


Dissertation zur Erlangung des Doktorgrades der Naturwissenschaften im

Fachbereich Biologie / Chemie der Universitdt Osnabriick

Evolutionire Entwicklungsgenetik der Fruchtéoffnung in

Brassicaceen

von

Andreas Miithlhausen

Osnabriick, April 2011



Hauptberichterstatter: apl. Prof. Dr. Klaus Mummenhoff
Nebenberichterstatter: Prof. Dr. Giinter Theiflen

eingereicht am 26. April 2011



Lepidium campestre, beginnende Bliite



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis

1 Einleitung 1
1.1 Allgemeines zu den Brassicaceen 1
1.2 Die Gattung Lepidium 2
1.3 Frucht6ffnung in Arabidopsis thaliana — 1. Anatomie 4
1.4 Frucht6ffnung in Arabidopsis thaliana — 2. Genetische Regulation 6
1.5 Fruchtanatomie in Lepidium 8
1.6 Genfamilien der untersuchten Fruchtentwicklungsgene 10
1.6.1 MADS-Box Genfamilie (FUL, SHP1, SHP2) 10
1.6.2 bHLH Genfamilie (ALC, IND) 12
1.6.3 Superfamilie der Homoobox-Gene (RPL) 13
1.7 Frucht6ffnung in der Gattung Aethionema W.T. Aiton 15
1.8 Zielsetzung 16
2 Material und Methoden 18
2.1 Pflanzenmaterial 18
2.2 Blithinduktion und Ernte von Bliiten und Friichten 18
2.3 Isolation von genomischer DNA (DOYLE & DOYLE 1987, 20

verdndert

24 Isolation von total-RNA 21
2.5 Isolation von Fruchtentwicklungsgenen 22
2.5.1 Primerdesign 22
252 Reverse Transkription — cDNA-Synthese 22
253 3'RACE 23
254 Auftrennung der PCR-Produkte im Agarosegel 24
2.5.5 Gelaufreinigung 24
2.5.6 Klonieren 25
2.5.6.1 A-tailing 25
2.5.6.2 Ligation 25
2.5.6.3  Transformation chemisch kompetenter Zellen 26
2.5.6.4  Restriktion und Colony-PCR 26
2.5.6.5 Plasmid-Isolation 27
2.5.6.6  Sequenzierung und Auswertung 27
2.5.7 5'RACE 28
2.5.8 Volllingenklone 29
2.59 Glycerinkulturen 29
2.6 Phylogenetische Analysen 29
2.6.1 Ermittlung von Sequenzhomologien 30
2.6.2 Neighbor Joining Methode 30
2.6.3 Bayesische Phylogenierekonstruktion 31
2.6.4 Bootstrap-Analyse 31
2.7 Raum-Zeitliche Genexpressionsanalysen — in situ Hybridisierung 34
2.7.1 Etablierung der in situ Hybridisierung in Lepidium 34
2.7.2 Einbetten von Pflanzengeweben 35
2.7.2.1  Fixierung in FAE / Paraformaldehyd 35

2.7.2.2  Einbetten in Paraffin 35



Inhaltsverzeichnis

2.7.2.3  Erstellen von Gewebeschnitten am Mikrotom 35
2.7.3 in situ Sondentemplate 36
2.7.4 in vitro Transkription 36
2.7.5 Hydrolyse von RNA-Sonden 37
2.7.6 Qualitdtsabschitzung von RNA-Sonden 37
2.7.7 in situ Hybridisierung 38
2.7.7.1  Vorbehandlung histologischer Schnitte 38
2.7.7.2  Hybridisierung 38
2.7.7.3  Immunologische Detektion 38
2.7.74  Mikroskopische Auswertung 39
2.8 Southern Blot 39
2.8.1 Southern Hybridisierung 40
2.9 Northern Blot 40
29.1 ,Housekeeping Genes* 40
2.9.2 Denaturierendes Agarosegel 41
293 RNA-Transfer 41
2.9.4 Sonden 41
2.9.5 Northern Hybridisierung und Phosphor-Imaging 42
2.10 Pollenschlauchwachstum 42
2.10.1  Bliitenfixierung 42
2.10.2  Férben der Pollenschléduche 43
2.11 Kreuzungsexperimente 43
3 Ergebnisse 44
3.1 Isolation von Fruchtentwicklungsgenen 44
3.1.1 3’-RACE — Isolation von Fruchtentwicklungsgenen 44
3.1.2 5’-RACE — Isolation von Fruchtentwicklungsgenen 44
3.1.3 Herstellung von Volllingenklonen 44
3.2 Sequenzhomologien der untersuchten Fruchtentwicklungsgene 46
33 Phylogenetische Analysen der Fruchtentwicklungsgene 48
3.3.1 Neighbor Joining Analysen der Fruchtentwicklungsgene 54
3.3.2 Bayesische und Bootstrap-Analysen der Fruchtentwicklungsgene 55
3.3.2.1 MADS-Box Phylogenie 56
3.3.2.2 BELL-Phylogenie 59
34 Southern Hybridisierung 60
3.5 in situ Hybridisierung der untersuchten Fruchtentwicklungsgene 62
3.5.1 Fruchtklappenrand-Identititsgene 63
3.5.2 Repressorgene FUL und RPL 69
3.6 Northern Hybridisierung der Fruchtentwicklungsgene 71
3.7 Versuche zum Pollenschlauchwachstum 74
3.8 Kreuzungsversuche zwischen L. campestre und L. appelianum 75
3.9 Anatomie von Aethionema carneum-Friichten 76
4 Diskussion 79
4.1 Kreuzungsversuche 79
4.2 Charakterisierung von Fruchtentwicklungsgenen der untersuchten 80

Lepidium-Arten



Inhaltsverzeichnis

4.2.1
422

43
44

44.1
4.5

4.6

7.1
7.2
7.3
7.4

Single-copy- oder multi-copy-Gene? 80

Vergleich der Aminosduresequenzen der analysierten Fruchtent- 81

wicklungsgene mit A. thaliana

-  MADS-Box Gene SHP1, SHP2 und FUL 81

- BELL-Homo6odoménen-Gen RPL 82

- Mogliche regulatorische Konsequenz eines verdnderten 83
REPLUMLESS

- Ortholog versus paralog 83

Phylogenetische Analysen der Fruchtentwicklungsgene 84

Evolution der genetischen Regulation der Fruchtéffnung in 87

Lepidium

- Lepidium campestre — Offnungsfriichte 87

- Lepidium appelianum — SchlieBfriichte 88

- Expressionsmuster der Fruchtentwicklungsgene — 88
L. campestre vs L. appelianum

- SHATTERPROOF-Gene 88

-  REPLUMLESS 90

- Beteiligung von BELL- und KNOX-Genen an Indehiszenz in 91
L. appelianum?
- Beteiligung von AGAMOUS an Indehiszenz in L. appelianum? 92

- Pradisposition als Voraussetzung fiir Indehiszenz in L. 93
appelianum?

- FRUITFULL 94
Genetische Regulation heterokarper Aethionema-Friichte 97
Okologie der Samenausbreitung — Dehiszenz, Indehiszenz und 99
Heterokarpie

Vorzeitige Fruchtéffnung und Herstellung von GVOs 104
Zusammenfassung 106
Literaturverzeichnis 107
Anhang 121
Verwendete Primer 121
Puffer und Losungen 123
Verbrauchsmaterialien und Geréte 125
Vektorkarten 128



Abkiirzungsverzeichnis

Abbildungs- und Tabellenverzeichnis

Abbildungen
Bayesische ITS-Phylogenie der Gattung Lepidium s.1. 3
Schematische Darstellung der Fruchtéffnung bei Arabidopsis 5
thaliana
1.3 Genetische Regulation der Fruchtoffnung bei Arabidopsis thaliana 8
1.4 Querschnitte der Fruchtanatomie von Arabidopsis thaliana, 9
Lepidium campestre und Lepidium appelianum.
2.1 Bliiten- und Fruchtstadien von L. appelianum und L. campestre 20
3.1 3’-RACE-Fragmente der untersuchten Lepidium-Gene 45
3.2 Volllangenklone der untersuchten Lepidium-Gene 46
3.3a  Aminosdure-Alignment SHP! 49
3.3b  Aminosdure-Alignment SHP?2 50
33c¢  Aminosdure-Alignment FUL 51
3.3d  Aminosdure-Alignment RPL 52
34 Neighbor Joining Analyse der MADS-Box Gene 54
3.5 Neighbor Joining Analyse der BELL-Hom6odoménen-Gene 55
3.6 Bayesiche MADS-Box-Gen-Phylogenie 57
3.7 Bayesiche BELL-Homo6odoménen-Gen-Phylogenie 59
3.8 Southern Hybridisierung der untersuchten Fruchtentwicklungsgene 61
3.9 in situ Hybridisierung SHP1 64
3.10  in situ Hybridisierung SHP2 65
3.11 in situ Hybridisierung ALC 66
3.12 in situ Hybridisierung IND 67
3.13 in situ Hybridisierung FUL 70
3.14 in situ Hybridisierung RPL 71
3.15 Northern Hybridisierung 72
3.16 Pollenschlauchwachstum bei Lepidium 74
3.17 Fruchtanatomie von Aethionema carneum Offnungs- und 76
SchlieBfriichten
3.18 Morphologie von Friichten und Samen bei Aethionema carneum 77
4.1 Hypothesen zur Evolution der genetischen Regulation der Fruchtéffnung in L. 95
appelianum
Tabellen
2.1 Herkunftsdaten des verwendeten Pflanzenmaterials 19
2.2 Auflistung der in phylogenetischen Analysen herangezogenen Gene = 32
3.1 Léange der kodierenden Sequenzen der Fruchtentwicklungsgene von 46

L. appelianum, L. campestre und Ae. carneum und A. thaliana
3.2 Sequenzédhnlichkeiten putativ orthologer Gene von L. appelianum, 47
L. campestre, Ae. carneum und A. thaliana
33 Ergebnisse der Kreuzungsversuche 75
7.1 Fiir die vorliegende Arbeit verwendete Primer 121



Abbildungs- und Tabellenverzeichnis

Abkiirzungsverzeichnis

Ae.
Aec.
adc
AG
AGL
ALC
AP(1,2,3)
AS

bp
BCIP
bHLH
CAL
cDNA
CDS
CTAB
DEF
DEPC
dH,0
DIG
DNA
Dz
EDTA
EtOH
FAE
FIL
FUL
fwd
gDNA
GVOs
HCl
IND
IPTG
JAG
kb

La

Lc
LFY
LUG
mbar
MCM]I
Mio.
mRNA
NaAc
NaCl
NaOH
NBT
ORF

Aethionema

Aethionema carneum
Arginin-Decarboxalase
AGAMOUS

AGAMOUS-like

ALCATRAZ

APETALA (1,2,3)

Aminosiure(n)

Basenpaare
5-Bromo-3-chloro-indoyl-phosphat-p-Toluidin-Salz
basic Helix-loop-Helix
CAULIFLOWER

complementary DNA

kodierende Sequenz
Cetyltrimethylammonium-Bromid
DEFICIENS
Diethylpyrocarbonat

destilliertes Wasser

Digoxigenin
Desoxyribonukleinsdure
Dehiszenzzone
Ethylendiamintetraessigsiure
Ethanol
Formaldehyd-Essigsdure-Ethanol
FILAMENTOUS FLOWER
FRUITFULL

forward

genomische DNA

Genverédnderte Organismen
Salzsdure

INDEHISCENT
Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid
JAGGED

Kilobasen

Lepidium appelianum

Lepidium campestre

LEAFY

LEUNIG

Millibar

Minichromosome maintenance protein 1
Millionen

messenger-RNA

Natriumacetat

Natriumchlorid

Natriumhydroxid
4-Nitro-Blautetrazoliumchlorid
open reading frame



Abkiirzungsverzeichnis

PCR
Pl

PP
RACE
rev
RNA
RPL
RT
RT-PCR
SDS
SEP
SEU
SHPI
SHP2
s.L.

SP
SRF
S.S.
Tris

UTR
VMZ
wuUs
X-GAL
YAB3

Polymerase Kettenreaktion
PISTILLATA

Posterior Propability

Rapid Amplification of cDNA ends
revers

Ribonukleinséure
REPLUMLESS
Raumtemperatur

Reverse Transkriptase-PCR
Natrium-Dodecylsulfat
SEPALLATA

SEUSS

SHATTERPROOFI
SHATTERPROOF?2

sensu lato

spezifischer Primer

Serum Response Factor
sensu stricto
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
iiber Nacht

untranslatierte Region
verholzte Mesokarp-Zellen
WUSCHEL

5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-B-D-galactopyranosid

YABBY3






Einleitung

1 Einleitung

1.1 Allgemeines zu den Brassicaceen

Die Anderung bestimmter morphologischer Merkmale, wie etwa die Fruchtform, ist
insbesondere in der Familie der Kreuzbliitengewéchse (Brassicaceae) ein bekanntes
Phanomen. Viele Gattungen wie Heliophila, (AL-SHEHBAZ & MUMMENHOFF 2005;
MUMMENHOFF et al. 2005) Thlaspi, (KOCH & MUMMENHOFF 2001; MUMMENHOFF et
al. 2001b) oder Lepidium (AL-SHEHBAZ et al. 2002; MUMMENHOFF et al. 2009)
weisen nach Analysen molekularer Marker einen hohen Homoplasiegrad auf, was in
der Vergangenheit zu falschen Schlussfolgerungen bei der Klassifizierung fiihrte.
Auch in anderen Familien ist das Phdnomen der parallelen Entwicklung
morphologischer Merkmale wie Fruchtform oder der Entwicklung zygomorpher
Bliiten bekannt (BREMER & ERIKSSON 1992; CLAUSING et al. 2000; HALL et al. 2002;
PATTERSON & GIVNISH 2002; ZJHRA et al. 2004).

Zumeist wurden bei frithen Klassifizierungen morphologische Merkmale wie z.B.
Fruchtformen verwendet, die sich jedoch héufig parallel entwickelt haben und nicht
die tatsidchlichen Verwandtschaftsverhiltnisse widerspiegeln. Aber auch unscheinbare
morphologische Merkmale wie die unvollstindig ausgebildeten Scheidewinde
(Septen) in Armoracia und Neobeckia, welche als Merkmal einer nahen
Verwandtschaft zugrunde gelegt wurden, legen die zahlreichen Parallelismen der
Merkmalsevolution dar. So konnte LES (1994) zeigen, dass die Gattungen Armoracia
und Neobeckia nicht als eine Verwandtschaftsgruppe anzusehen sind; vielmehr ist
Neobeckia niaher mit Rorippa als mit Armoracia verwandt.

Diese Beispiele stehen im Gegensatz zu den klassischen systematischen
Einordnungen aus dem frithen 20. Jahrhundert (THELLUNG 1906; HAYEK 1911;
ScHULZ 1936), welche liberwiegend morphologische Merkmale zur systematischen
Klassifizierung zu Grunde legten.

Innerhalb der Familie der Brassicaceae findet sich eine Vielzahl an Arten, deren
Samen bei Fruchtreife nicht freigesetzt werden, sondern stattdessen von einer zum
Teil verholzenden Fruchthiille umschlossen bleiben (COUSENS et al. 2010). Die
Griinde, welche zur Evolution dieser Schliefifriichte fiihren, konnen unterschiedlich
sein. Auswiichse am Perikarp von Schliefriichten konnen eine Ausbreitung durch
Tiere gewdhrleisten. Sie konnen ebenso als Frafschutz dienen oder chemisch bzw.
physikalisch die Dormanz von Samen regulieren (COUSENS et al. 2010; LU et al.

2010). Mit Dormanz wird ein angeborenes fehlendes Keimungsvermdégen von Samen
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innerhalb eines bestimmten Zeitraumes bezeichnet, wiahrend dem die 6kologischen
Keimungsverhéltnisse fiir die Keimung jedoch eigentlich ideal wéren. Nachdem die
Dormanz der betreffenden Samen gebrochen wurde, konnen diese Samen schlielich
zur Keimung kommen (BASKIN & BASKIN 2004; FINCH-SAVAGE & LEUBNER-
METZGER 2006). Weiterhin argumentieren COUSENS et al. (2010), dass die nur
langsam verrottenden Fruchthiillen von SchlieBfriichten den innen befindlichen
Samen einen weiteren Schutz bieten und — besonders in ariden Gebieten — einen
Verdunstungsschutz darstellen, nachdem die Samen bei Niederschlag durchgequollen
sind und zu keimen begonnen haben. So wird ein Austrocknen des keimenden
Samens verhindert, was den Tod des noch jungen Keimlings zur Folge hitte.
Offnungsfriichte hingegen entlassen ihre Samen in die Umwelt, wodurch kein
Schutz mehr durch die Fruchthiille gewihrleistet werden kann. Héaufig besitzen diese
Samen die Fahigkeit, bei Benetzung mit Wasser zu verschleimen, wie etwa bei Arten
der Gattung Lepidium (AL-SHEHBAZ 1986; MUMMENHOFF et al. 2001a). Diese
Verschleimung der Samen kann einerseits dem Ferntransport dienen (MUMMENHOFF
& FRANZKE 2007), aber auch bei der Keimung eine wichtige Rolle spielen, indem sie
die Wasserversorgung des sehr jungen Keimlings iiber eine ldngere Trockenphase

gewahrleisten kann (YOUNG et al. 1970; ANDRES et al. 1995).

1.2 Die Gattung Lepidium

Eine Gattung, in der sowohl Offnungs- als auch SchlieBfriichte vorkommen, ist die
Gattung Lepidium (MUMMENHOFF et al. 2001a; MUMMENHOFF et al. 2009). Lepidium
gehort zur Familie der Brassicaceen, die je nach Autor 170 — 230 Arten umfasst
(WARWICK et al. 2006; FRANCIS & WARWICK 2008; AL-SHEHBAZ & MUMMENHOFF
2011) und mit Ausnahme der warm-tropischen Regionen sowie der Polargebiete
weltweit verbreitet ist. Urspriinglich sind die Arten der Gattung Lepidium dadurch
charakterisiert, dass sie Offnungsfriichte hervorbringen (THELLUNG 1906). Verwandte
Arten mit SchlieBfriichten wurden in dlteren Klassifizierungen unter anderem
aufgrund dieses morphologischen Merkmals meist in mono- und oligotypischen
eigenen Gattungen gefiihrt (PRANTL 1891; ScHuULz 1936). Jingst konnten auf
molekularer Ebene Hinweise dafiir gefunden werden, dass die Gattungen
Stroganowia, Winklera, Stubendorffia, Coronopus und Cardaria mit Lepidium
zusammengefasst werden sollten (MUMMENHOFF et al. 2001a; MUMMENHOFF ef al.

2009) (AL-SHEHBAZ & MUMMENHOFF 2011). Die Arten dieser oligotypischen, aber
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nah verwandten Gattungen weisen allesamt einen zumindest abgewandelten
Fruchttyp im Vergleich zu Arten von Lepidium s.s. auf. So kommen in den Gattungen
Cardaria und Stubendorffia Taxa mit SchlieBfriichten vor, einige Taxa der Gattungen
Winklera und Coronopus produzieren Spaltfriichte (didymous fruits). Bei diesen
16sen sich zwar die Fruchtklappen vom Replum (einer Offnungsfrucht gleich), die
Offnung der Fruchthilften ist jedoch zu klein, als dass die Samen aus der Frucht
entweichen konnten. Es handelt sich bei diesen Friichten also zumindest funktional

ebenfalls um SchlieBfriichte (MUMMENHOFF et al. 2009).

Die Gattung Lepidium spaltet sich in drei Hauptlinien auf (MUMMENHOFF et al.
2001a), wobei die schlieBfriichtigen Arten der urspriinglich als Cardaria
bezeichneten Gattung zusammen mit Lepidium-Arten innerhalb der Lineage 11 (Lepia
s.l.) im Schwesterverhdltnis stehen (Abb. 1.1) (MUMMENHOFF et al. 2001a;

MUMMENHOFF et al. 2009).

Frucht
deh /ind

==

Stroganowia brachyota I
Stroganowia intermedia
Stubendorffia orientalis I

Stubendorffia gracilis
Stubendorffia lipskyi

L. perfoliatum
Cardaria draba ssp chalepense
Cardaria draba ssp. draba
Cardaria pubescens
L. campestre
. heterophylium
. hirtum ssp petrophiitim
. villarsii ssp reverchonii
. hirtum ssp calychotrichum +
. hirtum ssp dhayense
. hirtum ssp hirfum
. hirtum ssp nebrodense
. rigidum

+

Faunpiey:

[l il el el el o

Lepidium s.s., Monoploca s.s. (etwa 106 Arten)

Abb. 1.1: Bayesische ITS-Phylogenie der Gattung Lepidium s.l. (nach MUMMENHOFF et al.
(2009), verdndert). Die Linie Lepia s.. ist im Detail gezeigt. Die nahe
verwandtschaftliche Beziehung von Lepidium-Arten mit Arten der Gattungen Cardaria,
Stroganowia und Stubendorffia ist deutlich erkennbar. Lepidium campestre
(Offnungsfriichte) und Cardaria pubescens (SchlieBfriichte, jetzt Lepidium appelianum)
stehen im Schwesterverhaltnis und wurden aus diesem Grund als Untersuchungsgruppe
ausgewihlt. deh = dehiszent (Offnungsfriichte, griin markiert), ind = indehiszent
(SchlieBfriichte, blau markiert).
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Mittels molekularer Analysen konnte innerhalb von Lepia ein Schwesterartenpaar
detektiert werden: Lepidium campestre (L.) R.Br. mit Offnungsfriichten sowie eine
zweite Art — bisher unter dem Namen Cardaria pubescens C.A. Meyer (Jarmolenko)
bekannt — die durch die Ausbildung von Schliefriichten charakterisiert ist. Cardaria
pubescens wird inzwischen unter dem Namen Lepidium appelianum Al-Shehbaz
gefiihrt (AL-SHEHBAZ et al. 2002), diese Nomenklatur wird auch nachfolgend
verwendet.

In der vorliegenden  Arbeit soll nun anhand molekularer und
entwicklungsbiologischer Analysen die Evolution von Offnungsfriichten hin zu
Schlieffriichten innerhalb der Gattung Lepidium untersucht werden.

Der Umstand, dass ein Artenpaar trotz sehr naher Verwandtschaft mit
unterschiedlichen Fruchtéffnungssystemen zur Verfiigung steht, ist geradezu ideal fiir
die Untersuchung der Evolution dieses Merkmals. Die Tatsache, dass iiberdies beide
Arten diploid sind, vereinfacht Analysen auf genomischer Ebene, da nur mit einem

Allel pro Gen zu rechnen ist.

1.3 Fruchtoffnung in Arabidopsis thaliana — 1. Anatomie

Der letzte gemeinsame Vorfahre der Brassicaceen und der Cleomaceen, zweier nah
verwandter Pflanzenfamilien, war wahrscheinlich durch Offnungsfriichte (dehiszente
Friichte) charakterisiert (HALL ef al. 2002), die anzestralen Brassicaceen sind
demnach durch Dehiszenz charakterisiert. Wahrend der Evolution kam es in den
verschiedenen Entwicklungslinien der Brassicaceen wiederholt und unabhingig
voneinander zur Ausbildung von SchlieBfriichten (indehiszente Friichte). Innerhalb
der Brassicaceen-Phylogenie finden sich je nach Autor zwischen 51 und 60
Gattungen, die Taxa mit zumindest funktional indehiszenten Friichten beinhalten,
wobei einige dieser Gattungen mono- bzw. oligotypisch sind (APPEL & AL-SHEHBAZ
2003; BARTLEY & CROSs 2006; MUHLHAUSEN et al. 2011); die tatsdchliche Zahl
natiirlicher Gattungen diirfte etwas niedriger liegen. Bei einem Grofiteil aller
Brassicaceen-Arten werden dehiszente Friichte ausgebildet, so dass die im Inneren
der Frucht liegenden Samen bei Fruchtreife entlassen werden. Die Friichte besitzen
hiufig einen dhnlichen Aufbau und bestehen aus zwei Fruchtklappen, die an einer
Fusionsstelle, dem Replum, zusammengewachsen sind. Das Replum ist durch eine

falsche Scheidewand verbunden, welche als Septum bezeichnet wird (Abb. 1.2).
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Fiir die Fruchtéffnung sind verschiedene anatomische Strukturen in der Frucht notig.
Bei der Betrachtung der Fruchtklappen im Querschnitt erkennt man funktional
unterschiedliche Bereiche: die dullere Epidermis (Exokarp), ein daran angrenzendes
Assimilationsgewebe (Mesokarp) sowie anschlieBend das Endokarp b (enb) mit
kleinlumigen Zellen, welches wihrend der Fruchtreife verholzt (Abb. 1.2). Nach
innen abschlieBend befindet sich im unreifen Zustand der Frucht die innere
Epidermis, das Endokarp a.

Im Bereich zwischen den Fruchtklappenrdndern und dem Replum spielen sich bereits
einige Zeit vor der Fruchtreife mehrere Prozesse ab. So wird in diesem Bereich eine
Dehiszenzzone (DZ) ausgebildet, die sich in zwei Regionen unterteilt. Der vom
Replum aus gesehen etwas weiter entfernte Bereich verholzt, man spricht hier von
verholzten Fruchtklappenrandzellen. Daran anschliefend in Richtung des Replums,
jedoch erst in einem spiteren Reifestadium zu erkennen (Entwicklungsstadium 18-19;
(FERRANDIZ et al. 1999)), entwickelt sich eine Trennschicht. In diesem Bereich
werden die Mittellamellen von hydrolytischen Enzymen aufgelost, so dass die Zellen
keinen Zusammenhalt mehr haben (MEAKIN & ROBERTS 1990a; MEAKIN & ROBERTS
1990b; SPENCE et al. 1996; RAJANI & SUNDARESAN 2001). Die Fruchtklappen l16sen
sich schlieBlich aufgrund einer Zugspannung, die durch Austrocknung des verholzten
Endokarp b sowie der verholzten Fruchtklappenrandzellen entsteht, vom Replum und

die Friichte entlassen ihre Samen in die Umwelt.

Dehiszenzzone
(D7)

Trennschicht
(TS)

Replum

Zugspannung
durch Austrocknung

(ﬂﬁﬂ)\
||, -
oW/

Abb. 1.2 Schematische Darstellung der Fruchtoffnung bei Arabidopsis thaliana. Die innen
liegenden Samen sind durch die Fruchtklappen geschiitzt. Erkennbar ist das verholzte
Endokarp . Wéhrend der Fruchtreife beginnen zudem die Fruchtklappenrandzellen zu
verholzen, die Mittellamellen in der Trennschicht 16sen sich auf. Diese beiden
Schichten bilden die eigentliche Dehiszenzzone. Durch fortschreitende Fruchtreifung
und damit einhergehender Austrocknung der Frucht entstehen innerhalb der Frucht
Zugspannungen, die schlieBlich zur Offnung der Frucht fiihren. DZ: Dehiszenzzone,
TS: Trennschicht.

verholzte
Fruchtklappen-,
randzellen

Exokarp

Frucht- FrU Cht-
— Kappe reife
.
Mesokarp
Endokarp b

Samen
Septum
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14 Fruchtoffnung in Arabidopsis thaliana — 2. Genetische Regulation
Um die Fruchtéffnungsmechanismen in den Brassicaceen zu verstehen, wurden an
der Modellpflanze Arabidopsis zahlreiche Analysen unternommen, mit deren Hilfe
Schlussfolgerungen auf die genetische Regulation gezogen werden konnten. So
konnte eine Regulationskaskade entschliisselt werden, an der nicht weniger als sechs
Gene direkt (in der Folge als ,,Fruchtentwicklungsgene* bezeichnet) und zumindest
drei weitere Gene regulatorisch beteiligt sind.

In der Dehiszenzzone sind die Transkriptionsfaktoren SHATTERPROOFI1 und
SHATTERPROOF?2 (SHP1,2) exprimiert (LILJEGREN ef al. 2000; DINNENY et al.
2005), zwei MADS-Box Gene, die in der Bliiten- und Fruchtentwicklung mehrere
wichtige Funktionen haben. So werden die SHP-Gene fiir die korrekte Ausbildung
von Samenanlagen und Griffel bendtigt und auch bei der Frucht6ffnung kommt den
SHP-Genen eine entscheidende Rolle zu (FLANAGAN et al. 1996; FERRANDIZ et al.
2000; COLOMBO et al. 2010). Uberdies wird zumindest fiir SHP2 diskutiert, ob es
eine wichtige Rolle bei der Samendormanz spielen konnte (BARRERO et al. 2010). Fiir
die Regulation der Fruchtéffnung ist nun deren Expression in der DZ von Bedeutung,
wo die SHP-Gene fiir die Aktivierung von INDEHISCENT und ALCATRAZ
verantwortlich sind. Die Funktion von INDEHISCENT besteht darin, durch Abnahme
der lokalen Auxinkonzentration fiir eine Verholzung der Fruchtklappenrandzellen zu
sorgen (SOREFAN et al. 2009). Mit ALCATRAZ wird in der Dehiszenzzone durch die
SHP-Gene ein weiteres Gen aktiviert, welches fiir die Fruchtoffnung eine
entscheidende Bedeutung hat. ALCATRAZ ist ebenfalls in der DZ exprimiert und fiir
die Ausbildung der eigentlichen Trennschicht verantwortlich, die sich zwischen den
verholzten Fruchtklappenrandzellen und dem Replum entwickelt. Im Laufe der
Fruchtentwicklung werden hier — vermittelt durch ALCATRAZ — Polygalakturonasen
produziert (MEAKIN & ROBERTS 1990a; MEAKIN & ROBERTS 1990b; SPENCE ef al.
1996; RAJANI & SUNDARESAN 2001). Diese die Mittellamellen auflésenden Enzyme,
deren Mitwirken auch bei der Offnung von Staubblittern nachgewiesen werden
konnte (OGAWA et al. 2009), fiihren bei Offnungsfriichten dazu, dass mit
fortschreitender Reife und Austrocknung der Frucht und der damit einhergehenden
Zugspannungen in den verholzten Geweben mit der Fruchtoffnung die letzte Stufe
der Fruchtentwicklung eingeleitet wird, die mit der Degradation der Mittellamellen,
dem Ablosen der Fruchtklappen vom Replum sowie der Freisetzung der Samen

beendet ist.
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Zwei Transkriptionsfaktoren sind nun fiir die Limitierung dieser Fruchtklappenrand-
Identitdtsgene (SHPI, SHP2, ALC, IND) auf die DZ verantwortlich. Mit FRUITFULL
ist in den Fruchtklappen ein weiteres MADS-Box Gen aktiv, welches direkt die
Expression der SHP-Gene hemmt (FERRANDIZ ef al. 2000). Somit wird indirekt auch
die Expression von /ND und ALC in den Fruchtklappen unterdriickt. INDEHISCENT
ist zusdtzlich fiir die Verholzung des Endokarp b verantwortlich, im iibrigen Bereich
der Fruchtklappen wird /ND durch FUL unterdriickt (LILJEGREN et al. 2004).

Im Replum ist mit dem Bell-Homdodominen-Gen REPLUMLESS ein weiteres Gen
lokalisiert (ROEDER et al. 2003; DINNENY et al. 2005), welches im Replum die
Expression der Fruchtklappenrand-Identititsgene unterdriickt und so verhindert, dass
sich ektopisch im Replum eine DZ ausbildet (Abb. 1.3). Allerdings scheint
REPLUMLESS (Synonym: PENNYWISE, PNY, (SMITH & HAKE 2003)) hierbei als
Co-Faktor mit einem weiteren, bislang unbekannten Gen zu interagieren, da
Uberexpressionmutanten (35S::PNY) keine Phinotypeninderung bewirken und

weiterhin Offnungsfriichte produzieren (MUHLHAUSEN et al. 2011).

Die unterschiedlichen Funktionen der an der Regulation der Fruchtéffnung beteiligten
Gene lieBen sich mit Hilfe von loss-of-function Mutanten nachweisen. So bilden z.B.
shpl,2 Doppelmutanten keine DZ und damit Schliefriichte aus, was auf die fehlende
Expression von IND und ALC zuriickzufiihren ist (LILJEGREN et al. 2000). Die
Funktion von RPL konnte mit Hilfe verschiedener Mutanten nachgewiesen werden.
So unterbleibt bei rp/-Mutanten die Ausbildung von typischen Replum-Zellen,
stattdessen zeigen die Zellen in diesem Bereich Fruchtklappenrandzellen-Merkmale
(ROEDER et al. 2003). Werden zusétzlich die SHP-Gene ausgeknockt (rpl, shpl,2
Tripel-Mutante), so bewirkt dies wiederum die Ausbildung eines normal gestalteten
Replums. Demnach ist RPL nicht direkt fiir die Ausbildung des Replums
verantwortlich, sondern fungiert vielmehr als Repressor der SHP-Gene, die zu einer
fehlerhaften Ausbildung des Replums fithren wiirden (ROEDER et al. 2003; ROEDER
& YANOFSKY 2006).

Die Funktion von FUL wurde anhand von fu/-Mutanten nachgewiesen. Diese
zeichnen sich dadurch aus, dass die Expression von IND auf die gesamte
Fruchtklappe ausgeweitet war (LILJEGREN et al. 2004), was zu komplett verholzten
Fruchtklappen fiihrte. Ebenso konnte der Einfluss von FUL auf die SHP-Gene
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nachgewiesen werden. In 35S::FUL-Mutanten ist keine SHP-Expression in den
Dehiszenzzonen erkennbar, ful knockout-Mutanten hingegen zeigen eine ektopische

Expression der SHP-Gene im gesamten Fruchtklappenbereich (FERRANDIZ et al.

2000).
JAG FIL
YAB3 I\
//{ )

I/ Trennschicht (TS)

verholzte
Fruchtklappen-
randzellen

FUL

Endokarp b

= Frucht-

/ klappe

Dehiszenz-  Replum
zone (DZ)

Abb. 1.3 Genetische Regulation der Fruchtdffnung bei Arabidopsis  thaliana. Die
Dehiszenzzonen-Identititsgene (SHPI, SHP2, ALC, IND) sind in der Region des
Fruchtklappenrandes exprimiert und sorgen hier fiir die Ausbildung verholzter
Fruchtklappenrandzellen und einer Trennschicht, der Dehiszenzzone. FUL in den
Fruchtklappen und RPL im Replum fungieren jeweils als Repressoren dieser Gene. FIL,
JAG und YAB3 regulieren FUL sowie die DZ-Identitdtsgene positiv, werden jedoch von
RPL im Replum gehemmt, so dass es hier nicht zu einer ektopischen Ausbildung einer
Dehiszenzzone kommen kann. DZ: Dehiszenzzone, TS: Trennschicht. Nach DINNENY
et al. (2005), verandert.

1.5 Fruchtanatomie in Lepidium

Bei anatomischen Voruntersuchungen der betrachteten Lepidium-Schwesterarten
konnten interessante Parallelen zum Arabidopsis-Mutanten-System gefunden werden.
Auf anatomischer Ebene konnte fiir die Offnungsfriichte produzierende Art L.
campestre eine zu Arabidopsis Wildtyp-Friichten ganz dhnliche Anatomie
nachgewiesen werden (Abb. 1.4). Eine Dehiszenzzone ist hier ebenso deutlich
erkennbar, wie die bereits einsetzende Ausbildung einer Trennschicht (FERRANDIZ
2002; POLSTER 2005; MUMMENHOFF et al. 2009). Dies lisst eine dhnliche genetische

Regulation zwischen Lepidium campestre und Arabidopsis vermuten.
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Abb. 1.4

Fruchtquerschnitte ~von  Arabidopsis
thaliana, Lepidium campestre und
Lepidium appelianum. Die
Dehiszenzzonen in den Friichten von
Arabidopsis (a) und L. campestre (b)
sind deutlich ausgebildet, auch die
bereits ausgebildete Trennschicht ist
erkennbar. Im Gegensatz dazu ist im
Fruchtquerschnitt der indehiszenten
Friichte von L. appelianum (c) keine DZ
erkennbar, jedoch ein durchgehendes
Band lignifizierter Zellen, die das
Replum auf beiden Seiten der Frucht
miteinander  verbinden.  Verholzte
Bereiche (rot) wurden mit Phloroglucin /
HCI geférbt. DZ= Dehiszenzzone; enb=
Endokarp b; FK= Fruchtklappe; VFR=
verholzter  Fruchtklappen-Rand; R=
Replum; S= Septum; TS= Trennschicht.
Die Ausrichtung der Fruchtquerschnitte
ist durch eine Lageskizze angedeutet.
MafBstab: a= 50um; b, c= 100 pm.

Die Fruchtanatomie der Schliefriichte von L. appelianum weicht von der in
Arabidopsis thaliana Wildtyp-Friichten ab. So sind in Friichten von L. appelianum
keine verholzten Fruchtklappenrandzellen ausgebildet, auch eine Dehiszenzzone
sucht man vergebens (Abb. 1.4). Stattdessen ist ein durchgehendes Band verholzter
Zellen erkennbar, die das Replum auf beiden Seiten der Frucht miteinander verbinden
(POLSTER 2005; MUMMENHOFF et al. 2009). Diese Fruchtanatomie folgt nicht der des

Arabidopsis Wildtyps, sondern vielmehr der unterschiedlicher Arabidopsis Mutanten
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(z.B. ind oder ind/alc Mutanten) wobei unterschiedliche Mutationen zu &hnlichen
indehiszenten Frucht-Phinotypen fiihrten (FERRANDIZ et al. 2000; LILIEGREN et al.
2000; RAJANI & SUNDARESAN 2001; ROEDER et al. 2003; LILJEGREN et al. 2004;

MUMMENHOFF et al. 2009).

1.6 Genfamilien der untersuchten Fruchtentwicklungsgene

Bei den in der vorliegenden Arbeit untersuchten Fruchtentwicklungsgenen handelt es
sich durchweg um Transkriptionsfaktoren, welche zu unterschiedlichen Gen-Familien
zugehorig sind. Um einen Uberblick iiber die betreffenden Genfamilien zu geben,

sollen diese hier kurz vorgestellt werden.

1.6.1 MADS-Box Genfamilie (FUL, SHP1, SHP?2)

Die Familie der MADS-Box Gene umfasst eine Vielzahl an Transkriptionsfaktoren,
die vor allem bei der Infloreszenz- und Bliitenentwicklung eine wichtige Rolle
spielen. So ist eine Vielzahl von MADS-Box Genen wéhrend der Evolution fiir
verschiedenste regulatorische Pathways herangezogen worden, die heute unter
anderem an der Entwicklung von Reproduktionsorganen beteiligt sind (SCHWARZ-
SOMMER ef al. 1990; YANOFSKY ef al. 1990; DOYLE 1994; PURUGGANAN et al. 1995;
ROUNSLEY et al. 1995; SAVIDGE et al. 1995; THEISSEN et al. 1996; COLOMBO et al.
2010).

Die Bezeichnung dieser Genfamilie ist angelehnt an die ersten bekannten MADS-Box
Gene: MCM1 (aus der Backhefe Saccharomyces cerevisae), AG (AGAMOUS' aus
Arabidopsis thaliana), DEF (DEFICIENS aus Antirrhinum majus) sowie SRF (Serum
Response Factor aus Homo sapiens) (SCHWARZ-SOMMER et al. 1990). Die Bedeutung
der MADS-Box Gene an der Entwicklung von Fortpflanzungsorganen wird vor allem
deutlich, wenn man die Anzahl der MADS-Box Gene verschiedener Pflanzengruppen
betrachtet. So sind in Angiospermen mit ihren komplexen und hoch entwickelten
Bliiten mindestens 12 MADS-Box Gene zu finden, in einzelnen Pflanzen konnten bis
zu 120 MADS-Box Gene nachgewiesen werden. Damit ist deren Zahl in den
Angiospermen deutlich hoher als dies der Fall bei Gymnospermen ist (mindestens 8
MADS-Box Gene; (MELZER et al. 2010)), die iiberwiegend windbestdubt sind und
auf die Ausbildung eines komplexen Schauapparates verzichten konnen. Bei den
Angiospermen etwa sind allein fiir die Ausbildung der Bliiten und bis zur

Weiterentwicklung der Frucht eine ganze Reihe von MADS-Box Genen beteiligt
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(AG, FUL, SHPI1,2, SEP1,2,3, API, AP3, PI). Hierbei spielt die Abfolge der
Expression der einzelnen MADS-Box Gene bei der Entwicklung der verschiedenen
Bliitenorgane eine entscheidende Rolle. So besteht die Bliite von Arabidopsis
thaliana aus vier Wirteln (Sepalen, Petalen, Stamina, Karpelle). Die Ausbildung
dieser verschiedenen Bliitenorgane wird durch mehrere MADS-Box Gene gesteuert,
wobei das Zusammenwirken der verschiedenen Gene (ABC-Modell) entscheidend fiir
die Ausbildung des jeweiligen Organs ist (BOWMAN et al. 1991; COEN &
MEYEROWITZ 1991; MEYEROWITZ et al. 1991; WEIGEL & MEYEROWITZ 1994).

Innerhalb der Bryophyten (Marchantia polymorpha: derzeit ein bekanntes MADS-
Box Gen, Funaria hygrometrica: elf MADS-Box Gene; (ZOBELL ef al. 2010)) sowie
der Griinalgen (Chlamydomonas: zwei MADS-Box Gene; (RIANO-PACHON et al.
2008)), die keine Bliiten entwickeln, ist die Anzahl der MADS-Box Gene deutlich
geringer (THEISSEN et al. 2000; THEISSEN 2001). Jedoch ldsst die Tatsache, dass
bereits Physcomitrella patens sowohl MADS-Box Gene als auch Homoobox Gene
besitzt, darauf schlieBen, dass der letzte gemeinsame Vorfahre von Moosen und
GefiaBpflanzen vor gut 400 Millionen Jahren — also dem Zeitpunkt deren Aufspaltung
— bereits Homologe der Gene besal3, die heute die Entwicklung der Bliiten- und
Fruchtentwicklung, des Apikalmeristems sowie viele weitere Ontogeneseprozesse
steuern - wahrscheinlich jedoch keine Orthologen dieser regulatorischen Gene

beinhaltete (THEISSEN et al. 2001).

MADS-Box Gene bestehen aus einer Namen gebenden, ca. 60 Aminosduren langen
MADS-Domine und binden als Dimere an spezielle Erkennungssequenzen in den
Promotorregionen ihrer Zielgene, sogenannter CArG-Boxen (CC-(A/T)s-GG)
(SCHWARZ-SOMMER et al. 1992; SHORE & SHARROCKS 1995), wobei die Affinitdt der
Proteinbindung an unterschiedliche CArG-Boxen von der exakten Proteinsequenz
abhingt (HUANG et al. 1996; WEST et al. 1998). An die MADS-Doméne schlieSen
sich eine Intervening- sowie eine Keratin-Doméne an, welche gemeinsam fiir die
Dimerbildung verantwortlich sind. Die C-terminale Domédne der MADS-Box Proteine
(C-Domaine) ist die am wenigsten konservierte, was sowohl Lénge als auch
Sequenzvariabilitit angeht. Die Aufgabe der C-Doméne besteht darin, je zwei
Proteindimere miteinander zu verbinden und komplexe Quartett-Strukturen zu

vermitteln (HONMA & GOTO 2001; KAUFMANN et al. 2005).
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MADS-Box Gene werden in Typ I und Typ II Gene unterteilt, beide Gen-Typen
haben bereits vor der Aufspaltung von Pflanzen, Tieren und Pilzen existiert
(ALVAREZ-BUYLLA et al. 2000). Der Unterschied der beiden Typen liegt
insbesondere in der fehlenden K-Doméne der Typ I Gene. Typ II Gene spalten sich
wiederum in zwei Gruppen auf, die MIKC®-Typ sowie die MIKC -Gene. Einziger
Unterschied dieser Untergruppen ist die Existenz von Introns auflerhalb der I-Domine
auf genomischer Ebene bei den MIKC -Genen (HENSCHEL et al. 2002).

Wiederholte Genduplikationen fiihrten zu der Fiille an MADS-Box Genen, wie sie
heute bei den Spermatophyten bekannt ist (THEISSEN et al. 1996; KRAMER et al.
1998). Dabei entwickelten sich jedoch nach Duplikationsereignissen unterschiedliche
Funktionen in den resultierenden Genen. So sind die Funktionen von AGAMOUS
(Arabidopsis) und PLENA (Antirrhinum majus) sehr dhnlich, sie sind beide fiir die
Entwicklung der Reproduktionsorgane essentiell (BRADLEY et al. 1993; MANDEL &
YANOFSKY 1995). Phylogenetische Analysen zeigen jedoch, dass es sich bei diesen
Genen nicht um orthologe Gene handelt. Die zugehorigen Orthologen sind vielmehr
FARINELLI (Antirrhinum majus) und die SHATTERPROOF-Gene (Arabidopsis), die
unabhiingig voneinander eine Subfunktionalisierung durch Anderung von Regulation

und Proteinfunktion durchlaufen haben (CAUSIER et al. 2005).

1.6.2 bHLH Genfamilie (/ND, ALC)

Im Jahr 1989 wurde in verschiedenen Genen von Tieren ein Bereich mit einer
signifikanten Anzahl gleicher Aminosduren identifiziert, der heute als basic Helix-
loop-Helix Doméne bezeichnet wird (MURRE et al. 1989). Die Isolation eines Gens
fiir die Anthocyan-Biosynthese in Zea mays (Lc) sowie die Entdeckung von PHO4 in
Hefe (Saccharomyces cerevisae) legte den Schluss nahe, dass es sich bei der
Genfamilie der bHLH-Transkriptionsfaktoren um eine in den Eukaryoten weit
verbreitete Genfamilie handelt (LUDWIG et al. 1989; BERBEN et al. 1990).
Ublicherweise sind am N-terminalen Ende der bHLH-Domine 18 hydrophile und
basische Aminosduren lokalisiert (basic), an die sich zwei amphipatische Helices
anschlieflen, die von einem Loop variabler Lange unterbrochen werden (MURRE et al.
1989; MURRE ef al. 1994; ATCHLEY & FITCH 1997). Die Helix-Loop-Helix Struktur
wird bei Sdugetieren zur Dimerisierung zweier Proteine benétigt (FERRE-D”AMARE et
al. 1993; ELLENBERGER et al. 1994; FERRE-D 'AMARE et al. 1994). Bei Pflanzen

fungieren einige, jedoch nicht alle der wuntersuchten bHLH-Gene als

12



Einleitung

Transkriptionsfaktoren (HEIM et al. 2003). Bei der Regulation verschiedenster
Entwicklungsprozesse = interagieren @~ bHLH  Gene in  Pflanzen  mit
Transkriptionsfaktoren  anderer ~ Genfamilien.  So  interagiert bei  der
Trichomentwicklung in Arabidopsis das bHLH Protein GLABRA3 (GL3) mit dem
R2R3-MYB Protein GLABROUSI (GLI) (PAYNE et al. 2000). Ein weiteres bHLH
Gen, der Phytochrom interacting factor 3 (PIF3) ist relevant fiir light signaling,
vermittelt durch das Phytochrom B (NI ef al. 1998). Hierbei binden die bHLH
Proteine an DNA-Erkennungssequenzen (E-Box) mit der Konsensus-Sequenz
CANNTG. Dabei gibt es jedoch unterschiedliche E-Boxen (ROBINSON et al. 2000),
und auch benachbarte Nukleotide dieser Erkennungssequenzen koénnen zur
spezifischen Protein-DNA-Bindung beitragen (LITTLEWOOD & EVAN 1998; ATCHLEY
et al. 1999; MASSARI & MURRE 2000; TOLEDO-ORTIZ et al. 2003).

Eine bedeutsame Funktion kommt den bHLH Genen bei der gewebespezifischen
Insulinproduktion bei Sdugetieren zu. NAYA et al. (1995) konnten zeigen, dass ein
lokal in den Pankreaszellen vorliegendes bHLH Protein, BETA2, als Heterodimer mit
dem ubiquitér vorliegenden bHLH Faktor E47 an die E-Box des Insulingens bindet

und so die Insulinproduktion reguliert.

Auch bei den in der vorliegenden Arbeit untersuchten Genen INDEHISCENT und
ALCATRAZ handelt es sich um bHLH Gene, beide fungieren als
Transkriptionsfaktoren (RAJANI & SUNDARESAN 2001; LILJEGREN et al. 2004).
Insgesamt konnten im Genom von Arabidopsis thaliana 147 bHLH Gene identifiziert
werden, wobei die groBen Sequenz-Unterschiede auBerhalb der bHLH-Doméne

auftillig sind (TOLEDO-ORTIZ et al. 2003).

1.6.3 Superfamilie der Homé6obox-Gene (RPL)

Die Familie der Homdobox-Gene umfasst eine Vielzahl an Transkriptionsfaktoren,
die in eukaryotischen Lebewesen wichtige regulatorische Funktionen besitzen. Es
handelt sich um eine groBe Genfamilie, die bereits vor der Trennung von Tieren,
Pflanzen und Pilzen existiert hat und die bis heute eine konservierte Homdobox
vereint. Die Homdobox-Gene besitzen eine aus 60 Aminosduren bestehende, hoch
konservierte DNA-Bindedoméine, die Homdodoméane (BURGLIN 1997), die aus drei o-
Helices besteht (GEHRING et al. 1990). Insbesondere der N-Terminus der

Homdodoméne sowie die hoch konservierte dritte Helix sorgen fiir eine spezifische
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Sequenzerkennung auf der Ziel-DNA (QIAN ef al. 1989; KISSINGER et al. 1990;
OTTING et al. 1990; LINCOLN ef al. 1994).

Die TALE-Proteine besitzen allesamt eine ,,three amino loop extension* zwischen der
ersten und zweiten Helix der Homdodoméne (BERTOLINO et al. 1995) und spalten
sich in acht Unterfamilien auf, welche sich wiederum durch verschiedene
konservierte Bereiche auszeichnen. So unterscheidet man vier Gruppen innerhalb des
Tierreiches (MEIS, PCB, IRO, TGIF), bei den Pilze werden zwei Gruppen
voneinander unterschieden (M-ATYP, CUP) und auch innerhalb der Pflanzen gibt es
zwel Unterfamilien (KNOX, BELL) (BURGLIN 1997). Die BELL-Homodobox Gene,
zu denen auch das in der vorliegenden Arbeit untersuchte Gen REPLUMLESS zahlt,
zeichnen sich durch eine BELL-Doméne sowie das Fehlen einer ELK-Doméne aus,
deren Auftreten auf die KNOX-Gene beschrankt ist (KERSTETTER et al. 1994; REISER
et al. 1995).

Das erste aus dem Pflanzenreich isolierte und beschriebene Homoobox-Gen
HKNOTTED-1 aus Zea mays ist fir die korrekte Ausgestaltung der Zellen
verantwortlich (VOLLBRECHT et al. 1991), das Protein BELL1 aus Arabidopsis
hingegen ist an der Entwicklung der Integumente und den Ovulen beteiligt (RAY et
al. 1994; REISER et al. 1995; BELLAOUI et al. 2001). Das in der vorliegenden Arbeit
untersuchte Gen REPLUMLESS ist unter anderem an der korrekten Ausbildung der
DZ beteiligt (vgl. 1.4), entscheidend fiir die Ausbildung des Replums selbst ist die
Expression von RPL jedoch nicht (GIRIN ef al. 2010). Diesem Gen, welches auch als
BELLRINGER (BLR) bezeichnet wird, wird iiberdies eine Rolle bei der Phyllotaxis
zugesprochen, der Ausbildung von Bliitenknospen wéhrend der Infloreszenz-
entwicklung (BYRNE et al. 2003; SMITH & HAKE 2003). RNAi und bl/r-Mutanten
zeigen eine verdnderte Phyllotaxis gegeniiber dem Wildtypen, was sich in einer
erhohten Anzahl an Bléttern und Bliiten widerspiegelt.

Eine weite Verbreitung erfahren die Homdobox Gene auch im Tierreich, wo sie als
HOX-Gene bezeichnet werden. Sie sind, &dhnlich den MADS-Box Genen in
Gefidflpflanzen, an einer ganzen Reihe von entwicklungsgenetischen Regulationen
beteiligt. Ein bekannter Vertreter der Homdobox-Gene aus dem Tierreich ist das Gen
ANTENNAPEDIA der Taufliege Drosophila melanogaster. Dieses ist ma3geblich an
der korrekten Entwicklung der unterschiedlichen Segmente von Drosophila beteiligt:
so konnen loss-of-function-Mutanten statt des zweiten Beinpaares ektopisch

Antennen ausbilden; gain-of-function-Mutanten hingegen besitzen iiberhaupt keine
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Antennen, da diese Mutation zu einem weiteren Beinpaar fiihrt (STRUHL 1981,

SCHNEUWLY & GEHRING 1985; GEHRING 1987).

1.7 Fruchtoffnung in der Gattung Aethionema W.T. Aiton

Eine interessante und recht verbreitete Variante der Fruchtoffnungssysteme, bei
denen verschiedene Strategien der Diasporenausbreitung miteinander kombiniert
werden, hat sich zumindest in 18 Pflanzenfamilien entwickelt (IMBERT 2002). Bei
dieser sogenannten Heterokarpie werden von einer Mutterpflanze unterschiedliche
Fruchtformen hervorgebracht, teilweise innerhalb eines einzelnen Fruchtstandes,
zumindest jedoch innerhalb des selben Individuums (ZOHARY 1937). Die
Entwicklung von Heterokarpie ist zumeist bei annuellen Arten zu finden, liberdies ist
Heterokarpie sehr héufig in ariden Gebieten mit Wiisten- oder mediterranem Klima
anzutreffen (ZOHARY 1937).

Heterokarpie tritt beispielsweise innerhalb der Asteraceen (Calendula arvensis (DE
CLAVDO 2005), verschiedenen Leontodon-Arten (IMBERT 2002)) oder innerhalb der
Apiaceen auf (Atriplex sagittata mit drei verschiedenen Fruchtformen (MANDAK &
HoLMANOVA 2004)). Unterschiedliche Fruchttypen findet man auch an dem
Erdrauchgewéchs Ceratocapnos heterocarpa Durieu, wobei hier zwischen ,,kurzen®,
einsamigen SchlieBfriichten und ,lingeren”, zweisamigen Offnungsfriichten
unterschieden wird. Die unterschiedlichen Fruchtformen scheinen hierbei
verschiedene Ausbreitungsstrategien zu verfolgen (DE CLAVIIO 1994). Eine generelle
Anpassung (Offnungsfriichte = Anpassung an Ferntransport, SchlieBfriichte =
Verhinderung des Ferntransportes) kann dabei nicht festgestellt werden.

Innerhalb der Brassicaceen ist Heterokarpie in mehreren Gattungen zu finden, unter
anderem in der Gattung Aethionema (IMBERT 2002). Die Gattung Aethionema
beinhaltet mindestens drei Taxa, die als heterokarp gelten (4e. carneum B. Fedtsch.,
Ae. heterocarpum J. Gay, Ae. saxatile W.T. Aiton (IMBERT 2002)) und sowohl
Offnungs- als auch SchlieBfriichte innerhalb eines Fruchtstandes ausbilden. Die
Offnungsfriichte treten dabei bevorzugt basal, die SchlieBfriichte hingegen eher
terminal an den Fruchtstinden auf (ZOHARY 1937), was auch bei eigenen
Nachzuchten beobachtet werden konnte. Aktuelle anatomische Untersuchungen von
Offnungs- und SchlieBfriichten von Ae. saxatile legen den Schluss nahe, dass die
Fruchtoffnung (bei Offnungsfriichten) #hnlich reguliert sein konnte wie in

Arabidopsis, bei Schliefriichten hingegen ist vielmehr eine Anatomie vorzufinden,
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die mit verschiedenen Arabidopsis-Mutanten vergleichbar ist (MUHLHAUSEN et al.
2008). Die Fruchtform einer weiteren Art, Aethionema arabicum Andrz. ex DC., wird
in der Literatur unterschiedlich beschrieben. So betrachten GRAF ZU SOLMS-LAUBACH
(1901) und ZOHARY & FAHN (1950) Ae. carneum als heterokarp, in jiingerer Literatur

wird diese Art nicht als heterokarp angesehen (IMBERT 2002).

1.8 Zielsetzung

Die Ziele dieser Arbeit sind zum einen die Isolation von Fruchtentwicklungsgenen
aus Lepidium campestre mit dehiszenten Friichten sowie aus Lepidium appelianum
mit indehiszenten Friichten (nachfolgend als ,,Kandidatengene® bezeichnet) sowie
deren molekulare Charakterisierung. Anhand phylogenetischer Analysen dieser
isolierten Gene im Vergleich mit Fruchtentwicklungsgenen aus Arabidopsis sowie
orthologen und paralogen Genen anderer Gattungen und Familien sollen Aussagen
zur Orthologie zu Fruchtentwicklungsgenen aus Arabidopsis thaliana getroffen
werden. Gekliart werden soll, ob Fruchtentwicklungsgene in Lepidium a priori die
gleiche Funktion iibernehmen kdnnen wie in Arabidopsis thaliana.

Mit Hilfe raumzeitlicher Expressionsanalysen in Offnungs- und SchlieBfriichten
sollen Unterschiede herausgearbeitet werden, anhand derer die Zahl der mdglichen
Kandidatengene minimiert werden kann. Sollte beispielsweise ein Gen in
Offnungsfriichten andere Expressionsmuster zeigen als das mdglicherweise
Orthologe aus SchlieBfriichten, so lieBe dies Riickschliisse auf Verdnderungen in der
genetischen Regulation (in Schlieffriichten) zu.

Diese Arbeiten sind notwendig, um geeignete Kandidatengene fiir eine nachfolgende
Bearbeitungsperiode zu  detektieren, mit denen schlieBlich heterologe
Transformationsversuche unternommen werden sollen. Nur anhand dieser
Funktionsanalysen mit Kandidatengenen konnen schlieBlich ultimative Aussagen
dariiber getroffen werden, welches Gen direkt an der Evolution indehiszenter Friichte
in L. appelianum beteiligt ist. Uberdies konnten die Ergebnisse — verglichen mit den
Mutantensystemen aus Arabidopsis thaliana — helfen, die unabhingige Entstehung

von SchlieBfriichten innerhalb der verschiedenen Brassicaceen-Linien zu verstehen.

An der heterokarpen Art Aethionema carneum als weiteres Untersuchungsobjekt soll

zunédchst im Vergleich zu Arabidopsis Wildtyp- und Mutantenfriichten die Anatomie
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der Offnungs- und SchlieBfriichte analysiert werden. Fiir weiterfiihrende Analysen
sollen dariiber hinaus erste Fruchtentwicklungsgene isoliert werden. Die
Untersuchung der Fruchtéffnung an der heterokarpen Art Aethionema carneum auf
genetischer Ebene soll die Evolution der Fruchtéffnung in den Brassicaceen ndher
beleuchten. Wie stark konserviert sind die Fruchtoffnungsmechanismen innerhalb der
Brassicaceen und wie ,,einfach® funktioniert das Umschalten bei der Entwicklung von
Offnungs- zu SchlieBfriichten innerhalb eines Fruchtstandes bei heterokarpen

Brassicaceen?

Das finale Ziel, nicht zuletzt auch der noch ausstehenden Untersuchungen, ist
schlieBlich die Klidrung der Frage: wie konserviert ist die genetische Regulation der
Frucht6ffnung innerhalb der Brassicaceen (Arabidopsis — Lepidium — Aethionema)
und welche Anderungen an der Regulation kdnnten innerhalb der verschiedenen

Entwicklungslinien der Brassicaceen zu Schlieffriichten gefiihrt haben.
Die Hauptziele dieser Arbeit — das Herausstellen eines oder weniger moglicher

Kandidatengene — sind als unabdingbare Vorarbeiten fiir eine nachfolgende

Bearbeitungsperiode zu betrachten.
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2 Material und Methoden

2.1 Pflanzenmaterial

Fiir die Untersuchungen der Fruchtéffnungsmechanismen wurden {iiberwiegend
bereits kultivierte Individuen von Lepidium appelianum (SchlieBfriichte) mit den
Akzessionsnummern Gaffri 43, 1291-2, 1292-4 sowie 1294-1 verwendet. Von der
Offnungsfriichte entwickelnden Art L. campestre (L.) R.Br. (96-0070-30-00 sowie
Nachzuchten davon) waren zunéchst ebenfalls einige Individuen vorhanden. Da diese
nicht wie L. appelianum ausdauernd sind (FRANCIS & WARWICK 2008), wurden im
Laufe der Bearbeitung der oben beschriebenen Fragestellung weitere Individuen
angezogen, um ausreichend Material fiir nachfolgende Versuche zur Verfiigung zu
haben. Die Kultur der Pflanzen erfolgte im klimatisierten Gewidchshaus auf
,Brassicaceen-Spezial“-Erde (vgl. 7.2).

Die Aufzucht der heterokarpen Art Aethionema carneum B. Fedtsch (KM1799) mit
seinen Offnungs- und SchlieBfriichten innerhalb eines Fruchtstandes erwies sich als
ungleich schwieriger. Nach einigen erfolglosen Anzuchtversuchen und der
Uberfiihrung  aus  relativ  feuchten Gewichshiusern in  ein  trockeneres
Vegetationshallen-Klima im Botanischen Garten Osnabriick stellte sich auch bei
Aethionema carneum die Bliite ein. Die genauen Herkunftsdaten sind in Tabelle 2.1

angegeben.

2.2 Bliihinduktion und Ernte von Bliiten und Friichten

Pflanzen folgen einem Jahresrhythmus, um ihre Friichte in der Vegetationszeit eines
Jahres zur Reife zu bringen. Damit sich die Ernte von Bliiten- und Fruchtmaterial
nicht ausschlieSlich auf die Frithsommermonate beschrinkt, wurde ein kiinstlicher
Winter simuliert. Es zeigte sich, dass L. appelianum am besten nach 13-wochiger
Kiltebehandlung (4°C, 8h Licht) nach der Uberfiihrung ins Gewiéchshaus mit der
Entwicklung von Bliitenknospen begann, allerdings erst nach weiteren vier bis sechs
Wochen (> 18°C, 16h Licht). Bei L. campestre reichte bereits eine Kéltebehandlung
von etwa 6-8 Wochen aus, nach der Uberfiihrung ins Gewichshaus erfolgte die
Bliitenentwicklung innerhalb einer Woche. Aethionema carneum beginnt als
einjdhrige Pflanze bereits sehr bald zu blithen, so dass auf eine Kiltebehandlung

verzichtet wurde.
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Tabelle 2.1 Herkunftsdaten des verwendeten Pflanzenmaterials.

Taxon interne Nummer Sammler Herkunft

Lepidium 96-0070-30-00 Index Seminum, Griechenland, Thrakien,

campestre 1995, Nr. 749, Nomos Evros, Korimvos.

(L.) R.Br. Berlin / Dahlem  420m {i. NN.

Lepidium Gaffri 43 Mark Gaffri USA: Wyoming,

appelianum Sweetwater County, Route

Al-Shehbaz 191, 25 Meilen nordlich
von Rocksprings

Lepidium 1291-2 Mark Gaffri Armenien: Feldrand an

appelianum StraBBe 2km oberhalb

Al-Shehbaz Eraskh Richtung Germuk
900m 1. NN. 39.45N,
44 51E.

Lepidium 1292-4 Mark Gaffri USA. Wyoming. Fish &

appelianum Game 528 Adams Laramie,

Al-Shehbaz Albany

Lepidium 1294-1 Mark Gaffri USA. Nevada. Nordlich

appelianum von Carson City, Storey,

Al-Shehbaz 1440m 1. NN.

Aethionema KM1799 H. Moazzeni et  Iran, Prov. Theran,

carneum al. 1048 Shahrestanak, 2000m 1.

B. Fedtsch NN. 35°58'N, 51°21E.

Im Zeitraum um den Blithbeginn wurden komplette Bliitenstdnde (nachfolgend als
,»Knospen“ bezeichnet), Bliitenknospen der Entwicklungsstadien ~8/9 und ~11/12,
sowie Friichte der Entwicklungsstadien 13/14, 15 und 16 geerntet und bei -80°C
gelagert (SMYTH et al. 1990; FERRANDIZ et al. 1999). Geerntete Bliiten und Friichte
fiir die in situ Hybridisierungsversuche wurden in unterschiedliche Fixierungsmedien
iiberfiihrt (vgl. 2.7.2.1).

Die Einteilung der verwendeten Friichte in Entwicklungsstadien erfolgte nach SMYTH
et al. (1990) und FERRANDIZ (1999). Die Entwicklungsstadien beider Lepidium-Arten
ab Stadium 8 sind in Abb. 2.1 gezeigt. Der Vollstindigkeit halber sind auch spitere
Reifestadien bis zur reifen Frucht angegeben, die fiir Expressionsanalysen jedoch

nicht beriicksichtigt wurden.
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Entwicklungs-
stadium

8/9 11/12 13/14

L. campestre

L. appelianum

Entwicklungs-
stadium

L. campestre

L. appelianum

Abb. 2.1 Photographische Dokumentation spiter Bliiten- sowie Fruchtentwicklungsstadien von L.
campestre und L. appelianum. Bliiten und Friichte der Stadien 8 — 16 wurden fiir in situ
Hybridisierungen herangezogen. Bedingt durch die fehlende Fruchtoffnung bei L.
appelianum wurden hier die Stadien 19 und 20 zusammengefasst. Gezeigt ist hier eine von
Hand aufgeschnittene, reife Frucht mit zwei darin befindlichen reifen Samen. Die Samen
im letzten Bild wurden etwa 20 Minuten zum Quellen in Wasser gelegt. Samen sowohl der
Offnungsfriichte (L. campestre) als auch der SchlieBfriichte (L. appelianum) verschleimen.
Die Einteilung der Entwicklungsstadien erfolgte nach SMYTH ef al. (1990) und FERRANDIZ
(1999) und wurde auf das Lepidium/Aethionema System libertragen. Die Fruchtknoten der
Entwicklungsstadien 8/9, 11/12 und 15 (L. campestre) sowie die Fruchtknoten der
Entwicklungsstadien 8/9, 13/14 und 15 (L. appelianum) wurden aus didaktischen Griinden
freigelegt; die Kelch-, Kron- und Staubblitter wurden jeweils entfernt. Mafstab: L.
campestre: 8/9, 11/12: 0,5mm; 13/14, 15, 16, Samen: 1mm; 17-20: 2mm. L. appelianum:
8/9: 0,5mm; 11/12, 13/14, 15, 16: 1mm; 17, 19/20: 2mm; Samen: 1mm.

2.3 Isolation von genomischer DNA (DOYLE & DOYLE 1987)

Zur Isolation von genomischer DNA wurde etwa 1g frisches Blattmaterial eingesetzt.
Das Blattmaterial wurde in fliissigem Stickstoff gemorsert, mit 7 ml CTAB-Puffer
versetzt und in 15 ml Greiner-Rohrchen (Roth, Karlsruhe) tiberfiihrt. Das kationische

Tensid CTAB fungiert als Komplexbildner fiir storende Proteine und sekundire
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Pflanzeninhaltsstoffe (wie etwa Polysaccharide), die so aus dem Isolationsgemisch
beseitigt wurden.

Alle nachfolgenden Schritte wurden - mit Ausnahme der Zentrifugationsschritte -
unter dem Abzug durchgefiihrt. Das DNA-Isolationsgemisch wurde mit 60ul (-
Mercaptoethanol versehen und unter Rotation inkubiert (60°C, 1 h). Im Anschluss
wurde 2 Volumen Chloroform zugegeben und erneut unter Rotation inkubiert (RT,
15 min). Wihrend dieser organischen Extraktion wurden wasserlosliche DNA-
Fragmente in der wissrigen Phase gelost, Proteine und sekundire
Pflanzeninhaltsstoffe hingegen in der organischen Phase akkumuliert. Nach
Zentrifugation (12.000 x g, 10 min) und Uberfiihren der wissrigen Phase in ein neues
Reaktionsgefdl3 erfolgte die zweite organische Extraktion durch erneute Zugabe von
% Volumen Chloroform. Die DNA wurde, nach wiederholter Uberfiihrung der
wissrigen Phase in ein neues Reaktionsgefal3, gefillt (0,7 Vol-% Isopropanol, 30 min,
auf Eis) und durch Zentrifugation pelletiert (RT, 12.000 x g, 30 min). Nach Waschen
mit 70% EtOH (v/v) und Trocknen der Pellets wurden diese in 50-200ul dH,O gelost.

24 Isolation von total-RNA

Das Isolieren von Kandidatengenen fiir deren Charakterisierung sowie fiir die
Herstellung von RNA-Sonden (in vitro Transkription) fiir in situ Hybridisierung
sowie fiir Northern Blot Analysen ist eine essentielle Methode der vorliegenden
Arbeit. Unerldsslich ist es hierbei, dass man die zu isolierende RNA sehr sorgsam
behandelt, um die Degradation durch Kontamination mit RNasen zu vermeiden. Vor
RNA-Isolationen wurden die Arbeitsflichen stets mit RNase AWAY® (Roth,

Karlsruhe) gereinigt.

Die Isolation von total-RNA erfolgte mit der RNA-Isolationslosung RNAiso-G+
(segenetic, Borken). Es handelt sich dabei um eine ,,one-step-solution® mit
Guanidinisothiocyanat-Phenol-Chloroform-Extraktion. Die Methode erlaubt die
Trennung unterschiedlicher pflanzlicher Inhaltsstoffe wie Nukleinsduren und
Proteine. Das chaotrope Guanidinisothiocyanat wirkt dabei denaturierend auf
Proteine, indem es Wasserstoffbriickenbindungen auflgst. So werden bereits wihrend
der Homogenisierung RNasen entfernt, die die Ziel-RNA zerstoren konnten.

Nach ontogenetischen Stadien getrennt (SMYTH et al. 1990; FERRANDIZ et al. 1999)

wurden je 100mg Pflanzenmaterial, im vorgekiihlten Mdrser zerkleinert und mit 1 ml
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RNAiso-G+ versetzt. Nach Inkubation bei RT (5 min) wurde den Proben 200ml
Chloroform zugesetzt und das Gemisch gevortext (10 sek).

Die Extraktion mit Phenol und Chloroform 16st Proteine in der organischen Phase,
wohingegen in der wissrigen Phase die RNA akkumuliert. Die zweifelsohne auch
vorhandene DNA befindet sich in einer Zwischenschicht zwischen wéssriger und
organischer Phase und lisst sich durch penibles Uberfiihren der wissrigen Phase in
ein neues Reaktionsgefdl komplett entfernen. Die Phasentrennung erfolgte auf Eis
(10 min) sowie anschlieBende Zentrifugation (15 min, 12.000 x g bei 4°C). Die
wissrige Phase wurde in ein neues Reaktionsgefd3 iiberfiihrt, wo die RNA unter
Zugabe des gleichen Volumenanteils Isopropanol gefillt wurde (30 min auf Eis, 30
min Zentrifugation 12.000 x g, 4°C). Nach Waschen (70% EtOH (v/v), mit DEPC
angesetzt) und Trocknen der Pellets wurden diese in 30-100ul DEPC-H,O
aufgenommen. Die Qualitdtsbestimmung erfolgte mittels Agarosegel, die Quantitit
wurde am Photometer (Omnilab, Bremen) photometrisch bestimmt. Fiir nachfolgende
Versuche wurde mRNA benétigt, die in Gesamt-RNA zu etwa 5% enthalten ist (vgl.
2.5.2 ff).

2.5 Isolation von Fruchtentwicklungsgenen

2.5.1 Primerdesign

Genspezifische Primer fiir die 3'RACE-Versuche wurden auf Basis der Arabidopsis-
Gene sowie Orthologer dieser Gene aus anderen Gattungen gestaltet. Dabei wurde
darauf geachtet, dass hoch konservierte Bereiche fiir das Primerdesign iibergangen
wurden, da sonst die Gefahr libermiBiger Kreuzhybridisierungen mit ,falschen®
Genen bestand. Tatsdchlich wurden bei den RACE-Versuchen neben den gesuchten
auch diverse nicht gesuchte Gene gefunden, wie etwa in der 700bp-Bande von
LcFUL in Abb. 3.1.

Primer fiir nachfolgende Arbeiten (5'RACE, Volllingenklone, Northern-, Southern-
sowie in situ Hybridisierung) konnten auf Grundlage der aus der 3’'RACE erzielten
Ergebnisse abgeleitet werden. Die verwendeten Primer sind in Tabelle 7.1

angegeben.

2.5.2 Reverse Transkription — cDNA-Synthese
Das Prinzip des ,,gene fishing* ist sehr einfach, man bedient sich dabei natiirlicher

Umstidnde wie dem Poly(A)-Schwanz der mRNA.
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Bis in die jiingere Vergangenheit ging man davon aus, dass der Informationsfluss
innerhalb einer Zelle immer nur in eine Richtung ablduft: DNA - RNA-> Protein;
eine Umkehr — vom Protein zur RNA bzw. von der RNA zur DNA wurde
ausgeschlossen. Mit der zeitgleichen Entdeckung der Reversen Transkriptasen,
welche in RNA-Viren vorkommen und von diesen zum Umschreiben ihres Erbgutes
in DNA benoétigt werden (BALTIMOR 1970; TEMIN & MIZUTANI 1970), konnte dieses
"Dogma der Molekularbiologie™ verbannt werden (COFFIN ef al. 1997).

Fiir die Initialisierung der cDNA-Synthese nutzt man die bei allen eukaryotischen
Genen vorhandene Polyadenylierung am 3'-Ende der mRNA. Hierbei handelt es sich
um eine posttranskriptionale Modifikation eukaryotischer pra-RNA, dhnlich dem
Splicing oder dem Capping am 5'-Ende von mRNA. Bei der reversen Transkription
verwendet man einen Oligo-(dT)-Primer (AB05) mit einem Oligo-d(T)-Schwanz, der
an den Poly(A)-Schwanz der mRNA bindet. Zusitzlich besitzt der Primer eine
bekannte Sequenz an seinem 5’-Ende, die in der anschlieBenden Amplifikation als
Primer-Bindestelle fungiert. Die reverse Transkription fiir 3’'RACE-Versuche erfolgte

mit einer reversen Transkriptase der Firma Fermentas (St. Leon-Rot).

cDNA-Synthese-Ansatz:

1,0 pg Gesamt-RNA (variierendes Volumen)
6,5 ul Primer ABO5
x ul dH,O
13,0 ul Gesamtansatz
> Inkubation: 10 min, 60°C
anschlieBend: Lagerung auf Eis
4,0 ul 5 x Transkriptionspuffer
0,5 ul RNase Inhibitor
2,0 ul dNTPs
0,5 ul Reverse Transkriptase (10U)
Inkubation: 60 min, 42°C
> Stoppen der Reaktion: 5 min, 85°C

Die cDNA wurde bei -20°C gelagert.

253 3'RACE

Mit der 3’'RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends) ist es moglich, unbekannte 3°-
Enden verschiedener cDNA-Templates zu amplifizieren. Im Idealfall erhédlt man nur
ein Produkt, welches das vermutete Gen enthélt. Die 3’ RACE wurde mit 1 ul cDNA
angesetzt. In einigen Fillen wurde die cDNA in einer 1:20 Verdiinnung verwendet.
Alle RACE-Versuche wurden mit der Phusion™ High Fidelity DNA Polymerase
(Finnzymes, Espoo/Finnland) durchgefiihrt, einer Proofreading-Polymerase mit einer
durchschnittlichen Fehlerrate von 4,4x10” (was einem Fehler je ~ 2,27 Mio. Basen
entspricht).
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3'RACE Ansatz:

1,0 ul Template (cDNA)
10,0 pl 5 x Phusion Buffer

4,0 pl dNTPs

2,5 ul Primer (AB07), Spmol

2,5 ul Primer (SP), Spmol

0,3 ul Phusion™ Polymerase
29,7 ul ddH,O

Die Annealingtemperaturen der verwendeten Primer sind im Anhang angegeben. Die
Amplifikation dauerte 35 Zyklen, der ein initiierender Denaturierungsschritt von
98°C (30 sek) vorausging.

Das Phusion'™-Amplifikationsprogramm verlief wie nachfolgend angegeben. Bei
sehr langen Volllingenklonen (vgl. 2.5.8) wurde die Elongationszeit bis auf eine

Minute verldngert.

1.  initiale Denaturierung 30s 98°C

9
2. Denaturieren 10s > 98°C
3. Annealing 10s > variabel 34 x
4. Elongation 30s > 72°C
5. Elongation 5 min > 72°C

Die Kontrolle der Amplifikation erfolgte im Agarosegel.

254 Auftrennung der PCR-Produkte im Agarosegel

PCR-Produkte wurden mit 5x Gel-Ladepuffer versetzt und im 1%-igen Agarosegel
(in 1 x TBE) aufgetrennt. Sollte eine Gelextraktion folgen, so wurde der komplette
Amplifikationsansatz auf das Gel aufgetragen. Ein zusdtzlich aufgetragener
GroBenstandard ermoglichte die Abschidtzung der GroBe der PCR-Produkte. Die
Auftrennung erfolgte bei einer Spannung von 80-130 V.

Nach Féarbung mit Ethidiumbromid wurde von jedem Gel ein digitales Foto erstellt.

255 Gelaufreinigung

Fiir nachfolgende Klonierungen (vgl. 2.5.6) mit den PCR-Produkten aus der 3°- bzw.
5’-RACE erfolgte die Aufreinigung der PCR-Produkte aus dem Agarosegel. Hierfiir
kam das ,,NucleoSpin Extract II* (Macherey & Nagel, Diiren) nach Herstellerangaben
zum Einsatz. Die Elution der PCR-Produkte erfolgte in 25-50ul dH,O, anschlielend
wurde der DNA-Gehalt photometrisch bestimmt.
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2.5.6 Klonieren

2.5.6.1 A-tailing

Die Phusion™ Polymerase produziert ,,blunt end* PCR-Produkte, die nicht direkt mit
bestimmten Vektoren (pGEM-T, Promega, Mannheim; pCR 2.1%, Invitrogen,
Karlsruhe) in Ligationsreaktionen eingesetzt werden konnten, da diese Vektoren 5'-
Thymin-Uberhénge besitzen. Vor der Ligation mussten die PCR-Produkte daher mit
einen 3’-Adenin-Uberhang versehen werden. Fiir die Versuche der vorliegenden

Arbeit wurden drei unterschiedliche Vektorsysteme verwendet (vgl. 7.4).

A-tailing:
3,0 ul PCR-Produkt
1,0 ul 10 x Reaktionspuffer
0,8 pl dATP
1,0 pl Taqg-Polymerase
3,2ul dH,0

Der Einbau der 3’-Adenosin-Uberhinge wurde durch eine Tag-Polymerase
katalysiert. Die so verdnderten PCR-Produkte konnten direkt in der nachfolgenden

Ligation verwendet werden.

2.5.6.2 Ligation

Es gibt verschiedene Vektorsysteme, die fiir unterschiedliche Anwendungen und
Fragestellungen angewandt werden. So sind low- und high-copy Plasmide verfiigbar,
die in nur wenigen (10-30) oder in sehr vielen Kopien (bis 300) je Zelle vorliegen. Je
nach Anwendung wird ein Vektorensystem gewidhlt, mit dem die gewiinschten
Versuchsziele zu erreichen sind. Klonierungsversuche dienten primir dazu, die
gewlinschten DNA-Fragmente der gesuchten Gene fiir spdtere Sequenzierungen
sowie fir die Herstellung von Sonden fiir in situ Hybridisierungen (vgl. 2.7),
Southern Blot (vgl. 2.8) sowie Northern Blot Analysen (vgl. 2.9) zu vervielféltigen.
Fiir die Bearbeitung der vorliegenden Fragestellungen wurde ein high-copy-Vektor
ausgewdhlt (pGEM®-T Vector Systems I, Promega, Mannheim). Ziel der Ligation ist
es, ein gewiinschtes Insert (z.B. ein Kandidatengen) mit einem Vektor zu einem
Plasmid zu verbinden. Mit diesen Plasmiden werden in einem nachfolgenden Schritt
Bakterien transformiert, um moglichst viel Plasmidprodukt zu produzieren (vgl.
2.5.6.3).

Die eigentliche Ligationsreaktion wurde nach Herstellerangaben des verwendeten

Vektors durchgefiihrt. Die Reaktion erfolgte {iber Nacht bei 4°C.
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2.5.6.3 Transformation chemisch kompetenter Zellen

Das Prinzip der Transformation besteht darin, die genetische Information eines
Organismus (hier: Escherichia coli) um ein bestimmtes DNA-Fragment (ein Plasmid)
zu erweitern. Man bedient sich dabei der Tatsache, dass E. coli unter bestimmten
Umsténden in der Lage ist, Plasmid-DNA aufzunehmen. Plasmide kénnen nach den
Bediirfnissen der Fragestellung hergestellt werden und besitzen meist mehrere Gene,
die fiir eine spitere Selektion oder die Expression des Inserts bendtigt werden.
Uberdies besitzen Plasmide meist eine Antibiotikum-Resistenz, die zu
Selektionszwecken verwendet wird. Transformationsversuche wurden mit chemisch
kompetenten Zellen (CH3-Blue, Bioline, Luckenwalde) nach Herstellerangaben
durchgefiihrt. Der Ausstrich der transformierten Zellen auf LB Agar wurde bei 37°C
iiber Nacht inkubiert; dem LB Agar wurde zuvor, X-Gal (100pg/ml, pPGEM-T), IPTG
(14,4png/ml, pGEM-T) sowie Ampicillin (100pg/ml, pGEM-T bzw. pJET) zugegeben.

2.5.64 Restriktion und Colony-PCR

Zu Beginn der Arbeit wurden aus als positiv erkannten Kolonien zunéchst Plasmide
isoliert (vgl. 2.5.6.5), per Restriktion mit der Endonuklease EcoRI das Insert
herausgeschnitten und das Ergebnis im Agarosegel betrachtet. Hierzu waren isolierte
Plasmide ndtig. Um jedoch die Kosten gering zu halten und nicht mit ,falsch
positiven* Kolonien weiter zu arbeiten, wurde im weiteren Verlauf der Arbeit vor den
Plasmidisolationen eine Colony-PCR als Kontrolle von potentiell ,,positiven*
Kolonien durchgefiihrt. Stellte sich heraus, dass das Plasmid kein Insert der
gewiinschten Lange aufgenommen hatte, wurden die betreffenden Kolonien
verworfen.

Reaktionsansatz Colony-PCR:

2,5 ul 10 x Reaktionspuffer
1,0 ul dNTPs
1,25 ul M13 Universalprimer fwd
1,25 pl M13 Universalprimer rev
0,2 ul Taq-Polymerase
18,8 ul dH,O

Als Template dienten potentiell positive (weille) Kolonien. Diese wurden mit einem
sterilen Zahnstocher in den Amplifikationsansatz gegeben. Die Amplifikation erfolgte

nach folgendem Programm:

1.  initiale Denaturierung 60s > 94°C
2. Denaturieren 30s > 94°C
3. Annealing 30s > 52°C 25x
4. Elongation 60 s > 72°C

5. Elongation 10 min > 72°C
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Die Kontrolle der Colony-PCR erfolgte per Agarosegel. Mit den positiven Kolonien,

die das gewiinschte Insert eingebaut haben, wurde weiter gearbeitet.

2.5.6.5 Plasmid-Isolation

Die nach der Colony-PCR erfolgversprechenden Kolonien wurden erneut angepickt
und in 4ml mit 4pl Ampicillin (100pg/pl) versetztem LB-Medium (LB Broth
(Lennox), Roth, Karlsruhe) iiber Nacht bei 37°C inkubiert.

Die Plasmid-Isolation erfolgte mit dem ,,Nucleo Spin Extract Plasmid* Kit (Macherey
& Nagel, Diiren) nach Herstellerangaben. Die Elution der Plasmide erfolgte in 50ul
dH,O0.

2.5.6.6 Sequenzierung und Auswertung

Die Inserts in den Plasmiden wurden sequenziert, damit die Ergebnisse
bioinformatisch ausgewertet werden konnten (NCBI-Blast). Nur so war es moglich,
Angaben zur Orthologie der Gene treffen zu konnen. Die Sequenzierung erfolgte
nach der Didesoxy-Methode nach SANGER et al. (1977) (verdndert nach Applied

Biosystems, Darmstadt).

Sequenzansatz:
1,5 ul Template (Plasmid-DNA)
2,0 ul Primer
2,0 ul Ready-Reaction-Mix
4,5 ul dH,O

Der verwendete Ready-Reaction-Mix (Applied Biosystems, Darmstadt) beinhaltet
alle bendtigten dNTPs, einen speziellen Puffer fiir die Polymerase sowie
Abbruchnukleotide, die an ihren 3’-C-Atomen statt mit einer OH-Gruppe mit
unterschiedlich fluoreszierenden Farbstoffen versehen sind. Nach Einbau eines
solchen Abbruchnukleotids konnen nachfolgend keine weiteren Nukleotide eingebaut

werden, es kommt zum Kettenabbruch.

Sequenzreaktion:
1.  initiale Denaturierung 60 s > 96°C
2. Denaturieren 30s > 96°C
3. Annealing 15s > 50°C 30x
4. Elongation 4 min > 60°C

Nach Féllung der Sequenzen (90ul H,O, 10ul 3M NaAc, 250ul 100% EtOH) wurden
diese zur Auftrennung an den Sequenzierservice des Fachbereiches iibergeben.
Die Sequenzdaten wurden mit Hilfe des Programms BioEdit (HALL 1999) editiert und

mit Blast (www.ncbi.nlm.nih.gov, Nucleotide Blast) analysiert. Vielversprechende
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Sequenzen wurden zudem fiir nachfolgende phylogenetische Analysen in
Aminosiuresequenzen iibersetzt und mit dem Sequenzanalyseprogramm PAUP

(SWOFFORD 2003) bearbeitet (vgl. 2.6 ff).

2.5.7 5'RACE

Mittels 3’'RACE (2.5.2 - 2.5.6.6) ist es moglich, unbekannte 3'-Enden von bislang
nicht bekannten Genen zu identifizieren. Fiir die Charakterisierung von Genen und
fiir Downstream-Analysen ist es erforderlich, auch die 5'-Enden zu isolieren; so ist es
moglich, z.B. bei in situ Hybridisierungen mit moglichst langen Sonden zu arbeiten.
Fir die 5-RACE wurden mehrere auf Basis der Sequenzdaten der 3'-RACE
entwickelte genspezifische Primer benétigt (SP). Einer dieser Primer (SP1, der dem
3’Ende am nichsten gelegene Primer) wurde nachfolgend fiir die spezifische cDNA-
Synthese eingesetzt, um nur die mRNA des jeweiligen Kandidatengens zu
transkribieren. Die reverse Transkription erfolgte wie unter 2.5.2 beschrieben, jedoch
— mit einer thermostabilen Reversen Transkriptase — bei 65°C (Transcriptor Reverse
Transcriptase; Roche, Mannheim). Die erhdhte Reaktionstemperatur verbesserte die
Spezifitiat der reversen Transkription durch ein besseres Aufschmelzen von evtl.
vorhandenen Sekundirstrukturen der Template RNA. Nach der reversen
Transkription wurde die cDNA mit DNA-Aufreinigungssdulen (Macherey & Nagel,
Diiren) nach Herstellerangaben aufgereinigt.

Um die gleichen Primer wie in der 3'RACE zu verwenden, erfolgte ein Poly(A)-
tailing an die 3’-Enden der cDNA mittels des Enzyms TdT (Terminale

desoxynucleotidyl Transferase, Fermentas, St. Leon-Roth).

Poly(A)-tailing:

10,0 pl aufgereinigte cDNA
4,0 ul TdT-Buffer
1,5 pl dATP
1,5 ul Terminale Desoxyribotransferase
3,0 ul dH,O0

Die Adenylierung (20 min, 37°C) wurde bei 70°C (10 min) gestoppt. Die so
vorbereitete cDNA konnte fiir 5'RACE-Versuche verwendet werden, in denen als
Primer sowohl der Oligo-d(t)-Primer (ABOS5) sowie ein genspezifischer Primer (SP2)
verwendet wurden.

Mit 1pl des erhaltenen PCR-Produktes als Template sowie den Primern ABO7 und

einem weiteren spezifischen Primer (SP3) wurde eine ,,nested PCR durchgefiihrt.
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Nach Gelextraktion der PCR-Produkte wurde mit diesen wie unter 2.5.6 bis 2.5.6.6

erlautert weiter verfahren.

25.8 Volllingenklone

Die vollstindige mRNA-Sequenz eines jeden Gens inklusive der 5°- und 3'-UTR
wurde mit Hilfe hochspezifischer Primer amplifiziert, die am Beginn des 5’-Endes
sowie am Ende des 3'-Endes greifen. Die Amplifikationsbedingungen entsprachen
denen fiir die Phusion Polymerase (vgl. 2.5.3). Die so erhaltenen PCR-Produkte
wurden in E. coli kloniert und dienten als Templates fiir die Sondenherstellung fiir in

situ-, Southern- sowie Northern-Analysen (vgl. 2.7.3, 2.8, 2.9).

2.5.9 Glycerinkulturen

Einzelne Klone, welche das gewiinschte Insert enthielten, wurden als Glycerinkultur
bei -80°C gelagert, um bei einem spiteren Bedarf auf den jeweiligen Klon
zuriickgreifen zu konnen. Hierzu wurden wiederum Ubernacht-Kulturen angesetzt
(4ml LB-Medium, 4pul Ampicillin) und mit den gewiinschten E.coli Transformanten
angeimpft. Tags darauf wurde 1ml der UN-Kultur mit 1 ml Glycerin gut vermischt

und in fliissigen Stickstoff tiberfiihrt. Die Lagerung erfolgte bei -80°C.

2.6 Phylogenetische Analysen

Ein wichtiges Kriterium dafiir, ob es sich bei den Kandidatengenen tatsdachlich um
orthologe Gene von Arabidopsis handelt, ist die Position der Kandidatengene in
einem  phylogenetischen Stammbaum, der neben den  bekannten
Fruchtentwicklungsgenen aus Arabidopsis auch paraloge und entfernter verwandte
Gene der jeweiligen Genfamilie enthélt. Anhand eines solchen Stammbaums erhélt
man Hinweise darauf, ob es sich tatsdchlich um Orthologe der Arabidopsis-
Fruchtentwicklungsgene und damit um mogliche Kandidatengene handelt und ob
nachfolgende Untersuchungen mit diesen Genen Erfolg versprechend sind.

Fiir die phylogenetischen Analysen wurden in dieser Arbeit Genfamilien iibergreifend
125 Gene fiir die MADS-Box Genphylogenie bzw. 28 BELL-Homdodoméanen-Gene
verwendet. Da das Alignieren auf Aminosdureebene erfahrungsgemill deutlich
bessere  Ergebnisse  bringt, wurden die DNA-Sequenzen zunichst in
Aminosduresequenzen libersetzt (SeaView 4.2.11 (GOUY et al. 2010)), automatisch

aligniert (ClustalW2 (LARKIN et al. 2007)) und von Hand nacheditiert. SchlieBlich
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wurde das Alignment mit dem Programm SeaView 4.2.11 in die originalen DNA-
Sequenzen zuriickiibersetzt und konnte fiir nachfolgende Analysen verwendet
werden.

Uberdies wurden deutlich kleinere Datensitze erstellt, welche ausschlieBlich die
bekannten Fruchtentwicklungsgene von A. thaliana, die potentiell orthologen
Fruchtentwicklungsgene der zwei untersuchten Lepidium-Arten, sowie das
moglicherweise orthologe Fruchtentwicklungsgen SHP2 aus Aethionema carneum
beinhalteten. Da diese Datensitze nur nah verwandte Gene beinhalteten, konnten
wesentlich exaktere Alignments erstellt werden, weil es auflerhalb der hoch
konservierten Regionen (MADS-Domédne, BELL- / Homdodomine) grofle
Unterschiede zwischen den Genen der verschiedenen Unterfamilien gibt. Eine
umfassende Aufstellung aller fiir die phylogenetischen Berechnungen verwendeten

Gene ist in Tabelle 2.2 gegeben.

2.6.1 Ermittlung von Sequenzhomologien

Zur  Charakterisierung  der  Gen-Sequenzen  wurden unter  anderem
Sequenzihnlichkeiten nach dem GTR-Substitutionsmodell (General Time Reversible
Model) berechnet (RODRIGUEZ et al. 1990). Dieses Modell geht davon aus, dass alle
Nukleotid-Substitutionen mit unterschiedlichen Wahrscheinlichkeiten moglich sind
(KNooP & MULLER 2006). Eine Gewichtung der dritten Codonpositionen bei der
Bestimmung der Nukleotidhomologien wird bei diesem Modell nicht beriicksichtigt.
Die Berechnung von Nukleotidhomologien wurde mit dem Programm PAUP’
Version 4.08b (SWOFFORD 2003) durchgefiihrt. Aminoséure-Ahnlichkeiten und
Aminosdure-Identitit wurden mit dem Programm MatGat 2.01 durchgefiihrt
(CAMPANELLA et al. 2003). Die auf DNA- und Aminosdureebene durchgefiihrten
Berechnungen wurden mit den Alignments durchgefiihrt, die ausschlieBlich die

relevanten Fruchtentwicklungsgene beinhalteten (vgl. 2.6).

2.6.2 Neighbor Joining Methode

Um einen schnellen Eindruck iiber die Position der Fruchtentwicklungsgene aus
Lepidium in einem Stammbaum zu erlangen, wurden ,,Neighbor Joining* Analysen
durchgefiihrt (SAITOU & NEI 1987). Die Neighbor Joining Methode ist ein schnelles
Verfahren zur Anndherung an den ,,Minimum-Evolution-Baum* (KNOOP & MULLER

2006). Neighbor Joining Analysen wurden unter Verwendung der Voreinstellungen
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auf Distanzbasis ebenfalls mit dem Programm PAUP” erstellt. Sie basieren auf einer
Distanzmatrix und beruhen nicht auf ultrametrischen Daten; es wird also keine

molekulare Uhr bzw. keine konstante Evolutionsrate vorausgesetzt.

2.6.3 Bayesische Phylogenierekonstruktion

Um stabile Stammbédume und Hinweise fiir die Orthologie der Kandidatengene zu
erhalten, wurden Bayesische Phylogenierekonstruktionen verwendet. Hierflir wurden
mittels Maximum Likelihood-Abschétzungen zunichst die besten
Substitutionsmodelle fiir die jeweiligen Datensidtze bestimmt (MrModeltest2
(NYYLANDER 2004; Posabpa 2008)). Die entsprechenden Befehle wurden
anschlieBend in MrBayes, Version 3.1.2 (RONQUIST & HUELSENBECK 2003),
implementiert.

Die Berechnungen erfolgten fiir die Dauer von 1 Million Generationen (BELL-
Genfamilie) bzw. 1,7 Millionen Generationen (MADS-Box Genfamilie). In jeder
Generation ermittelt MrBayes eine Topologie, von denen jede hundertste gespeichert
wurde. SchlieBlich wurden die initialen 25% dieser Topologien verworfen (Burn-in),

aus den verbliebenen Baumen wurde je ein Strict-Consensus Baum ermittelt.

2.6.4 Bootstrap-Analyse

Bootstrap-Analysen wurden zur statistischen Vertrauensabschétzung der Phylogenien
durchgefiihrt (FELSENSTEIN 1985). Mit den wéhrend der 1000 Replikate
gespeicherten MPTs (most parsimonious trees) wurden 50%-Majority-Rule-Bidume
erstellt, in denen nur diejenigen Knoten angezeigt wurden, die in mindestens 50%
aller MPTs auftauchten. Die Bewertung von Bootstrap-Daten ist nicht unumstritten;
so gibt FELSENSTEIN (1985) erst Werte iiber 95% als statistisch gesichert an, andere
Autoren vertrauen bereits Werten von iiber 70% (HILLIS & BULL 1993); Homoplasien
bzw. zu wenige einen Knoten stiitzende informative Merkmale konnen niedrige
Bootstrap-Werte verursachen. Die Bootstrap-Werte wurden anschlieBend auf die
Knoten der bayesischen Phylogenie {ibertragen. Unabhédngig vom Alter der
Bootstrap-Methode ist diese weiterhin aktuell und wird auch in neuester Literatur
weiterhin angewendet (KOCH et al. 2010; VIAENE ef al. 2010; FAJARDO & SPOONER
2011).
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Tabelle 2.2

Auflistung der in phylogenetischen Rekonstruktionen verwendeten
Gene sowie deren GenBank-Akzessionsnummern. Zunéchst sind alle
Brassicaceen-Gene alphabetisch aufgefiihrt, anschlieend alle {ibrigen
fiir die Phylogenien verwendeten Gene anderer Pflanzenfamilien,
ebenfalls alphabetisch geordnet.
Art Name GenBank
Nummer
Brassicaceae
Aethionema carneum B.Fedtsch. FRUITFULL FR727244
SHATTERPROOF? FR727241
Arabidopsis lyrata (L.) O'Kane & Al- SEPALLATAI AY727598
Shehbaz SEPALLATA2 AY727621
SHATTERPROOF 1 AY727645
SHATTERPROOF?2 AY727670
Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. AGAMOUS AT4G18960
APETALAI AT1G69120
APETALA3 AT3G54340
CAULIFLOWER AT1G26310
FRUITFULL AT5G60910
PISTILLATA AT5G20240
SEEDSTICK AT4G09960
SEPALLATAI AT5G15800
SEPALLATA2 AT3G02310
SEPALLATA3 AT1G24260
SEPALLATA4 AT2G03710
SHATTERPROOF 1 AT3G58780
SHATTERPROOF?2 AT2G42830
BELI AT5G41410
BLHI AT2G35940
BLH? AT4G36870
BLH3 AT1G75410
BLH4 AT2G23760
BLHS AT2G27220
BLHG6 AT4G34610
BLH7 AT2G16400
BLHS AT2G27990
BLHI0 AT1G19700
REPLUMLESS AT5G02030
Brassica juncea (L.) Czern. AGAMOUS DQ060334
Brassica napus L. FRUITFULL DQ414534
SHATTERPROOF1 AF226865
SHATTERPROOF?2 a EU424342
SHATTERPROOF2 b EU424343
Brassica oleracea L. FRUITFULL AJ505844
Capsella bursa-pastoris (L.) Medik. AGAMOUS-a EU551772
SEEDSTICK a EU551766
SHATTERPROOFI a EU551770
SHATTERPROOF? a EU551768
Capsella rubella Reut. AGAMOUS-like AY277679
Coronopus squamatus (Forssk.) Asch. AGAMOUS-like AY277684
AGAMOUS-like AY277685
Lepidium campestre (L.) R. Br. FRUITFULL' FR727237
SHATTERPROOFI ' FR727235
SHATTERPROOF2' FR727236
REPLUMLESS ' FR727238
Lepidium appelianum Al-Shehbaz FRUITFULL ' FR727231
SHATTERPROOFI ' FR727229
SHATTERPROOF2' FR727230
REPLUMLESS' FR727232
Lepidium phlebopetalum F Muell. AGAMOUS-like AY277686
Sinapis alba L. FRUITFULL U25695
weitere Familien
Antirrhinum majus L. DEFICIENS X62810
DEHF7 AJ311828
DEFH28 AY040247
DEHF49 AJ311828
DEFHG68 AJ311827
DEFH72 X95468
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Fortsetzung Tabelle 2.2

Art Name GenBank
Nummer
Antirrhinum majus L. DEFH200 X95469
FARINELLI AJ239057
GLOBOSA X68831
PLENA S$53900
SQUAMOSA X63701
Carica papaya L. FRUITFULL EU141967
Citrus unshiu (Swingle) Marcow. CitMADS6 AB218613
Eucalyptus grandis W. Hill EGM3 AF029977
Gnetum gnemon L. GGM3 AJ132209
MELBEL] AJ318871
MELBEL2 AJ318872
Hordeum vulgare L. BEL2 Bow GQ853057
BEL2 Step GQ853058
Liquidambar styraciflua L. AGAMOUS AF103903
Lolium perenne L. MADS16 DQ110011
Lycopersicon esculentum Mill. BL2 AF375966
MADS1 AY294329
TAGI L26295
TAG2 AY 098738
TAGLI1 AY 098736
TAGLI2 AY09873
™29 AJ302015
Malus x domestica Baumg. AG-like AF401637
MADS10 AJ000762
MADS14 AJ251117
MADSI15 AJ251118
MADS16 AB370212
MDH]I AF053769
Pl AJ291490
Medicago truncatula Gaertn. PIM DQ139345
Nicotiana tabacum L. AGI 123925
DEF X96428
FUL DQ534202
GLO X67959
MADS4 AF068723
MADSS5 AF068724
MADS11 AF385746
NAGI 123925
Nicotiana sylvestris Speg. MADS3 AF068722
Oryza sativa L. OsMADS1 AF204063
OsMADSS5 U78890
OsMADS7 U78891
OsMADSS U78892
OsMADS13 AF151693
MADS16 AF077760
RMADS217 AYS551922
RPL 0s01g0848400
Petunia inflata R .E Fr. AGLI L33973
FBPI M91190
FBP2 M9I1666
FBP4 AF335234
FBP5 AF335235
FBP6 X68675
FBP7 X81651
FBP9 AF335236
FBPI1 X81852
FBP23 AF335241
FBP26 AF176783
MADS3 X72912
PFG AF176782
PMADS1 DQ539416
PMADS2 X69947
PMADSI2 AY370527
Physcomitrella patens (Hedw.) PPTIM4 XM 001775895
Bruch & Schimp. PPTIMS5 XM 001775855
Pinus radiata D. Don. MADS AF023615
SHPI-like U42399
Pisum sativum L. MADS4 AF461740
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Fortsetzung Tabelle 2.2

Art Name GenBank
Nummer
Prunus persica (L.) Batsch. SHP-like DQ777635
SHP?2 EU072119
Ricinus communis L. BELI XM 002529809
Solanum tuberosum L. Bell3 AF406699
Bel22 AF406701
BIP EU352654
MADS16 AY643733
Spinacia oleracea L. FUL EU726486
Triticum aestivum L. BELI AB546646
Trochodendron aralioides P.F.Siebold & Zucc. FUL-like EF436258
Vitis vinifera L. AP1-like AY538746
FUL-like AY538747
MADS1 AF265562
MADS5 AF373604
Pl-like DQ059750
2 CU459223
2 CU459240
2 XM 002272650
Zea mays L. SILKY1 AF181479
ZAG2 NM 001111908
ZAPI NM 001111863
ZMM?2 NM 001111456
ZMM3 AF112150
ZMM6 NM 001111683
ZMM16 NM 001111666
ZMM?29 NM 001111667

! Sequenzen im Rahmen dieser Arbeit ermittelt. Die iibrigen Sequenzen stammen aus
GenBank.
? nicht zugeordnet

2.7 Raum-zeitliche Genexpressionsanalysen — in situ Hybridisierung

Ein wichtiges Ziel der vorliegenden Arbeit war es, anhand raum-zeitlicher
Expressionsmuster oben beschriebener Kandidatengene zweier nah verwandter
Lepidium-Arten mit unterschiedlicher Frucht-Morphologie Riickschliisse auf die
genetische Basis der Regulation von Offnungs- bzw. SchlieBfriichten zu erhalten. Die
Durchfiihrung der in situ Hybridisierungsversuche erfolgte im allgemeinen nach

Zachgo (2002).

2.71 Etablierung der in situ Hybridisierung in Lepidium

Die Methode der in situ Hybridisierung in der Gattung Lepidium wurde zunéchst mit
,ZAnti-Sense“-Sonden fiir das Histon H4 etabliert, bevor Hybridisierungen mit den
Kandidatengenen durchgefiihrt wurden. Die H4-Gene von L. campestre, L.
appelianum sowie Ae. carneum wurden mit Primern isoliert, die von der H4-Sequenz
von Arabidopsis (AT2G28740) abgeleitet wurden. Bei dieser Etablierungsmalnahme
wurde die ideale Fixierung der Gewebe sowie diejenige Menge an Sonde bestimmt,
die zu ausreichend starken Hybridisierungssignalen in den histologischen Schnitten
fithrte. Die Menge der eingesetzten Sonde konnte hierbei leicht variieren.
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2.7.2 Einbetten von Pflanzengeweben

2.7.21 Fixierung in FAE / Paraformaldehyd

Die Fixierung der Bliiten und Friichte erfolgte in zwei verschiedenen Medien
(Paraformaldehyd-Fixativ oder FAE-Fixativ). Bliiten und Friichte der ausgewihlten
Ontogenie-Stadien wurden in vorgekiihltem Fixativ fiir 20 min bei ~300mbar entgast,
um Lufteinschliisse im Gewebe zu entfernen und eine gleichméBige Fixierung der
Pflanzengewebe zu gewihrleisten. Die Fixierung erfolgte unter leichtem Schiitteln
(16h, 4°C). Nach zweifachem Waschen der Gewebe mit 0,1M Phosphatpuffer und
anschlieender Dehydrierung (30% EtOH (v/v), 50% EtOH (v/v), je 30 min) konnten
die Proben in 70% EtOH (v/v) bei 4°C gelagert werden.

2.7.2.2 Einbetten in Paraffin
In situ Hybridisierungen wurden auf Diinnschnitten (6-14pm) durchgefiihrt. Um
Diinnschnitte mit Hilfe eines Mikrotoms zu erzeugen, mussten die Gewebe zunéchst

in DMSO-haltiges Paraffin (McCormick, USA) eingebettet werden.

Paraffin-Einbettung:

85 % EtOH (v/v) (mit DEPC) 60 min
95 % EtOH (v/v) (mit DEPC) 60 min
100 % EtOH (mit DEPC) 60 min
2:1 EtOH : Histoclear 30 min
1:1 EtOH : Histoclear 30 min
1:2 EtOH : Histoclear 30 min
100 % Histoclear 30 min
100 % Histoclear 4h
I:1 Histoclear : Paraffin (fliissig) UN

Ab dem Folgetag wurde das Histoclear in den Proben sukzessive durch fliissiges
Paraffin ausgewaschen. Nach drei bis fiinf Tagen wurden die Gewebeproben durch

abkiihlen des Paraffins fixiert. Die Proben waren so fiir mehrere Monate haltbar.

2.7.2.3 Erstellen von Gewebeschnitten am Mikrotom

Einzelne Gewebe wurden aus dem Paraffinblock herausgetrennt und auf geeigneten
Probentrigern mit Paraffin befestigt. Die so vorbereiteten Prdparate konnten am
Mikrotom bearbeitet werden. Die Diinnschnitte besallen im Allgemeinen eine Dicke
von 7pm. Die Schnitte wurden aus dem Streckbad (42°C) auf Objekttriger tiberfiihrt
(Superfrost Ultra Plus®, Menzel, Braunschweig) und waren nach Trocknung (42°C,
UN) zur in situ Hybridisierung bereit.
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2.7.3 in situ Sondentemplate

Sondentemplates fiir RNA-Sonden wurden aus Plasmiden mit Vollldngenklonen
hergestellt (vgl. 2.5.8), da langere Sonden erfahrungsgeméil zu besseren Ergebnissen
fiihren.

Fiir jedes Gen wurden spezifische Primer entwickelt. Die fwd- und rev-Primer
besallen zudem — je nach sense- oder antisense-Richtung — eine T7 RNA-Polymerase-
Bindestelle bzw. eine Erkennungssequenz fiir eine Endonuklease. Diese Primer
wurden zur Amplifikation von Sondentemplates verwendet (vgl. 2.5.3). Die PCR-
Produkte wurden nach Auftrennung im Agarosegel aufgereinigt, anschlieend
erfolgte eine Restriktion. Idealerweise wurden Endonukleasen ausgewéhlt, die einen
5’-Uberhang produzierten, um das Abfallen der T7-RNA Polymerase bei der in vitro
Transkription (vgl. 2.7.4) zu vereinfachen (Xbal, Ncol).

Bei einer zweiten angewandten Methode der Template-Erstellung wurden
Vollldngenklone mittels Endonukleasen aufgeschnitten. In diesen Féllen wurden auf
dem Plasmid (pGEM-T) befindliche RNA-Polymerase-Bindestellen (SP6 und T7

RNA-Polymerase) als Initiator fiir die in vitro Transkription verwendet (vgl. 7.4).

2.7.4 in vitro Transkription

Die Herstellung DIG-markierter Sonden fiir die in situ Hybridisierung erfolgte mittels
DNA-abhdngiger RNA-Polymerasen (SP6- bzw. T7-RNA-Polymerase) nach dem
folgenden Protokoll:

in vitro Transkription:

DEPC
zusammen 13,5 pl
200ng DNA-Template (bei aufgeschnittenem Plasmid entsprechend mehr)
2,0 ul 10 x Transkriptions-Puffer
2,0 ul DIG RNA Labeling Mix (Roche, Mannheim)
2,0 pl RNA-Polymerase (T7 / SP6)
0,5 pl RNase Inhibitor
20,0 pl Gesamtansatz
Inkubation: 2h,37°C - 1pl Entnahme fiir Agarosegel
Zugabe von
2ul DNase I
2ul {RNA

Inkubation: 15 min, 7°C >  1ul Entnahme fiir Agarosegel

Stoppen der Reaktion & Fillung

2ul EDTA
5 Volumen 7,8 M Ammonium-Acetat
2 Volumen 100% EtOH
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Die Fillung erfolgte iiber Nacht bei -20°C. Nach Zentrifugation, (12.000 x g, 30
min), zweimaligem Waschen (80% EtOH (v/v), mit DEPC angesetzt) sowie

Resuspendieren der Sonden in DEPC waren diese einsatzbereit.

2.7.5 Hydrolyse von RNA-Sonden

Sonden mit einer Lange > 400bp wurden hydrolysiert, kiirzere Sonden konnten direkt
fiir Hybridisierungsversuche verwendet werden, wie z.B. Histon 4-Sonden mit einer
Lange von etwa ~ 300bp. RPL- oder FUL-Sonden hingegen wurden hydrolysiert. Zu
hydrolysierende Sonden wurden mit DEPC auf 100ul erweitert und mit 100ul 2 x
Hydrolyse-Puffer versetzt. Die Hydrolyse erfolgte bei 60°C, die Dauer war abhédngig
von der Linge der Sonde. Die Hydrolysereaktion wurde auf Eis mit 1pul Essigsdure
abgestoppt, die Fallung der Sonden erfolgte durch die Zugabe von 7ul 3M NaAc, 1ul
tRNA, 1ul Poly(A) sowie 210ul Isopropanol (2h, -20°C). Nach Prézipitation (30 min,
12.000 x g) wurden die Sonden zweimal mit 80% EtOH (v/v) gewaschen.

(Lo-Lr)
K Ly Lf

Berechnung der Hydrolyse-Dauer: Dauer [min] =

K = konstante Rate (0,11); L, = Liange der RNA-Sonde vor Hydrolyse [kb]; Ly = Zielldnge der RNA-Sonde [kb]

2.7.6 Qualititsabschitzung von RNA-Sonden

Die Qualitdtsabschdtzung der RNA-Sonden erfolgte mittels Dot Blot. Dafiir wurde je
Iul einer 1:10, 1:100, 1:1.000 und 1:10.000 Sondenverdiinnung auf eine Nylon-
membran aufgetragen und eine DIG-Antikorper-Reaktion durchgefiihrt. Als Kontrolle
diente DIG-markierte Kontroll-RNA (Roche, Mannheim), die in den gleichen
Verdiinnungen auf die Membran aufgebracht wurde. Je nach Stirke der ,,Dots* in der
starksten Verdiinnung wurde bestimmt, wie viel Sonde pro Objekttriger zum Einsatz
kam. Uberdies wurde wihrend der in vitro Transkription je 1pul Sonde vor bzw. nach
dem DNA-Verdau entnommen. Diese widhrend der in vitro Transkription
entnommenen Proben wurden zur Qualititsabschitzung elektrophoretisch im

Agarosegel aufgetrennt.
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2.7.7 in situ Hybridisierung

2.7.7.1 Vorbehandlung histologischer Schnitte

Die Diinnschnitte auf den Objekttragern mussten vor der in situ Hybridisierung
vorbehandelt werden. Unter anderem musste das Paraffin entfernt werden. Hierzu

wurden mehrere Waschschritte durchgefiihrt:

3x 5 min 100% Histoclear
5 min Histoclear : EtOH p.A. (1:1)
2x 5 min 100% EtOH p.A.

5 min 95% EtOH p.A. (v/v), in 0,85% NaCl
5 min 85% EtOH p.A. (v/v), in 0,85% NaCl
5 min 70% EtOH p.A. (v/v), in 0,85% NaCl
5 min 50% EtOH p.A. (v/v), in 0,85% NaCl
5 min 30% EtOH p.A. (v/v), in 0,85% NaCl

2 min 0,85% NaCl
2x 10 sek DEPC
20 min 2 x SSPE, 70°C
20 min Proteinase K-Verdau (1pg/ml)
5 min 2 x SSPE, RT
5 min 0,85% NaCl

5 min 70% EtOH p.A. (v/v), in 0,85% NaCl
5 min 90% EtOH p.A. (v/v), in 0,85% NaCl
5 min 100% EtOH p.A.

Nach dieser Probenvorbereitung wurden die Objekttriager an der Luft getrocknet und

wie unter 2.7.6.2 erldutert mit den jeweiligen Sonden beladen.

2.7.7.2 Hybridisierung

Die entsprechende Menge Sonde je Objekttrager wurde mit DEPC auf 22pl erweitert,
fiir 2 min bei 85°C denaturiert und auf Eis gestellt. Fiir jeden Objekttrager wurden
128ul Hybridisierungsmix sodann mit der gewiinschten RNA-Sonde gemischt und

auf dem Objekttrager ausgestrichen. Der Hybridisierungsmix setzte sich wie folgt

zusammen:
Hybridisierungsmix:
75 ul Formamid
30 pl Dextran-Sulfat
3,0 pl 50 x Denhardt-Mix
3,75l {RNA
1,5 ul Poly(A)
6,0 ul 50 x TE
9,0 ul 5 M NaCl

Die Hybridisierung erfolgte fiir 14 Stunden bei 50,5°C.

2.7.7.3 Immunologische Detektion
Vor der immunologischen Detektion wurden verschiedene Waschschritte
durchgefiihrt, um beispielsweise fehlerhaft gebundene Sonden zu entfernen und die

immunologische Detektion vorzubereiten.
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Nachfolgend sind die Waschschritte vor der immunologischen Detektion angegeben:

5 min 3 x SSPE, RT

5 min 3 x SSPE, RT

30 min 3 x SSPE, 50°C

30 min 3 x SSPE, 50°C

5 min 1 x NTE, RT

5 min 1 x NTE, RT

30 min 1 x NTE, 37°C + RNase A, 40pg/ml
5 min 1 x NTE, RT

30 min 1,5 x SSPE, 52°C

30 min 1,5 x SSPE, 52°C

30 min 0,3 x SSPE, 52°C

5 min Puffer 1

30 min Puffer 1 + 0,5% Blocking Reagent
30 min Puffer 1 + 1% BSA + 0,1% Tween 20
60 min Puffer 1 + 1% BSA + 1:3000 AntiDIG AP FAB-Fragment
10 min Puffer 1 + 0,1% Tween 20

15 min Puffer 1 +0,1% Tween 20

20 min Puffer 1 + 0,1% Tween 20

20 min Puffer 1 + 0,1% Tween 20

5 min Puffer 2 + 0,1% Tween 20

5 min Puffer 2 + 0,1% Tween 20

SchlieBlich wurden die Objekttriger in Farbetroge tiberfiihrt und dort iiber Nacht in
einer Detektionslosung (vgl. 7.2) inkubiert.

2.7.7.4 Mikroskopische Auswertung
Nach Waschen (2 x je 5 min mit H,O), Trocknen (je 30 sek in 50%, 70%, 95%, 100%
EtOH, v/v) und Versiegeln der hybridisierten Proben auf dem Objekttrager mit
Histokitt (Roth, Karlsruhe) wurden die Hybridisierungsergebnisse unter dem
Lichtmikroskop (DMS5000B, Leica, Wetzlar) betrachtet und die verschiedenen
Fruchtentwicklungsstadien digital fotografiert.

2.8 Southern Blot

Zur Charakterisierung der Kandidatengene wurde deren Kopienzahl mittels Southern
Blot (SOUTHERN 1975) ermittelt. Gesamt-DNA wurde mit verschiedenen
Restriktionsenzymen (Apal, EcoRV, Fsel, Notl, Sacl, Xbal) verdaut und im
Agarosegel (0,8%, 30V) aufgetrennt. Als GroBenstandard wurde der DIG-markierte
,»DNA Molecular Weight Marker VII* (Roche, Mannheim) verwendet.

Nach Firbung und Uberpriifung der Auftrennung wurden die DNA-Fragmente
denaturiert (0,2 M HCI; bis Farbumschlag), anschlieBend neutralisiert (0,2 M NaOH,
30 min) und in 10 x SSC &quilibriert (2 x 15 min). Der Kapillartransfer der DNA auf
eine Nylonmembran (ZetaProbe, BioRad, Miinchen) erfolgte mit 10 x SSC iiber
Nacht. Nach Waschen der Membran (2 x SSC) erfolgte die Fixierung der DNA per
Cross-linking (2 min, UV-Licht). Auf diese Weise vorbereitete Membranen wurden

fiir DNA-DNA-Hybridisierungen eingesetzt.
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2.8.1 Southern Hybridisierung

Fiir die Hybridisierung war es erforderlich, dass DNA-Sonden an Ziel-DNA auf der
Nylon-Membran binden. Die DNA-Sonden wurden mit dem DIG-DNA-Labeling
Mix (Roche, Mannheim) nach Herstellerangaben hergestellt. Als Templates wurden
Klone mit geeigneten 3'- bzw. 5’-Enden der Kandidatengene verwendet, wobei diese
Templates nach Moglichkeit keine Intron-Exon-Ubergéinge enthalten sollten.
Restringierte gDNA auf der Membran kann Introns enthalten, die Sondentemplates
aufgrund des Ursprungs aus cDNA hingegen nicht. Die fiir die Sondenherstellung
verwendeten Primer sind im Anhang (vgl. 7.1) angegeben.

Die Membranen (vgl. 2.8) wurden prahybridisiert (Hybridisierungspuffer, 65°C, 1 h)
und anschliefend mit verschiedenen Sonden bei 65°C f{iber Nacht hybridisiert.
(Hybridisierungspuffer + Sonde, 10 min bei 95°C denaturiert). Zum Entfernen
fehlerhaft gebundener Sonden und um die immunologische Detektion vorzubereiten

folgten mehrere Stringenzwaschungen.

Waschschritte:
Puffer 1 5 min
Waschpuffer 1 2 x 15 min
Waschpuffer 2 2 x 15 min
Puffer 1 + AntiDIG AP FAB-Fragment 30 min
Puffer 1 10 min
Puffer 2 (pH 9.5 30 min

Die immunologische Detektion erfolgte in Puffer 2 (pH 9.5) mit 1,5ul BCIP und NBT
je ml Puffer. Bereits nach kurzer Zeit waren Bandenmuster erkennbar, diese wurden
mit einer Digitalkamera dokumentiert.

Membranen konnten fiir eine erneute Hybridisierung mit einer anderen Sonde
wiederverwendet werden. Hierzu wurden sie mit 1:10 DMF/Ethanol entfirbt und mit

kochendem dH,O gestrippt.

29 Northern Blot

2.9.1 »Housekeeping Genes*

Zur Positivkontrolle bei Northern Blots wurde auf die Verwendung von
,Housekeeping Genes* zuriickgegriffen, welche eine in unterschiedlichen
Gewebeteilen (z.B. Wurzel, Spross oder Bliiten) dhnlich starke Expression zeigen und
somit als Ladekontrolle dienen konnen. Allerdings kann die Expression in einzelnen
Gewebeteilen variieren, weshalb hédufig die Verwendung mehrerer sogenannter

,Housekeeping Genes* priferiert wird (PELEMAN et al. 1989; CZECHOWSKI et al.
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2005; NIcOT et al. 2005). Da die Expression des /8S-Gens sehr gleichmillige
Ergebnisse lieferte, wurde schlieflich allein dieses Gen als Kontrolle fiir die Northern

Analysen verwendet.

2.9.2 Denaturierendes Agarosegel

Fir die Auftrennung von RNA fiir Northern Analysen wurden 3%-ige (W/v)
denaturierende Agarosegele (LE-Agarose, Lonza, Koéln) verwendet (3g LE Agarose,
50,25ml Formaldehyd, 30ml 10 x MEN-Puffer). Je 20ug Proben-RNA wurden mit
Sul Formaldehyd, 10ul Formamid, Sul 10 x MEN-Puffer, Sul RNA-Gel-Ladepuffer
denaturiert (15 min, 65°C) und direkt aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte bei 80V.
Zu Dokumentationszwecken wurde ein Foto des mit Ethidiumbromid geférbten Gels

erstellt.

293 RNA-Transfer

Der Transfer der aufgetrennten RNA erfolgte mithilfe eines Vakuum-Blotting-
Systems bei S0mbar (Pharmacia, Uppsala, Schweden) auf eine Nylonmembran (Zeta-
Probe, Bio-Rad, Miinchen). Als Transferpuffer diente ein Hochsalzpuffer (10 x SSC).
Der Transfer wurde nach 3h beendet, die Membran in 2 x SSC gewaschen und die

RNA per UV-Cross-Linking an der Membran fixiert (2 min, UV-Tisch, 312nm).

294 Sonden

Nachdem Vorversuche mit dem Digoxigenin-System keine Ergebnisse erbrachten,
wurde ein System mit radioaktiv markierten Sonden angewendet, die Northern
Hybridisierung erfolgte demnach mit radioaktiv markierten Sonden. Die verwendeten
Primer fiir die Erstellung der Templates sind im Anhang (vgl. 7.1) angegeben. Diese
wurden mit a->’P dCTP (Hartmann Analytik, Braunschweig) nach dem folgenden

Protokoll hergestellt:

Herstellung radioaktiv markierter Sonden:

100 ng Template-DNA (Zielgen) } )
ddILO gesamt: 33 ul

- Denaturierung (5 min in 100°C H,0)
- kiithlen auf Eis (5 min)

Zugabe von
Spl Oktadeoxyribonukleotide in 10 x Labeling Puffer
6ul dNTP-Mix (je 2ul dATP, dTTP, dGTP)
5ul o-*P dCTP, 3000 Ci/mmol, 50uCi
Il Klenow-Fragment
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Die Inkubation (1 h, 37°C) wurde durch Zugabe von 5Sul 0,2M EDTA gestoppt. Die
Sonden wurden via illustra MicroSpin G-50 Columns (GE Healthcare, Miinchen)
nach Herstellerangaben aufgereinigt, denaturiert (10 min, 95°C) und direkt auf die

Membranen appliziert.

295 Northern Hybridisierung und Phosphor-Imaging

Die Membranen (vgl. 2.8) wurden zunichst prahybridisiert (20 min, 65°C; 0,5M
Natriumphosphatpufter, pH7.2, 7% SDS). Die denaturierten Sonden (10min, 95°C)
wurden vorsichtig in die Hybridisierungsrohren gegeben, hier erfolgte die
Hybridisierung liber Nacht im gleichen Puffer (16 h, 65°C). Nach der Hybridisierung
erfolgten verschiedene Waschschritte (2 x mit 1% SDS (w/v), 0,1 x SSC, 68°C; 2 x
mit 0,1% SDS (w/v), 0,1 x SSC, 68°C).

AnschlieBend wurden die Membranen in einen Kunststoffbeutel iiberfiihrt und zur
Radiographie auf einen Phosphor-Screen aufgebracht. Je nach Strahlungsleistung der
Sonden wurde der Screen nach 1-5 Tagen Belichtung am Phosphorimager (Molecular
Dynamics, Essen) ausgelesen.

Die Membranen konnten nach dem Entfernen der radioaktiven Sonden (Strippen; 10
min, 95°C; 0,5 % SDS (w/v), 0,1 % SSC) erneut - fiir Hybridisierungen mit anderen

Sonden - eingesetzt werden.

2.10 Pollenschlauchwachstum

Versuche zum Pollenschlauchwachstum sollten Hinweise darauf geben, ob Pollen
von L. campestre auf Narben von L. appelianum bzw. Pollen von L. appelianum auf
Narben von L. campestre auskeimen konnen. Auf diese Weise sollte untersucht
werden, ob Pollen der zwei Lepidium-Arten grundsitzlich in der Lage sind, in Narben
der fremden Art auszukeimen und damit potentiell fdhig sind, fremde Bliiten zu

befruchten.

2.10.1 Bliitenfixierung

Frisch geerntete Bliiten wurden in mit Carnoyscher Losung (drei Teile 70% EtOH
(v/v), ein Teil 96% Essigsédure) gefiillten Schnappdeckelgldschen iiber Nacht fixiert.
Nach Entfernung der Carnoyschen Losung und Waschen mit 70% EtOH (v/v)
konnten die Bliiten in 70% EtOH (v/v) iiber mehrere Monate gelagert werden.
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2.10.2 Farben der Pollenschliuche

Zum Schutz vor physikalischer Beschddigung von Narben- und Griffelgewebe
wurden je zwei Bliiten in ein Eppendorf-Cup gegeben und mit dH,O gewaschen.
Durch Zugabe von 1M NaOH (30 min) erfolgte die Mazeration des Gewebes. Nach
erneutem Waschen mit dH,O wurden die Pollenschliuche gefarbt (Anilinblau-
Losung, iiber Nacht). AnschlieBend wurden die Bliiten ein drittes Mal mit dH,O
gewaschen. Zur Prdparation wurden die Bliiten auf Objekttriager tberfiihrt, die
Fruchtknoten vorsichtig freigelegt, mit einem Tropfen Glycerin betraufelt und mit
einem Deckglischen iiberdeckt.

Die mit Anilinblau gefarbten Pollenschlduche konnten im Fluoreszenzmikroskop

(365nm) betrachtet werden.

2.11 Kreuzungsexperimente

Um zu tiberpriifen, ob die beiden Schwesterarten Lepidium appelianum und Lepidium
campestre  miteinander =~ Nachkommen  hervorbringen = kénnen,  wurden
Kreuzungsversuche unternommen. Hierzu wurden an gerade gedffneten Bliiten
(Entwicklungsstadium 13; vgl. FERRANDIZ (1999) und SMYTH (1990)) die Antheren
entfernt die Narben mit Pollen der jeweils anderen Art bestdubt. Eine unerwiinschte,
spitere Bestdubung wurde verhindert, indem kleine Tiitchen {iber die bestidubten
Bliiten gestiilpt wurden. Nach der Reife wurden die markierten Friichte auf
Samenbildung kontrolliert. Ausgebildetes Saatgut wurde sorgfiltig aufbewahrt und
spater zu Kontrollzwecken und zum Nachweis potentieller Hybridisierung auf
Brassicaceen-Erde ausgesit. Als Negativkontrolle wurden bei weiteren Bliiten die

Antheren entfernt, diese Bliiten wurden daraufhin jedoch nicht bestdubt.
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3 Ergebnisse

3.1 Isolation von Fruchtentwicklungsgenen

In der vorliegenden Arbeit wurde die Isolation der Fruchtentwicklungsgene auf die
MADS-Box Gene FUL, SHPI und SHP2 sowie das BELL-Homo6odoméinen-Gen
RPL beschrankt. Die bHLH-Gene ALC und IND wurden im Schwesterprojekt der AG
Theilen an der Universitit Jena isoliert. Um in den Laboratorien der Universitit
Osnabriick mit in situ-, Southern- und Northern-Hybridisierungen beginnen zu
konnen, wurden Sequenzdaten der Gene ALC und IND von Teresa Lenser zur

Verfiigung gestellt.

3.1.1 3’-RACE - Isolation von Fruchtentwicklungsgenen

Mittels 3'RACE-Versuchen ist es moglich, die 3-Enden unbekannter Gene zu
isolieren, mit denen downstream-Versuche unternommen werden sollten. Die aus
den 3’'RACE-Analysen erhaltenen Sequenzen wiesen Lingen zwischen 700bp und
1000bp auf (Abb. 3.1). BLAST-Suchen (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) der
Sequenzierungsergebnisse ergaben hohe Ahnlichkeiten der sequenzierten Gene zu
den Fruchtenwicklungsgenen aus Arabidopsis thaliana (vgl. 1.4) sowie moglicher
Orthologer weiterer Brassicaceen, wie z.B. Brassica napus, B. rapa oder Capsella
bursa-pastoris, soweit diese in der GenBank verfligbar waren. Die Anzahl der Treffer
fiir die besser untersuchten MADS-Box Gene (FUL, SHP1, SHP2) war deutlich hoher
als die fiir das BELL-Homdodoménen Gen REPLUMLESS.

3.1.2 5’-RACE - Isolation von Fruchtentwicklungsgenen

Ergaben sich fiir die klonierten 3’-Sequenzen bei der BLAST-Suche positive Treffer,
so wurden nachfolgend die 5’-Enden kloniert und sequenziert. Im Falle der
REPLUMLESS-Gene, bei denen mit dem ersten 5'RACE-Durchlauf nicht die
komplette mRNA kloniert werden konnte, wurde dieser Schritt ein zweites Mal
durchgefiihrt. Durch erfolgreiche 5'RACE-Versuche konnte fiir jedes Gen die
komplette cDNA isoliert werden und schlieBlich am 5°- bzw. 3’-Ende Primer fiir

Vollldngenklone entwickelt werden.

3.1.3 Herstellung von Vollléiingenklonen
Nach dem Klonieren der vollstindigen mRNAs wurden Vollldngenklone erstellt.

Diese beinhalteten die komplette mRNA, inklusive der nicht translatierten Bereiche
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(5'-UTR sowie 3'-UTR). Trotz der erfolgreichen Klonierung der 5"'UTR-Bereiche der
RPL-Gene beginnen die Vollldngenklone dieser Gene mit der initialen Startsequenz,
welche auf der Arabidopsis-Sequenz beruht. Die Fragmentlingen aller

Volllingenklone sind in Abb. 3.2 dargestellt.

Grifien- Griflen-
Standard Lc¢SHP1 LaSHP1 LaSHP2 LcSHP2 Le FUL La FUL La RPL L¢c RPL Standard

2000 bp
1800 bp

1600 bp ‘

1400 bp
1200 bp

1000 bp

800 bp
700 bp
600 bp

500 bp
400 bp

300 bp

200 bp

100 bp

Abb. 3.1 Elektrophoretische Auftrennung der isolierten 3°-RACE-Fragmente der untersuchten
Lepidium-Fruchtentwicklungsgene im Agarosegel. Die Grofle der Fragmente variiert
zwischen ~700bp (LaRPL, LcRPL) und etwa 1kb (LcSHP2, LaSHPS2). Die griin
markierten Banden wurden eluiert und fiir die Erstellung spezifischer Primer fiir die 5'-
RACE verwendet. Zur GroBenabschitzung wurde ein DNA-Ladder verwendet
(HyperLadder II, Bioline), die Grofe der Banden ist links angegeben. La: Lepidium
appelianum. Lc: Lepidium campestre.

Insgesamt wurden so in den untersuchten Lepidium-Arten je vier potentielle
Kandidatengene isoliert; jeweils drei MADS-Box Gene (SHPI, SHP2 und FUL)
sowie das BELL-Homoodoménen-Gen RPL. Die Lénge der kodierenden Bereiche
(CHANDLER et al. 2005) aller isolierten moglichen Fruchtentwicklungsgene stimmte
recht genau mit den bekannten kodierenden Sequenzen (CDS) aus Arabidopsis
thaliana tiberein (vgl. Tabelle 3.1).

Zusitzlich zu den in Lepidium isolierten Genen war es moglich, ein einzelnes
SHATTERPROOF-Gen (SHP2-like) aus Aethionema carneum zu isolieren. Die Linge
dieses Gens war mit 714 bp etwas kiirzer als das Gen aus Arabidopsis und Lepidium

(747 bp bzw. 741 bp). Dieses Gen wird in Kapitel 4.3 néher betrachtet.
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Groben- Grifien-
Standard La SHP1 LaSHP2 LaFUL LaRPL LeSHP2  Lc FUL Le RPL  Standard

2000 bp
1800 bp
1600 bp
1400 bp

1200 bp

1000 bp

800 bp

700 bp
600 bp

500 bp
400 bp

300 bp
200 bp

100 bp

Abb. 3.2 Elektrophoretische Auftrennung der isolierten Vollldngenklone der Lepidium-
Fruchtentwicklungsgene im Agarosegel. Die verschieden langen Fragmente umfassen
jeweils die CDS inklusive 5'- und 3"UTR. Die griin markierten Banden wurden eluiert
und fiir nachfolgende Versuche in Vektoren kloniert. Als Grolenmaf3stab wurde ein
DNA-Ladder verwendet (HyperLadder II, Bioline), die Grofle der Banden ist links
angegeben. La: Lepidium appelianum. Lc: Lepidium campestre.

Tabelle 3.1 Linge der kodierenden Sequenzen (CDS) sowie Linge der isolierten
mRNA der mutmaBlichen Lepidium- und Aethionema-Orthologen im
Vergleich zu Arabidopsis thaliana Fruchtentwicklungsgenen.

FUL SHPI SHP2 RPL

Arabidopsis thaliana, CDS 729bp  741bp  747bp 1728 bp

L. campestre, CDS 729bp  759bp  741bp 1701 bp
L. appelianum, CDS 732 bp 759 bp 747bp 1722 bp
Ae. carneum, CDS partiell - - 714 bp -

Arabidopsis thaliana, MRNA 1113 bp 1209bp 1135bp 2017 bp
L. campestre, mnRNA 917 bp 980bp 1052bp 1850 bp
L. appelianum, mRNA 1014bp 1003 bp 1102bp 1896 bp
Ae. carneum, mRNA partiell - - 944 bp -

3.2 Sequenzhomologien der untersuchten Fruchtentwicklungsgene

Nukleotidsequenzen der aus Lepidium und Aethionema isolierten mutmaBlichen

orthologen Gene wurden zusammen mit Fruchtentwicklungsgenen aus Arabidopsis
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thaliana aligniert und mit Hilfe des Programms PAUP" die Sequenzhomologien
errechnet (vgl. Tabelle 3.2). Relativ hohe Sequenzhomologiewerte auf
Nukleotidebene (90,2 bis 98,1%) deuten bereits an, dass es sich bei den isolierten
Genen aus Lepidium um die gesuchten Orthologen der Arabidopsis thaliana
Fruchtentwicklungsgene handeln konnte. Insbesondere die MADS-Box Gene mit
ihrer hoch konservierten MADS-Box weisen auf Aminosdureebene selbst zwischen
den Gattungen Arabidopsis und Lepidium Werte von liber 95% auf, die MADS-Box
Gene der untersuchten Lepidium-Arten haben sogar eine Ahnlichkeit von iiber 97%.
Ahnlich gestalten sich die Sequenzihnlichkeiten bei REPLUMLESS. Hier liegen die
Nukleotidsequenzdhnlichkeiten bei 91,1 bis 91,3% (Arabidopsis versus Lepidium),
die Aminosiure-Ahnlichkeit liegt {iber 94%. Der Vergleich von Nukleotid- und
Aminosduresequenzen zwischen den Lepidium-Arten zeigt etwas niedrigere Werte als
bei den MADS-Box Genen, ist mit 97,5 bzw. 97,4 % aber immer noch sehr hoch (vgl.
Tabelle 3.2).

Tabelle 3.2  Sequenzdhnlichkeiten putativ orthologer Gene von L. campestre, L.
appelianum, Ae. carneum und A. thaliana. Die oberen Werte geben die
Nukleotid-Ahnlichkeit in Prozent (links) und die gesamte Anzahl an
Aminosdurednderungen an. Die unteren Werte geben die Aminoséure-
Ahnlichkeiten (linker Wert) sowie die Aminosiure-Identitit (rechter

Wert) in Prozent an. ,,--“: Sequenzdaten nicht vorhanden.
A. thaliana -  A. thaliana - L. appelianum - A. thaliana -
Genname L. campestre L. appelianum L. campestre Ae. carneum
90,3 /11 90,2 /12 98,1/2
SHATTERPROOFI 976 /94,0 97,6 /93,7 100/ 99,2 -
91,8 /12 91,5/13 97,5/5 79,7 /30
SHATTERPROOF2 98 4 /95 ] 97,2 /94,0 98,8/97,2 91,1/83.8
91,9 /34 92,5 /30 97,8 /12
FRUITFULL 97,1/94,7 97,5/95,5 98,8/97,5 -
91,1/34 91,3/30 97,5 /12
REPLUMLESS 94,6 /90,8 95,5/91,6 97,4 /96,7 -

Bei ndherer Betrachtung der Nukleotid-Substitutionen in den Lepidium-Genen im
Vergleich zu Arabidopsis wird deutlich, dass diese gleichmaBig liber die gesamten
Gene verteilt sind (Abb. 3.3). Hiervon ausgenommen ist lediglich eine Region im
REPLUMLESS-Gen, die einen Bereich mit deutlich geringerer Substitutionsrate
aufweist (bp 510-654). Bei diesem Bereich handelt es sich um die hoch konservierte
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MEINOX-Region (Abb. 3.3 d, unterstrichen) (SMITH & HAKE 2003). Diese Region
wird flir Protein-Protein-Interaktion zwischen PBC- und MEINOX-Genen bendétigt;
hierbei handelt es sich um Unterfamilien der BELL-Homododominen-Gene
(BELLAOUI et al. 2001). Die ebenfalls hoch konservierte Homdodoméne (Abb. 3.3 d,
fett gedruckt) wiederum weist gleichmifBig verteilte Nukleotid-Substitutionen auf.
Auffillig ist, dass innerhalb dieser hoch konservierten Genabschnitte nur wenige
,»nicht-synonyme* Substitutionen zu finden sind.

Eine Vielzahl der Nukleotid-Substitutionen ist an der dritten Position eines Tripletts
zu finden (Wobble-Position). Diese wiederholt auftretenden ,,synonymen*
Substitutionen verursachen keinen Aminosdure-Austausch (stille Mutation) und

verdndern damit auch nicht die biologischen Eigenschaften eines Proteins.

3.3 Phylogenetische Analysen der Fruchtentwicklungsgene

Alle fiir die phylogenetischen Analysen verwendeten DNA-Sequenzdaten wurden in
Aminosduresequenzen iibersetzt, aligniert und anschlieBend in die originalen
Nukleotid-Sequenzen zuriickiibersetzt. Auf diese Weise wird das Alignment
optimiert, da Leserasterverschiebungen auf DNA-Ebene ausgeschlossen werden.
Diese Alignments, fiir die ausschlieBlich die kodierenden Sequenzbereiche der
untersuchten Gene herangezogen wurden, stellten die Basis fiir die Berechnung der
phylogenetischen Stammbdume dar. Die DNA-Alignments sind in Abb. 3.3 a - d
dargestellt.

Das beste Substitutionsmodell wurde fiir die jeweiligen Datensdtze individuell
bestimmt; als das beste Substitutionsmodell stellte sich bei allen Datensédtzen das
Modell ,,GTR+R+I* heraus (,,General Time Reversible model with a proportion of
invariable sites and a gamma shaped distribution of rates across sites*, KNOOP &
MULLER (2006)).

Insgesamt konnten aus den zwei nah mit Arabidopsis verwandten Lepidium-Arten
acht Fruchtentwicklungsgene isoliert werden, jeweils vier aus L. appelianum
(SchlieBfriichte) sowie vier aus L. campestre (Offnungsfriichte). Um zu kliren, ob es
sich um Orthologe zu Arabidopsis-Fruchtentwicklungsgenen handelt, wurden
phylogenetische Analysen fiir die MADS-Box Gene und fiir die BELL

Homdodominen-Gene erstellt.
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IdHS unuetTaodde -7
IdHS ax3sadured T
I A004dHHLILYHS
IdHS wnuerradde -7
IdHS ox3sadured -7
T A00YdYHLIYHS

IdHS umuerradde -7
TdHS @I3sadued -7
T J004dYALLYHS
IdHS wnuerradde -7
TdHS ox3sadured T
I A00ddHHALLYHS

IdHS unmuerradde T
IdHS ox3sadured -7
I A004dHH.LLYHS
IdHS unuerradde -7
TdHS ©&x3sadwed -T
I J00YdHHALILVYHS

IdHS unuetTadde -7
IdHS ax3sadured T
I A004dHHLIVHS
TdHS umuerradde T
IdHS @x3sadured -7
T A00YdYHLIYHS

IdHSs unuerradde *T
IdHS ©x3seadueo T
T A004dHHALLYHS
IdHS unuetTadde -7
IdHS o13seadued *7T
I A00dddALLVHS

TdHS unuerradde T
IJHS ax3sadured T
T A00YdHYHLIVHS
IdHs umuerTradde *T
IdHS @x3sadured 7T
T J004dHHALILVHS

IdHS unueTradde *7
IdHS ©&x3sadwed -7
T A004dHHALIVHS
IdHS unuerradde -7
IdHS ax3sadured -1
T A00YdYHALIVHS

Abb. 3.3a Alignment der Nukleotidsequenzen sowie der abgeleiteten Aminosduresequenzen von

Lepidium campestre (Offnungsfriichte) und Lepidium appelianum (SchlieBfriichte).
Synonyme Nukleotid-Substitutionen sind griin markiert, nicht-synonyme Nukleotid-
Substitutionen sowie die resultierenden Aminoséure-Substitutionen sind rot dargestellt.

SHATTERPROOF1 (Arabidopsis thaliana) sowie der mutmaBlich orthologen Gene aus

-Substitutionen, die ausschlieBlich bei Lepidium

inosaure

Pfeile kennzeichnen Am

appelianum mit indehiszenten Friichten vorhanden sind. Die MADS-Box ist im

Fettdruck dargestellt.
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Abb. 3.3b Al

Lepidium campestre (Offnungsfriichte) und Lepidium appelianum (Schlieifriichte)
sowie Aethionema carneum (heterokarp). Synonyme Nukleotid-Substitutionen sind griin

resultierenden

nicht-synonyme Nukleotid-Substitutionen sowie die

markiert,

Aminosdure-Substitutionen sind rot dargestellt. Pfeile kennzeichnen Aminosiure-

Substitutionen, die ausschlieBlich bei Lepidium appelianum mit indehiszenten Friichten

sind. Die MADS-Box ist im Fettdruck dargestellt, die C-Doméne ist grau

vorhanden
unterlegt.
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Nukleotidsequenzen sowie der abgeleiteten Aminosduresequenzen von

FRUITFULL (Arabidopsis thaliana) sowie der mutmallich orthologen Gene aus

Abb. 3.3c Alignment der

Lepidium campestre (Offnungsfriichte) und Lepidium appelianum (SchlieBfriichte).

nicht-synonyme Nukleotid-
-Substitutionen sind rot dargestellt.

die ausschlieBlich bei Lepidium

appelianum mit indehiszenten Friichten vorhanden sind. Die MADS-Box ist im

Fettdruck dargestellt.
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Substitutionen sowie die resultierenden Aminosaure
Pfeile kennzeichnen Aminosdure-Substitutionen,

Synonyme Nukleotid
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3.3.1

Neighbor Joining Analysen der Fruchtentwicklungsgene

Neighbor Joining Bdume sind in Abb. 3.4 (MADS-Box Gene) und Abb. 3.5 (BELL-

Gene) dargestellt. Bereits bei diesen schnellen Analysen ist gut zu erkennen, dass die

untersuchten Gene (SHPI, 2, FUL, RPL) aus Lepidium in Schwesterbeziechung mit

den Orthologen aus Arabidopsis und anderen Brassicaceen stehen.

patens PPTIMG

—i0.07

Abb. 3.4 Neighbor Joining Phylogenie ausgewihlter MADS-Box Gene. Die untersuchten
Lepidium MADS-Box Gene SHP1,2 und FUL sind im Fettdruck hervorgehoben, die
betreffenden MADS-Box-Gene aus Brassicaceen (SHP/, SHP2, FUL) sind farbig
unterlegt. Die zwei nicht zur Gruppe der MIKC*-MADS-Box Gene zugehdrigen
Physcomitrella patens-Gene (PPTIM1, PPTIM?) reprasentieren die AuBengruppe.
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Abb. 3.5 Neighbor Joining Baum ausgewihlter BELL-Homdodoménen-Gene. Die untersuchten
Lepidium-RPL-Gene sind im Fettdruck hervorgehoben, eine Gruppe mit allen
moglichen RPL-Orthologen ist blau unterlegt. Zu dieser Gruppe steht POUND-
FOOLISH aus A. thaliana im Schwestergruppenverhéltnis. Bei diesem Gen handelt es
sich um das ndchstverwandte Gen zu RPL. Die Gene BLH3 und BLHI0 wurden als
Vertreter der AuBBengruppe gewahlt.

3.3.2 Bayesische- und Bootstrap-Analysen der Fruchtentwicklungsgene
Sowohl fiir den MADS-Box- als auch fiir den BELL-Datensatz wurde das beste
Substitutionsmodell ermittelt (GTR+G+I). Nach Berechnung von 1.700.000
Generationen (MADS-Box-Phylogenie) bzw. 1.000.000 (BELL-Phylogenie) und
anschlieendem ,,Verbrennen* von 25% der initialen Bdume (burn-in) wurden 50%
Majority-Rule-Konsensus-Bdume erstellt. Diese sind in Abb. 3.6 (MADS-Box
Phylogenie) und in Abb. 3.7 (BELL-Phylogenie) abgebildet.
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Sowohl die Bayesische als auch Neighbor Joining Analysen zeigen sehr dhnliche
Topologien, und auch der ,Bootstrap-majority-rule-consensus“-Baum zeigt nur
geringe Unterschiede zu den Bayesischen Untersuchungen. Aus diesem Grunde
wurde auf die Darstellung der ,,Bootstrap-majority-rule-consensus“-Bidume
verzichtet, vielmehr wurden Bootstrap-Werte fiir wichtige Kanten auf die
Bayesischen Phylogenien {iibertragen. Die Bootstrap-Werte sind unterhalb der

jeweiligen Kladen angegeben.

3.3.2.1 MADS-Box Phylogenie

Die Berechnung der MADS-Box Phylogenie erfolgte in ersten Analysen zunéchst
unter Einbeziehung von 4P2-like-Genen, welche zur Bewurzelung der Phylogenie
durch AuBlengruppenvergleich herangezogen wurden. Hierbei stellte sich heraus, dass
die Physcomitrella patens MADS-Box Typ 1 Gene PPTIM4 und PPTIM5 im
Schwestergruppenverhéltnis zu den MIKC"-MADS-Box-Genen stehen. Durch die
entferntere Verwandtschaft der 4P2-like Gene zu den MIKC - MADS-Box Genen
wurde das Alignment komplexer, was zu deutlich lingeren Rechenzeiten bei den
Stammbaumrekonstruktionen fiithrte. Um Rechenzeiten zu minimieren, wurden daher
die AP2-Gene aus dem Alignment eliminiert und die Physcomitrella-Gene MADS-
Box Typ I Gene zur Bewurzelung der MIKC -MADS-Box Genphylogenie (iiber
AuBengruppenvergleich) verwendet.

In der MADS-Box Phylogenie (Abb. 3.6) lassen sich verschiedene Unterfamilien
unterscheiden. Eine grofere Gruppe (SQUA-Klade) enthilt alle FRUITFULL-like
Gene sowie eine hierzu im Schwestergruppenverhiltnis stehende Gruppe mit den
Arabidopsis-Genen CAULIFLOWER (CAL) und APETALAI (API), das dazu
Orthologe Gen SQUAMOSA aus Antirrhinum majus (SQUA) sowie weitere Orthologe
aus anderen Gattungen, wie z.B. ein API-like Gen aus Vitis vinifera (AY538746).

Abb. 3.6 Bayesische Phylogenie von 125 MADS-Box-Genen. Zum Auflengruppenvergleich dienen

— zwei Typ I MADS-Box-Gene aus Physcomitrella patens (PPTIM4, PPTIMS). Posterior
Propability-Werte (PP) > 0.95 sind als fette Linien, 0.95 > PP > 0,8 als normale und
niedrigere PP-Werte als gestrichelte Linien dargestellt. Bootstrap-Werte wichtiger Kladen
sind  unterhalb der  betreffenden  Kante  angegeben. Die  untersuchten
Fruchtentwicklungsgene aus Lepidium (SHPI, SHP2 und FUL) stehen im Schwester-
gruppenverhéltnis zu den jeweiligen Fruchtentwicklungsgenen aus Arabidopsis. FUL-like
Gene unterschiedlicher Brassicaceen-Taxa sind blau unterlegt. Im Schwesterverhéltnis zu
diesen steht mit Carica papaya FUL ein weiteres FUL-like Gen aus den Brassicales. SHP-
Gene verschiedener Brassicaceen-Arten unterteilen sich in die paralogen SHPI (griin
unterlegt) und SHP2-Gene (rot unterlegt). In den jeweiligen Gruppen finden sich auch die
untersuchten Gene aus Lepidium wieder (Fettdruck). Das SHP-Gen aus Aethionema
carneum steht im Schwesterverhéltnis zu den restlichen Brassicaceen-SHP2-Genen.
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Innerhalb der FUL-like Gene finden sich die fiir die vorliegende Arbeit untersuchten
Gene aus L. campestre (LcFUL) und L. appelianum (LaFUL) wieder, welche mit

FUL-Orthologen anderer Brassicaceen zusammen stehen.

Zu den Brassicaceen-FUL-Orthologen steht wiederum CpFUL (Carica papaya,
Caricaceae, Brassicales) im Schwestergruppenverhdltnis. Dieses scheint ebenso

ortholog zu AtFUL zu sein.

Die statistische Absicherung mit posterior propability Werten (PP) betrdgt fiir die
FUL-Gruppe 100%, ebenso 100% betragen die PP-Werte fiir die CAL/API-Klade
sowie eine Unterstiitzung von ebenfalls 100% fiir die Abtrennung von CAL/AP1/FUL
gegeniiber dem Rest der MADS-Box Gene. Bootstrap-Analysen stiitzen die hier
gezeigte Stellung der Unterfamilien jedoch nur bedingt. Wird die gesamte
FUL/AP1/CAL-Gruppe vom Rest der MADS-Box Gene mit 94% und die CAL/API
sogar mit 99% gestiitzt, so betrigt der Bootstrap-Wert fiir die FUL-like Gene gerade
52%. Die Brassicaceen-FUL-Gene sind hingegen mit einem Wert von 100%
gesichert. Die Bootstrap-Werte liegen auch hier etwas niedriger als die PP-Werte,
trennen jedoch die Brassicaceen FUL-Gene gut gegen die ndheren verwanden Gene
ab.

Ahnlich ist die Situation der untersuchten SHP-Gene, sie werden von der
AGAMOUS-Gruppe mit einem PP-Wert von 100% getrennt gesehen. Die
SHATTERPROOF-Gene innerhalb der Brassicaceen zeigen eine Unterteilung in
SHPI und SHP2, die mit einer PP von 100% gestiitzt wird. Diese zwei Gruppen
beinhalten auch die jeweiligen Lepidium-Gene, und lassen fiir die SHP2-Gene sogar
die Verwandtschaftsverhéltnisse innerhalb der Brassicaceen erkennen (COUVREUR et
al. 2010; FRANZKE et al. 2011)

Das  SHP-Ortholog von  Aethionema  carneum  (AecSHP) steht im
Schwestergruppenverhéltnis zu den SHP2-Genen aller anderen Brassicaceen-SHP2-
Gene, und sollte daher als AecSHP?2 bezeichnet werden. Da kein zweites Aethionema-
Ortholog gefunden werden konnte, konnte es sich bei SHP2 um das anzestrale SHP-
Gen der Brassicaceen handeln. Die Duplikation wére demnach erst nach der

Trennung von Aethionema und den iibrigen Brassicaceen erfolgt.
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3.3.2.2

BELL-Phylogenie

In Abb. 3.7 ist die Phylogenie ausgewéhlter BELL-Homdodoménen-Gene dargestellt.
Die Topologie stellt LcRPL und LaRPL mit REPLUMLESS aus Arabidopsis thaliana

mit einem PP-Wert von 100% zusammen. Eine Gruppe um Vitis- und Ricinus-Gene

mit einer PP von ebenfalls 100% ist Schwestergruppe zu den RPL-Genen der

Brassicaceen. Eine weitere Gruppe, zu der auch OsRPL gehort (Os01G0848400), ist

wiederum mit einem PP-Wert von 100% zu den restlichen BELL-Genen abgetrennt.

Im Schwesterverhdltnis zu dieser Gruppe mit RPL- und RPL-like Genen steht
POUND-FOOLISH (BLHS), ein paraloges Gen zu AtRPL (SMITH et al. 2004). Die

phylogenetische Stellung dieser Gene wird mit einem PP-Wert von 100% gestiitzt.

L

[]

100

BLH3 (Arabidopsis thaliana)
BLH10 (Arabidopsis thaliana)
BLH6 (Arabidopsis thaliana)
BLH7 (Arabidopsis thaliana)

CU459223 (Vitis vinifera)
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RPL (Lepidium campestre)
RPL (Lepidium appelianum)

BEL1 (Ricinus communis)
CU459240 (Vitis vinifera)
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Abb. 3.7 Bayesische Phylogenie von 28 BELL-Hom&dodoménen-Genen. Als AuBengruppen-
vertreter dienen BLH3 und BLHI0 aus Arabidopsis thaliana. Posterior Propability-
Werte (PP) > 0.95 sind als fette Linien, 0.95 > PP > 0,8 als normale und niedrigere PP-
Werte als gestrichelte Linien dargestellt.
betreffenden Kanten angegeben. Die mdglichen orthologen RPL-Gene aus Lepidium
bilden mit REPLUMLESS aus Arabidopsis thaliana eine gut gestiitzte Gruppe mit
einem PP-Wert von 100.

Bootstrap-Werte sind unterhalb der

Aufllengruppe

RPL
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Die Bootstrap-Werte in der BELL-Homdodoméanen-Gen-Phylogenie liegen etwas
niedriger als in der MADS-Box-Gen-Phylogenie, unterstiitzen aber die RPL-Gruppe
mit Werten von 95% (inklusive aller Poaceen-RPL-like-Gene) bis 100%

Brassicaceen-RPL-Gene) signifikant.

34 Southern Hybridisierung

Eine Uberpriifung auf paraloge Gene bzw. Allele, die mit RACE-Versuchen nicht
detektierbar waren, erfolgte mittels Southern Hybridisierungen. Anhand der dabei
verwendeten genspezifischen Sonden war es moglich, die Anzahl der Genkopien der
untersuchten Gene zu bestimmen.

Die Gen-Sequenzen fiir die Gene INDEHISCENT (LaIND, LcIND) sowie ALCATRAZ
(LaALC, LcALC), die zeitgleich in einem Kooperationsprojekt in der Arbeitsgruppe
von Giinter Theilen (Jena) entstanden, wurden freundlicherweise fiir in situ, Southern
und Northern Hybridisierungs-Analysen zur Verfligung gestellt.

Die Hybridisierungsergebnisse sind in Abb. 3.8 dargestellt. In den meisten Fillen
konnten paraloge Gene ausgeschlossen werden, da die Hybridisierung lediglich eine
Bande pro Laufspur aufweist. Zwei Ausnahmen sind jedoch bei LcSHP1 bzw. LaIND
erkennbar. So sind nach der Restriktion mit EcoRV bei LcSHPI zwei Banden zu
erkennen (~ 6800bp und ~ 4400bp), die librigen Laufspuren zeigen jedoch nur je eine
Hybridisierungsbande. Der Vergleich mit LcSHP2 nach EcoRV-Restriktion ergibt
hingegen nur eine Bande, die jedoch die gleiche Grofe hat wie die grof3ere Bande von
LcSHPI (~ 6800bp), was den Verdacht auf Kreuzhybridisierung nahelegt.

Ebenfalls zwei Banden sind bei LaIND (EcoRV-Restriktion) erkennbar, was zunéchst
auf ein paraloges Gen oder ein zweites Allel hindeutet. In einer zweiten Laufspur
(Xbal-Verdau) ist zwar nur eine einzelne Bande erkennbar, trotzdem kann nicht
ausgeschlossen werden, dass es ein zweites Allel von LalIND oder ein paraloges Gen
geben konnte, welches per Southern Hybridisierung detektiert wurde.

Das aus Aethionema carneum isolierte Gen (4eSHP?2) lieferte ebenso eine Bande pro

Laufspur (Abb. 3.8), was auf ein Single-Copy-Gen hindeutet.

Aufgrund der schwachen Hybridisierungssignale gestaltete sich die Auswertung als
schwierig. Als Ursachen fiir die schwachen Signale konnen verschiedene Griinde in
Betracht gezogen werden. So muss das angewandte DIG-System fiir Southern

Hybridisierungen in Frage gestellt werden, da zum Teil bereits nach kurzer immuno-
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Abb. 3.8 Southern Hybridisierung der untersuchten Fruchtentwicklungsgene ALC, FUL, IND,

Lc La Aec Lc Lla Lc La

SHP2 FUL RPL

2\

RPL, SHP1, SHP2. Gezeigt ist jeweils die Hybridisierung genspezifischer Sonden auf
mit verschiedenen Endonukleasen restringierter gDNA von L. campestre (Lc), L.
appelianum (La) und Aethionema carneum (Aec, nur SHP2). Hybridisierungssignale
sind mit einem schwarzen Punkt am linken Ende der Bande gekennzeichnet. Als
GroBenstandard diente eine molekulare Ladder (HyperLadder II, Bioline), die
FragmentgroBBen sind oben links angegeben. Die kleinen Fragmente des
GroBenstandards sind nicht in allen Hybridisierungsbildern erkennbar.
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logischer Detektion ein betrichtlicher Hintergrund auf den Membranen sichtbar
wurde. Allerdings konnen diese Ursachen auch pflanzenspezifisch sein: so fillt
insbesondere bei L. appelianum wihrend der DNA-Isolation auf, dass sehr viele
sekundére Pflanzeninhaltsstoffe den Reinheitsgrad der isolierten DNA beeinflussten.
Das Entfernen dieser Pflanzeninhaltsstoffe wihrend der DNA-Isolation war — bei der
groflen benotigten DNA-Menge fiir Southern Hybridisierungen — nicht moglich, so

dass bei downstream-Versuchen keine hochsaubere DNA eingesetzt werden konnte.

3.5 in situ Hybridisierung der untersuchten Fruchtentwicklungsgene

Mittels in situ Hybridisierung sollten raum-zeitliche Expressionsmuster der
Fruchtentwicklungsgene in L. campestre und L. appelianum ermittelt werden. Die
hierfiir verwendeten spezifischen Gen-Sonden variierten in ihrer Linge. Die
Etablierung der in situ Hybridisierung in der Gattung Lepidium erfolgte zunédchst mit
Histon4-Sonden  (vgl.  2.7.1).  Expressionsnachweise  der  untersuchten
Fruchtentwicklungsgene mittels in situ Hybridisierung mit art- und genspezifischen
Anti-Sense-Sonden sowie Negativkontrollen mit Sense-Sonden sind in Abb. 3.9 -
3.14 gezeigt. Alle Gewebe wurden wihrend der Pridhybridisierungsbehandlung mit
Iug/ml Proteinase K anverdaut (vgl. 2.7.7.1), was in der Regel zu guten Ergebnissen

fihrte.

Die Funktionen der untersuchten Fruchtentwicklungsgene lassen sich in zwei
Gruppen unterteilen: in eine Gruppe von Genen, die eine Expression anderer, an der
Frucht6ffnung beteiligter Gene fordern konnen (Fruchtklappenrand-Identititsgene;
SHPI, SHP2, IND, ALC) sowie in eine zweite Gruppe mit Genen, die Repressor-
Funktion besitzen und die Expression eines bzw. mehrerer Dehiszenzzonen-
Identititsgene zu hemmen vermogen (FUL, RPL) (vgl. Abb. 1.3, genetische
Regulation der Frucht6ffnung in Arabidopsis thaliana). Diese zwei unterschiedlich

fungierenden Gengruppen werden in den nachfolgenden Kapiteln behandelt.

Expressionsdaten konnten zwar fiir alle Gene ermittelt werden, jedoch waren die in
situ Hybridisierungsversuche nicht in allen Bliiten- und Fruchtstadien erfolgreich.
Obwohl die Expressionsdaten nicht vollstandig sind, konnte die oben dargestellte

Fragestellung jedoch hinreichend bearbeitet werden.
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3.5.1 Fruchtklappenrand-Identititsgene

Fir die MADS-Box Gene SHPI und SHP2 konnte in der DZ von L. campestre-
Friichten eine deutliche Expression nachgewiesen werden. Die Expression dieser
beiden Gene war in allen untersuchten Altersstadien nachweisbar und auf einen
scharf abgegrenzten Bereich, die DZ, beschrinkt (Abb. 3.9 e-j; Abb. 3.10 a-f).
Dariiber hinaus sind auch Expressionssignale in den Samenanlagen zu beobachten.
Die Expression der SHATTERPROOF-Gene in Samenanlagen ist auch bei
Arabidopsis bekannt (MA et al. 1991; SAVIDGE et al. 1995; FLANAGAN et al. 1996).
Vergleicht man die Expressionsmuster von L. campestre (Offnungsfriichte) mit denen
von L. appelianum (Schlieffriichte), so erkennt man deutliche Unterschiede in der
rdumlichen Expression. Wihrend der Ontogenese der SchlieBfriichte dndern sich die

rdumlichen Expressionsmuster nicht.

In den histologischen Schnitten von L. appelianum erkennt man deutlich die
Fruchtklappen, die auf beiden Seiten das Replum miteinander verbinden (Abb. 3.9 k-
0; Abb. 3.10 g - j). Der Bereich, in dem Replum und Fruchtklappenrand miteinander
in Verbindung stehen (bei Offnungsfriichten als DZ bezeichnet), zeigt bei L.
appelianum-Friichten bereits auf anatomischer Ebene ein abweichendes Bild im
Vergleich zu den L. campestre-Friichten (Abb. 1.4); eine Dehiszenzzone wird hier
nicht ausgebildet (MUMMENHOFF et al. 2009). Eine nicht vorhandene mRNA-
Akkumulation an den Fruchtklappenrandbereichen wird insbesondere dadurch
deutlich, weil Genaktivitit der SHP-Gene auch in den Samenanlagen dieser

Schlieffriichte positive Hybridisierungssignale zeigt.

Eine der Funktionen der SHP-Gene in Arabidopsis ist die Aktivierung der /ND- und
ALC-Expression, welche fiir die Verholzung der Fruchtklappenrandzellen (IND) bzw.
der Auflosung der Mittellamellen (4LC) verantwortlich sind (vgl. 1.4). Die
Expressionsdaten von IND und ALC in L. campestre (Offnungsfriichte) zeigen die aus
Arabidopsis bekannten und erwarteten Muster. Leider gestaltete sich die Erhebung
von Expressionsdaten fiir /ND als duBBerst schwierig, lediglich in gerade ge6ffneten
Bliiten (Abb. 3.12 a, ~Entwicklungsstadium 13-14) konnte eine schwache IND-
Expression detektiert werden, Expressionsdaten von ALC liegen zumindest fiir die

Entwicklungsstadien 8-9, 11-12 sowie 13-14 vor (Abb. 3.11 a - ¢).
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Abb. 3.9 Raum-zeitliche Expression von SHATTERPROOFI1 in Fruchtquerschnitten
verschiedener Entwicklungsstadien von Lepidium campestre (Offnungsfriichte) und
Lepidium appelianum (SchlieBfriichte). In L. campestre-Fruchtquerschnitten (AS) aller
untersuchten Entwicklungsstadien ist SHP/-Genaktivitdt in der Dehiszenzzone und in den
Samenanlagen erkennbar (e-j), bei L. appelianum dagegen fehlt die Expression im DZ-
Bereich; in den Samenanlagen konnte SHPI-Expression hingegen nachgewiesen werden
(k-0). Mit Sense-Sonden (auf L. campestre-Fruchtquerschnitte, a-d) konnte wie erwartet
keine Expression ermittelt werden. Die Ausrichtung der Fruchtquerschnitte in a-d ist
durch eine Lageskizze angedeutet. AS= Antisense-Sonde; DZ= Dehiszenzzone (L.
campestre); DZB= Dehiszenzzonen-Bereich (L. appelianum); FK= Fruchtklappe; R=
Replum; SaA= Samenanlage; S= Sense-Sonde. Maf3stab: 200pum.

64



Ergebnisse

SHP2 L. campestre AS L. appelianum AS

Knospen

~ Entwicklungs-
stadium 8-9

~ Entwicklungs-
stadium 11-12

~ Entwicklungs-
stadium 13-14

~ Entwicklungs-
stadium 15

~ Entwicklungs-
stadium 16

Abb. 3.10 Raum-zeitliche Expression von SHATTERPROOF2 in Fruchtquerschnitten
verschiedener Entwicklungsstadien von Lepidium campestre (Offnungsfriichte) und
Lepidium appelianum (Schliefriichte). In L. campestre-Fruchtquerschnitten aller
untersuchten Entwicklungsstadien ist SHP2-Genaktivitit in der Dehiszenzzone
erkennbar (a-f), so wie zum Teil auch in den Samenanlagen (a, b, d). In L. appelianum-
Fruchtquerschnitten ist hingegen im Dehiszenzzonen-Bereich keine Gen-Expression
nachweisbar (g-j), jedoch konnte SHPZ2-Expression in Samenanlagen nachgewiesen
werden. Die Ausrichtung der Fruchtquerschnitte in g und j ist durch eine Lageskizze
angedeutet. AS= Antisense-Sonde; DZ= Dehiszenzzone (L. campestre); DZB=
Dehiszenzzonen-Bereich (L. appelianum); FK= Fruchtklappe; R= Replum; SaA=
Samenanlage. Malistab: 200pm.
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Abb. 3.11 Raum-zeitliche Expression von ALCATRAZ in Fruchtquerschnitten verschiedener

Entwicklungsstadien von Lepidium campestre (Offnungsfriichte) und Lepidium
appelianum (Schliefriichte). In L. campestre-Fruchtquerschnitten der untersuchten
Entwicklungsstadien ist ALC-Genaktivitét in der Dehiszenzzone erkennbar (a, b). In (a)
kann zusitzlich eine leichte Expression in den Samenanlagen beobachtet werden. In L.
appelianum-Fruchtquerschnitten ist hingegen im Dehiszenzzonen-Bereich keine Gen-
Expression nachweisbar (d-h), jedoch konnte ALC-Expression in Samenanlagen
nachgewiesen werden (d, f). Der unter (c) gezeigte Fruchtquerschnitt von L. campestre
wurde mit einer LaALC-Sonde hybridisiert. Mit dieser La4ALC-Sonde konnte die ALC-
Expression in L. campestre nachgewiesen werden. Die Ausrichtung des
Fruchtquerschnittes in (h) ist durch eine Lageskizze angedeutet. AS= Antisense-Sonde;
DZ= Dehiszenzzone (L. campestre), DZB= Dehiszenzzonen-Bereich (L. appelianum);,
FK= Fruchtklappe; R= Replum; SaA= Samenanlage. Mafstab: 200um.
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Abb. 3.12 Raum-zeitliche Expression von INDEHISCENT in Fruchtquerschnitten verschiedener
Entwicklungsstadien von Lepidium campestre (Offnungsfriichte) und Lepidium
appelianum (SchlieBfriichte). Im L. campestre-Fruchtquerschnitt (Entwicklungsstadium
13-14) ist IND-Genaktivitit in der Dehiszenzzone erkennbar (a). In L. appelianum-
Fruchtquerschnitten ist hingegen im Dehiszenzzonen-Bereich keine Gen-Expression
nachweisbar (b-f). IND-Expression in den Samenanlagen konnte fiir keine der beiden
Arten nachgewiesen werden. AS= Antisense-Sonde; DZ= Dehiszenzzone (L.
campestre); DZB= Dehiszenzzonen-Bereich (L. appelianum); FK= Fruchtklappe; R=
Replum; SaA= Samenanlage. MafBstab: 200pum.

Sowohl die Expression von /ND als auch die von ALC ist bei L. campestre auf die DZ

beschrinkt, wobei eine Expression von /ND im Endokarp b nicht erkennbar ist. Eine
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Expression der beiden Gene in den Samenanlagen konnte nicht detektiert werden. Die
Expressionsdaten der zwei bHLH-Gene (ALC, IND) in L. appelianum
(SchlieBfriichte) wiederum zeigen ein anderes Bild. So ist keine Expression der
beiden Gene im Bereich der DZ nachweisbar, so wie es auch schon fiir die SHP-Gene
beschrieben werden konnte. Allerdings ist zumindest eine schwache Genaktivitit von
ALC in den Samenanlagen erkennbar (Abb. 3.11 d, f). Dieses Expressionsmuster von
ALC in Samenanlagen ist auch in Arabidopsis bekannt (RAJANI & SUNDARESAN
2001).

Negativ-Kontrollen mit Sense-Sonden ergaben weder bei L. campestre- noch bei L.
appelianum-Friichten Hybridisierungssignale, was am Beispiel von LcSHPI (Abb.
3.9 a-d) gezeigt wird. In keinem der untersuchten Stadien, weder im DZ-Bereich
noch in den Samenanlagen, war eine RNA-Akkumulation erkennbar, was auch den

Erwartungen entsprach.

Positiv- und Funktionalitdtskontrollen fiir die hergestellten La/ND- und LaALC-
Sonden wurden durchgefiihrt, indem diese Sonden fiir Hybridisierungen auf L.
campestre-Gewebe verwendet wurden. Versuche mit La/ND-Sonden auf Lc-Gewebe
ergaben keine positiven Hybridisierungssignale, wie dies auch fiir Hybridisierungen
auf La-Gewebe gezeigt werden konnte. Mit La4ALC-Sonden konnte hingegen eine
Expression von LcALC im Gewebe nachgewiesen werden (Abb. 3.11 c¢). Diese
Hybridisierung — LaALC-Sonden auf Lc-Gewebe — gleicht den Ergebnissen, die mit
LcALC-Sonden auf Le-Gewebe erzielt wurden, die Expression von ALC ist auf einen
schmalen Bereich zwischen dem Replum und dem Fruchtklappenrand beschrinkt. Da
die tibrigen La-Sonden (SHPI, SHP2, FUL, RPL) Ergebnisse erbrachten, wurden
derartige Kontrollen fiir diese Sonden nicht durchgefiihrt.

Zusammenfassend zeigen alle Fruchtklappenrand-Identititsgene in Offnungsfriichten
von L. campestre ganz dhnliche Expressionsmuster, wie sie flir Arabidopsis Wildtyp-
Friichte beschrieben wurden. Demgegeniiber liefern die Expressionsdaten fiir L.
appelianum mit Schlieffriichten ein abweichendes Bild. Die Expression der vier oben
beschriebenen Gene fehlt im Dehiszenzzonen-Bereich génzlich und gleicht damit

vielmehr dem Expressionsmuster verschiedener indehiszenter Arabidopsis-Mutanten.
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3.5.2 Repressorgene FUL und RPL

Die Aktivitit der Fruchtklappenrand-Identititsgene wird durch zwei Repressorgene,
FRUITFULL und REPLUMLESS, auf den Bereich der Dehiszenzzone limitiert (vgl.
1.4, Abb. 1.3). Diese Gene wurden ebenfalls per in situ Hybridisierung analysiert,
wobei die Ergebnisse getrennt voneinander betrachtet werden miissen.

Die Expressionsdaten von FUL sind in den unterschiedlichen Fruchttypen von
Offnungs- und SchlieBfriichten sehr dhnlich. In beiden Arten ist die FUL-Expression
auf den gesamtem Bereich der Fruchtklappen ausgedehnt, nur im Bereich der DZ
sowie im Bereich des Replums ist keine Gen-Expression detektierbar (Abb. 3.13; Lc:
a-f, La: g-1). Die Expression ist zudem in allen Entwicklungsstadien dhnlich stark,
bereits in jungen Bliitenknospen ist die Expression ebenso stark wie im Stadium 16,
in der die Fruchtreife einsetzt.

Komplizierter ist die Bewertung der RPL-Expressionsdaten, da in histologischen
Schnitten der Entwicklungsstadien 8-16 weder bei Offnungs- noch bei
SchlieBfriichten Hybridisierungsergebnisse erzielt werden konnten. Allein in
Langsschnitten des Apikalmeristems konnte eine mRNA-Akkumulation von RPL
nachgewiesen werden (Abb. 3.14 a, c¢); als Beispiel fiir nicht nachgewiesene
Hybridisierung in den Friichten dienen Fruchtquerschnitte des Stadiums 11-12 (Abb.
3.14 b, d). In diesen histologischen Schnitten ist keinerlei Hybridisierungssignal zu

erkennen.

Mittels in situ Hybridisierungen konnten Unterschiede in der Expression mehrerer
Frucht-Identitdtsgene zwischen dehiszenten L. campestre- und indehiszenten L.
appelianum-Friichten nachgewiesen werden. Der Hauptunterschied war dabei der
Nachweis der mRNA-Akkumulation der Fruchtklappenrand-Identititsgene (SHPI,
SHP2, ALC sowie IND) in der Dehiszenzzone von Offnungsfriichten (L. campestre),
im Gegensatz zur géinzlich fehlenden Expression dieser Gene in den
Fruchtklappenrandbereichen nahe des Replums — eine Dehiszenzzone ist hier nicht
ausgebildet — in den SchlieBfriichten von L. appelianum. Die zwei Repressor-Gene
(FUL und RPL) hingegen weisen augenscheinlich keine unterscheidbaren
Expressionsmuster in den beiden Fruchttypen (Offnungs- bzw. SchlieBfriichte) auf.

Bei zumindest drei der sechs untersuchten Gene in L. appelianum (SHP1, SHP2,
ALC) kann die nachgewiesene Expression in den Samenanlagen als Positiv-Kontrolle

angesehen werden.
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Abb. 3.13 Raum-zeitliche Expression von FRUITFULL in Fruchtquerschnitten verschiedener
Entwicklungsstadien von Lepidium campestre (Offnungsfriichte) und Lepidium
appelianum (SchlieBfriichte). In L. campestre-Fruchtquerschnitten der untersuchten
Entwicklungsstadien ist FUL-Genaktivitit in den Fruchtklappen (a-f) erkennbar. Im
Replum und in der DZ ist keine FUL-Expression erkennbar. In L. appelianum-
Fruchtquerschnitten ist eine dhnliche FUL-Expression nachweisbar (g-1). Auch in L.
appelianum-Fruchtquerschnitten ist keine FUL-Expression im Bereich des Replums zu
erkennen. Die Samenanlagen zeigen keine FUL-Expression. AS= Antisense-Sonde;
DZ= Dehiszenzzone (L. campestre), DZB= Dehiszenzzonen-Bereich (L. appelianum);
FK= Fruchtklappe; R= Replum; SaA= Samenanlage. MafBstab: 200um.
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Abb. 3.14 Raum-zeitliche Expression von REPLUMLESS. Im Infloreszenzmeristem von L.
campestre und L. appelianum konnte RPL-Expression gezeigt werden (a, c). Dagegen
konnte in Fruchtquerschnitten von Lepidium campestre (Offnungsfriichte) und
Lepidium appelianum (SchlieBfriichte) keinerlei RPL-Expression nachgewiesen
werden, weder im Replum selbst, noch in den Samenanlagen (b, d). R= Replum; SaA=
Samenanlage; FK= Fruchtklappe; AS= Antisense-Sonde; DZ= Dehiszenzzone (L.
campestre),; DZB= Dehiszenzzonen-Bereich (L. appelianum). Malistab: 200pm.

3.6 Northern Hybridisierung der Fruchtentwicklungsgene

Um die Genexpression der untersuchten Fruchtentwicklungsgene in unterschiedlichen
Pflanzengeweben zu analysieren, wurden Northern Hybridisierungsversuche
durchgefiihrt. Dabei konnten fiir das ,,Housekeeping Gene*“ [8S gleichmiBige
Expressionsergebnisse sowohl in L. campestre als auch in L. appelianum in den
verschiedenen untersuchten Geweben erkannt werden. (Abb. 3.15 a). Diese sehr
dhnlichen Expressionsmuster in L. campestre und L. appelianum sind auch in den
anderen untersuchten Genen erkennbar.

Die Expression der SHATTERPROOF-Gene (Abb. 3.15 d, e) in den verschiedenen
Geweben ist recht dhnlich. So ist die Expression in beiden untersuchten Arten
hauptséchlich auf die Infloreszenzregion beschrankt, wobei die Signale im Gewebe
von L. campestre (Offnungsfriichte) etwas stirker sind. Fiir das Gen SHP2 liegen
leider nur Ergebnisse fiir L. appelianum vor, dieses Gen ist neben der Expression in

der Infloreszenzregion zusétzlich im Spross exprimiert.
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Abb. 3.15 Northern Hybridisierung auf unterschiedliche Pflanzengewebe von L. campestre und L.
appelianum mit genspezifischen, radioaktiv markierten (o’*P-(d)CTP) DNA-Sonden.
(a) Als Positivkontrolle diente das ,Housekeeping Gene“ [8S. (b-g)
Expressionsnachweis der untersuchten Fruchtentwicklungsgene in totalRNA
verschiedener Pflanzengewebe. (b, ¢) IND und ALC Expression in L. appelianum zeigen
sehr dhnliche Muster. Bis auf Wurzel- und Blattgewebe sind die Gene in allen Geweben
dhnlich stark exprimiert. (d, e) Die Expression von SHATTERPROOF I in L. campestre
ist etwas starker ausgeprégt als in L. appelianum, jedoch in beiden Arten auf die Bliiten-
und Fruchtgewebe beschrankt. SHATTERPROOF? ist in L. appelianum dariiber hinaus
in SproB3-Gewebe nachweisbar. (f, g) Die FRUITFULL-Expression in L. appelianum ist
auf Bliiten- und Fruchtorgane beschrénkt, bei L. campestre ist FUL-Expression dagegen
auch in SproB- und Blattgewebe nachweisbar. Die Expression von RPL in L. campestre
ist in Entwicklungsstadium 15 nachweisbar, in L. appelianum ist RPL-RNA in jiingeren
Stadien (13-14) nachweisbar, zusétzlich ist RPL-Expression in beiden Arten auch in
SproB- und Bliitenknospen zu erkennen. Fiir die Gene LcALC, LcIND und LcSHP?2
konnten keine Hybridisierungsergebnisse erzielt werden. B= Blatt; Kn= Knospen; S=
Sprof; W= Wurzel. 13-14, 15= Entwicklungsstadien.
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Die Ergebnisse fiir die Repressor-Gene in den verschiedenen Geweben zeigen
unterschiedliche Expressionsmuster. So ist FUL in L. campestre neben der relativ
starken Expression im Infloreszenzgewebe (Bliiten, Entwicklungsstadium 13-15)
auch in Spross- und Blattgewebe exprimiert (Abb. 3.15 f). Anders ist dies bei L.
appelianum, wo die Expression auf die Infloreszenzregion beschrankt ist. Trotz der
insgesamt sehr schwachen Signale fiir das BELL- Homdodominen-Gen RPL ist eine
Hybridisierung in Spross- und Bliitengewebe erkennbar (Abb. 3.15 g). Die
Expression in spdteren Bliiten- und Fruchtstadien verlduft in den zwei Arten
unterschiedlich; in L. campestre ist eine Expression im Stadium 15 zu erkennen,
wohingegen in L. appelianum in diesem Stadium keine Expression mehr sichtbar ist.
Eine Expression ist hier, wenn auch nur sehr schwach, in etwas fritheren Stadien (13-
14) zu erkennen.

Die Expression der bHLH Gene ALC und IND in L. appelianum ist in allen Bliiten-
und Fruchtgeweben ausgeprigt, ebenso ist eine Expression beider Gene im Spross zu
erkennen (Abb. 3.15 b, ¢). In Wurzel- und Blattgewebe sind diese Gene nicht

exprimiert.

Hybridisierungen fiir das MADS-Box Gen SHP2 sowie die zwei bHLH Gene ALC
und IND aus Lepidium campestre erbrachten keine Ergebnisse (Abb. 3.15 b, c, e).
Ursachen fiir diese nicht gelungenen Hybridisierungsversuche konnten unter anderem
auf fehlerhafter Sonden-Herstellung beruhen. Haben die Gen-Sonden beispielsweise
nicht die erforderliche Lange, so konnen diese bei Hybridisierungstemperaturen von
65°C (vgl. 2.9.5) aufgrund zu hoher Stringenz nicht an die Ziel-RNA binden, was das
Ausbleiben von radiografischen Signalen zur Folge hat. Ebenso mdglich ist der
Einsatz zu stark degenerierter RNA bereits bei der Auftrennung der RNA im
denaturierenden Agarosegel (vgl. 2.9.2); dies wiirde jedoch nicht die positiven

Hybridisierungsergebnisse fiir die tibrigen Gen-Sonden erklidren (FUL, RPL, SHPI).

Die Northern-Ergebnisse sind im Einklang mit entsprechenden Ergebnissen der real-
time-PCR Versuche in den Laboren von Giinter Theilen (Universitdt Jena). Anhand
der real-time-PCR Versuche sollte — wie auch mit den Northern Hybridisierungen —
die Expression der Fruchtentwicklungsgene in den untersuchten Lepidium-Arten
untersucht und signifikante Expressionsunterschiede zwischen den Lepidium-Arten

bestimmt werden.
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3.7 Versuche zum Pollenschlauchwachstum

Um das Wachstumspotential der Pollen von L. campestre und L. appelianum auf der
jeweiligen Schwesterart (vgl. Abb. 1.1) zu testen, wurden Analysen zum
Pollenschlauchwachstum durchgefiihrt. In den Abbildungen findet man Hinweise zur
Erklarung der nachfolgend beschriebenen Kreuzungsversuche. Es keimen so gut wie
keine L. campestre-Pollen auf den Narben von L. appelianum. Lediglich das
beginnende Wachstum eines Pollens ist zu erkennen, dieses wichst allerdings nur bis
in das Narbengewebe, der lange Griffel von L. appelianum-Bliten wird vom
entsprechenden Pollen nicht erreicht (Abb. 3.16 a - ¢). L. appelianum-Pollen keimt
zumindest in L. campestre-Narben aus, mehrere Pollenschlduche sind hier erkennbar
(Abb. 3.16 d, e). Ob diese Pollen schlielich zur Befruchtung von L. campestre-

Samenanlagen fiihren konnte hingegen nicht nachgewiesen werden.

L. appelianum

L. campestre

Abb. 3.16 Keimung von L. campestre-Pollen auf L. appelianum Narben (a-c) sowie der
umgekehrte Versuchsansatz L. appelianum-Pollen auf L. campestre-Narben (d, e). (a)
Ein Pollenkorn von L. campestre ist auf der Narbe von L. appelianum zu erkennen
(Pfeil). (b) Dasselbe Bild wie in (a) unter fluoreszierendem Licht. Ein Pollenschlauch
des keimenden Pollens ist zu erkennen, er wichst jedoch nicht in den Griffel aus. Bei
den hell gefarbten, schraubigen Bereichen im Griffel handelt es sich um Leitgewebe. (c)
Im Griffel unbestdubter Narben von L. appelianum ist kein Pollenschlauchwachstum zu
erkennen. (d, ) Im L. campestre-Griffel sind Pollenschlduche von L. appelianum-Pollen
zu erkennen. Es konnte jedoch nicht nachgewiesen werden, dass diese letztendlich zur
Befruchtung von L. campestre Samenanlagen fiihren.
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3.8 Kreuzungsversuche zwischen L. campestre und L. appelianum
Kreuzungsversuche wurden durchgefiihrt, um zu {berpriifen, ob die zwei
untersuchten Lepidium-Arten in der Lage sind, miteinander zu hybridisieren.
Abgesehen von der stark unterschiedlichen Fruchtoffnung sind sich die zwei Arten
morphologisch recht dhnlich, selbst verschleimende Samen findet man noch immer in
beiden Arten.

Die Ergebnisse aus den Kreuzungsexperimenten sind in Tabelle 3.3 dargestellt. Je
nach Mutterpflanze haben die Kreuzungen unterschiedlich viele Samen
hervorgebracht. Hierbei ist auffillig, dass alle Friichte, bei denen L. appelianum als
Mutter diente (neun kreuzbestdubte Bliiten), samenlos blieben. Demgegeniiber
entwickelten die Friichte mit L. campestre als Mutter (16 kreuzbestdubte Bliiten) bei
32 moglichen (zwei Samen je Frucht) insgesamt 23 Samen. Ein einzelner Same
stammt hierbei aus der ersten Kreuzung, 22 Samen konnten bei der zweiten Kreuzung
aus den Friichten préipariert werden, von denen zwei deutlich unterentwickelt waren.
Die Bliiten der Negativkontrolle — ohne jegliche Bestdubung — entwickelten keinerlei

Samen aus.

Tabelle 3.3  Ergebnisse der Kreuzungsversuche. Die Mutterpflanze ist die zuerst
genannte Art, Pollen stammen von der als zweites genannten Art. La =
L. appelianum; Lc = L. campestre; .. = Negativkontrolle (nicht

bestiubt).

LaxLc LcxLa Lax ./ Lex /.

1. Kreuzung 5 Bliiten 3 Bliiten 2 Bliiten 2 Bliite
(15.4.2009) - keine Samen - 1 Same - keine Samen -> keine Samen

2. Kreuzung 6 Bliiten 13 Bliiten 2 Bliiten 2 Bliiten
(27.05.2010) - keine Samen - 22 Samen - keine Samen - keine Samen

G 11 Bliiten 16 Bliiten 4 Bliiten 3 Bliiten

esamt 0 Samen 23 Samen 0 Samen 0 Samen

Um Aussagen iiber eventuelle Hybridisierungsereignisse treffen zu kénnen, wurden
alle Samen ausgesdt. Die Keimungsrate lag bei 0%; kein einziger Samen ist
aufgelaufen, so dass keine Moglichkeit bestand, genetische Analysen mit potentiellen

Hybriden durchzufiihren.
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3.9 Anatomie von Aethionema carneum-Friichten

Neben den Untersuchungen zur Evolution von Indehiszenz in den Schwesterarten L.
campestre und L. appelianum soll — auch {iiber die Bearbeitungsdauer der
vorliegenden Arbeit hinaus — die genetische Regulation von dehiszenten und
indehiszenten Friichten in einem einzelnen Fruchtstand (Heterokarpie) studiert

werden.

Abb. 3.17 Fruchtanatomie von Aethionema carneum (a) Offnungs- und (b) SchlieBfriichten. (a)
Die Anatomie der Offnungsfriichte #hnelt der, wie sie fiir Aethionema saxatile
beschrieben wurde (POLSTER 2005; MUHLHAUSEN ef al. 2008). Das verholzte Endokarp
b ibernimmt zusammen mit einem verholzenden Teil des Mesokarps die Funktion der
verholzten Fruchtklappenrandzellen. Zwischen den Fruchtklappen und dem Replum
erkennt man eine Trennschicht, entlang derer sich die Fruchtklappen vom Replum
16sen. Die Frucht 6ffnet sich und die Samen werden freigesetzt. (b) Im anatomischen
Querschnitt der SchlieBfriichte ist keine Trennschicht vorhanden. Das verholzte
Endokarp b und die verholzten Bereiche des Mesokarps sind starr mit dem Replum
verbunden, eine Fruchtdffnung erfolgt nicht. Die Ausrichtung der Fruchtquerschnitte in
ist durch Lageskizzen angedeutet. En b= Endokarp b; VMZ= verholzte Mesokarp-
Zellen. Mafistab: a: 100um; b: 50pm. Verdndert nach KOLKMEYER (2009).
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Offnungsfriichte SchlieRfriichte

0

Keimung

Abb. 3.18 Morphologie von Aethionema carneum-Friichten und Samen. (a) Die Offnungsfriichte
(links, griin umrandet) sind deutlich grofer als die SchlieBfriichte (rechts, blau
umrandet). Die Offnungsfrucht fillt bei Fruchtreife auseinander, die Samen fallen
heraus. Die Zéhne an den Fruchtklappen beider Fruchttyen sind gut erkennbar, bei
SchlieBfriichten dienen sie wahrscheinlich zum Verankern der Frucht in Fell oder
Gefieder von Tieren. (b) Préparierte Samen aus Schliefriichten. Bei den pleurorrhizen
(seitenwurzeligen) Keimlingen liegt die Radicula der Seitenkante der Keimblétter an.
Bei Befeuchtung verschleimen diese Samen nicht. (c) Bei Samenkeimung erscheint
zundchst die Radicula (roter Pfeil). (d) Die notorrhizen (rlickenwurzeligen) Samen aus
Offnungsfriichten sind rundlich-oval, die beiden Keimblitter liegen aneinander, einem
von ihnen liegt die Radicula an. Bei Befeuchtung (e) bilden sich viele kleine
Schleimsdulen. (f) Auch bei den Samen aus Offnungsfriichten erscheint bei der
Keimung zunichst die Radicula (Pfeile). MaBstab: a: 2mm, b, d, e, f: Imm. ¢: 0,5mm.

Um zunichst Kenntnisse iiber die Fruchtanatomie der heterokarpen Aethionema
carneum zu erlangen, wurden anatomische Querschnitte von Offnungs- und
Schlieffriichten aus demselben Fruchtstand erstellt und mit Phloroglucin/HCI gefarbt
(Abb. 3.17) (KOLKMEYER 2009). Die Anatomie der zwei Ae. carneum-Fruchttypen
ist vergleichbar mit der von Ae. saxatile (POLSTER 2005; MUHLHAUSEN et al. 2008).
Die Offnungsfriichte zeigen keine identifizierbaren lignifizierten
Fruchtklappenrandzellen, vielmehr verholzt ein der Trennschicht benachbarter
Bereich des Mesokarps. Die Schliefriichte von Ae. saxatile bilden ebenfalls einen

verholzenden Bereich des Mesokarps aus, jedoch erfolgt keine Ausbildung einer
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Trennschicht, so dass die verholzten Mesokarp-Zellen in direktem Kontakt mit dem
Leitbiindel im Replum stehen und eine Fruchtoffnung aufgrund der starren

Verbindung nicht erfolgt.

Von Friichten und Samen aus den Nachzuchten von Aethionema carneum wurden
digitale Fotos erstellt. Die Samen aus Offnungsfriichten besitzen eine raue Oberfliche
und bildeten nach Befeuchtung rasch viele kleine Schleimséulen aus. Aus
SchlieBfriichten priparierte Samen besitzen hingegen eine glatte Oberfliche und
verschleimen beim Kontakt mit Wasser nicht. Gut zu erkennen ist der
GroBenunterschied von SchlieB- und Offnungsfriichten. Die nur einen Samen
beinhaltenden SchlieBfriichte haben nur etwa ein Viertel der Grofle der

Offnungsfriichte (Abb. 3.18).
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4 Diskussion

4.1 Kreuzungsversuche

Anhand von Kreuzungsexperimenten sollte gepriift werden, ob die zwei untersuchten
Lepidium-Arten L. campestre und L. appelianum in der Lage sind, Nachkommen
miteinander zu produzieren. In freier Wildbahn ist bislang nichts {iber Hybridisierung
dieser zwei nah verwandten Arten L. campestre und L. appelianum bekannt und auch
zwischen L. appelianum und anderen nah verwandten Lepidium-Arten mit
SchlieBfriichten (frither unter anderem auch unter dem Gattungsnamen Cardaria
geflihrt) sind keinerlei Hybridbildungen bekannt (FRANCIS & WARWICK 2008). Zwar
sind diese ndchsten Verwandten von L. appelianum, L. draba ssp. draba und L. draba
ssp.  chalepense,  tetraploid = (MUMMENHOFF et al. 200la), was
Hybridisierungsereignisse oder Autopolyploidisierungen in der Vergangenheit
voraussetzt, experimentell konnten jedoch keine Hybride erzeugt werden (AL-
SHEHBAZ 1986). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit lassen iiberdies den Schluss
zu, dass L. appelianum nicht in der Lage ist, zusammen mit L. campestre
Nachkommen zu produzieren. So wurden bei Kreuzungsversuchen, bei denen L.
campestre die Mutterpflanze stellte, zwar einige Samen ausgebildet, diese waren
jedoch nicht in der Lage zu keimen oder waren bei der Samenreife verkiimmert und
nicht vollstindig ausgebildet. Allerdings kann eine Hybridbildung nicht génzlich
ausgeschlossen werden, die Ergebnisse der Kreuzungsversuche und die
Pollenschlauchwachstumsversuche deuten jedoch darauf hin, dass es trotz der nahen
Verwandtschaft (MUMMENHOFF et al. 2001a; MUMMENHOFF et al. 2009) eine nicht
iiberwindbare Reproduktionsbarriere gibt und es im Freiland nicht zu
Hybridisierungsereignissen kommt.

Eine Fremdbestaubung von L. campestre in freier Natur wird sicherlich auch dadurch
erschwert, dass Eigenpollen bei den Anzuchten — zumindest im Gewédchshaus — meist
bereits in der geschlossenen Bliite auf der Narbe beobachtet werden konnte. Dieser
Umstand kann bei Kleistogamen (selbstbestdubenden Pflanzen) wiederholt
beobachtet werden und wurde auch fiir Lepidium-Arten beschrieben (THELLUNG
1906). Uberdies sind die Bliiten von L. campestre duftlos, was auf die nicht
vorhandene Notwendigkeit des Anlockens von Bestdubern zurlickzufiihren ist.
Dagegen ist L. appelianum selbst-inkompatibel (FRANCIS & WARWICK 2008), die
wohlriechenden Bliiten werden meist von Insekten bestdubt, die den von den Pflanzen

bereitgestellten Nektar als Nahrungsquelle verwenden (MULLIGAN & FINDLAY 1974).
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Durch den verlidngerten Griffel werden die Narben vor der Bliiten6ffnung nicht mit
eigenem Pollen belegt, sondern vielmehr durch die noch geschlossenen Bliiten nach
oben geschoben (vgl. Abb. 2.1, Stage 11-12), wodurch zum einen die
Fremdbestdubung gefordert, aber auch die Selbstbestdubung erschwert wird.

Zusitzlich scheint auch bei L. appelianum eine Reproduktionsbarriere zu existieren,
so dass artfremder Pollen nicht auf Narben von L. appelianum keimen kann. Auf
molekularer Ebene wird, moglicherweise auf dem fiir Brassicaceen {iblichen
sporophytischen  Selbstinkompatibilititssystem  beruhend (BATEMAN  1955;
NASRALLAH 2000; KACHROO et al. 2002; FOBIS-LOISY et al. 2004), der artfremde
Pollen an der Exine erkannt. Letztlich wird die Ausbildung von Pollenschldauchen
verhindert (vgl. Abb. 3.16), so dass es nicht zu einer Befruchtung kommen kann. Die
Bliiten der autogamen Art L. campestre (MULLIGAN 2002) besitzen allem Anschein
nach ein solches Selbstinkompatibilititssystem nicht, so dass die Pollen von L.
appelianum zumindest in den Griffel L. campestre auswachsen konnen (s. Abb.
3.16). Fertile Samen werden hierbei jedoch wahrscheinlich nicht produziert. So
scheint es trotz der teilweise {berlappenden Verbreitungsareale dieser beiden
Lepidium-Taxa — zumindest in Nordamerika (MULLIGAN 2002) — nicht zu

Hybridisierungsereignissen zwischen den zwei untersuchten Lepidium-Arten zu

kommen.

4.2 Charakterisierung von Fruchtentwicklungsgenen der
untersuchten Lepidium-Arten

4.2.1 Single-copy- oder multi-copy-Gene?

Die Ergebnisse der Southern Analysen deuten darauf hin, dass es sich bei den meisten
der untersuchten Fruchtentwicklungsgene aus L. campestre, L. appelianum und Ae.
carneum um single-copy-Gene handelt (vgl. 3.4). So konnte fiir die Gene LaALC,
LaFUL, LaSHPI, LaSHP2, und LaRPL sowie LcALC, LcIND, LcSHP2, LcFUL und
LcRPL sowie das Gen AecSHP2 jeweils eine Bande detektiert werden. Bei diesen
Genen handelt es sich wahrscheinlich um single-copy-Gene. Die zwei flir LaIND
nachgewiesenen Banden konnten dagegen auf eine zweite Gen-Kopie von /ND in L.
appelianum hindeuten, aber auch als Signale eines paralogen Gens gedeutet werden.
Aufgrund der nahen Verwandtschaft von Az/ND mit den paralogen Genen HECATE?
(AT3G50330) und HECATE3 (AT6G09750) (BUCK & ATCHLEY 2003) konnte eines

dieser Paralogen in L. appelianum nachgewiesen worden sein. Das Vorhandensein
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zweier IND-Gene in einem Taxon ist zwar aus Brassica napus bekannt, allerdings
handelt es sich hierbei um eine allotetraploide Art, und auch beide diploiden
Elternarten von B. napus (B. rapa und B. oleracea) besitzen nur je ein IND-Gen
(GIRIN et al. 2010), so dass die Existenz einer zweiten IND-Kopie fiir L. appelianum
eher unwahrscheinlich ist. Dass wiederum nicht in allen Laufspuren bei LaIND zwei
Banden detektierbar sind kann daran liegen, dass La/ND und ein mutmallich
paraloges Gen nach Restriktion mit verschiedenen Endonukleasen in Restriktions-
fragmenten gleicher Grofe vorliegen. Diese konnten dann im Agarosegel nicht
voneinander getrennt werden. Weiterhin ergaben Southern Analysen fiir das Gen
LcSHPI zwei Banden (Restriktion mir EcoRV, vgl. Abb. 3.8). Die groflere Bande
entspricht jedoch derjenigen Bande, die fir LcSHP2 detektiert wurde, was auf
Kreuzhybridisierung fiir LcSHPI schliefen ldsst und auch bei LcSHPI davon

ausgegangen werden kann, dass es sich um ein single-copy Gen handelt.

4.2.2 Vergleich der Aminosiuresequenzen der  analysierten
Fruchtentwicklungsgene mit A. thaliana

Die isolierten Fruchtentwicklungsgene aus L. appelianum, L. campestre und selbst

aus Ae. carmeum weisen hohe Sequenzédhnlichkeiten verglichen mit

Fruchtentwicklungsgenen aus A. thaliana auf, insbesondere auf Aminosdureebene

sind die Ahnlichkeiten sehr hoch (vgl. Abb. 3.3).

MADS-Box Gene SHPI1, SHP2 und FUL

Die SHPI Gene zeigen insgesamt 16 Aminosdure-Substitutionen, von denen zwei
ausschlieBlich bei L. appelianum auftretende Aminosdure-Substitutionen im
Vergleich zu AtSHPI sind (Pfeile in Abb. 3.3 a). Bei der ersten dieser zwei
betreffenden = Aminosdure-Substitutionen wurde die unpolare, hydrophobe
Aminosdure (AS) Valin gegen das strukturell dhnliche Leucin (LOFFLER et al. 2006)
ausgetauscht. Bei der zweiten AS-Mutation, einer Insertion bei beiden Lepidium-
Arten, besitzt L. campestre ein Valin; bei L. appelianum ist hier wiederum das
strukturell dhnliche Leucin vorhanden. Aufgrund der biologischen Ahnlichkeit der
ausgetauschten bzw. eingefligten Aminosduren ist es unwahrscheinlich, dass
Anderungen in diesem Gen an der Entwicklung von SchlieBfriichten beteiligt sind,
zumal SHPI und SHP? redundant sind; bei Arabidopsis-Mutanten miissen
Genprodukte beider SHP-Gene fehlen, damit diese einen SchlieBfrucht-Phinotypen
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zeigen (LILJEGREN et al. 2000). Die iibrigen AS-Substitutionen in SHPI sind in
beiden Lepidium-Arten identisch und kommen daher als potentielle Verursacher von
Indehiszenz nicht in Frage.

Im SHP2-Alignment sind die meisten Anderungen zwischen A. thaliana und Ae.
carneum zu finden; ein Grofiteil dieser Substitutionen in Ae. carneum ist jedoch auf
die relativ variable C-Domine beschrinkt (vgl. Abb. 3.3 b) (HonmMA & GoTO 2001;
KAUFMANN et al. 2005). Fiinf AS-Substitutionen sind hingegen ausschlielich bei
LaSHP? 7u finden, wiederum verglichen mit dem Arabidopsis thaliana SHP2-Gen.
Diese Austausche betreffen wiederum zumeist strukturell dhnliche Aminosduren,
(Insertion von Valin und Lysin; Tyrosin -> Phenylalanin; Asparagin -
Asparaginsdure; Prolin = Alanin). Die als Helixbrecher bekannte Aminosaure Prolin
(CHOU & FASMAN 1974; PTITSYN & FINKELSTEIN 1983) wird in L. appelianum durch
Alanin ersetzt, was jedoch aufgrund des Auftretens kurz vor dem C-Terminus ohne
Folgen bleiben diirfte (Substitution fiinf AS vor dem Ende des Proteins). Die iibrigen
Substitutionen — verglichen mit Sequenzen vom Arabidopsis thaliana Wildtyp — sind
wiederum in den beiden Lepidium-Arten gleich. Demnach diirfte SHP2 aus
demselben Grund wie SHPI als verantwortliches Gen fiir die Evolution von
SchlieBfriichten in L. appelianum nicht in Frage kommen.

In FUL, dem dritten MADS-Box Gen, sind wiederum nur zwei Austausche zu finden,
die so nur in L. appelianum auftreten (vgl. Abb. 3.3 ¢). Aufgrund der dhnlichen
Eigenschaften dieser Aminoséduren (Serin = Asparagin, polar, neutral; Phenylalanin
- Leucin, unpolar, hydrophob) sind diese Substitutionen wahrscheinlich nicht fiir

Indehiszenz in L. appelianum verantwortlich.

BELL-Homé6odominen-Gen RPL

Von den 58 in RPL gefunden Aminosdure-Substitutionen (vgl. Abb. 3.3 d) zwischen
L. campestre, L. appelianum und A. thaliana sind 8 AS-Anderungen einzig bei L.
appelianum zu finden. Hier kommt es, anders als bei den AS-Substitutionen der
MADS-Box Gene, auch zum Austausch strukturell unterschiedlicher Aminosauren,
wie etwa dem Austausch von Histidin (basisch) zu Glutamin (neutral), Glycin
(neutral) zu Valin (hydrophob) oder Serin (neutral) zu Threonin (hydrophob).
Daneben konnte die biologische Struktur durch wiederholt auftretende Insertionen
und Deletionen zu einem funktional verdnderten Protein gefiihrt haben. Sollte diese

Proteinstrukturdanderung den Phénotypen (Indehiszenz in L. appelianum)
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beeinflussen, so konnte RPL auf einem indirekten Regulationsweg SHPI und SHP2

negativ regulieren.

Maogliche regulatorische Konsequenz eines verinderten REPLUMLESS

Es ist bekannt, dass in Arabidopsis rp/ Knockout-Mutanten kein Replum ausgebildet
wird, da diese Mutanten SHP ektopisch im Replum exprimieren (s. Abb. 1.2).
Allerdings kann das Replum wiederhergestellt werden, wenn zuséitzlich die SHP-
Gene (z.B. in rpl shpl,2 Tripel-Mutanten) und damit die Dehiszenzzonen-
Identitatsgene entfernt werden (ROEDER ef al. 2003; ROEDER & YANOFSKY 2006).
SHP-Genprodukte koénnen nun aber auch indirekt entfernt werden, indem die
upstream-Regulatoren von SHPI und SHP? ausgeschaltet werden. So fiihrt der
Knockout der redundanten Gene FILAMENTOUS FLOWER (FIL), YABBY3 (YAB3)
und JAGGED (JAG) dazu, dass (I) die Menge an SHP-Genprodukten deutlich
herabgesetzt ist (eine FUL-Expression in den Fruchtklappen fehlt génzlich) und (IT)
dazu, dass ein weitgehend normal gestaltetes Replum ausgebildet wird (DINNENY et
al. 2005). Zum Entfernen der SHP-Expression ist sogar J4G ausreichend, wie anhand
einer rpl jag-5d-Doppelmutante gezeigt werden konnte; diese Mutanten bildeten
jedoch ein intaktes Replum aus. Das wiederum fiihrt zu der Annahme, dass J4G als
Aktivator fir SHP dient. SchlieBlich wirkt RPL nur indirekt als Repressor auf die
SHP-Gene, indem es die Expression von J4G im Replum hemmt (DINNENY et al.
2005; LEWIS et al. 2006). Dies impliziert schlieBlich, dass RPL zwar bei der
Begrenzung der Dehiszenzzone beteiligt ist und hierfiir zwingend benétigt wird, fiir
die eigentliche Entwicklung des Replums ist RPL jedoch nicht nétig (DINNENY et al.
2005). Ein verandertes oder nicht mehr funktionierendes REPLUMLESS konnte
moglicherweise als Repressor von JAG nicht mehr zur Verfligung stehen, was
indirekt die fehlende Aktivierung der SHP-Gene erklaren konnte. Auf diesem Weg
konnte RPL fiir die Evolution von SchlieBfriichten in Lepidium appelianum
verantwortlich sein, dieses Szenario wiirde gleichzeitig auch das Vorhandensein des

Replums erkléren (s.o0.).

Ortholog versus paralog
Aminosdure-Substitutionen innerhalb der MADS-Box Gene (SHPI, SHP2, FUL)
scheinen keine Anderung der biologischen Eigenschaften der exprimierten Proteine

mit sich zu fithren, zumindest nicht fiir die Fruchtentwicklungsgene aus L. campestre
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mit seinen Offnungsfriichten. Nur aufgrund der Ahnlichkeiten auf Aminosiureebene
sollte jedoch nicht auf die Orthologie dieser Kandidatengene zu Arabidopsis-
Fruchtentwicklungsgenen geschlossen werden. Eine oberflachliche Betrachtung auf
der Basis von Aminosiure-Ahnlichkeiten kann vielmehr zu Fehlinterpretationen
beziiglich der Orthologie fiihren, da zwischen orthologen und paralogen Genen
aufgrund ihres phylogenetischen Ursprungs unterschieden werden muss (FITCH
1970). Aufgrund der Tatsache, dass orthologe Gene durch Speziation entstehen,
behalten diese in der neuen Spezies zumeist die Funktion des Vorldufergens. Paraloge
entstehen hingegen durch Genduplikation innerhalb einer Art und besitzen zunichst
redundante Funktionen, ein Zustand, der jedoch hdufig nicht sehr lange anhélt. Im
Laufe der Evolution entwickeln Paraloge vielmehr unterschiedliche Funktionen aus,
oder aber alle bis auf ein paraloges Gen (wobei dieses verbleibende nicht das
urspriingliche Gen sein muss) verschwinden aus dem Genom (THEISSEN 2002).

Der Nachweis fiir Orthologie zweier Gene ist daher nur mittels phylogenetischer
Analysen und vergleichender Funktionsstudien (Transformationsexperimente) zu

erbringen.

4.3 Phylogenetische Analysen der Fruchtentwicklungsgene

Aufgrund der Ergebnisse der Bayesischen Analysen gibt es starke Evidenzen dafiir,
dass es sich bei allen im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersuchten
Kandidatengene FUL, SHPI, SHP2 sowie RPL aus Lepidium campestre und L.
appelianum sowie bei SHP2 von Ae. carneum um Orthologe der
Fruchtentwicklungsgene aus Arabidopsis thaliana handelt. Die phylogenetische
Stellung der untersuchten Gene im Schwestergruppenverhiltnis zu den
Fruchtentwicklungsgenen aus A. thaliana sowie weiteren putativ orthologen
Brassicaceen-Gene (vgl. Abb. 3.6 und 3.7) kann als eindeutiges Indiz hierfiir
angesehen werden.

Als gesichert kann angenommen werden, dass die paralogen Gene SHPI und SHP2
(MOORE et al. 2005) sowohl in L. campestre als auch in L. appelianum vorhanden
sind. Aufgrund der Annahme, dass Paraloge in der Regel zunéchst redundante
Funktionen besitzen und im Laufe der Zeit neue Aufgaben hinzugewinnen, kann
zusitzlich angenommen werden, dass die SHP-Duplikation der Brassicaceen rezent
ist. Trotz der noch immer vorhandenen funktionalen Redundanz von SHPI und SHP2

(Ausbildung der DZ (LILJEGREN et al. 2000); Entwicklung von Samenanlagen
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(PINYOPICH et al. 2003); Ausbildung von Stigma und Stylus (COLOMBO et al. 2010))
konnen auch voneinander abweichende Funktionen der zwei SHP-Gene diskutiert
werden. So wird beispielsweise allein eine hohe Expression von SHP2 in keimenden
Arabidopsis-Samen gezeigt (BARRERO et al. 2010), was jedoch bislang nicht durch
weitere Studien bestétigt werden konnte.

Es gibt iiberdies auch funktional redundante Gene, die phylogenetisch weiter
voneinander entfernt sind, wie z.B. Gene der monophyletischen 4GAMOUS-Klade.
So sind an der Ausbildung der Samenanlagen sowie von Stigma und Stylus einerseits
die SHP-Gene beteiligt, andererseits aber auch das redundante paraloge Gen

SEEDSTICK (PINYOPICH et al. 2003; COLOMBO et al. 2010).

Die Ergebnisse aller Phylogenie-Ansétze (NJ, MrBayes, Bootstrap) zeigen, dass es
sich bei den isolierten Genen aus L. campestre, L. appelianum und Ae. carneum
wahrscheinlich um Orthologe zu Fruchtentwicklungsgenen aus Arabidopsis thaliana
handelt. Nun ist hierbei offensichtlich die Methode, mit der ein Stammbaum
bestimmt wird, nicht entscheidend. Bereits beim NJ-Ansatz, der die verschiedenen
Nukleotid-Substitutionen gleich stark gewichtet (JUKES & CANTOR 1969) wird dies
deutlich, besonders im Vergleich mit der Bayesischen Analyse. Trotz der
Bestimmung des wahrscheinlichsten Substitutionsmodells mittels ,,most likelihood*-
Ansitzen dndert sich die Phylogenie nur geringfiigig, die relevanten Hauptgruppen
bzw. Unterfamilien werden in den unterschiedlichen Ansétzen erkannt (vgl. Abb. 3.4

— Abb. 3.7).

Die Duplikation der SHP-Gene in Arabidopsis wird mit einer Genomduplikation
(Whole Genome Duplication; WGD) in den Brassicaceen in Verbindung gebracht
(CAUSIER et al. 2005). Diese Genomduplikation teilen allem Anschein nach alle
Brassicaceen mit Ausnahme der Gattung Aethionema (FRANZKE et al. 2011).

Dies deckt sich mit dem Nachweis von nur einem adc-Gen in Aethionema, aber
zweien in allen anderen untersuchten Brassicaceen-Arten (GALLOWAY et al. 1998).
Der Zeitpunkt dieser Genomduplikation (A-aWGD) wird sehr unterschiedlich
diskutiert. Folgt man der Einschitzung von BOWERS ef al. (2003), so fand die
entsprechende Duplikation vor etwa 86 Millionen Jahren statt, diese Zeitspanne
wurde aber in den letzten Jahren immer wieder herabgesetzt. Wird in dlteren Arbeiten

noch ein Alter von 24-60 Millionen Jahre fiir den Split von Aethionema und den
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restlichen Brassicaceen angegeben (KOCH et al. 2000; KOCH ef al. 2001; ERMOLAEVA
et al. 2003; HENRY et al. 2006; SCHRANZ & MITCHELL-OLDS 2006; FAWCETT et al.
2009), so gehen FRANZKE et al. (2009) mit einem ungefidhren Alter von etwa 15
Millionen Jahren (1-35 Millionen Jahre) von einem sehr viel geringeren Alter fiir die
Brassicaceen aus. Neuesten Untersuchungen zufolge und auf neuen Fossilienfunden
beruhend, wird das Alter der Brassicaceen mit etwa 54,3 Millionen angegeben
(BEILSTEIN et al. 2010).

Diese Altersabschitzung ist allerdings umstritten, da das verwendete Fossil nicht
zweifelsfrei identifiziert ist (FRANZKE et al. (2011); Kommentar K. MUMMENHOFF,
http://www.nature.com/nature/journal/v467/n7317/full/467755d.html).

Das Einbeziehen von Fruchtentwicklungsgenen aus Aethionema carneum mit seinen
heterokarpen Friichten in die Phylogenie lieferte interessante Hinweise, mit denen die
Aussagen von GALLOWAY et al. (1998) unterstiitzt werden konnen. GALLOWAY et al.
(1998) vermuten anhand ihrer Untersuchungen der Arginin-Decarboxylase (adc),
dass sich eine Genduplikation innerhalb der Brassicaceae auf die Core Brassicaceae
beschrinkt hat und dass die Gattung Aethionema diese Genomduplikation nicht erlebt
hat, die Duplikation also nach der Trennung der Core Brassicaceae und der
Aethionemeae stattgefunden haben muss. Als Hinweis hierfiir diente der Nachweis
von zwei (paralogen) adc-Kopien in allen Brassicaceen, wéhrend in der Gattung
Aethionema lediglich eine Genkopie von adc nachgewiesen werden konnte.

Ahnlich gestalten sich die FErgebnisse bei den Brassicaceen fiir die
SHATTERPROOF-Gene. So konnte nur ein SHP-Gen in Aethionema carneum isoliert
werden (SHP2), wohingegen fiir verschiedene andere Brassicaceen-Arten jeweils
zwei SHP-Gene bekannt sind (s. MADS-Box Gen-Phylogenie, Abb. 3.6). Allerdings
bedarf es hier weiterer Untersuchungen, da nicht ausgeschlossen werden kann, dass
das zweite SHP-Gen existiert und aufgrund methodischer Probleme bislang nicht
isoliert werden konnte. Dagegen spricht allerdings, dass bei Southern
Hybridisierungen in Lepidium campestre Kreuzhybridisierung mit dem zweiten SHP-
Gen zu sehen ist, ein Umstand, der bei Aethionema carneum nicht beobachtet wurde

(vgl. Abb. 3.8).
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4.4 Evolution der genetischen Regulation der Fruchtoffnung in
Lepidium
Die mittels in situ Hybridisierung erhobenen Expressionsdaten aus Lepidium lassen
sich zum Teil mit der aus Arabidopsis Wildtyp-Pflanzen bekannten genetischen
Regulation vergleichen (Expressionsergebnisse fiir L. campestre), ein zweiter Teil der
in situ-Ergebnisse ist mit dem Arabidopsis Mutanten-System vergleichbar
(Expressionsergebnisse fiir L. appelianum). Zunidchst sei an dieser Stelle die
mogliche Regulation der Fruchtéffnung in L. campestre diskutiert, die grofe

Ahnlichkeiten zu der aus Arabidopsis bekannten Regulation aufzuweisen scheint.

Lepidium campestre - Offnungsfriichte

Die Expression aller untersuchten Fruchtentwicklungsgene zeigt bei der durch
Offnungsfriichte charakterisierten Art L. campestre groBe Ahnlichkeiten zur
genetischen Regulation der Fruchtoffnung aus Arabidopsis. Eine Expression der
Dehiszenzzonen-Identititsgene SHP1,2 (FLANAGAN et al. 1996; FERRANDIZ et al.
2000; LILJEGREN et al. 2000) sowie der von den SHP-Genen regulierten bHLH-Gene
ALC und IND (RAJANI & SUNDARESAN 2001; LILJEGREN et al. 2004) konnte im
Dehiszenzzonenbereich von L. campestre-Friichten nachgewiesen werden (Abb. 3.9 -
3.12). Auch der Vergleich des die SHP-Gene hemmenden Gens FUL (FERRANDIZ et
al. 2000) zeigt keine groBen Expression-Unterschiede; sowohl in Arabidopsis
Wildtyp-Friichten als auch in L. campestre Frichten (Abb. 3.13) ist — auch in den
unterschiedlichen Fruchtentwicklungsstadien — eine FUL-Expression deutlich
erkennbar (MANDEL & YANOFSKY 1995; GU et al. 1998; FERRANDIZ et al. 2000).
Problematisch gestaltete sich der Expressionsnachweis von RPL, was jedoch auch in
Arabidopsis groflere Schwierigkeiten zu bereiten schien (CRISTINA FERRANDIZ, pers.
Mitteilung). Der Expressionsnachweis von RPL in Arabidopsis erfolgte daher mit
Hilfe einer RPL::RPL-GUS-Reportergen-Mutante (ROEDER ef al. 2003; ALONSO-
CANTABRANA et al. 2007).

Die Expression von RPL in L. campestre konnte schlielich im Infloreszenzmeristem
nachgewiesen werden (Abb. 3.14). Die Genaktivitit von LcRPL ist &hnlich
lokalisiert, wie die fiir PENNYWISE (Synonym zu RPL) nachgewiesene Expression in
Arabidopsis Wildtyp-Infloreszenzen (ROEDER & YANOFSKY 2006). Allerdings ist sie
bei L. campestre etwas weniger stark ausgeprigt als bei Arabidopsis (SMITH & HAKE
2003; COLE et al. 2006).
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Lepidium appelianum - SchlieBfriichte

Eine Betrachtung der Fruchtentwicklungsgene in L. appelianum zeigt zum Teil ein
anderes Bild als dies fiir L. campestre beschrieben wurde. So sind in
Fruchtquerschnitten von L. appelianum keine  Expressionssignale der
Dehiszenzzonen-Identititsgene (SHPI, SHP2, ALC, IND) nachweisbar. Die
upstream-Regulatoren FUL und RPL sind in L. appelianum hingegen ebenso wie in
L. campestre nachweisbar (vgl. Abb. 3.9 — 3.14). Die in Kapitel 3.5.1 dargestellten
Unterschiede in der Expression der Fruchtklappenrand-Identititsgene zwischen L.

campestre und L. appelianum werden im Folgenden erortert.

Expressionsmuster der Fruchtentwicklungsgene — L. campestre vs. L. appelianum
Die Expression von FUL ist bei L. appelianum vergleichbar mit der von L. campestre
(Abb. 3.13) und Arabidopsis Wildtyp-Friichten (MANDEL & YANOFSKY 1995; GU et
al. 1998; FERRANDIZ et al. 2000). Auch ist bei RPL kein gravierender Unterschied
erkennbar, wenngleich die Expression in der Infloreszenz von L. appelianum etwas
schwicher zu sein scheint als bei L. campestre. Erstaunlich ist, dass in situ
Hybridisierungsexperimente mit RPL in Fruchtquerschnitten aller Ontogeniestadien
fehlgeschlagen sind, denn Northern Expressionsstudien zeigen eine schwache RPL-
Expression in L. appelianum-Bliiten des Entwicklungsstadiums 13, bei L. campestre
ist eine RPL-Expression in Entwicklungsstadium 15 erkennbar (vgl. Abb. 3.15).
Diese temporalen Expressions-Unterschiede konnten jedoch auch durch methodische
Ursachen bedingt sein, wie beispielsweise die visuelle Beurteilung der Frucht- bzw.
Bliitenstadien. Hingegen erkldren sie nicht, dass in situ Hybridisierungsversuche in
Fruchtquerschnitten génzlich misslangen. Auffillig und kontrovers zu diskutieren
sind hingegen die Unterschiede, die fiir die Dehiszenzzonen-Identitdtsgene zwischen
den Lepidium-Arten und auch im Vergleich mit Arabidopsis aufgelost werden

konnten.

SHATTERPROOF-Gene

Folgt man der Regulationskaskade der Fruchtéffnung von Arabidopsis Wildtyp-
Friichten (DINNENY & YANOFSKY 2005), so werden die SHP-Gene in der DZ
exprimiert. Die Expression von SHP/ und SHP2 im Dehiszenzzonen-Bereich von L.
appelianum-Friichten ist jedoch nicht nachweisbar. Durch das Ausbleiben dieser

Genprodukte wird die fiir Arabidopsis postulierte Regulationskaskade an diesem
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Punkt gestoppt. Eine Aktivierung von ALC und IND durch SHATTERPROOF1 und
SHATTERPROOF2, wie fiir Arabidopsis Wildtyp-Friichten beschrieben (RAJANI &
SUNDARESAN 2001; LILJEGREN et al. 2004) und auch fiir L. campestre angenommen
werden kann (s.o.), erfolgt demnach in den SchlieBfriichten von L. appelianum
offenbar nicht. Von beiden Genen wurde keine Expression im Dehiszenzzonen-
Bereich von L. appelianum nachgewiesen (vgl. Abb. 3.11, 3.12). Dies fiihrt in L.
appelianum anscheinend dazu, dass die Friichte sich nicht 6ffnen konnen, weil die
durch ALC gesteuerte Ausbildung der Trennschicht sowie die Ausbildung von
verholzten Fruchtklappenrandzellen — in Offnungsfriichten von Arabidopsis durch
SHPI1, SHP2 und IND reguliert — unterbleibt (LILJEGREN ef al. 2000; LILJEGREN ef al.
2004).

Dass der Verlust von Dehiszenz durch die fehlende Ausbildung einer Trennschicht
erfolgen kann, wird bereits von ZOHARY (1948) fiir verschiedene Brassicaceen-Arten
beschrieben. Es ist also wahrscheinlich, dass die fehlende Expression von ALC und
IND im Dehiszenzzonen-Bereich ein downstream-Effekt ist, hervorgerufen durch
upstream-Regulatoren von SHP. Natiirlich kénnen auch die SHATTERPROOF-Gene
selbst als Verursacher von Indehiszenz in L. appelianum in Frage kommen (vgl. 1.4),
allerdings miissten in diesem Fall Mutationen in beiden SHP Genen bzw.
regulatorischen Bereichen dieser Gene in L. appelianum vorliegen; Mutationen in nur
einem dieser paralogen, funktional redundanten Gene diirften fiir die Entwicklung
von SchlieBfriichten in L. appelianum nicht ausreichen, da zumindest in A. thaliana
diese Gene redundant sind und jeweils die Funktion des anderen Gens iibernehmen
konnen (LILJEGREN ef al. 2000; MOORE et al. 2005). Daher sind genetische
Anderungen in den SHP-Genen und deren Beteiligung an der Entwicklung von
Indehiszenz in L. appelianum als eher unwahrscheinlich zu erachten.
Dementsprechend stellt sich die Frage, welche an der Fruchtentwicklung beteiligten
Gene in L. appelianum Verinderungen im Vergleich zu Offnungsfriichten zeigen und
damit zu indehiszenten Friichten gefiihrt haben kdnnten. Bei der Betrachtung von
Genotypen verschiedener Arabidopsis-Mutanten-Phanotypen (indehiszente Friichte),
die in der Natur nicht beschrieben wurden, wird deutlich, dass Schlief3friichte sowohl
durch loss-of-function- als auch durch gain-of-function-Mutationen hervorgerufen
werden konnen. Aufgrund der Expressionsergebnisse ist die wahrscheinlichste
Erklarung fiir die Evolution von SchlieBfriichten in L. appelianum in den Ursachen

einer abgednderten SHP-Regulation im Dehiszenzzonen-Bereich zu finden
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(upstream-Regulation). Der Expressionsnachweis der SHP-Gene in L. appelianum
konnte prinzipiell erbracht werden, eine Expression dieser Gene konnte in den
Samenanlagen belegt werden (s. Abb. 3.8, 3.9). Eine Expression beider SHP-Gene ist
auch fir Arabidopsis in den Samenanlagen beschrieben (MA et al. 1991; SAVIDGE et
al. 1995; FLANAGAN et al. 1996). Somit ist davon auszugehen, dass eine raum-
zeitliche Anderung der Expression dieser Gene stattgefunden hat.

In Arabidopsis ist, sofern nicht SHPI und SHP2 gleichzeitig direkt ausgeschaltet
werden (shpl,2 Doppelmutante), ein indirektes Ausschalten der SHP-Gene durch
verschiedene upstream-Regulatoren moglich und fir Arabidopsis mehrfach
beschrieben. So weisen 35S::FUL Mutanten eine ektopische Expression von FUL in
der gesamten Fruchtklappe auf, was aufgrund der fehlenden Ausbildung der
Dehiszenzzone mitsamt der Trennschicht die Ausbildung indehiszenter Friichte zur
Folge hat (FERRANDIZ et al. 2000). In den Dehiszenzzonen-Bereichen solcher
Arabidopsis-Mutanten-Friichte ist weder SHPI- noch SHP2-Expression nachweisbar.
Dieses System wurde bei Brassica juncea erfolgreich auf Nutzpflanzen iibertragen

(OSTERGAARD et al. 2006), um Ernteverluste zu minimieren (vgl. 4.6).

REPLUMLESS

Auf eine eher indirekte Weise kann auch RPL die Expression der SHP-Gene
hemmen, indem es die Expression von JAG, FIL und Y4B3 im Replum unterdriickt.
Diese drei Gene aktivieren redundant den upstream-Regulator der SHP-Gene, FUL,
in den Fruchtklappen sowie die SHP-Gene selbst am Fruchtklappenrand (DINNENY et
al. 2005). Durch Unterdriicken der SHP-Aktivitdt durch RPL im Replum und durch
FUL in den Fruchtklappen bilden die Pflanzen also eine Dehiszenzzone am
Fruchtklappenrand sowie ein korrektes Replum aus (vgl. Abb. 1.3 a, b). Unterbleibt
jedoch die Produktion von RPL, z.B. in rp/-Mutanten, so kommt es zur ektopischen
Bildung von Fruchtklappenrandzellen im Bereich des Replums, da die SHP-Gene nun
ektopisch im Replum exprimiert werden (ROEDER et al. 2003); ein typisch
ausgebildetes Replum entwickelt sich nicht. Wird jedoch zusitzlich die SHP-Aktivitit
entfernt (in rpl shp1,2 Tripelmutanten), so bilden die Pflanzen wiederum ein Replum
aus (ROEDER et al. 2003). Genau solch einem Phédnotypen entspricht die L.
appelianum-SchlieBfrucht: das Replum wird ausgebildet, die Entwicklung einer
Dehiszenzzone ist jedoch unterbunden (vgl. Abb. 1.3 ¢). Einen dhnlichen Phinotyp
zeigt auch die Arabidopsis rpl jag Doppelmutante. Diese Mutanten-Friichte
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(Offnungsfriichte) bilden ein Replum aus und liefern gleichzeitig einen Hinweis
darauf, dass JAG allein in der Lage ist, die Expression der SHP-Gene im Replum zu
regulieren (DINNENY ef al. 2005; LEWIS et al. 2006).

Sollten regulatorische Anderungen an RPL fiir die Evolution von SchlieBfriichten in
L. appelianum verantwortlich sein, dann miissen auch upstream-regulatorische
Elemente von RPL beriicksichtigt und gegebenenfalls analysiert werden, um deren

Beteiligung an der Expressionsdnderung von RPL auszuschlieBen oder zu bestétigen.

Beteiligung von BELL- und KNOX-Genen an Indehiszenz in L. appelianum?

BELL- und KNOX-Proteine bilden Heterodimere aus, die fiir die Infloreszenz-
entwicklung von wesentlicher Bedeutung sind (KANRAR et al. 2006). So bildet
REPLUMLESS (Vertreter der BELL Familie) mit verschiedenen KNOX-Proteinen
wie BREVIPEDICELLUS (BP), SHOOTMERISTEMLESS (STM) und KNAT6
(K6) Heterodimere aus, die durch spezifische Bindung an Target-Sequenzen die
Meristemfunktion steuern (BELLAOUI et al. 2001; BYRNE et al. 2003; SMITH & HAKE
2003; BHATT et al. 2004; ALONSO-CANTABRANA et al. 2007). Die Redundanz dieser
drei Klasse I KNOX-Gene (BYRNE et al. 2003) schliet zunédchst alle Gene als
potentielle Regulatorgene fiir RPL im Replum ein. Die Expression der Gene BP und
K6 wird im Arabidopsis Wildtyp durch die funktional redundanten Gene
ASYMMETRIC LEAVESI,2 (AS1, AS2) gehemmt. Diese Gene (A4SI, AS2) sind
wiederum in den Fruchtklappen stirker exprimiert als im Replum, so dass die BP-
Expression hauptsidchlich auf das Replum beschrinkt bleibt (ALONSO-CANTABRANA
et al. 2007). Die BP-Expression hingegen scheint dort zumindest teilweise fiir die
Expression von RPL verantwortlich zu sein, da 35S::BP-Mutanten nicht nur im
Replum eine deutlich erhohte RPL-Expression zeigen, sondern auch eine
ausgeweitete Expression von RPL auf die Fruchtklappen (ALONSO-CANTABRANA et
al. 2007). Dass 35S::RPL-Mutanten in Arabidopsis nun wiederum keine vom
Arabidopsis Wildtyp abweichende Fruchtentwicklung zeigen (MUHLHAUSEN et al.
2011) konnte daran liegen, dass BP und RPL nur als Heterodimer funktional aktiv
sind. In 35S::RPL-Mutanten wédre demnach zwar {iberall ausreichend RPL-Produkt
verfligbar, aber durch das Fehlen des BP-Proteins auBBerhalb des Replums wiirde eine
Phénotypendnderung ausbleiben. Dies konnte experimentell untersucht werden,
indem man 355::RPL und 35S::BP Konstrukte herstellt, beide gemeinsam in

Arabidopsis transformiert und die entstehenden Friichte auf Dehiszenz untersucht.
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Beteiligung von AGAMOUS an Indehiszenz in L. appelianum?

Es gibt ferner Hinweise darauf, dass AGAMOUS (AG), ein weiteres MADS-Box Gen,
an der Aktivierung der Fruchtklappenrand-Identititsgene beteiligt ist. So werden die
SHP-Gene in ag loss-of-function-Mutanten nicht exprimiert, in Uberexpressions-
Mutanten hingegen sehr wohl (SAVIDGE et al. 1995; FERRANDIZ et al. 2000;
FERRANDIZ 2002). Die Hauptfunktion von AGAMOUS ist allerdings die Regulierung
der Entwicklung von Reproduktionsorganen, wo es als C-Klasse-Gen im dritten und
vierten Wirtel exprimiert ist und fiir die Entwicklung der ménnlichen und weiblichen
Reproduktionsorgane (Stamina, Karpelle) verantwortlich ist (YANOFSKY et al. 1990;
THEISSEN & SAEDLER 1995; THEISSEN et al. 2000; THEISSEN & SAEDLER 2001). Das
AGAMOUS-Gen besitzt ein 3 kb groBes Intron, iiber das AGAMOUS einerseits
aktiviert werden kann (LFY, WUS (BUSCH et al. 1999; LOHMANN et al. 2001)), auf
der anderen Seite ist aber auch die Repression von AGAMOUS durch verschiedene
Gene moglich (SEU, LUG, AP2 (DREWS et al. 1991; Liu & MEYEROWITZ 1995;
FRANKS et al. 2002)). Zusitzlich wird AGAMOUS durch REPLUMLESS negativ
reguliert, jedoch nur in den duBleren zwei Wirteln (BAO et al. 2004); AG ist hier als C-
Klasse Gen nicht exprimiert. Somit kann RPL also nicht nur SHP direkt negativ
regulieren, sondern auch hemmend auf AGAMOUS einwirken, indem es im zweiten
Intron von AGAMOUS an einer spezifischen DNA-Bindestelle bindet (BAO et al.
2004) und so tiber eine indirekte Regulation die SHP-Gene negativ reguliert. Obwohl
einige der beschriecbenen Regulationen im Arabidopsis Wildtyp auf das
Sprossapikalmeristem (SAM) beschrankt sind, kann nicht ausgeschlossen werden,
dass diese Gene auch innerhalb der Frucht in dhnlicher Weise interagieren. Ein
Unterdriicken von AGAMQOUS durch RPL im Dehiszenzzonen-Bereich, z.B. durch
eine kleinrdumige Expressionserweiterung auf eben diesen DZ-Bereich, kdnnte etwa
dazu fiihren, dass die SHP-Gene nicht mehr ordnungsgemill exprimiert werden, was
die Ausbildung von SchlieBfriichten zur Folge hitte. Die groBen Ahnlichkeiten der
DNA-Erkennungssequenz fiir RPL innerhalb des betreffenden 4GAMOUS-Introns in
Arabidopsis und Lepidium phlebopetalum (72%) (HONG et al. 2003; BAO et al. 2004)
lassen jedoch vermuten, dass diese Erkennungssequenzen fiir RPL auch in L.
appelianum und L. campestre dhnlich konserviert sind. Aus diesem Grund ist der
Entwicklungsschritt zu SchlieBfriichten in L. appelianum wahrscheinlich durch eine
andere als der oben beschriebenen mdglichen genetischen Anderungen hervorgerufen

worden.
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Aufgrund der oben dargestellten komplexen Regulationen im Bereich des Replums
kann eine Beteiligung von RPL an der Entwicklung von SchlieBfriichten in Lepidium
appelianum nicht zweifelsfrei geklart werden. Eine Beteiligung von RPL lésst sich
jedoch auch nicht ausschlieBen. Fiir eine Beteiligung von RPL an der Entwicklung
von Indehiszenz in L. appelianum spricht die Beobachtung, dass eine Punktmutation
im regulatorischen Bereich des RPL-Orthologen aus Reis ,seed-shatter” (das
Abbrechen der reifen Diasporen) verhindern kann (KONISHI ef al. 2006). Das Schema
einer moglichen genetischen Regulation von Indehiszenz in L. appelianum unter
Einbeziehung von Regulations- oder Expressionsédnderungen von RPL ist in Abb. 4.1
dargestellt (RPL-Hypothese). Demnach wird fiir eine Beteiligung von REPLUMLESS
an der Evolution von SchlieBfriichten in L. appelianum auch noch eine
Expressionsidnderung eines weiteren Gens benoétigt, die RPL-Hypothese setzt eine

zusitzlichen Expressionserweiterung von BP voraus.

Priadisposition als Voraussetzung fiir Indehiszenz in L. appelianum?

Arabidopsis 35S::RPL-Mutanten mit ektopischer RPL-Expression in der gesamten
Frucht =zeigen keine Phédnotypendnderung im Vergleich zum Wildtypen
(MUHLHAUSEN et al. 2011). Eine Verinderung von Offnungs- hin zu SchlieBfriichten
ist jedoch bei L. appelianum gegeben. Da das Vorhandensein von BP und RPL
hinreichend fiir eine Phénotypenénderung ist (die Evolution von SchlieBfriichten, z.B.
in L. appelianum) miissten mindestens zwei Mutationsereignisse stattgefunden haben,
um eine Regulationsédnderung unter Beteiligung von RPL schliissig zu erkléren.

Man konnte annehmen, dass ein erstes solches Mutationsereignis im Verlauf der
Evolution stattgefunden hat, zunédchst jedoch keine weitreichenden Folgen mit sich
gebracht hat, sondern vielmehr zu einer Pradisposition einer ganzen systematischen
Einheit gefiihrt haben konnte (ENDRESS 1992; BOWMAN et al. 1999). Setzt man eine
solche Pradisposition fiir Lepidium (oder fiir die Familie der Brassicaceae) als
gegeben voraus, so konnte dies einerseits die Entstehung von SchlieBfriichten in L.
appelianum erkldren, andererseits aber auch ein Erklarungsansatz fiir die wiederholte
Entstehung von Indehiszenz in der Gattung Lepidium bzw. in der ganzen Familie der
Brassicaceen sein. Hinweise, dass eine Pridisposition fiir die Entwicklung von
Indehiszenz in z.B. Lepidium vorliegt, konnten anhand mehrerer indehiszenter Arten
aus Lepidium getestet werden. Hier wiirden sich zunichst die nah verwandten Arten

aus der Linie Lepia (L. draba (L.) Desv. (2 Subspezies), Stubendorffia orientalis
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Schrenk, S. gracilis (N.Pavl.) Botsch., S. lipskyi Busch) sowie Taxa mit indehiszenten
Friichten aus Lepidium s.1. anbieten (Stubendorffia aptera Lipskyi) (MUMMENHOFF et

al. 2001a; AL-SHEHBAZ et al. 2002; MUMMENHOFF et al. 2009).

FRUITFULL

Eine weitere mogliche Erklirung fiir den Ubergang zu SchlieBfriichten bei L.
appelianum ist eine Anderung in der Regulation bzw. eine riumliche Ausweitung der
Expression von FUL in den Dehiszenzzonen-Bereich. Trotz der dhnlichen Expression
in den Frichten der zwei untersuchten Lepidium-Arten (s.0.) kann nicht
ausgeschlossen werden, dass eine unterschiedliche FUL-Expression in den zwei
Lepidium-Arten vorliegt. FEine kleinrdumige Expressionserweiterung in L.
appelianum-Fruchtklappen in Richtung Replum (bis in den bei L. campestre-
Offnungsfriichten nur zwei bis vier Zellschichten breiten Dehiszenzzonenbereich)
wire dullerst schwierig nachzuweisen, aber bereits eine solche rdumliche
Expressionserweiterung von FUL um genau diesen Bereich konnte ausreichen, einen
schlieBfriichtigen Phinotypen wie bei 35S.:FUL-Mutanten zu erhalten (FERRANDIZ et
al. 2000). Nach dieser FUL-Hypothese (Abb. 4.1) konnte FRUITFULL, wie bei
Arabidopsis Mutanten nachgewiesen, als downstream-Inhibitor fiir SHP/ und SHP2
fungieren, was zur Folge hatte, dass die SHP-Gene nicht exprimiert werden
(FERRANDIZ et al. 2000). Die Ausbildung einer Dehiszenzzone bliebe aus, was
letztendlich zu SchlieBfriichten flihrt. Da die Expression von FUL wiederum von den
oben erwidhnten Genen YAB3, FIL und JAG positiv reguliert wird (DINNENY et al.
2005), konnen auch diese Gene bei der Evolution von SchlieBfriichten nicht a priori
ausgeschlossen werden.

Zusammenfassend konnte eine auf den Dehiszenzzonen-Bereich rdumlich begrenzte
gain-of-function-Mutation zumindest eines der oben genannten regulatorischen Gene
(trans-regulatorische Faktoren) fiir die Evolution von Indehiszenz verantwortlich sein
(RPL- und FUL-Hypothese). Nach dem Parsimoniekriterium (Sparsamkeitskriterium)
kann die FUL-Hypothese mit nur einer vorausgesetzten Mutation /
Expressionsinderung — im Gegensatz zu mindestens zwei Mutationsereignissen bei
der RPL-Hypothese — favorisiert werden. Aus diesem Grund sollte in den
anschlieBenden Funktionsstudien (heterologe Transformationsstudien) mit dem Gen

FRUITFULL begonnen werden.
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a Arabidopsis Wildtyp
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Abb.4.1 Schema der genetischen Regulation von Arabidopsis-Offnungsfriichten (a) sowie
Hypothesen zur Evolution der genetischen Regulation der Fruchtéffnung in L.
appelianum (b, c). (a) Genetische Regulation der Fruchtoffnung in Arabidopsis
Offnungsfriichten. Die Expression der Fruchtentwicklungsgene ist riumlich z.T. stark
begrenzt. RPL-Hypothese: Die Expression von RPL ist auf die DZ erweitert. Diese
Hypothese setzt eine vorangegangene Mutation voraus (z.B. in BP), die als
Pradisposition in allen Lepidium-Arten vorliegen konnte. Die Fruchtklappenrand-
Identitdtsgene (SHPI, SHP2, ALC, IND) werden im DZ-Bereich nicht exprimiert,
ebenso wie bei der FUL-Hypothese: Hier werden die Fruchtklappenrand-Identititsgene
durch eine Expressionserweiterung von FUL auf den DZ-Bereich unterdriickt. In beiden
Féllen unterbleibt die Ausbildung einer Dehiszenzzone mit verholzten Frucht-
klappenrandzellen und Trennschicht; es kommt zur Ausbildung von SchlieBfriichten.
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Es kommen aber auch Mutationen, die zu Anderungen in cis-regulatorischen
Bereichen gefiihrt haben, als mogliche Ursachen fiir die Evolution von
SchlieBfriichten in den Brassicaceen in Betracht, wie z.B. fir das Gen AGAMOUS
beschrieben (s.0.). Eine solche Anderung kann selbstverstindlich auch in einem Gen
stattgefunden haben, dessen Funktion bislang unbekannt ist bzw. noch nicht ndher

untersucht wurde.

Die hier vorgestellten Ergebnisse sind Vorarbeiten, die im Rahmen einer ersten
Projektperiode durchgefiihrt wurden. Diese Vorarbeiten lassen Riickschliisse auf die
wahrscheinlichsten Kandidatengene zu, die nach unserer Einschitzung an der
Evolution von Schliefriichten in Lepidium appelianum respektive den Brassicaceen
beteiligt sind. Die Anzahl der in Frage kommenden Fruchtentwicklungsgene (ALC,
FUL, IND, RPL, SHPI, SHP2) konnte mittels Expressionsanalysen (in situ
Hybridisierung, Northern Analysen) auf zwei Gene, FRUITFULL und
REPLUMLESS, eingrenzt werden. Beide Gene besitzen die Fahigkeit, mit SHP/ und
SHP?2 die zwei in der Regulationskaskade fiir die Dehiszenzzone wichtigsten Gene zu
unterdriicken (FERRANDIZ et al. 2000; ROEDER et al. 2003), Unterschiede in der
Genexpression sind jedoch erst bei Target-Genen von RPL und FUL zu finden.
Kleinrdumige Expressionserweiterungen (auf den Dehiszenzzonen-Bereich bei L.
appelianum) sind fiir FUL nicht nachweisbar, hier wire bereits eine kleinrdumige
Expressionserweiterung um 2-4 Zellschichten fiir die Ausbildung von indehiszenten
Friichten ausreichend, um Schliefriichte zu entwickeln. Ebenso konnte eine
Expression von RPL in Fruchtquerschnitten nicht nachgewiesen werden, in
Langsschnitten von Infloreszenzmeristemen ist die Expression von RPL jedoch

dhnlich.

Aufgrund der hier vorgestellten Ergebnisse sollten heterologe Transformationen
nachfolgender Studien zunichst auf FUL und RPL begrenzt bleiben. Sollten diese
Analysen allerdings keine Hinweise auf eine Beteiligung dieser Gene an der
Evolution von SchlieBfriichten in L. appelianum ergeben, so sollten die Versuche auf
die upstream-Regulatoren YAB3, FIL und JAG ausgeweitet werden. Auch eine
Ausweitung auf Transformationsversuche mit den SHP-Genen ist in Betracht zu
ziehen, da diese in L. appelianum eine von Offnungsfriichten (z.B. von 4. thaliana, L.

campestre) abweichende Expression zeigen. Transformationsstudien mit den
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Downstream-Targets der SHP-Gene, ALC und IND, sollten hingegen zunéchst
zuriickgestellt werden, da sie offenbar nicht direkt an der Evolution von

Schlieffriichten in L. appelianum beteiligt sind.

Zur Vereinfachung der Transformationsstudien konnte nach erfolgreicher Etablierung
eines Transformationssystems flir Lepidium ein System angewendet werden, bei dem
temperatur-sensitive FUL- oder RPL-Mutanten hergestellt werden. Solche Versuche
konnten flir Antirrhinum mit temperatur-sensitiven DEFICIENS-Mutanten erfolgreich
durchgefiihrt werden (ZACHGO et al. 1995; BEY et al. 2004). So konnte bereits durch
ein einfaches Andern von Wachstumsbedingungen (im vorliegenden Fall die
Temperatur) der Phénotyp verdndert werden, sofern das untersuchte Gen funktionale

Anderungen verursacht.

4.4.1 Genetische Regulation heterokarper Aethionema-Friichte

Besondere Fruchtstinde findet man unter anderem in Aethionema carneum; diese
heterokarpe Art entwickelt im selben Fruchtstand Offnungs- und SchlieBfriichte. Nun
stellt sich die Frage, wie es die Pflanze gewdhrleistet, am Fruchtstand zundchst
Offnungsfriichte mit jeweils bis zu vier Samen auszubilden, im spiteren Verlauf dann
jedoch vornehmlich einsamige Schliefriichte (schlieBfriichtige Nussschotchen) zu
produzieren (ZOHARY 1937; ZOHARY & FAHN 1950). Uberdies zeigen die Samen
unterschiedliche Eigenschaften im Keimungsverhalten (Heterospermie): die Samen
aus SchlieBfriichten keimen in der Regel etwa 15 Tage spiter als diejenigen aus
Offnungsfriichten (ZOHARY & FAHN 1950), und auch der Verschleimungsgrad der
Samen aus den verschiedenen Friichten ist unterschiedlich. Die notorrhizen Samen
der Offnungsfriichte verschleimen (riickenwurzelig: die Radicula liegt einem der
Keimblitter an), wohingegen die pleurorrhizen Samen aus SchlieBfriichten
(seitenwurzelig: die Radicula liegt den Seiten der Keimblétter an) nicht verschleimen
(ZOHARY 1937). Sowohl bei verschleimenden Samen aus Offnungsfriichten als auch
bei nicht-verschleimenden Samen aus SchlieBfriichten von Ae. carneum konnte bei
der Keimung zunéchst das Erscheinen der Radicula beobachtet werden (vgl. Abb.

3.18).

In der Gattung Aethionema kommt Heterokarpie wiederholt vor (vgl. 1.7). Allerdings

liegt bislang keine vollstdndige Gattungsmonographie vor, so dass es schwierig ist,
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etwas liber den Ursprung von Heterokarpie abzuleiten. Zwar sind in verschiedenen
Arbeiten zu asiatischen Brassicaceen auch Daten heterokarper Aethionema-Arten in
die Phylogenien eingeflossen (KHOSRAVI et al. 2008b; KHOSRAVI et al. 2008a;
KHOSRAVI et al. 2009), allerdings ist die Anzahl der verwendeten Aethionema-Taxa
zu gering, um eine Aussage zur Monophylie von Heterokarpie zu treffen. Nach
KHOSRAVI et al. (2008a; 2009) bilden die annuellen, heterokarpen Taxa Ae. carneum,
Ae. saxatile sowie das teilweise als heterokarp beschriebene Ae. arabicum zusammen
mit Ae. wumbellatum (Boiss.) Bornm. und Ade. semnanensis Mozaff. ecine
monophyletische Gruppe. Da der Switch von Offnungsfriichten zu SchlieBfriichten
innerhalb eines einzelnen Fruchtstandes {ibergangslos ablauft, kann man a priori eine
recht einfache genetische Regulation fiir die Entwicklung der unterschiedlichen
Friichte annehmen (KOLKMEYER 2009). Ein mogliches Szenario fiir die Regulation
von Offnungs- und SchlieBfriichten, basierend auf den anatomischen Ergebnissen von
KOLKMEYER (2009), konnte auch bei Aethionema carneum mit Hilfe des
Mutantensystems aus Arabidopsis erklirt werden. Die Offnungsfriichte von
Aethionema  carneum bilden keinen deutlich ausgeprigten lignifizierten
Fruchtklappenrand aus, wie dies bei Arabidopsis bekannt ist. Vielmehr lignifiziert,
wie bei Offnungsfriichten von Aethionema saxatile, ein Teil des Mesokarps (Abb.
3.17 a), welcher auch bei Ade. carneum die Funktion der verholzten
Fruchtklappenrandzellen zu {iibernehmen scheint (MUHLHAUSEN et al. 2008;
KOLKMEYER 2009). Bei Arabidopsis wird die Ausbildung dieser verholzten
Fruchtklappenrandzellen durch /ND gesteuert, die Ausbildung der Trennschicht wird
durch ALC reguliert (RAJANI & SUNDARESAN 2001; LILJEGREN et al. 2004). Es ist
denkbar, dass die ektopische Expression von /ND in den Friichten zur Verholzung des
Mesophylls flihrt, ein Phénotyp, der einer indehiszenten Arabidopsis ful Mutante
entspricht (LILJEGREN et al. 2004). Die Ausbildung einer Trennschicht, die fiir die
Offnung der Friichte zwingend nétig ist (Abb. 3.17 a), wird in Offnungsfriichten von
Aethionema carneum vermutlich weiterhin durch ALC vermittelt (MUHLHAUSEN et al.
2008). SchlieBfriichte von Aethionema carneum hingegen bilden keine Trennschicht
aus (Abb. 3.17 b) und zeigen einen dhnlichen Phinotypen, wie fiir Arabidopsis
Doppelmutanten (fiu alc) gezeigt werden konnte (LILIEGREN et al. 2004). Ubertrigt
man die fiir Aethionema saxatile postulierte genetische Regulation (MUHLHAUSEN et
al. 2008) auf Ae. carneum, so konnte man mit einem relativ einfachen genetischen

Regulationssystem die anatomischen Unterschiede von Offnungs- und
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Schlieffriichten  erkldren.  Allerdings bedarf es intensiver molekularer
Untersuchungen (Expressionsanalysen, heterologe Transformationen), um die
genetische Regulation fiir die Entwicklung von Heterokarpie in Aethionema
vollstdndig aufzukléren. Interessant ist dabei die Aufklidrung der Regulation auf
physiologischer Ebene, denn hier Offnen sich ganz neue Perspektiven der
Grundlagenforschung. Wie erfolgt der plétzliche Ubergang von Offnungsfriichten zu
SchlieBfriichten, auch im Zusammenhang mit der Ausbildung unterschiedlicher
Samenphédnotypen wie verschleimende bzw. nicht verschleimende Samen und
unterschiedliche Dormanztypen? Was sind die Ausloser fiir diese gednderten
physiologischen Prozesse, ist dieser Mechanismus abhidngig von abiotischen Faktoren
wie Temperatur und Wasserverfiigbarkeit und ist dieser Ubergang reversibel?

Bei der Anzucht von Aethionema carneum im Rahmen der vorliegenden Arbeit
konnte beobachtet werden, dass im terminalen Bereich von Fruchtstinden wieder
Offnungsfriichte auftreten konnen, auch wenn zuvor bereits SchlieBfriichte und auch
Offnungsfriichte ausgebildet wurden. Diese Beobachtung kénnte mit einer erhdhten
Wasserverfiigbarkeit fiir die Pflanzen zusammenhédngen (evtl. verursacht durch
stirkeres GieBen). Der erneute Ubergang hin zur Produktion von Offnungsfriichten
bei erhohter Wasserverfiigbarkeit konnte mit der schnelleren Keimféhigkeit der
Samen aus Offnungsfriichten erklért werden. Eine schnelle Keimung von Samen aus
Offnungsfriichten nach der Reife konnte das Uberleben der Keimlinge bei
ausreichender Befeuchtung ermdglichen und die Entwicklung einer neuen Generation
von Pflanzen beglinstigen.

Sind Arabidopsis-Mutanten mit potentiellen Kandidatengenen aus Aethionema in der
Lage, heterokarpe Fruchtstinde hervorzubringen? Diesen Fragen bedarf es in
nachfolgenden Studien nachzugehen. Kenntnisse iiber die genaue genetische
Regulation von Offnungs- und SchlieBfriichten kénnten auch neue Hinweise auf die

wiederholte Evolution von SchlieBfriichten in den Brassicaceen liefern.

4.5 Okologie der Samenausbreitung — Dehiszenz, Indehiszenz und
Heterokarpie

Das wichtigste Ziel bei der Samenausbreitung ist, dass eine Pflanze ihren Diasporen,

mit denen sie ein Fortdauern der Art ermdglicht, die Fahigkeit mit auf den Weg gibt,

an einen fiir die Keimung besonders giinstigen Ort zu gelangen (GUTTERMAN 1993).

Kénnen verschiedene Fruchtformen wie Offnungs- und SchlieBfriichte also als
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okologische Anpassungen an die jeweiligen Standorte angesehen werden, oder sind
die unterschiedlichsten Fruchtoffnungssysteme bis hin zu den heterokarpen Friichten
z.B. von Aethionema carneum vielmehr ,,eine Laune der Natur*?

Eine generelle Aussage hieriiber zu treffen ist sicherlich schwierig. Es miissen immer
auch artspezifische Aspekte einflieBen, generelle ©kologische Anpassungen an
bestimmte 6kologische Faktoren scheint es nur zum Teil zu geben.

Zum Beispiel tritt Myxospermie (Verschleimung von Samen) stark gehduft bei
winterannuellen Pflanzen trockener Standorte auf. In diesen Gebieten konnte gezeigt
werden, dass das Verschleimen von Samen dazu fiihrt, dass die Samen einerseits in
der Nédhe der Mutterpflanze am Boden anhaften, wie z. B. bei Plantago coronopifolia,
Carrichtera annua oder Anastatica hierochuntica, was eine Fernausbreitung
(Telechorie) unterbinden wiirde (ZOHARY 1937; GUTTERMAN 1993; GUTTERMAN &
SHEM-Tov 1997b; GUTTERMAN & SHEM-Tov 1997a; VAN RHEEDE VAN
OUDTSHOORN & VAN ROOYEN 1999; GUTTERMAN 2002). Zusitzlich gewihrleistet
dies bei kontinuierlicher Befeuchtung des Bodens eine schnelle Keimung, was zudem
den Fral der Samen durch Ameisen verhindern kann. Allerdings konnen Samen,
sofern sie bei auftretenden Regenfillen noch nicht auf dem Boden angelangt sind,
auch mit dem Wasser fortgeschwemmt werden, was sicherlich einen Ferntransport
darstellen wiirde (GUTTERMAN & SHEM-TOV 1997b).

Dass verschleimende Samen, wie sie auch in den zwei untersuchten Lepidium-Arten
auftreten, auch dem Ferntransport iiber tausende von Kilometern dienlich sein
konnen, konnte explizit fir Lepidium gezeigt werden. So gilt es als wahrscheinlich,
dass Samen Kkalifornischer und afrikanischer Lepidium-Arten im Gefieder von
Wasservogeln nach Australien verfrachtet wurden (Exozoochorie), wo durch
Hybridisierung neue, in Australien endemische Arten entstehen konnten
(MUMMENHOFF et al. 1992; MUMMENHOFF et al. 2004; MUMMENHOFF & FRANZKE
2007; DIERSCHKE et al. 2009). Auch wird der Verlust des Pappus bei Asteraceen-
Gattungen mit verschleimenden Samen als Hinweis dafiir gesehen, dass es sich bei
den verschleimenden Samen um eine Anpassung an den Ferntransport handelt
(GRUBERT 1974).

Allerdings zeigen auch eng verwandte Arten beziiglich der Myxospermie
Unterschiede, obwohl die Arten in sehr dhnlichen Habitaten vorkommen. Viele Arten
der Gattung Heliophila mit seinen etwa 73 Arten kommen in den trockenen Gebieten

Stidafrikas und Namibias vor (MUMMENHOFF et al. 2005). Der Grad der
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Verschleimung der Samen ist hier jedoch nicht von klimatischen Bedingungen
abhéngig, sondern korreliert vielmehr mit der Grof3e der Befliigelung der Samen (VAN
RHEEDE VAN OUDTSHOORN & VAN ROOYEN 1999). Eine generelle Bewertung der
Evolution von Myxospermie ist aus diesem Grund schwierig, spezifische Anpassung
einzelner Arten konnen sowohl als den Ferntransport fordernd, aber auch als den
Ferntransport verhindernd betrachtet werden. Dies fiihrt soweit, dass einzelne Arten
wie Erucaria microcarpa Boiss. gleichzeitig einerseits verschleimende Samen (im
unteren Teil der Frucht) produzieren, die bei Regen ausgebreitet werden und nahe der
Mutterpflanze zur Keimung kommen und andererseits einen im oberen
schlieBfriichtigen Teil der Frucht verbleibenden Samen, der erst sehr viel spiter zur
Keimung kommt. Diese Keimungsverzogerung wird wahrscheinlich durch
keimungshemmende Substanzen im Perikarp ausgelost, die Keimung der Samen ist
erst nach dem Auswaschen dieser Substanzen aus der Fruchtschale moglich. Héufig
werden diese Samen auch von Ameisen gesammelt, was einem Ferntransport

zumindest nahekommt (ZOHARY 1937; GUTTERMAN 1993; GUTTERMAN 2002).

Auch die Produktion von Offnungs- und SchlieBfriichten kann in Bezug auf die
Ausbreitung von Pflanzen in zweierlei Richtung interpretiert werden. Einerseits
werden SchlieBfriichte gerade bei Pflanzen arider Gebiete als hinderlich fiir eine
Fernausbreitung angesehen, wenn ihnen morphologische Strukturen wie etwa Haken
oder Runzeln auf der Fruchtschale fehlen. Das Fehlen solcher morphologischer
Strukturen scheint vielmehr eine Anpassung an Atelechorie (Verhinderung der
Fernausbreitung) zu sein (ELLNER & SHMIDA 1981). Die Abwesenheit solcher
Strukturen an den Fruchtschalen konnte die Vermutung zulassen, dass es sich um eine
Anpassung an aride Gebiete mit unregelméfBigen Niederschligen handelt
(MUHLHAUSEN et al. 2008). Der lokale, von der Mutterpflanze etablierte Standort
konnte somit wertvoller fiir eine Art sein und durch den Verbleib der Samen nahe der
Mutterpflanze weiterhin besiedelt werden. Eine Neubesiedlung entfernter Standorte
(Fernausbreitung) wiire dann kein Primirziel fiir die Spezies mehr. Ubereinstimmend
hierzu diskutieren APPEL & AL-SHEHBAZ (2003), dass bestimmte morphologische
Strukturen dazu dienen kdnnen, dass sich ganze Ausbreitungseinheiten (Friichte bzw.
Fruchtstinde) im Gefieder oder Fell von Tieren verfangen konnen (Exozoochorie)

und dadurch die Fernausbreitung gewéhrleistet wird.

101



Diskussion

Die SchlieBfriichte von L. appelianum weisen keinerlei morphologische Strukturen
auf ihrer Fruchtschale auf, allerdings produzieren sie noch verschleimende Samen
(vgl. Abb. 2.1). Dies ist zundchst verwunderlich, da L. appelianum auch in Kanada
heimisch ist (MULLIGAN & FINDLAY 1974; FRANCIS & WARWICK 2008), einer
Gegend die nicht durch Wiisten charakterisiert ist. Die Hauptverbreitung liegt
vielmehr im asiatischen Raum (China, Kasachstan, Mongolei, West-Sibirien),
Gegenden mit allerdings vergleichbaren klimatischen Bedingungen wie im Norden
Amerikas. Hier ist mit langen Wintern zu rechnen, was diese Regionen zumindest in
einem Grof3teil des Jahres physiologisch zu trockenen Regionen macht.

So konnte es sich bei der Ausbreitungsstrategie von L. appelianum um ein Beispiel
fiir Astatiphorie handeln (ZOHARY 1937). Bei #statiphoren Pflanzen verbleiben die
reifen Friichte auf der Mutterpflanze. Die Samen werden erst nach der Verrottung der
Fruchtschalen freigesetzt, meist erst im Herbst oder Winter. Auch die reifen Samen
von L. appelianum verbleiben in den geschlossenen Friichten sehr lange auf den
Mutterpflanzen, die Samen werden erst nach ausreichend starker Verrottung der
Fruchtschale freigesetzt (MUMMENHOFF et al. 2009). Der durch die Frucht gegebene
Schutz konnte eine frithzeitige Keimung und ein damit verbundenes Absterben der
jungen Keimlinge verhindern. Da Verrottungsprozesse der Fruchtklappengewebe
immer auch Wasser und gewisse Temperaturen bendtigen ist es vorstellbar, dass eine
Verrottung der Fruchthiillen gleichbedeutend ist mit ,,guten” Keimungsbedingungen,
die sich erst mit dem Auftreten physiologisch verfiigbaren Wassers einstellen
(HENSEN 1999).

Die noch immer verschleimenden Samen aus SchlieBfriichten von L. appelianum
konnten ein Hinweis darauf sein, dass die Entstehung von Indehiszenz in L.
appelianum erst vor kurzem stattgefunden hat (THELLUNG 1906). Berechnungen der
Nukleotid-Divergenz (K2P-Nukleotid-Divergenz, (KIMURA 1980)) des ITS-
Kernmarkers (Internal Transcribed Spacer) von L. campestre und L. appelianum
ergaben einen Unterschied von 3,87% (MUMMENHOFF et al. 2009). Nimmt man eine
molekulare Uhr fiir den ITS-Marker bei krautigen Pflanzen von 1%
Sequenzdivergenz pro 0,6-1,1 Millionen Jahren an (ZHANG et al. 2001;
MUMMENHOFF et al. 2004; KAY et al. 2006), so existierte der letzte gemeinsame
Vorfahre von L. appelianum und L. campestre vor etwa 2,3 — 4,3 Millionen Jahren.
Damit konnte die Entstehung der beiden Arten im Pliozdn oder Pleistozin

stattgefunden haben und damit noch in das Quartér fallen (PILLANS & NAISH 2004).
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Die in Aethionema carneum SchlieB- und Offnungsfriichten vorgefundenen
spezifischen Samentypen scheinen &hnliche unterschiedliche Ausbreitungsstrategien
zu verfolgen wie z.B. fiir Erucaria microcarpa beschrieben (s.0.). Auch in
Aethionema carneum findet man verschleimende Samen in den Offnungsfriichten, die
Samen aus SchlieBfriichten verschleimen nicht. Dariiber hinaus konnte bei Anzuchten
mit Samen aus beiden Fruchttypen festgestellt werden, dass die Samen aus
SchlieBfriichten deutlich spéter keimen als diejenigen aus Offnungsfriichten. Dies
konnte daran liegen, dass eine unterschiedlich ausgebildete Dormanz in beiden
Samentypen vorliegt. Dass Samen mit unterschiedlichen Eigenschaften wie Dormanz
oder Verschleimungspotential gebildet werden, ist ein bekanntes Phidnomen bei
Heterokarpie, vor allem bei einjéhrigen Arten semiarider bis arider Standorte (VAN
DER PUL 1972). Dabei ist bei allen heterokarpen Arten zumeist eine Fruchtform an
Telechorie, eine andere an Atelechorie angepasst. Die Samen der fernausgebreiteten
Friichte dienen dabei der ErschlieBung neuer Habitate (DE CLAVIIO 1994).

Dies steht im Einklang mit der sogenannten “bet-hedging®-Strategie® (auch “high-
risk/low-risk), nach der die Pflanzen unterschiedliche Strategien beziiglich der
Samenausbreitung anwenden, um in jedem Fall das Uberleben der Nachkommen zu
gewihrleisten (VENABLE & LEVIN 1985; IMBERT 2002; VENABLE 2007; LU et al.
2010). Die Samen der Offnungsfriichte besitzen ein hohes Keimungspotential, sie
konnen ein Habitat schnell besiedeln. Die Samen der Schlie8friichte keimen sehr viel
spater, wahrscheinlich auch bedingt durch keimungshemmende Substanzen, die im
Perikarp vorhanden sein konnen (VENABLE & LEVIN 1985; IMBERT 2002; VENABLE
2007; LU et al. 2010), aber auch weil die Keimung erst stattfinden kann, wenn die
Samen aus den Friichten entlassen wurden. Welche Samen nun an Telechorie bzw.
Atelechorie angepasst sind muss spezifisch bestimmt werden, allgemeine

Schlussfolgerungen kénnen nicht getroffen werden.

Bei Aethionema carneum scheinen die SchlieBfriichte an Fernausbreitung
(Telechorie) angepasst zu sein. Die Zdhne an den Rindern der zu einem einsamigen
Nussschotchen verwachsenen Fruchtklappen (Abb. 3.18 a) konnen sich leicht im Fell
von Tieren verfangen und so iiber weite Strecken transportiert werden. Zwar besitzen
auch die Fruchtklappen der Offnungsfriichte solche Zihne, jedoch fallen die Samen
bei Fruchtreife aus den sich 6ffnenden Friichten heraus. Ein Ferntransport bei diesen

Samen ist damit eher unwahrscheinlich. Die unzéhligen kleinen verschleimenden
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,Armchen® der Samen aus Offnungsfriichten kénnten zusitzlich der Verankerung am
Boden dienen. Durch die Oberflachenvergroferung, hervorgerufen durch die vielen
kleinen ,,Armchen”, wird ein fester Kontakt zwischen Bodenoberfliche und
Samenkorn erreicht. Die Offnungsfriichte von Aethionema carneum kdnnten somit als

eine Anpassung an Atelechorie verstanden werden.

4.6 Vorzeitige Fruchtoffnung und Herstellung von GVOs

Die vorzeitige Fruchtoffnung bei landwirtschaftlich genutzten Pflanzen in
Verbindung mit dem daraus resultierenden Ernteverlust fiir die Landwirtschaft
verursacht einen immensen Schaden. So beziffern PRICE et al. (1996) allein die
Verluste durch den unterschiedlichen Reifezeitpunkt der Friichte bei Raps auf 11-
25%, wenn darliber hinaus die Wetterbedingungen kurz vor und wéhrend der
Fruchtreife ungiinstig sind und sich dadurch die Ernte verzdgert, kann sich der Wert
auf bis zu 50% erhohen (MACLEOD 1981). Die genetische Regulation der
Fruchtoffnung ist fiir Arabidopsis bekannt und eingehend beschrieben (GU et al.
1998; LILJEGREN et al. 2000; RAJANI & SUNDARESAN 2001; ROEDER et al. 2003;
LILJEGREN et al. 2004). Tatsdchlich konnte anhand verschiedener Arabidopsis
Mutanten gezeigt werden, dass mit loss-of-function- (Funktionsverlust) bzw. gain-of-
function-Mutanten  (Funktionshinzugewinn)  gezielt =~ Phénotypendnderungen
hervorgerufen werden konnen. Eine solche Anderung an einzelnen Genen ist auch
auBBerhalb von Arabidopsis bei Brassica juncea (brauner Senf) gelungen. So konnte in
genetisch verdnderten B. juncea-Individuen das Gen FRUITFULL mittels 35S::FUL-
Konstrukten ektopisch zur Expression gebracht werden (gain-of-function-Mutante),
was einerseits zu Offnungsresistenten Friichten fiihrte (de facto also zu
SchlieBfriichten) (OSTERGAARD et al. 2006), andererseits aber auch als Hinweis
interpretiert werden kann, dass die aus Arabidopsis bekannte genetische Regulation,
die zur Ausbildung des Fruchtklappenrandes und der Dehiszenzzone fiihrt, auch in
Brassica konserviert ist. Die systematische Beziehung von Arabidopsis, Lepidium
(lineage 1) und Brassica (lineage II) (BEILSTEIN et al. 2006; FRANZKE et al. 2009;
COUVREUR et al. 2010) ldsst somit zumindest fiir Offnungsfriichte eine zu
Arabidopsis dhnliche genetische Regulation in Lepidium vermuten.

Durch Transformation (Einschleusen von Konstrukten bzw. verdnderten oder
artfremden Genen) hergestellte Mutanten konnen ein Mittel sein, um Ernteverlusten

entgegenzuwirken und finanziellen Schaden in der Landwirtschaft zu minimieren.
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Allerdings wird diese Herangehensweise in der Offentlichkeit kontrovers diskutiert.
Von Seiten der Hersteller wird der Vorteil fiir die Menschheit betont. So kénnten
Landwirte ihre Ertrdge steigern und Kosten sparen, indem weniger Herbizide
verwendet werden miissen. Es miissen jedoch auch die Nachteile beriicksichtigt
werden, wesentliche Aspekte, die nach dem derzeitigen Stand der Forschung nur zum
Teil verstanden sind. Ist das Risiko gentechnisch verdnderter Mais-Sorten fiir die
Umwelt aufgrund fehlender nah verwandter Arten in Mitteleuropa noch
iiberschaubar, so sind die Folgen fiir die Umwelt — spdtestens bei der Verwendung
von gentechnisch verdndertem Raps — nicht eindeutig absehbar. Insbesondere fiir
Raps (Brassica napus L.) konnte gezeigt werden, dass er mit nah verwandten Arten
(Brassica rapa L.) auch in natiirlichen Populationen Hybride bilden kann (HANSEN et
al. 2001; HANSEN et al. 2003; ELLING 2008; ELLING ef al. 2010). Somit konnte zwar
einerseits die Produktion und der Anbau solcher genetisch verdnderten Sorten zu
erhohten Ertrdgen fithren (in diesem Beispiel durch geringere Verluste durch
vorzeitige Fruchtoffnung), wie am Beispiel Brassica juncea von Ostergaard et al.
(2006) gezeigt, andererseits ist es jedoch nicht ausgeschlossen, dass diese verdnderten
Gene durch Genfluss in Wildarten gelangen und dort nicht planbare Anderungen fiir
die Natur hervorrufen. Arten, die plotzlich Schliefriichte produzieren, kénnten
Nachteile bekommen, da deren Samen keine Anpassung an das Durchbrechen einer
Fruchtschale besitzen. Im Wettbewerb mit anderen Arten konnte dies gravierende
Folgen fiir Populationen bedeuten, die vom Menschen in Kulturpflanzen eingebrachte

Gene aus Kulturpflanzen akkumulieren.

105



Zusammenfassung

5 Zusammenfassung

In Lepidium campestre und Lepidium appelianum konnten insgesamt acht Fruchtent-
wicklungsgene isoliert werden. Diese untersuchten Gene sind wahrscheinlich
allesamt Orthologe zu Fruchtentwicklungsgenen aus Arabidopsis thaliana. Ein
isoliertes SHP-Gen aus Aethionema carneum ist wahrscheinlich ortholog zu SHP2
aus Arabidopsis thaliana. Dieses Gen (4ecSHP2) konnte ein Abkdmmling des letzten
gemeinsamen Vorfahren von Aethionema und den restlichen Brassicaceen sein,

welches mit Ausnahme der Gattung Aethionema in den Brassicaceen duplizierte.

Allein aufgrund der Aminosduresequenzen lassen sich keine direkten Riickschliisse
auf die Beteiligung einzelner Gene an der Evolution von SchlieBfriichten ziehen.
Wahrscheinlicher  sind  regulatorische ~ Anderungen eines oder mehrerer
Fruchtentwicklungsgene innerhalb der Friichte von L. appelianum, die zur

Ausbildung von indehiszenten Friichten fiihren.

Fiir die untersuchten Arten der Gattung Lepidium konnte die Methode der
Expressionsanalysen (in situ Hybridisierung) etabliert werden. Expressionsstudien
lassen eine &hnliche genetische Regulation der Fruchtoffnung von Lepidium
campestre und Arabidopsis thaliana vermuten, diese Regulation scheint in
Offnungsfriichten von Lepidium campestre konserviert zu sein. Aufgrund einer
dhnlichen Regulation in der Gattung Brassica ist es moglich, dass die genetische

Regulation von Offnungsfriichten innerhalb der Core Brassicaceae konserviert ist.

Die genetische Regulation von Lepidium appelianum ist bislang nicht geklirt. Zum
Verstandnis der Evolution von Schliefriichten in Lepidium sind umfangreiche
heterologe Transformationsversuche notwendig. Diese heterologen
Transformationsversuche sollten zundchst mit den fiir die Evolution von
SchlieBfriichten in Frage kommenden Kandidatengenen durchgefiihrt werden, nach
den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit sind dies die Gene FRUITFULL und
REPLUMLESS.

Die Fruchtanatomie heterokarper Friichte in verschiedenen Aethionema-Arten scheint
einer dhnlichen genetischen Regulation zu folgen. Hierauf deuten anatomische

Untersuchungen von Ae. carneum- und Ae. saxatile-Friichten hin.
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Tabelle 7.1

Anhang

Verwendete Primer

Fiir die vorliegende Arbeit verwendete Primer.

Genname*

GenBank Nr.

Primersequenz

Lal8S
Lcl8S

FR728672
FR728673

5" AGGAATTGACGGAAGGGCAC-3'®
5'-GGACATCTAAGGGCATCACA-3'®

AecSHP?2

FR727241

5-GAGAGCAGCAAGAAGATAGGG-3'!
5'-CTACAAATCGGCAAGTTACG-3'*
5-GATAATCATATTATATCTC-3'*

LaSHP1

FR727229

5'-CGACGCAATGGTCTTCTCAAG-3'!
5-GCTTCAGTGACAGAAGGAGGATTG-3'?
5'-CTCTCACACTGTTGTTGGC-3'?
5-CGAGTGGAGAAGATAATAAGAGC-3'?
5'- GAGGTAAATAATAATAAAATAGC -3'*
5-GAATATAATAAGTCGAATTACAG-3'*
5-GGTACGAGATTGAATCCAG-3'3
5-GTTGAGGGTAGAAACAAG-3'?
5-GTCTTGTGTGATGCTGAAG-3' ¢
5'-CTCTCAATTGTTGAGGGTAG-3' ¢

LcSHPI

FR727235

5-CGACGCAATGGTCTTCTCAAG-3'"
5-GCTTCAGTGACAGAAGGAGGATTG-3'?
5.CTCTCACACTGTTGTTGGC-3'?
5-CGAGTGGAGAAGATAATAAGAGC-3'?
5-GCTATAGCAGTATCTCTTCAAC-3'*
5-GATTATTATAAAAAGCAAAACC-3'*
5'-GGTACGAGATTGAATCCAG-3'*
5'-GTTGAGGGTAGAAACAAG-3'*
5-GTCTTGTGTGATGCTGAAG-3'®
5-CTCTCAATTGTTGAGGGTAG-3' ¢

LaSHP2

FR727230

5-GAGAGCAGCAAGAAGATAGGG-3'"
5-CTCTAGTCTACCTTCGAGGTTC-3'?
5-GTGATGGAAGGAGGATTAACG-3'*
5-GTGGAGAAGATGACAAGAGC-3'?
5-GCAGCAGTTAAGTGGTGCTGAG-3'*
5-CTTATATTATTAATCTTTTAGCC-3'*
5-CTTCAAGGAACTCAAGAAC-3'?
5-GAAGACACACCCGACTCG-3'?
5-CCAAGATTACTGAAAGAGC-3'®
5-GCCTTGAATAGCTAGAAGG-3' ¢

LcSHP2

FR727236

5-GAGAGCAGCAAGAAGATAGGG-3'"
5'-CTCTAGTCTACCTTCGAGGTTC-3'*
5-GTGATGGAAGGAGGATTAACG-3'*
5-GTGGAGAAGATGACAAGAGC-3'?2
5-GTAAGAGCAGCAGTTAAGTG-3'*
5-GCTATGCATCCAACGCGTTG-3'*
5-CTTCAAGGAACTCAAGAAC-3'?
5-GAAGACACACCCGACTCG-3' 3
5-CCAAGATTACTGAAAGAGC-3' ¢
5'-CTATGCATCCAACGCGTTG-3' ¢

LaALC

FR727234

5'-CGTCGGTGATCATCTTGC-3'*
5'-GTGGAATTGTGCATCAATG-3'?
5'-CAGACAAGGATCAATGAG-3' ¢
5-YWMATAYAATAGCGAAG-3' ¢

LcALC

FR727240

5'-CGTCGGTGATCATCTTGC-3'?
5-GTGGAATTGTGCATCAATG-3'?
5'-CAGACAAGGATCAATGAG-3'°
5-YWMATAYAATAGCGAAG-3' ¢

LcIND

FR727239

5'-GATGCAGTACATGATTGCC-3'®
5'-CAGGGTTGGGAGTTGTGG-3' *
5-GCTTATTCTTACGTTACGC-3'®
5-GCTTATTCTTACGTTACGC-3'*
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Genname* GenBank Nr. Primersequenz

LaIND FR727233 5-GATGCAGTACATGATTGCC-3'?
5'-CAGGGTTGGGAGTTGTGG-3'’
5-GCTTATTCTTACGTTACGC-3'®
5-GCTTATTCTTACGTTACGC-3'®

LaFUL FR727231 5-GCTCAAGGCAAGAGTTGAGG-3'"
5-CTTCTGAAGGGCAGATATGGATTC-3'*
5-GATAGCAGCATCAAGCTG-3'2
5-GATCTTCCCCCATAAAATTCC-3'*
5'-CATAATACTTTGGTCATTTCAGG-3'*
5-GAATCTAATGATAACTTAAGTAC-3'*
5-GGGGGAAGATCTTGATTC-3'?
5-GAAGCGAATTATTGTGATCC-3'®
5-GGAATTTTATGGGGGAAGATC-3'
5'-CTACTCATTGGTGGTCGGAC-3' ¢

LcFUL FR727237 5-GCTCAAGGCAAGAGTTGAGG-3'!
5'-CTTCTGAAGGGCAGATATGGATTC-3'2
5-GATAGCAGCATCAAGCTG-3'?
5-GATCTTCCCCCATAAAATTCC-3'?
5'-CAGGGTTGTCGTTTCTCTCTC-3'*
5'-CAATGATGAGTACAAGCCACC-3'*
5'-GGGGGAAGATCTTGATTC-3'?
5-GAAGCGAATTATTGTGATCC-3'*
5-GGAATTTTATGGGGGAAGATC-3'
5'-CTACTCATTGGTGGTCGGAC-3'*

LcRPL FR727238 5'-CAGGTCTCTCCAGAAATCAGG-3'"
5'-CTGCTACGTTCGTCTCTCCAAGAGG-3'?2
5'-CCAACATATGAATCTCTTCC-3'?2
5'-CTCGTGCGTTTATGAACC-3'?2
5'-CCACCGAGAAATCCCATG-3'?
5-GGAGTGGAAGCCACCTGC-3'?
5-GAGAGAGGGAATTCGAAG-3'?
5'-ATGGCTGATGCATACGAGCC-3'*
5-GTTTAAAAGTTTCTAAATATACAC-3'*
5-GGTTCATAAACGCACGAG-3'%
5'-CTGACGATTTTGCCCTTCG-3'*
5'-CGCACGAGTTAGGGTTTG-3' ¢
5'-CCTCTGAGCAGTTGTCATTG-3' ¢

LaRPL FR727232 5'-CAGGTCTCTCCAGAAATCAGG-3'T
5'-CTGCTACGTTCGTCTCTCCAAGAGG-3'?
5'-CCAACATATGAATCTCTTCC-3'?
5'-CTCGTGCGTTTATGAACC-3'?
5'-CCACCGAGAAATCCCATG-3'?
5-GGAGTGGAAGCCACCTGC-3'3
5-GAGAGAGGGAATTCGAAG-3'3
5-ATGGCTGATGCATACGAGCC-3'*
5-AAATTTTGTAGTTTAAAAG-3'*
5-GGTTCATAAACGCACGAG-3'®
5'-CTGACGATTTTGCCCTTCG-3' 3
5'-CGCACGAGTTAGGGTTTG-3'®
5'-CCTCTGAGCAGTTGTCATTG-3'®

a: Basierend auf phylogenetischen Analysen in der vorliegenden Arbeit

!'Primer fiir die 3'RACE

2 Primer fiir die 5'RACE; 1.: SP1, 2.: SP2, 3.: SP3
3 Primer fiir zweite 5 'RACE, nur RPL-Gene

* Primer fiir Volllangenklone; 1.: fwd, 2.: rev

3 Primer fiir Southern Sonden; 1.: fwd, 2.: rev

8 Primer fiir Northern Sonden; 1.: fwd, 2.: rev
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7.2

Puffer und Losungen

Brassicaceen-Spezial Anzuchtsubstrat

Lehm : Sand : Bimskies : Kompost (1:2:2:5)

DNA-Isolation, Gelelektrophorese

2 x CTAB-Puffer

10 x TBE-Puffer

Gel-Ladepuffer

Puffer in situ Hybridisierung

FAE-Fixativ

Paraformaldehyd-Fixativ

1M Natriumphosphat-Puffer

Hydrolyse-Puffer

20 x SSPE

5xNTE

50 x TE

Puffer 1

Puffer 2

100 mM Tris-HCI, pH 8.0

20 mM EDTA

1.4 M NaCl

2% PVP (w/v)

2 % CTAB (Cetyltrimethylammoniumbromid) (W/v)

890 mM Tris-HC1
890 mM Borsdure
2mM EDTA

0,5 x TBE

0,25% (v/v) Glycerin

0,25 % (w/v) Bromphenolblau
0,25 % (w/v) Xylencyanol

2 % Formaldehyd (v/v)
5 % Essigsiure (V/V)
60 % Ethanol p.A. (V/V)

0,1 M Natriumphosphat-Puffer
4 % Paraformaldehyd

1M Na,HPO, (68,4%)
1M NaH,PO, (31,6%)

80 mM NaHCO;
120 mM Na2C03ﬂ
pH 10.2

3 M NaCl

200 mM NaH2PO4

20 mM EDTA, pH 8.0

pH 7.4 mit NaOH einstellen (~27ml 10 N NaOH / I)

50 mM Tris-HCI, pH 7.5
5 mM EDTA, pH 8.0
2,5 M NaCl

0,5 M Tris-HCI, pH 7.0
50 mM EDTA, pH 8.0

100 mM Tris-HCI, pH 7.5
150 mM NaCl

100 mM Tris-HCI, pH 9.5

100 mM HCI
50 mM MgCl,
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Detektionslosung

10% PVA
0,15M NaCl

0,1M Tris-HCI, pH9.5
0,05M MgCl,

1,5 ul/ml BCIP und NBT

Puffer Southern Blot und Hvbridisierung

20 x SSC

(Pra-)Hybridisierungslosung

Waschpuffer 1
Waschpuffer 2
Puffer 1
Puffer 2

Puffer 3

BCIP
NBT

Pollenschlauchwachstum

Anilinblau:

Carnoysche Losung

Northern Hybridisierung

10 x MEN-Puffer

(Pri-)hybridisierungspuffer
Waschpuffer 1

Waschpuffer 2

0,3 M Natriumcitrat; 3 M NaCl

5x SSC

2 % Magermilchpulver (W/V)

0,1 % Laurylsarcosin (W/V)

0,2 % SDS (W/v)

200 pl Heringssperma (10 mg/ml)

2 x SSC; 0,1 % (w/v) SDS

0,1 x SSC; 0,1 % (w/v) SDS

0,1 M Tris-HCI, pH 7,5; 0,15 M NaCl

2 % (w/v) Magermilchpulver in Puffer 1
0,1 M Tris-HCI, pH 9,5

0,1 M NaCl

0,05 M MgCI12

35 % BCIP in 100% Dimethylformamid

6,75 % NBT in 70% Dimethylformamid

2,3g K5PO,4 in 100 ml dH,O 16sen
darin 0,1g Anilinblau 16sen

24 h dunkel lagern; Losung entférbt sich und kann

verwendet werden

% Volumen 70% EtOH (V/V)
Y4 Volumen 96% Essigsdure

200 mM MOPS
10 mM EDTA
50 mM Natriumacetat

0,5 M Natriumphosphat pH 7.2 , 7 % (w/v) SDS

1 x SSC; 0,1 % (w/v) SDS

0,1 x SSC; 0,1 % (w/v) SDS
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7.3 Verbrauchsmaterialien und Gerite

Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

a-"*P-dCTP (Radionukleotide)
2-Mercaptoethanol, 99%, p.A.

2 x RNA Loading Dye

Ampicillin

Anilinblau (=Wasserblau)
Anti-Digoxigenin-AP, FAB fragments
BCIP (5-Brom-4-Chlor-3Indolyl-Phosphat)
Blocking Reagent

Borsdure

Bromphenolblau

BSA, Rinderserumalbumin

CTAB (Cetyltrimethylammonium-Bomid)
Chloroform, p.A.

Deckgldschen

Denhardt-Mix, 50 x

DEPC (Diethylpyrocarbonat)
Dextran-Sulfat

DIG Labeled Control RNA

DIG RNA Labeling Mix, 10 x konzentriert
Dimethylformamid

DNA-Ladder
- RiboRuler High RangeRNA Ladder
- HyperLadder™ II

- DNA Molecular Weight Marker VII, DIG-labeled

- Gene-Ruler™ 100 bp Plus

DNase I, recombinant, RNase-frei
EDTA (Ethylendiamintetraessigsiure)
Essigséure

Ethanol, absolut

Ethanol, p.A.

Ethidiumbromid

Formaldehyd

Formamid

Glycerin

HCI (Salzsdure)

Heringssperma

HistoClear”

illustra MicroSpin® G-50 Columns
IPTG (Isopropyl-pB-D-thiogalactopyranosid)
Isopropanol

Kaliumphosphat

Kits
- Genelet™ PCR Cloning Kit
- NEBIlot-Kit
- NucleoSpin® Ectract 11
- NucleoSpin® Plasmid
- pGEM®-T Vector System I
- Vektor pCR®2.1

Kompetente Zellen CH3-Blue
N-Laurylsarcosin

Hartmann Analytik, Braunschweig
Fluka, Neu-Ulm
Fermentas, St. Leon-Rot
Roth, Karlsruhe

Fluka, Neu-Ulm

Roche, Mannheim
Gerbu, Gailberg

Roche, Mannheim
Roth, Karlsruhe

Serva, Heidelberg
Sigma, Deisenhofen
Serva, Heidelberg

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roche, Mannheim
Roche, Mannheim
Roth, Karlsruhe

Fermentas, St. Leon-Rot
Bioline, Luckenwalde
Roche, Mannheim
Fermentas, St. Leon-Rot

Roche, Mannheim
AppliChem, Darmstadt
Fluka, Neu-Ulm

Berkel, Ludwigshafen
Berkel, Ludwigshafen
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Fluka, Neu-Ulm

Sigma, Deisenhofen
National Diagnostic, Atlanta (USA)
GE Healthcare, Miinchen
Biomol, Hamburg

Riedel de Haén, Seelze
Riedel de Haén, Seelze

Fermentas, St. Leon-Rot

New England Biolabs, Frankfurt a. M.
Macherey-Nagel, Diiren
Macherey-Nagel, Diiren

Promega, Mannheim

Invitrogen, Darmstadt

Bioline, Luckenwalde
Sigma, Deisenhofen
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LB Agar

LB Medium (Lennox)

LE Agarose

Magnesiumchlorid

MOPS (3-(N-Morpholino)-Propansulfonsiure)
NazHPO4

NaCl (Kochsalz )

NaH,PO,

Natriumacetat

Natriumcarbonat (Na,COs)
Natriumcitrat

SDS (Natriumdodecylsulfat)
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO;)
Natriumhydroxid (NaOH)

NBT (Nitro Tetrazolium Blau)
Paraformaldehyd

Paraplast Plus Wax

PCR DIG Labeling Mix

Phusion High Fidelity DNA Polymerase
poly(A)

Polyvinylalkohol (PVA)
Polyvinylpyrrolidon (PVP)

Primer

Proteinase K
Restriktionsendonukleasen

RiboLock™ RNase Inhibitor

RNase A

RNAiso-G

RNase Away

Roti®-Histokitt II, Einschlussmedium
Seakem” LE Agarose

Seesand

SP6 RNA Polymerase

Superfrost Ultra Plus® Objekttriiger

T7 RNA Polymerase

Taq DNA-Polymerase

Terminal Desoxyribonucleotidyl Transferase
Transcriptor Reverse Transcriptase
TRIS (Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan)
tRNA

Tween20

X-Gal (Bromo-Chloro-Indolyl-Galaktopyranosid)
Xylencyanol

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Biozym, Hessisch Oldendorf
Roth, Karlsruhe

Fluka, Neu-Ulm

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen
Henkel, Diisseldorf
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Gerbu, Gailberg

Merck, Darmstadt
McCormick, St. Louis (USA)
Roche, Mannheim
Finnzymes, Espoo (Finnland)
Roche, Mannheim
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Invitrogen, Darmstadt
Roche, Mannheim

New England Biolabs, Frankfurt a. M.
Fermentas, St. Leon-Rot
Fermentas, St. Leon-Rot
segenetic, Borken

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Lonza, Basel (Schweiz)
Roth, Karlsruhe

Roche, Mannheim
Menzel, Braunschweig
Roche, Mannheim
Genecraft, Kdln
Fermentas, St. Leon-Rot
Roche, Mannheim
Biomol, Hamburg
Roche, Mannheim

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen

Gerite und Software

Autoklav

- 2540 ELV

- VX-100
Binokular M165 FC
Eisschrank -20°C
Eisschrank -80°C
Elektrophoresekammer GNA-200
Elektrophoresekammer Mini-Sub Cell GT
Fotodrucker UP-D897
Geigerzdhler LB1210 B
Geldokumentation MultiDoc-IT Imaging System
Heiztisch 12895
Inkubationsschrank

- THIO0

Systec, Wettenberg
Systec, Wettenberg
Leica, Wetzlar

Liebherr, Kirchdorf an der Iller
Heraeus, Hanau
Pharmacia, Freiburg
BioRad, Hercules (USA)
Sony, Stuttgart
Berthold,

UVP, Upland (Kanada)
Medax, Rendsburg

Edmund Biihler, Hechingen
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- kelvitron ® B6060

- Mini Hybridization Oven
Kamerasysteme

- DCF 490

- Canon PowerShot G9
Kiihlschrank Spezial-432
Mikroskope

- M5000B

- Laborlux D

- Dialux 22
Mikrotom RM2125RT
NanoPhotometer
pH-Meter LAB 860
Phosphorimager Storm 860
Reinstwasseranlage arium 611VF
Riihrtisch Ikamag RH
Schiittler

- STRS

- 3015
Sequenzierungsautomat ABI377
Software

- Doc-IT LS Image Analysis Software

- Leica Application Suite
Spannungsgerit EPS 200
Thermocycler

- PTC-200

- T3000
Thermomixer MKR13
Uberkopfschiittler 3025
UV-Transilluminator IL-350 M312 nm
Vakuumblotter LKB Vacu Gene XL
Vakuumpumpen

- Mz2C

- ME4NT

- LKB Vacu Gene pump
Vortexer SI-0156
Waage

- 1601 MBS

- Kern 572
Wiérmeschrank

- UM400

- BM300

- UT6760

- Vacutherm VT6060 P
Wasserbader

- 1002

- 1052
Zentrifugen

- Microfuge 35R+

- Centrifuge 5403

- Centrifuge 5415D

Heraeus, Hanau
Biometra, Gottingen

Leica, Wetzlar
Canon, Krefeld
Philipp Kirsch, Offenbach

Leica, Wetzlar

Leitz, Wetzlar

Leitz, Wetzlar

Leica, Wetzlar

Implen, Miinchen

Schott Instruments, Mainz
GE Healthcare, Miinchen
Sartorius, Gottingen

Ika, Staufen

Omnilab, Bremen
GFL, Burgwedel
Applied Biosystems, Darmstadt

UVP, Upland (Kanada)
Leica, Wetzlar
Pharmacia, Freiburg

Biozym, Hessisch Oldendorf
Biometra, Gottingen
DITABIS, Pforzheim

GFL, Burgwedel

Bachhofer, Reutingen
Pharmacia, Freiburg

Vacuubrand, Wertheim

Vacuubrand, Wertheim

Pharmacia, Freiburg

Scientific Industries, Bohemia (USA)

Sartorius, Gottingen
Kern, Balingen-Frommern

Memmert, Schwabach
Memmert, Schwabach
Thermo Scientific, Schwerte
Heraeus, Hanau

GFL, Burgwedel
GFL, Burgwedel

Fisher Scientific, Schwerte

Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
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7.4 Vektorkarten
Xmn| 2009
Nae |
Scal 1890 2707 7]
1 start

1 ori Apal 14
Aatll 20
Sphl 26
BstZ | 31
Amp" Neo | 37
P PGEM®-T Easy lacz BstZ| | 43
Vector 7T Not | 43
(3015bp) Sacll 49
P EcoR| | 52
Spel 64
EcoR | 70
Not | 17
BstZ | 17
Pst| 88
ori Satl 90
Ndel 97
Sac| 109
BstX | 118
Nsil 127
141

T spe

Peil 3804
PBRIZ2_arigin

\-*‘-*H%%
N

F1_origin
si1 903

pCR2 .1
3978 bp

Scal 2435

Vektor pGEM-T
pGEM™-T Vector Systems;
Promega.
WWW.promega.com

Vektor pJET1.2/blunt
CloneJET™ PCR Cloning Kit;
Fermentas.

www.fermentas.de

Vektor pPCR®2.1

TA cloning®Kit;
Invitrogen.
www.invitrogen.com

128



Erklirung iiber die Eigenstandigkeit der erbrachten wissenschaftlichen
Leistung

Ich erkldre hiermit, dass ich die vorliegende Arbeit ohne unzuldssige Hilfe
Dritter und ohne Benutzung anderer als der angegebenen Hilfsmittel
angefertigt habe. Die aus anderen Quellen direkt oder indirekt
iibernommenen Daten und Konzepte sind unter Angabe der Quelle
gekennzeichnet.

Weitere Personen waren an der inhaltlichen materiellen Erstellung der
vorliegenden Arbeit nicht beteiligt. Insbesondere habe ich hierfiir nicht die
entgeltliche  Hilfe von  Vermittlungs- bzw.  Beratungsdiensten
(Promotionsberater oder andere Personen) in Anspruch genommen.
Niemand hat von mir unmittelbar oder mittelbar geldwerte Leistungen fiir
Arbeiten erhalten, die im Zusammenhang mit dem Inhalt der vorgelegten
Dissertation stehen.

Die Arbeit wurde bisher weder im In- noch im Ausland in gleicher oder
dhnlicher Form einer anderen Priifungsbehorde vorgelegt.

Osnabriick, den 26.04.2011



Danksagung

Ich danke meinem Doktorvater apl. Prof. Dr. Klaus Mummenhoff fiir die
Bereitstellung des Themas, eines Arbeitsplatzes im Labor sowie vor allem fiir das mir
entgegengebrachte Vertrauen. Ohne Klaus hétte ich wahrscheinlich niemals mit
meiner Promotion begonnen. Weiterhin danke ich Klaus fiir die stete
Diskussionsbereitschaft.

Ich danke den lieben Kollegen der Arbeitsgruppe Spezielle Botanik / Botanik sowie
den Kollegen und des Botanischen Gartens. Mein ganz besonderer Dank gilt hierbei
Ulrike Coja, die ich mit noch so bléden Fragen nerven konnte und die mir immer eine
Hilfe war und Unterstiitzung bei den Unwigbarkeiten der Molekularbiologie gab.

Rudolf Grupe danke ich fiir wertvolle Tipps beziiglich der Pflanzenanzucht.
Unerwihnt soll auch Melanie Paetsch nicht bleiben. Den so wichtigen Ausgleich
erhielt ich beim Steuern des ,,Prinzen” und dem Ldsen ganz anderer Fragestellungen.

Den Mitarbeiterinnen und Mitarbeitern des Theilen-Labs an der Universitit Jena im
Sommer 2007 danke ich fiir die nette Aufnahmen und das geduldige Anlernen
molekularbiologischer Methoden. Namentlich erwihnt seien hier Dajana Lobbes als
Praxisanleiterin, Rainer Melzer als Freizeitgestalter sowie der Chef, Prof. Dr. Giinter
TheiBen. Uberdies danke ich Teresa Lenser fiir die Uberlassung von Sequenzdaten fiir
Southern- Northern- und in sifu Analysen. Vielen Dank fiir die zwei Monate bei euch!

Andrea Busch und Sabine Zachgo danke ich fiir hilfreiche Tipps bei den in situ
Hybridisierungen.

Ich danke den Arbeitsgruppen Pflanzenphysiologie und Tierphysiologie fiir die
problemlose Mitbenutzung der Isotopenlabore sowie dem Phosphor-Imager.

Ein grofler Dank geht an Christiane, Jorg, Sara, Steffi sowie meinen Vater fiir das
Korrekturlesen meiner Arbeit. Mit Eurer Hilfe konnte die Fehlerquote signifikant
gesenkt werden. AuBBerdem danke ich Anke und Tom fiir die Hilfe beim Drucken.

Meinen Eltern danke ich fiir die moralische Unterstiitzung. Danke dass Thr immer an
mich geglaubt habt!

Ein besonderer Dank geht an die Deutsche Forschungsgemeinschaft, die die

Finanzierung des Projektes sichergestellt hat.

Christiane danke ich fiir ihre Unterstiitzung und dass sie mich so sein ldsst, wie ich
bin.



Curriculum vitae

Personalien
Name Andreas Miihlhausen
Geburtsdatum 07.02.1975
Geburtsort Witzenhausen
Nationalitét deutsch
Familienstand ledig
Schulbildung
Schulform Grundschule Pewsum
Dauer 08/1981 — 06/1985
Schulform Orientierungsstufe Krummhorn
Dauer 08/1985 — 06/1987
Schulform Johannes-Althusius-Gymnasium, Emden
Dauer 08/1987 — 06/1994
Abschluss Abitur
Studium
Hochschule Universitit Osnabriick
Studiengang Biologie
Dauer 10/1994 — 06/2002
Abschluss Diplom
Promotion
Hochschule Universitdt Osnabriick
Promotionsstudiengang Biologie / Botanik
Dauer 07/2007 — 04/2011
Abschluss Doktorgrad der Naturwissenschaften
Arbeitsverhiltnisse

wiss. Hilfskraft (mit/ohne Abschluss)
Universitdt Osnabriick / Spezielle Botanik

Wissenschaftlicher Auffendienst, novodirect GmbH

% TV-L 13; DFG Projekt: Evolutionére
Entwicklungsgenetik der Frucht6ffnung in Brassicaceen

% TV-L 13; Universititsgesellschaft Osnabriick

%2 TV-L 13; DFG Projekt: Evolutionére
Entwicklungsgenetik der Fruchtéffnung in Brassicaceen

wiss. Hilfskraft (mit Abschluss)
Universitat Osnabriick / Botanik

10/2000 — 09/2006

10/2006 — 06/2007
07/2007 — 06/2010

07/2010 - 10/2010
11/2010 - 12/2010

01/2011 - 02/2011



Publikationen

MUHLHAUSEN, A., POLSTER, A. MUMMENHOFF, K. THEIBEN, G. Evolution of Fruit
Dehiscence in Brassicaceae — Examples from Aethionema and Lepidium. In:
M. Hansen (ed). Proc. V" IS on Brassicas & XVI" Crucifer Genetics WS,
Acta Hort. 867, ISHS 2010. 2008.

MUMMENHOFF K, POLSTER A, MUHLHAUSEN A, THEIBEN G. Lepidium as a model
system for studying the evolution of fruit development in Brassicaceae.
Journal of Experimental Botany 60: 1503-1513. 2009.

MUHLHAUSEN, A., LENSER, T., ZACHGO, S., BUSCH, A., MUMMENHOFF, K. THEIBEN,
G. Evidence that a transition from dehiscent to indehiscent fruits in Lepidium
(Brassicaceae) was caused by a change wupstream of ALCATRAZ,
INDEHISCENT and SHATTERPOOF in the developmental cascade leading
to fruit valve margin identity. In preparation. 2011

Prisentationen und Poster

MUHLHAUSEN, A.; MUMMENHOFF, K.; POLSTER, A., THEIBEN, G.; LENSER, T. &
LOBBES, D.

Dehiscent versus indehiscent fruits — a genetic case study in the Brassicaceae.
Systematics 2008, Gottingen, 7. - 11. April 2008. Vortrag.

ANDREAS MUHLHAUSEN, A.; LENSER, T.; THEIBEN, G. & MUMMENHOFF, K.

Unequal Sisters: Evolution of Fruit Dehiscence in Lepidium (Brassicaceae).
International PhD School PLANT DEVELOPMENT. 7. - 9. September 2009,
Retzbach. Vortrag.

MUMMENHOFF, K.; MUHLHAUSEN, A.; POLSTER, A.; LOBBES, D. & THEIBEN, G.
Comparative analysis of fruit dehiscence / indehiscence in Brassicaceae. Botanical
Congress, 3. - 7. September 2007, Hamburg. Poster-Présentation.






