSL.
. Dl GEL.
. EVNSL.
. DLERL.
. DLERL.
. DLERL.
. GLGsC.
. GLQsC.
. GLGTC.
. ELASC.
. DLSLL.
. DLSAL.
. DLSAL.
. DLTSL.
. DLSSL.
. DLTSL.
. TI GSM
. GVSNM
. SVG\L.
. CLQGsM
. DLDSL.
. DLDSM
. DLESL.
. DLGPL.
. ELGPL.
. DLEGM
. DLGEM
. DLGPL.
. DLGPL.
. DLGPL.
. SLGSL.
. ELNGL.
.ELQAL.
. GLNPL.
. GDGAM
. NAAAL.
YTEFQ QLYQ G . .

EKNRELRQLH
SMQ ELRHLK
NVQVKL RHLK
SLQLELRHLK
KLRSKLRYMM
SLQERLRHWN
KLKALQRNVI

KLKM_QSNVI

KLKLLQSWI

LLETAKRKFL
LLEESKRKLL
QLETSKRKLL
| LESRQRKW
QLKASHRHM.
RLKSSQRRM.
RLESSQRHM.
KLQTNI RRVMM
KLETG RRYT
KLQATMRHFA
SI QNSNRQLM
El QTSNRQML
M_LQNTNRHLV
VLNNQ RHYM
VLEKNKRNFM
LLQRNHRHYM
TI QKCHKHLM
LLQRSQRHLL
ALQRTQRHLL
SLLRTHRNLV
SLVRTNRNLL
NLQRQORNLL
ALQRSQRNLL
FLQTTQRNI L
YMEEI QRNML

QRARAARARARARCRRACARARARARCBBRARRRAR

ELQGL.
ELEGL.

G EKL.

100
SVQQLANVET
SVPQLANMES
SVQQLANVET
SVQQLANVET
GYEQ VNLI E
NYEQLEELME
DI QELRRLED
SADELDSLEG
SEEELGSLET
NI EELQQLER
SLEELQQ EK
GLDDLMKLEK
NYKELMVLED
NHKEL MVLEE
NLKNLMAVEH
KI AQLEKLEH
KLPELFKLEE
SLRDLI HLEQ
SLRDLI HLEQ
SVRDI | YLEQ
TLQEVQQ EK
SLVELQQ EK
NVEELQQLEQ
ALSDLNLLES
KVPDLLQLEQ
KVPDLLQLEQ
KVSDLLELEQ
TMIELHHLGQ
TLDDVSDLEQ
TMNEMLQLEQ
SPKELRNLEG
ALKDLKSTEA
SLKELKQLES
Tl KELKQLEG
SLKELQSLEH
SLKEI QSLEQ
NPKELQQLEQ
SI KELQQLER
SVKELQQLEK
SI KELQTLER
GVKELQALER
NSKELEQLER
GSKELEQLER
SMKELEQLEN
Q KDLQNLEA
SVKELONI ES
NVEDLHRLEN
TFKELQSLEQ
NLEELLLLEK
SLDELONTEA
SLEGLQNFES
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PpMADS2
PpMADS3
PPMV4
PP\VB

def
prmads1
ap3

crnB
crnd
jointless
st mads16
st mads11
glo
prmads?2
pi

ggng
prgl o
cer mads5
crml
crmg

tnB

t obmads1
def h24
dal 3
PP\WR
PPML
PpMADS1
ggnt3
znmil7
ap3_2

ag

pl e

znil
ggnB
samadsb
squa
zapl

pr mads?2
zag3

agl 13
agl 6
agl 2

onl

zmB
crnog

agl 17
def h125
agl 15
agl 12
cer mads3
LAMB1

101

ELEQALERVR
ELEQALERVR
ELEQAI ERVR
ELEQALERVR
DVDNSLKLI R
NVDNSLKLI R
EMENTFKLVR
EVETSLCSI R
EVEAKLVKI R
SLETGLSRVI
RLEAGFNRVL
LVEGG SRVL
ALENGTSALK
GLTNGLSSI S
Al EHGLDKVR
DLESALRLVR
QLDKAATQVR
Q HESLGRI R
QVHESLGHI R
QFHENLGRI R
QLERSVGTI R
QLERSVSTI R
QLERSVNTI R
QVERGLRHI R
QLDLGASRVR
QLDLGASRVR
QLDQGASRVR
QLESASSRVR
QLEYSVSKVR
QLEI SVNKVR
RLERSI TRI R
KVEKAI SRI R
RLEKG SKI R
KLEKGLGRVR
QLHAAI KSI R
QLDTALKNI R
QLDSSLKHI R
QLEVALTHVR
QLECALSQAR
QLEGALSATR
QLEAALTATR
QLDGSLKQVR
QLDSSLRQ R
Q EVSLKHI R
KLDSGLYKI R
QLEMBLRG R
QLEMBLRGVR
QLYHALI TVR
HLEYW SQ R
RLQ ALDKI R
KLQLSI | NTR

129

ARKNYVSSAY QTANALQRQ
ARKNYVSSAY Q.. NVI QRQ
ARKAYVSSAY EAASVMORQ
TRKAYVTSAY QAVSVMORQ

ERKYKV.
ERKYKV.

ERKFKS. .
KRQKQL. .
SLOXQ . .
ERKGDK. .
El KGTR .
Rl KGDK. .

NKQVEF.

AKGSEI . .
DHQVE! . .

RKKDHA

RRKDHV. .
AKKEEM .
AKKDEL. .
AKKDEL. .
ARKLQV. .
ARKI QV. .
ARKMQL. .
ARKTQ . .
ARKNQL. .
ARKNQL. .
ARKNQL. .
SRKNQL. .

ARKHQL. .
SRKEQL. .

SKKNEL. .
SKKNEL. .
ARKSEL. .
SKRNEK. .
SRKNQA. .

TRKNQL. .
SRKSHL. .

SRKTQV. .
QRKTQL. .
KQKTQV. .
QRKTQV. .
SI KTQY. .
STRTQF. .
SRKNQM .
GAKTQL. .
MKREQ . .
MKKVQM .
ERKERL. .
SAKMDV. .
TRRNEL. .
AFKEQA. .

1S
1G
LG
YR
RE
I'M
I'M
FM
. VR
LR
LI
. VD
LE
IL
IL
M
FK
FK
YM
LV
IL
IL
IL
M
LN
LQ
LF
LF

r
>

~rSFR0LEFRFEEESRELFR

NQ DTSKKK
NQ ETFKKK
NQ ETTKKK
EKMNETFRK
LQFREQLKK
REI NQLQK
DEI TNLQRK
KEI SSLKKK
M ... MRKH
M ... VRKN
S....KRRN
YQ..... R
NERI KQRNK
DQLEDFKKK
EQ DEFKQK
ERNNDL MK
EQVERLKKK
EQ ERLKEK
QQ EQLKEK
AE| EELKRK
EEVESLRRK
EEl EGLQKK
EEl EDLRRK
QQLENLRRK
QQLDNLRRK
QQLDNLRRK
SEl DYMOXR
AEl EHMOKR
AEI NYMAKR
EDI DTLQRR
ESI SALQKK
DSI SELQHK
ESI SELQKK
EMVDEL RRK
EQVEELRRK
EQVEELRRK
EEMEDLRKK
DQLSDLQNK
DQLADLQRR
DQLFDLKSK
RQVQEL QKK
NEI KELTRK
DEVHEL RRK
NQLEESRLK
QEl QSLRNK
MQJTQNI | SK
EMCVKNHEA
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Anhang
8.4 Sequenzen der verwendeten Oligonukleotid-Primer und Adapter
Oligonukleotid-Primer zur Herstellung von cDNA-Pools:

~RACE Primer* Py;e: 5-GAC TCG AGT CGA CAT CGA (T)7-3"
~RACE Primer* Pancnor-oligo-a: 5 -GAC CAC GCG TAT CGA TGT CGA CTT (T)14V-3°

Oligonukleotid-Primer fiir 3’RACE-PCR:
,RACE-Adapter Primer” Pyg: 5-GAC TCG AGT CGA CAT CG-3°
,RACE-Adapter Primer” Paehor: 5'-GAC CAC GCG TAT CGA TGT CGA C-3

Adapter zur Herstellung der Adapter-Ligationsansétze fiir Genomische Linker PCR:

Langer Adapter:

5-GTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG CAC GCG TGG TCG ACG GCC CGG GCT GGT-3
Kurzer Adapter:

5-PO,-ACC AGC CC-NH,-3

Oligonukleotid-Primer fiir Genomische Linker PCR:

~RAGE-Adapter Primerl” Pap;: 5-GTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG C-3°
»RAGE-Adapter Primer2" Pap,: 5°-ACT ATA GGG CAC GCG TGG T-3°
,MADS-Box-spezifischer Primer” Pypos: 5-AGG CAR GTG ACS TWC TSC AAR MG-3’

Oligonukleotid-Primer zum Nachweis der P. patens Aktin-cDNA:
Pyas: 5°-TGG CAC CTC CGG AGA GGA AG-3
Pyas: 5-TAG AAA CAC TTT CTG TGC ACA ATC-3

Oligonukleotid-Primer zum Nachweis der ag-1-Mutante (C. Kirchner, persdnliche Mitteilung):
Pacinarw: 5'-GCG TCA ACA AAT TAT CAG CAT AC-3
Pacinsew: 5°-TCG ATT TCA GAA AAT AAG AGC TC-3

Oligonukleotid-Primer zum Nachweis der A. thaliana actin-1-cDNA:
Patossiw: 5 -TGC GAC AAT GGA ACT GGA ATG-3°
Patossow: 5 -GGA TAG CAT GTG GAA GTG CAT ACC-3°
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